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Roviditések jegyzéke
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4-CG 4-krezol-gliikkuronid

4-CS 4-krezol-szulfat

Ala Alanin

ALP Alkalikus foszfataz

ALT Alanin-aminotranszferaz

Arg Arginin

AST Aszpartat-aminotranszferaz
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CE Kapillaris elektroforézis

CHB 1-ciano-2-hidroxi-3-butén

CIT Citromsav

COMET Metabonomikai toxikologiai vizsgalatok céljabol 1étrejott konzorcium
(“Consortium for Metabonomic Toxicology”)

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

cre Kreatin

crn Kreatinin

Ctr Citrullin
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DMG Dimetil-glicin

DRC Gyogyszer vagy modelltoxin, és annak metabolitjai (“drug related compound”)
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HIP Hippursav
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HPPA Hidroxi-fenil-propionsav
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Ile Izoleucin

L-AA L-aminoadipinsav

LC Folyadékkromatografia

Leu Leucin

Lys Lizin

MAS-NMR  Szilard fazist (,,magic angle spinning””) NMR méréstechnika

MS Tomegspektrometria

MVDA Tobbvaltozos adatelemzés

NAC N-acetil-cisztein

NMNA N-metil-nikotinsav

NMND N-metil-nikotinsavamid

NMPY N-metil-4-pirridon-5-karboxamid
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1. Bevezeto

Az 1980-as ¢s 90-es évek robbanasszerti technologiai és informatikai fejlodése a
molekularis biologia egy 0j szemléletli teriiletét hivta életre, a rendszerbioldgiat. A
gének, mRNS—ek, fehérjék és kismolekuldk egyenkénti tanulméanyozéasa helyett a
genom, transzkriptom, proteom ¢és metabolom nagyszamu képviseldjének egyszerre
torténd vizsgalata valt lehetségessé. A kutatds kozéppontjdba hangstlyozottan az €16
szervezet molekularis dsszeteviinek szovevényes kapcsolatrendszere, a kapcsolati hald
felderitése kertilt.

A rendszerbioldgia, melyet a kiilonb6z6 agak elnevezésének egységes végzddése
miatt roviden ,,omika”-ként is szoktak emlegetni, egy olyan kutatasi stratégia, mely
rendkiviil nagyszamu adat gytijtésén, majd az adatok fejlett matematikai és informatikai
modszerekkel torténd feldolgozasan alapul. Legfontosabb eleme, hogy nem, vagy nem
feltétleniil hipotézisvezérelt. A nem célirdnyosan, elézetes elvarasok nélkiil gylijtott
adatok kiterjedt halmazaban rejlé mintdzatot, korreldciokat és trendeket ez a stratégia
utélag, statisztikai alapon azonositja. A felismert mintazatok segitségével végiil vagy
kozvetlen valaszt ad a kisérlettel kapcsolatban feltett kérdésekre, vagy hipotézisek
generalasat segiti, melyek helyessége késbb koltséghatékonyan, célirdnyos mérésekkel
ellendrizhetd.

A megkozelités ujszerlisége miatt a rendszerbiologiai szemléletli kutatdsi
teriiletek megsziiletésekor szinte azonnal komoly elvardsok is kapcsolodtak az
,omikakhoz”. Megcsillant a remény, hogy az 1j stratégia majd olyan multifaktorialis
jelenségek megértésében segiti az orvostudomanyt, mint példaul a népbetegségek vagy
tumor kialakuldsa, esetleg utat nyit az egyénre szabott gyogyszeres kezelés
megvaldsitasdhoz, vagy éppen a gyogyszerkutatas koltségeinek drasztikus csokkenését
eredményezi. A  Scopus adattar irodalmi forrds keresdje (a  keresést
Title/Abstract/Keyword kategoridkra szilikitve) a dolgozat megirasakor 47000 talalatot
mutatott ,,genomics” keresOszora, 42000-t ,,proteomics” kifejezésre €s 6000 forrast
ajanlott fel ,,metabonomics/metabolomics” témaban. Ez egy viszonylag fiatal
tudomanytertilettél még akkor is figyelemreméltd, ha a szdmok nyilvanvaldan jelentds
torzitdsokat tartalmaznak. Az utols6 két évtized tapasztalata alapjan ugyanakkor

elmondhat6, hogy a modszerek egyelére nem mindenben tudtdk bevaltani a hozzajuk
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fizott reményeket. A ,,rendszer” bonyolultabbnak bizonyult, mint eredetileg gondoltak.
A rendszerbiologiat ,talértékeltként” mindsitdé kritikus megjegyzéseknek mégis
megkérdojelezhetd az alapjuk. A fenti nagyszami munka koziil sok kozvetleniil
felhasznalhat6, értékes eredményt hozott. Jelentdségiik a hipotézisek generalasadban, a
kutatasi iranyok kijelolésében valdszinlileg még nagyobb volt. Az ,,omika” teriiletek
nagy érdeklodésbol és jol-finanszirozottsagbol fakadd gyors fejlédése pedig magéaval
huzta a kapcsolodd eszkoztar, elsOsorban a kemometria, az adatgyiijté technikdk, a
bioanalitika tovabbi fejlodését, melynek kozvetett haszna nehezen becsiilheto.

Ph.D. munkdm jelent6s részében exokrin hasnyalmirigy-gyulladast eldidézo
modelltoxinok hatasanak komplex szovettani, klinikai kémiai és - magneses
magrezonancia-spektroszkopian alapulé - metabonomikai vizsgalatat végeztem. A
munkdm kezdetekor témavezetémmel azt is célul tliztiikk ki, hogy a metabonomikat,
mint igéretes, és az Intézetiinkben 1évo analitikai eszk6zok jovoltabol Egyetemiinkon is
alkalmazhat6 modszert a hazai kutatok szélesebb korében is ismertebbé tessziik.
Tudomdasom szerint egyeldre nem sziiletett metabonomikéval foglalkozé magyar nyelvii
Osszefoglal6 iras, igy dolgozatom kovetkezé fejezetében ennek a hianynak a potlasara is

szeretnék kisérletet tenni.
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2. Irodalmi hattér

2.1. Metabonomika
2.1.1. Nomenklatira, torténet

A ,metabolit” sz6 az  angolszdsz  szakirodalomban  nemcsak
»gyogyszermetabolitot” jelent, hanem minden olyan, jellemzden tiz szénatomszamunal
kisebb molekulat, amely a szervezet folyadéktereiben kiinduldsi anyagként,
intermedierként vagy végtermékként részt vesz a biokémiai folyamatokban. Ilyenek
példaul a citratkor-intermedierek, a nukleotidok és aminosavak, azok lebomlasi
termékei, az egyszerli cukrok, a bélbaktériumainkkal k6zos anyagcseretermékeink, a
kreatin, az urea, a hippursav stb. Dolgozatomban a tovabbiakban alkalmazkodni fogok
ehhez a nomenklaturdhoz és kiilon ,toxin-metabolit”, ,,gyogyszermetabolit”, vagy
»DRC” (drug related compound) kifejezésekkel utalok arra, ha egy xenobiotikum
metabolitjair6l van szd, és nem egy endogén kismolekularol.

A bevezetében emlitettek alapjan a ,,metabonomika” a rendszerbiologia vagy
mas néven “omika” kutatdsi teriiletek csalddjanak azon tagja, mely a szervezet
kompartmentjeiben ¢s exkrétumaiban megtalalhato, jellemzdéen kis molekulastlya
anyagcsere intermedierek és termékek — az angolszasz terminoldgidban “metabolitok™ —
szisztematikus  koncentraciovaltozasainak mintazatat vizsgalja. A  Kklasszikus
megkozelités helyett tehat, mely egy adott kismolekula reakcioira, kinetikai
tulajdonsagaira, biokémiai Utvonalaira koncentrdl, a metabonomika a bioldgiai
folyadékok és szovetek kismolekula-Osszetételét egészében vizsgalja, és a fizioldgias,
patologias hatasok kovetkeztében bedallo kvalitativ és kvantitativ valtozasok Osszetett
mintdzata alapjdn probalja leirni a hattérben parhuzamosan zajlo biokémiai/élettani
folyamatokat.

A ’80-as évek legelején észleltek eldszor, hogy szérum és vizelet NMR
spektrumain a hatalmas vizjel mellett apro tiiskék is lathatdéak. Az alacsony térerd és a
vizjelelnyomdsi technikdk kezdetlegessége miatt ez akkoriban nem volt trivialis
felfedezés, annal is inkabb, mert a mintak eredetileg nehézfém-kotddési vizsgalatok
céljabol kertiltek az NMR késziilékbe. Hamar kideriilt, hogy a jelek a bioldgiai

folyadékok kismolekulditdl szarmaznak, és hogy a kirajzolodd mintazat fajtol és
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egyéntdl fliggden nagyon kiilonbozo lehet [1]. A *80-as évek kutatasai nagyrészt a jelek
azonositasarol és a kiilonbozd forrdsokbdl szarmazo bioldgiai mintak kiilonbségeinek
vizualis feltérképezésérél szoltak [2]. Igaz, ekkor mar végeztek toxikoldgiai
vizsgalatokat is [3], am az NMR spektrumok adatainak értékeléséhez a szofisztikaltabb,
tobbvaltozos adatelemzési statisztikakat (MVDA) csak a *90-es évek legelejétdl kezdték
alkalmazni [4,5]. A mintafelismerést tamogatdé kemometriai modszerek bevezetésének
hatdsara a ’90-es években a témaban megjelend publikdciok szama meredeken
emelkedni kezdett. Ennek ellenére a modszer, és a benne rejlé lehetéségek csak a
szlikebb szakmai kor szdmara voltak ismertek, amihez az is hozzajarulhatott, hogy a
kutatési terliletnek még nem volt 6nalldé neve. A késdbbiekben két olyan csoport, mely
¢len jart az ilyen irdnyl vizsgalatokban, egymastdl fliggetleniil a ,,metabonomika”
illetve a ,,metabolomika” nevet adta a modszernek, nem kis zavart okozva ezzel a
tertilettel wjonnan ismerkedd kutatok egyre szélesedd korében. A szelid rivalizalas
eredményeként tobb soron at huzddd definicidok sziilettek, mellyel megprobaltak
egymastol a két kifejezést valahogy megkiilonboztetni [6,7], s6t az irodalomban
megjelentek a ,,metabolic profiling” és ,,metabolic fingerprinting” elnevezések is,
tovabb novelve a kdoszt a nomentklatiraban. Mara azt hiszem, nyugodtan kijelenthetd,
hogy nincs érdemi kiilonbség e kifejezések jelentése kozott, és 1ényegében mindegyik
az el6z6 bekezdésben leirt célokat és stratégiat takarja. A Ph.D. munkam jelentds része
a londoni Imperial College Biomolecular Medicine tanszékének és Jeremy K. Nicholson
professzornak a segitségével, és az & mérési adataik felhaszndldséval késziilt, igy

dolgozatomban az altaluk preferalt ,,metabonomika” elnevezést fogom hasznalni.

2.1.2. Adatgytijtési modszerek

A metabonomikdnak specidlis jellemzdje a tobbi ,,omikdhoz” képest, hogy
egyetlen analitikai technikdval egyelére nem vizsgalhaté a mintdban 1évd kismolekulak
teljes kore. Ennek oka egyrészt, hogy az atdlelendd koncentracidtartomany nagyon
széles, masrészt hogy fizikai €s kémiai tulajdonsagok szempontjabol a metabolom
rendkiviil sokszini. Barmilyen technikat valasztunk is tehat, mindig csak egy
szegmensét latjuk a kismolekuldk teljes palettdjanak és erre mar a mérési modszer

tervezésénél gondolni kell [8].
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A rendelkezésre allo6 szamtalan analitikai technika koziil [9] metabonomikai
vizsgalatokhoz elssorban azok terjedtek el, melyek a kvantitativ informéciéo mellett
képesek az elemz6t a kismolekulak azonositdsdhoz sziikséges pontos szerkezeti
informacioval is kozvetlentil ellatni. Jelenleg a  folyadékkromatografiaval
(LC/HPLC/UPLC) kapcsolt tomegspektrometria (MS) szolgaltatja a legszélesebb képet
egy minta kismolekula-osszetételérél [10], mig a magneses magrezonancia-
spektroszkopia (NMR) a kivald reprodukalhatosaggal vivott ki vezetd szerepet a
metabonomikaban. A kétféle adatgyiijté technika néhany alapvetd tulajdonsaga réviden
Osszefoglalhato: a) Az NMR nem igényli a bioldgiai folyadékok komponenseinek
elézetes elvalasztdsat, a  tOomegspektrometriai mérést viszont jellemzden
gazkromatografia (GC), folyadékkromatografia (LC/HPLC/UPLC) vagy kapillaris
elektroforézis (CE) el6zi meg [11]. b) Az egy mintara jutd mérésidé Gsszemérhetd,
mindkét modszernél 5-10 perc kozott van. Mindkét esetben automatizalhatdo a
mintaadagolas és a mérés, és az egy mintara es6 koltség (legalabb is a tobbi ,,omikahoz”
képest) relative alacsony. ¢) Az NMR mintaigénye lényegesen nagyobb, mint az MS
méréseké, altalaban kb. 0,5 ml szemben a néhany pl-rel. Igaz, 1éteznek anyagigényt
csokkenté NMR technikak, ezek ara azonban nagyszamu minta rutinszerti mérését még
nem mindig teszi kifizetédové. d) A minta az NMR-es mérés utan ép marad és alkalmas
tovabbi vizsgalatokra, mig tomegspektrosmetriandl természetesen elvész. e) A
leglényegesebb kiilonbség a két modszer kozott az érzékenységben és a
reprodukélhatdésdgban van. Ma mar nem ritkdk a 800 MHz-es protonfrekvencidju
kriofejes NMR késziilekek, és ennél magasabb térerdvel rendelkezd berendezések is
vannak, mégis, egy atlagos (,,kontroll”) mintadban a detektalhatd kismolekulak szdma
legfeljebb néhany szdz. UPLC-MS méréseknél a jelek szama meghaladhatja a tizezret,
¢és bar ezek jelentds részét még nem sikeriilt azonositani, sejthetd, hogy a detektalt
metabolitok szdma is nagysagrendekkel nagyobb, mint az NMR-nél. Ugyanakkor a
késobbiekben ismertetend6 COMET vizsgalatok eldkészité mérései igazoltdk, hogy a
biologiai mintdk NMR spektrumaban tapasztalhato eltérés 1,6% alatt marad kiilonb6z6
miszereket hasznalva ugyanannak a mintanak a vizsgalatahoz [12]. Az MS-alapu
metabonomikai mérések reprodukalhatésaga, részben a mérést megeldzo

kromatografias elvalasztasnak kdszonhetden, ettdl 1€ényegesen elmarad.
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Ph.D. munkam alapjaul NMR spektroszkopiaval gytijtott adatok szolgaltak, igy
példaként ennek a modszernek a jellemzdit foglalom 6ssze nagyon roviden. Az NMR
méréseknél a vizsgalt anyagban 1évé magnesesen aktiv magoktol érkezo jeleket
detektaljuk. Legegyszeriibb ¢és legelterjedtebb, rutinszertien alkalmazott forméja az 'H
NMR spektroszkopia, ahol tehat a minta hidrogén atommagjait vizsgaljuk. A
spektrumon lathaté jelek pozicidja (kémiai eltolodés értéke, mértékegység: ppm), €s
felhasadasi mintazata a protonok kémiai kornyezetétdl fiigg, melyet a hidrogén atom
elektronfelhdjének szerkezete, a szomszédos atomokkal Iétesitett kolcsonhatasai

hataroznak meg els6sorban (1. abra).

Ml
ke

U L

‘k..

1. abra. A biologiai mintak NMR-spektruma (pl. vizelet - als6 abra) a mintdban 1év6 kismolekulak
egyedi spektrumanak (pl. hippursav - fels6 abra) dsszege. A jelek gorbe alatti teriilete az adott metabolit

A kapcsolat a spektrum mintézata ¢és a kémiai kornyezet kozott kelléen szoros ahhoz,
hogy a jelek alapjan a vizsgalt anyag szerkezete nagy biztonsaggal felirhatd legyen.
(Kétségek esetén pedig tovabbi t.n. kétdimenzios méréseket lehet segitségiil hivni.) A

biologiai mintdk NMR spektruma a mintdban 1év kismolekuldk egyedi spektrumanak

crer
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aranyos. A spektrum tehdt nemcsak az azonositast segitd kvalitativ, hanem pontos
mennyiségi informacid forrasa is. A mintaban 1évé nagyszdmu kismolekuldtol szarmazo
jelhalmaz zsufolt ¢és atfedésekkel terhes, azonban tobbvaltozos adatelemzési
modszerekkel igy is értékelhetd, nem sziikséges a komponensek eldzetes szétvalasztasa.
A 2. és 3. abran egy kontroll csoporthoz tartozo patkany vizelet- €s szérummintdjanak
'H NMR spektruma lathato. A késébbi tajékozodas megkonnyitéséhez az 1. és 2.
tablazatban Osszefoglaltam a legjellegzetesebb jelek kémiai eltolodas értékeit és

multiplicitasat.

Gliikéz
Hangyasav
NMND NMNA  NMPY
\ Allantoin
Hippursav
' ' — ' t-ac
94 92 9 88 86 84 \
Hippursav Kreatinin
- N-acetil
glicin jelek
t-ac \ /
PAG / Ecetsav
A Fumarsav Gliikéz /
PR , o

9 8 7 6 5 4 3 2 1
Hppm)
Citromsav
/ ~ Tejsav Val,lle, Leu
2-0G

Alanin

i ini borostyan-
Kreatin, Kreatinin - 2-0G / Y

\ /kﬁsav

15 13 11 09

34 32 3 28 26 24

2. abra. Kontroll csoporthoz tartozd Sprague-Dawley patkdnytdl szarmazd vizelet 600 MHz-es
készillékkel felvett 'H NMR spektruma, kinagyitott részletekkel. Jelmagyarazat: Val, valin; Leu; leucin;
lle, izoleucin; 2-OG, 2-oxoglutarsav; 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 kémiai eltolodas multiplicitas metabolit kémiai eltolodas multiplicitas
(ppm) (ppm)

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 éf;f'nr:n 3,05-3,04 s
Hippursav 7,55 t 2-0G 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 2-0G 2,45 t
4-HPPA 6,87 d Borostyank&sav 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
Fuméarsav 6,53 S Ecetsav 1,925 S
2-DC 6,275 t Vajsav 1,56 tq
Allantoin 5,40 S Alanin 1,48 d
Glikéz 5,23 d Tejsav 1,33 d
4-CG 5,085 d 3-hidroxi-vajsav 1,21 d
Glikoz 4,65 d Valin 1,045 d
NMND 4,48 S I1zoleucin 1,01 d
NMNA 4,44 S Valin 0,99 d
Almasav 4,32 dd Ilz_gllzjaﬂgi'n 0,95 d
Tejsav 411 d izo@g?éﬁgtr?s_av 0,94 d
Kreatinin 4,06 S Vajsav 0,9 t

1. tablazat Néhany jellegzetes, konnyen azonosithatd jel hozzarendelése (asszignacid) Sprague-Dawley
patkanytol szarmazo vizeletminta '"H NMR spektruméan. Jelmagyarazat: 2. abra; HPPA, hidroxi-fenil-
propionsav; 4-CG, 4-krezol-gliikuronid; 4-CS, 4-krezol-szulfat; 2-DC, 2’-dezoxicitidin; L-AA, L-amino-
adipinsav;
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Szérum
Glikoz
Hangyasav .
Tirozin
1-metithisztidin
|
| lfk\ \
At g
7 B 5 72 &3
7 6 5

3. abra. Kontroll csoporthoz tartoz6 Sprague-Dawley patkanytdl szarmazé szérum 600 MHz-es

Glikéz

Tejsavi

“/

késziilékkel felvett 'H NMR spektruma, kinagyitott részlettel.

LI Vi,

Koln ; )
lipoproteinek
Tejsav
N-acetil
jelek,
Kreatin ' Alanin| '
Citromsav | Ecetsa
Al -U
3 2 1

metabolit kémiai eltolédas multiplicitas metabolit kémiai eltolédas multiplicitas
(ppM) (ppm)
Hangyasav 8,46 S DMG 2,93 S
2-DC 7,81 d DMA 2,73 S
f%i-sTt(iactjliIB 7,77 s Citromsav 2,72-2,65 d
Tirozin 7,18 d Citromsav 2,58-2,52 d
f::-i-STtliactJIilr-‘l 7,05 s Pirosz6l6sav 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
Glikéz 5,23 d Lizin 1,91 m
PEP 5,18 ] Lizin 1,73 m
Glikéz 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
A 3,20 s Valin 0,99 d
Kreatin 3,05-3,04 s euan, 0,95 t
Lizin 3,03 t

2. tablazat Néhany jellegzetes, konnyen azonosithato jel asszignacidja Sprague-Dawley patkanytol

szdrmazo6 szérumminta *H NMR spektruman. Jelmagyarézat: 2. dbra; PEP, foszfo-enol-piroszélésav
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Végiil még egyszer hangsulyozni szeretném, hogy az egydimenzios ‘H NMR
spektroszkopia csak a legegyszeriibb lehetdség. A metabonomikai elemzés alapulhat
bonyolultabb pulzusszekvenciaval, vagy kétdimenzids technikakkal nyert adatokon
[13], tovabba egyéb NMR-aktiv magok pl. *C, *°F, vagy *'P stb. mérésén is [14-16].
Bér nem feltétel a komponensek eldzetes szétvalasztasa, kapcsolt technikdk alkalmazasa
(LC-NMR, CE-NMR, LC-NMR-MS) itt is segitheti a informaci6 még teljesebb
kiaknazasat [17-19].

2.1.3. Az adatelemzés elvei és az alkalmazott mddszerek fejlodése

A metabonomikdt a rendszerbiologia nevili csoport mélto tagjava a
mintafelismerd adatelemzési modszerek alkalmazasa és fejlesztése emelte. A mas néven
»adatbanyaszo”, vagy ,,data mining” stratégia teszi lehetové, hogy az elemzd egy
kisérletben ne csak a metabolom egy-egy kiragadott képviseldjét tanulményozza, hanem
a kismolekuldkrdl rendelkezésre allo teljes informéciot feldolgozza, és akar eldzetes
hipotézis nélkiil, az adatok gyljtése utan sziirje ki a kisérlet szempontjabol fontosnak
bizonyul6 metabolitok korét. Megjegyzendd, hogy a koncentraciovaltozadsokat nem
mutatdé kismolekulak feltérképezése legalabb ennyire hasznos a hattérben zajlo
biokémiai folyamatok értelmezéséhez, és ez az informécié az adathalmazban szintén
bdségesen rendelkezésre all. Rendszerszemléletiivé tehat akkor valik az elemzés, ha a
gyljtott adatok teljes, csonkitatlan, vagy csak alapos indokkal csonkitott palettdjanak
egyszerre torténd értékelésével keresiink valaszt néhany alapvetd kérdésre: a) A vizsgalt
mintdk kozott vannak-e kiilonbségek, szétesik-e spontdn a mintahalmaz alcsoportokra?
b) Ha igen, a csoportokba rendezddeés kothetd-e valamilyen el6zetes ismerethez, pl.
beteg/egészséges egyéntdl szarmazo, kezelt/nem kezelt egyéntdl szarmazod, vagy a
gyogyszer beadasa el6ttrél/utanrdl szarmazé mintdk? c¢) Mely metabolitok
koncentracidjanak milyen iranya ¢és mértékli valtozasa felelés a csoportok
elkiilontiléséért? Tudunk-e azonositani biomarkert vagy biomarkereket, esetleg tobb
endogén kismolekula egyiittes koncentraciovaltozasa mutat-e olyan jellegzetes
mintazatot, amely ,biomarkernek” tekinthet6? d) Mely kismolekuldk iddbeli és
koncentraciobeli valtozdsa korrelalt, milyen mértékli ez a korreldltsdg, mely

biokémiai/élettani folyamat kapcsolja 0ssze a szervezetbeli sorsukat? e) A mintakkal
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kapcsolatos eldzetes ismereteinken tul taldlunk-e alcsoportokat példaul a valaszadas

erdssége, idobeli lefutasa alapjan?

A tobbvaltozos adatelemzés elvi matematikai alapjainak leirdsa mar 1900 kortil
megjelent filozofiai és matematikai folyoiratokban. Tobbek kozott Karl Pearson végzett
uttoré munkat ezen a teriileten [20]. A bonyolult szamitasok segédeszkozok nélkiil
azonban iddéigényesek voltak, igy a modszer megmaradt matematikusok sziik korében
ismert elvi lehetdségként. A gyakorlati alkalmazashoz a szamitdégépek fejlodése nyitott
utat, ¢és kezdetben elsOsorban gazdasagi-politikai kérdések megvalaszolasdhoz,
tendencidk elemzéséhez hivtak segitségiil.

A ’90-es években a biologiai folyadékok "H NMR spektrumainak értékelésénél
még elkeriilhetetlen volt az adatredukcio, igy 0,04 ppm-es szegmensekre (,,spectral
bin/bucket”) bontott spektrumokbol dolgoztak. A kereskedelmi forgalomban akkor
kaphat6 4ltalanos mintafelismeré programok hasznalatdhoz egyéb faradsagos
adatelokészitd 1épésekre is sziikség volt, és az eredmények interpretdlasa komoly
felkésziiltséget igényelt mind az NMR spektroszkopia, mind a tobbvaltozos statisztika
teriiletén. Ennek ellenére a rendelkezésre 4ll6 matematikai modszerek széles korét
probaltak ki metabonomikai mérésekbdl szarmazo adatokon, részletesen feltérképezve
azt is, hogy milyen korlatokkal vagy aprobb modositasokkal alkalmazhatok. (Néhany
példa: 3. tablazat, részletes ismertetés: Lindon et al. 2001. [21]). Gyakran hangstlyoztak
ebben az idészakban a metabonomikai témaban sziiletett irasokban az MVDA-nak azt
az eldnyét, hogy segitségével a minta klasszifikacidja, csoporthoz sorolasa (pl. beteg
vagy egeészséges egyéntdl szarmazo) akkor is robusztusan megoldhatd, ha a csoportok
szétvalasanak okai nem derithetok fel vagy magyarazhatoak teljes biztonsaggal. Ez
kétségkivill igaz, a megjegyzés hattérben mégis inkabb az allt, hogy az akkor
legnépszertibbekké valo fékomponens-analizis (PCA) és PLS-elemzés, mint projekcios
modszerek egyszerli formaikban gyakran komoly torzitdsokat hordoztak magukban, igy

az ok-okozati 0sszefliggések valoban nem mindig voltak egyértelmiien felderithetok.
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Nem-iranyitott Iranyitott
(Linearis/ Nem-linearis) (Lineéaris/ Nem-linearis)

» Legkisebb négyzetek regresszid
(Partial Least Squares - PLS)

. Fékomponens-anal'izis (Principal «  Kanonikus diszkriminans
Component Analysis — PCA) faktorelemzés (Canoical Variate

» Faktoranalizis (FA) Analysis— CVA)

«  Nemlineéristérképek (Non-linear ~ * Osztalyanalogiak kzvetett
Mapping — NML) elmezése (SIMCA)

+ Hierarchikus csoportelemzés *  Fokomponens regresszi6 (Principal
(Hierarchical Cluster Analysis - Comp_on(?n_t F_zegre,ssmn - PCR)
HCA) * Nemlineérisiterativ PLS (NIPALS)

»  Mesterséges ideghal6zatok
(Artificial Neural Network — ANN)

» Bayes halok (PNNs, CLOUDS)
* Genetic Programming

3. tablazat. Néhany példa metabonomikai vizsgalatokhoz alkalmazhaté kemometriai moédszerekre.

A kovetkezd, talan nevezhetjikk ,,méasodik generacidés” modszereknél az
értelmezhetdség javitasa volt az egyik kozponti torekvés. 2005 koril tértek at a
metabonomikéval foglalkozd kemometrikusok olyan sokoldalu, szofisztikalt
matematikai szoftverek hasznélatdra, melyek lehetdveé tették, hogy célzottan,
metabonomikai kisérletekbdl szarmazo adatok elemzésére szabott programokat irjanak.
Ezek a programok, szkriptek négy szempontbodl jelentettek 1ényeges ujitast: Képesek
voltak a teljes spektralis teriilet analizisére, mely mindségi kiilonbséget jelentett a
korabbiakhoz képest. Figyelembe vették az adatgylijtéshez hasznalt analitikai modszer
sajatsagait €s az adott biologiai minta természetét, igy lehetdveé tették szamtalan
adatelokészitési 1épés automatizalasat [22,23]. A modellek robusztusabbakka, a kisziirt
eredmények pedig konnyebben értelmezhetokké valtak (O-PLS  [24,25]).
Korrelacidanalizis segitségével nagyszami minta esetén statisztikai alapon fényt lehetett
deriteni biokémiailag egylitt szabalyozott, ko-regulalt metabolitok csoportjaira
(STOCSY [26]), s6t ugyanazon minta Kkiilonb6zé analitikai modszerekkel nyert
spektrumainak korrelaltatasara is lehet6ség nyilt (SHY [27]). Bar ezek a ,,masodik
generacids” metabonomikai programok még megkdvetelték az elemzd jartassagat mind

az adatgylijtési, mind az alkalmazott adatelemzési modszer teriiletén, lényegesen
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felhasznédlobaratabbak voltak a kordbbiaknal ¢és tizedére csokkentették a kisérlet
eredményeinek értékelésére forditando idot és energiat.

Az utobbi évek ,,harmadik generacids” programjainak célja, hogy az elemzot
teljesen mentesitsék az adatelokészitési 1épések aldl, €s az eredmények értelmezéséhez a
felhasznalonak lehetség szerint egyaltalan ne legyen sziiksége NMR -spektroszkopiaval
vagy statisztikai modszerekkel kapcsolatos ismeretekre [28]. Megmaradt ugyanakkor az
igény az adatokban rejlé Osszes Osszefiiggés maradéktalan kiaknazasara, ami viszont
gyakran igen bonyolult, nehezen attekintheté és nem feltétleniil felhasznaldbarat
abrakhoz vezet [29]. Az ésszerli kompromisszum megtalalasa jelenti most az egyik
legnagyobb kihivast a kemometriai fejlesztés teriiletén, és a megoldast a jovOben
valoésziniileg a gyors, interaktiv felhasznaldi feliiletekkel miikodd szoftvercsomagok
fogjak jelenteni. Itt, a ,,harmadik generacids” mddszereknél emlitendd meg a ,,targeted
profiling” elven alapulé metabonomikai elemz6 stratégia is [30], melyet explorativ
kutatdsokban hosszii ideig melldztek. A modszer a komponensek mennyiségi
meghatarozasdnak nagyfokd pontossagat teszi lehetdvé, am alkalmazhatdsdganak
korlatot szab, hogy adatbazis kiépitését €s hasznalatat igényli. Az adatbéazisok
tokéletesedésével és informéciotartalmuk novekedésével azonban ez a stratégia is

varhatoan szélesebb kdrben terjedni fog.

A szakirodalomban (talin a nevezéktan és a definiciok koriili zavar
kovetkezményeként) eléfordul, hogy miutan egy kutaté a hipotézisének teszteléséhez
néhany  célzottan  kivalasztott  kismolekula  koncentracigjdt NMR  vagy
tomegspektrometriai méréssel meghatérozta, vizsgalatat ,metabonomikai
szemléletlinek” mindsiti, kulcsszoként feltiintetve valamelyik ,,omika” végzddésii
elnevezést a publikacioban. Ilyen jellegli ,,metabolit koncentracid meghatarozasra”
mindkét analitikai mddszer kivaloan alkalmas, €s ezek a mérések természetesen nagyon
hasznos kiegészitdi egyéb vizsgalatoknak. Elviikben azonban nem kiilonboznek egy
laboratoriumi  vércukorszint-méréstdl, csak az alkalmazott technika tlinik
modernebbnek. Mivel tehat az elemz6 nagy valdszinliséggel igy csak a toredékét
dolgozta fel a kismolekulak szintjén lejatszodd eseményeknek, az ,,omika” végzddés a

,metabolit” szdval kapcsolva tilzonak tiinik, a publikacié pedig ebbdl a szempontbol

csalodast okozhat az olvasdknak.
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2.1.4. Alkalmazasi teriiletek

A biologiai folyadékok kismolekula-0sszetételének mérése elsdként a
gyogyszerkutatas toxikoldgiai vizsgalati fazisaban nyert szélesebb korben alkalmazast.
Ezt a felhasznalasi teriiletet a kdvetkez6 fejezetben szeretném részletesebben bemutatni,
itt csak az egyéb, orvostudomanyokhoz kothetd lehetdségekrol adok rovid attekintést. A
dolgozatbol teljesen kimarad a metabonomika legaldbb ennyire szerteagaz6 ndvénytani
[31], élelmiszerbiztonsagi [32], kornyezetvédelmi és kornyezeti-toxikologiai [33]
alkalmazasi teriileteinek bemutatasa.

A metabonomikdban oly gyakran hasznalt ,biologiai folyadék” kifejezés
legtobbszor vér- és vizeletmintadkat takar, hiszen, mint a szervezetiink legfontosabb
kozvetitd kozege és a homeosztazis fenntartisaban legfontosabb exkrétum ezek
szolgéltatjak a legszélesebb képet az egyén egészségi allapotarol. A mintavétel mindkét
folyadéknal rutinszerti, és az orvosi laboratoriumok szokasos klinikai kémiai vizsgélatai
konnyen egészithetOk ki kutatdsi céllal a mar rendelkezésre all6 mintdk NMR vagy
tomegspektrometrias mérésével. A vér- és vizeletmintak elemzésén alapuld vizsgalatok
mellett azonban specifikus korképek tanulmanyozdsdnal szép szammal taldlhaté az
irodalomban epe [34], gerincvel6i folyadék [35], ejakulatum [36], nyal [37],
szemfolyadékok [38], magzatviz [39], stb. kismolekula-osszetételének vizsgalataval
foglalkoz6 publikacio is.

A metabonomika megsziiletésekor még eléfeltétele volt az NMR méréseknek,
hogy a minta folyékony halmazallapott legyen, igy szovetek, sejtkultirak kismolekula-
Osszetételérdl csak extraktum készitése utan lehetett (némiképp torzitott) képet formalni.
A ,,magic angle spinning” (MAS) NMR méréstechnika fejlddésének koszonhetéen ma
mar intakt szovetek, sejtkultirdk metabolit-Osszetétele is jo felbontasti spektrumok
segitségével vizsgalhato [40]. Ez Gijabb tavlatokat nyitott meg mind a toxikoldgiai mind
a diagnosztikai alkalmazasokban, hiszen a kiilonb6zé kompartmentek spektrumainak
korrelacids elemzésén keresztiil a metabolitok koncentraciovaltozasai az €rintett szervek
szoveteitdl a keringésen at a vizeletig térben és idOben is kdvethetoveé valt. (,,Integrated
metabonomics” [41,42]).

A klinikai alkalmazasok teriiletén kiemelendd a velesziiletett anyagcsere-

rendellenességek gyors €s pontos diagnosztikaja. Engelke és munkatarsai tobb kiadast
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megélt kézikényve 'H NMR spektrumokkal, rovid magyarazattal és a hibas biokémiai
utvonal vazlatos felrajzolasaval segiti az orvosok munkajat [43]. T6bb nyugat-eurdpai
orszagban a tarsadalombizositds fontolora vette a sziirévizsgélat finanszirozasat is.
Sajnos ettdl egyeldre tavol van szamtalan olyan betegségcsoport, ahol a metabonomika
mar régdta bizonyitotta sokoldalt gyakorlati hasznat és alkalmazhatosagat akar a
prevencidoban, akar a Dbeteg allapotanak vagy a terapia hatékonysaganak
monitorozasaban. A teljesség minden igénye nélkiil talan a diabeteszes [44-47],
kiilonb6z6 vesebetegségek [48-50], transzplantacid [51-53] ragadhatok ki példaként. A
mar emlitett szilard fazist NMR felhasznalasi lehetOségeit a legintenzivebben
tumordiagnosztikaban és terapiaban kutatjak [54-56], bar ezen a teriileten ugy tiinik,
magyar kutatok (Takats et al. [57,58]) ,,omika” elven alapuld igéretes talalmanya veszi
at a vezetd szerepet. Az intelligens sebészkés a szovetek vagasa kozben keletkezd
ionizalt részecskéket tomegspektrometrias detektorhoz tovabbitja. A felvett spektrum
jeleibdl kirajzolddd mintazat szovetspecifikus, igy mitét kozben az orvos folyamatos,
pontos informacidt kaphat a vagott szovet Osszetételérdl. Elsddleges felhasznalési
terliletnek tumoros betegek miitétei tlinnek, ezért az eszkdzt gyakran onkokésként is
emlegetik, de a megfeleld spektralis adatbazis kiépitésével az idegsebészettdl a
plasztikai sebészetig az eszkdz szamtalan tipusti miitéti beavatkozast tamogatni tud
mayjd.

A ’90-es évek végén tobb ezer Onkéntes bevonasaval kezdddott meg az elsd
huméan populdciés metabonomikai vizsgéalat, melynek alapjaul Japanban, Kindban,
Nagy-Britannidban ¢és az Egyesiilt Allamokban gyiijtott vizeletmintak szolgaltak.
(INTERMAP méréssorozat [59]). Mara a biobankok miikddésének eredményeként a
genomra kiterjed0 asszociacios vizsgalatok (Genome-wide association study, GWAS)
mintdjara metabolomra kiterjedd asszociacios vizsgalatokat is végeznek (Metabolome-
wide association study, MWAS), remélve, hogy ezen keresztiil kdzelebb kertilhetiink a
népbetegségek kockazati tényezdinek feltérképezéséhez, és a lakossadg sziirésére
alkalmas eszkoz fejlesztéséhez [60-62].

Az egyénre szabott gyodgyszeres kezelés megvaldsitasdhoz a tudomanyteriilet
eddig a farmako-metabonomika elvének bizonyitasaval [63,64] és a bélflora-Osszetétel
és mikodés jelentdségének részletes vizsgalataval jarult hozza [65-68]. A

»~metabotipus” meghatdrozdsa hasznosnak bizonyult mutans, transzgenikus allatok
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tulajdonsagainak feltérképezésében, és tdmogatja a human betegségek allatkisérletes
modelljeinek validalasat is [69-71].

A rendszerbiologiai kutatasok végsd célja, hogy az €16 szervezetben a gének,
fehérjék és kismolekuldk szintjén torténd eseményeket egységes rendszerben lehessen
értelmezni. A szervezetben zajlé metabolit-fluktuaciok a génexpresszio, fehérje
expresszid, kornyezeti hatasok stb. interakciojanak végeredményei, igy a
metabonomika, mint az ,,omika” kaszkad utolso, fenotipushoz legkdzelebb allo pontja
igéretes koordinatora az ,,omika”-teriiletek eredményeinek integralt elemzését célul
kitiz6 vizsgalatoknak (,,Top-down systems biology™) [67,72-74].

A metabonomika alkalmazasanak terjedését némiképp fékezte két olyan
sajatsaga, melyet csak lassan sikeriilt elfogadtatni a kutatdi tdrsadalommal. A stratégia
explorativ jellegébdl addddan nagyon nehéz, ¢és nem is feltétleniil helyes eldre
célkitlizéseket ¢és elvarasokat megfogalmazni egy metabonomikai méréssel
kapcsolatban, hiszen nincsen garancia arra, hogy a kisérlet a céljainknak megfeleld
eredményekre vezet, ugyanakkor nagy az esélye annak, hogy a varakozasokt6l merében
eltér6, értékes Osszefiiggésekre deriiljon fény. Azt tehat, hogy egy metabonomikai
vizsgalat elvégzésének lesz-¢ ,,értelme”, és milyen ,,értelme” lesz, senki nem tudja elére
megmondani, ami - Szerencsére most mar mult idében - nagyban nehezitette a kutatasok
anyagi fedezetének megteremtését. A metabonomikaval szembeni ellenérzések masik,
jelenleg is létezd forrasat mar emlitettem. Gyakran el6fordul, hogy a mintdk
klasszifikacidja, csoportokhoz sorolasa (pl. beteg vagy egészséges egyénektdl
szarmaz0) robusztusan megoldhatd, am a csoportok szétvaldsanak okai nem derithetok
fel biztonsaggal, a bioldgiai értelmezés nem adhatdé meg teljesen egyértelmiien. Ezt a
fajta bizonytalansagot a 21. szdzadban mar sem az orvosok, sem a kutatok nem veszik
jo néven. A mar emlitett intelligens sebészkés a fejlesztésének jelenlegi stddiumaban
nagy biztonsaggal kiilonbozteti meg a beteg €s az egészséges szdveteket, am a bioldgiai
hattér részletes elemzése még hosszabb ideig varatni fog magara. J6 példdja lehet
ugyanakkor egy olyan ,,omika” elven miikod6 eszkdznek, amely gyakorlati haszna miatt

ennek ellenére hamar elterjed a gyogyitasban.
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2.1.5. Osszegzés

A metabonomika 30 éves torténete alatt mind az analitikai méréstechnikak, mind
az adatfeldolgozas latvanyos fejlédésen mentek keresztiil. A mérfoldkoveket jelentd
nagyszeri Ujitdsok mellett az irodalomban azonban komoly tévedéseket tartalmazo
irasok is idénként napvilagot lattak. A jelek helytelen hozzarendelésére, validalas
hidnyaban erdsen tulillesztett modellekre, és €lénk fantaziar6l tanuskodd, am késobb
tévesnek bizonyul6 hipotézisekre ezen a tudoményteriileten sem nehéz példakat hozni.
A metabonomikai témaban sziiletett publikéciokban az ilyen tévedések szama a fejlodés
soran aranyaiban szerencsére drasztikusan csokkent. Koszonhetd ez az adatbazisokban
felhalmozodo informacidoknak, a tobbvaltozos kemometriai modszerek ismertebbé
valasanak és terjedésének a tudomany szinte minden teriiletén, valamint az olyan
adatelemz6 szoftvereknek, melyek hatékonyan segitik a felhasznald esetleges
tapasztalatlansagabol fakad6 hibdk elkeriilését. A metabonomikanak, mint minden
rendszerbiologidnak pedig az egyik legfontosabb feladata, hogy otleteket adjon tovabbi
kutatdsokhoz, igy a téves hipotézisek megjelenése nem rohato fel hibdjaként.

Az elmult 30 év alatt ez a kutatasi stratégiai is kindtte a ,,gyerekcipot”, és vele
egylitt az emlitett ,,gyerekbetegségeit” is. Taldn az is elmondhat6, hogy mostanra
elfoglalta valddi értékének megfelelé helyét a tudomanyban. A metabonomika igazi
példaja az interdiszciplinaris kutatasi teriileteknek, ezért a robousztus, valid és
reprodukalhatd eredmények elérése elszigetelt egyéni kisérletezések helyett egyre
inkabb jol szervezett csapatmunkat, ¢s a kutatok egyre szélesebb korének bevonasat

igényli majd.
2.2. A COMET kisérletsorozat

Ph.D. munkdm jelentds részében exokrin hasnyalmirigy-gyulladast el6idézo
modelltoxinok hatasanak szovettani ¢és klinikai kémiai adatokon, valamint NMR
spektrumokon alapulé vizsgalatat végeztem. A mérések a COMET (Consortium for
Metabonomic Toxicology) kisérletsorozat részét képezték, igy a kovetkezOkban ennek

céljait és eredményeit foglalom 6ssze roviden.
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A XX. szazad masodik felében a gydgyszerkutatds stratégiaja alapvetd
valtozasokon ment keresztiil. A kombinatorikus kémia felgyorsitotta a vegyiiletek
szintézisnek 1épését és kiterjedt molekulabankok megsziiletését eredményezte, a nagy
ateresztoképességli in vitro biologiai vizsgalati modszerek pedig az igéretes
gyogyszerjelolt molekulak megtaldlasat forradalmasitottdk. A gyogyszerkutatas ezt
kovetd, hatékonysagot €és artalmatlansagot vizsgald fazisainak iddigénye és koltsége
azonban nemhogy csokkent volna, de - részben az egyre szigorodo gyogyszerbiztonsagi
eldirasoknak, részben az egyre ,bonyolultabbd” valé terapids célpontoknak
koszonhetéen - meredeken nétt. A gyogyszerjelolt-molekuldk hatékonysagat ¢és
artalmatlansagat (vagy talan inkébb toxikus voltat) indikalé biomarkerek kutatasa ezért
kozponti feladattd valt a gydgyszerfejlesztésben. Igény tamadt olyan nagy
ateresztoképességli modszerekre is, melyek a kedvezdtlen mellékhatas-profil sziirését
mar a preklinikai allatkisérletek szintjén lehet6vé teszik, hogy az alkalmatlan
hatéanyag-jeloltek a fejlesztés koltséges folyamatabol idejekoran kikeriiljenek. Nem
meglepd tehat, hogy az ,,omika” technikdk fejlodését, és koztiik a metabonomikat is a
gyogyszeripar fogadta a legnagyobb érdeklddéssel.

A COMET (Consortium for Metabonomic Toxicology) kisérletsorozatot az
Imperial College és hat gyogyszergyar, a Bristol-Myers-Squibb, az Eli Lilly and Co., a
Hoffman-La Roche, a NovoNordisk, a Pfizer Incorporated és a Pharmacia Corporation
Osszefogasa hivta életre 1999-ben [75,76]. A mérések kétéves eldkészités,
kisérlettervezés utan 2001-ben kezdddtek és harom éven at zajlottak. A konzorcium
célja egy olyan, metabonomikai vizsgalatokon alapul6 rendszer l1étrehozasa volt, amely
megnoveli a gyogyszergyari allatkisérletek josloképességét, elsOsorban a varhato
mellékhatds-profilra vonatkozoéan. Ennek eléréséhez a szokasos moédon végzett
allatkisérletekbdl nyert mintdk hagyomanyos szdvettani, klinikai kémiai vizsgalatat
kivantak kiegésziteni a kismolekula-osszetétel atfogd jellemzésével. A rendelkezésre
allo analitikai modszerek koziil a korabbi toxikoldgiai vizsgalatok biztatd eredményei €s
a kivalo reprodukalhatosag miatt az NMR spektroszkopiara esett a valasztds. A
kisérletsorozat hatterében allo elv Iényege az volt, hogy a szervezet folyadéktereinek
kismolekula-6sszetételében  bekovetkezo valtozasok ~ bonyolult  mintazata

ujjlenyomatszertien jellemzi a xenobiotikum hatasara beindulo élettani és biokémiai

23



DOI:10.14753/SE.2012.1715

folyamatokat, és kovetkeztetéseket enged levonni a hatdsmechanizmusra, az érintett
szervekre, a karosodas mértékére €s reverzibilis vagy irreverzibilis jellegére.

Ahhoz, hogy a metabonomikai vizsgéalaton alapuld prediktiv rendszer jol
miikédjon, eldszor sziikség volt viszonyitasi pontokra, tehat olyan mérésekre, melyek
eredményeihez késdbb hasonlitani lehet az ismeretlen toxicitas-profilti gyogyszerjelolt
molekula vizsgalataval nyert eredményeket. A konzorciumi tagok a prediktiv rendszer
referencia pontjaiként 147 ismert, vagy ismertnek vélt toxicitasi modellvegytiletet
valasztottak ki, és eldszor ezekkel végezték el a szigortian standardizalt kisérleteket. A
147 modelltoxin nagy része maj- és vesekarositd anyag volt, hiszen gydgyszereknél ez a
leggyakrabban jelentkezd mellékhatds, de megtalalhatok a listan hasnyalmirigyre hato,
ivarszervekre hatd vegyiiletek és altalanos fiziologids stresszorok is. (Példak: 4.
tablazat, részletes lista: Lindon et al. 2005. [76]). A kisérletek megkezdése el6tt sejthetd
volt, hogy az igy létrehozott viszonyitasi rendszer onmagaban még meglehetdsen laza
lesz, de minél tobb sajat fejlesztésti molekulat illeszt bele a késObbiek sordan egy
gyogyszergyar, annal tobb vonatkoztatasi pontbol all majd, és iddvel anndl inkabb a

gyogyszergyar sajat igényeire szabotta valik.

Célszerv Példak

Maj (n=56) galaktézamin, klofibrat, paracetamol,
klérpromazin, etionin, ANIT...

Vese (n=33) gentamycin, ciszplatin, higany-klorid,
2-bromoetanamin, para-aminofenol...

Hasnyalmirigy (n=5) dexametazon, sztreptozotocin, cerulein,
1-ciano-2-hidroxi-3-butén, L-arginin

Hagyholyag (n=1) ifoszfamid

Ivarszerv (n=7) karbendazim, 1,3-dinitrobenzén, kadmium-
klorid, di-n-pentilftalét...

Tobb szervre hatd (n=11) kloroform, azaszerin, amfotericin B, tioacetamid,
kalium-dikromat...

Fiziologias stresszor (n=27) fenobarbitél, probenecid, acetazolamid,
furoszemid, karboplatin, metotrexat...

Validalas Hidrazin (7 kisérlet)

4. tablazat. Példak a COMET kisérletsorozatban vizsgélt modellvegytiletekre.
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A COMET Kkisérletek soran mintegy koriilbeliil 35000 *H NMR spektrum
készilt vér- és vizeletmintdkrol, de a MAS-NMR technolédgia fejlédése idokozben
lehetévé tette intakt szovetek kismolekula-Osszetételének mérését is. A
Kisérletsorozatbdl szarmazo, -80 C°-on hiitve elraktarozott szovetmintak vizsgalata
folyamatban van, és a meglévd szérum- ¢és vizeletspektrumok adatainak kiegészitése az
azonos allattdl szarmazo6 szovetmintak informacidtartalmaval ujabb perspektivat nyitott
az adatbazis felhasznalasa elott.

A COMET mérések végeztével az Imperial College kemometrikusai 80 relevans
kisérlet felhasznaldsaval CLOUDS (Classification Of Unknowns by Density
Superposition) modellen alapuld maj- és vesetoxicitast jelzd rendszert hoztak 1étre
[77,78]. Emellett azonban a kisérletsorozatnak szamtalan egyéb, elére nem feltétleniil
vart eredménye is volt:

- A tobb ezer, kontroll csoporthoz tartoz6 allat spektruma a korabbiaknal
részletesebb leirdst adott a gyodgyszergyari kisérletekben alkalmazott kisérleti allatok
vizeletének, vérének kismolekula-Osszetételérdl, s ezen keresztiil pontosabb képet
lehetett formalni az llatok élettani és biokémiai jellemzdirdl, valamint az allatkisérletek
extrapolalhatésaganak korlatairol [79]. A nagyszami minta segitett annak
meghatarozasaban, hogy mi tekinthetd ,,normalisnak”, és robusztus alapvonalat adott
ahhoz, hogy a jovében a kisérletek megkezdése eldtt szlirni lehessen a kijeldlt allatok
korét, kizarva a devians, egyedi metabolikus jegyeket mutatd példanyokat. A kontroll
csoport spektrumainak vizsgalata felhivta a figyelmet arra is, hogy anyagcseréjiik
szempontjabol az allatok kevésbé egységesek, mint azt kordbban gondoltak, valamint
hogy bélflora-Osszetételilk, ¢és ezen keresztiil vizeletik metabolit mintazata
laboratoriumrol laboratoriumra jelentésen valtozhat [80,81].

- A COMET kisérletsorozatban felépiilt egy tobb ezer kismolekula NMR jeleit
tartalmazo, kémiai eltolodast, multiplicitast, intenzitasaranyt €s pontos jelhozzarendelést
megado adatbazis. A napjainkban interneten ingyenesen elérhetd metabolit-adatbazisok
jelentés részének ez képezte az alapjat. (www.liu.se; www.bmrb.wisc.edu;
www.hmbd.ca; stb.)

- Pontosabb ismeretek gytiltek Ossze a kutatomunkahoz régdta széles korben

hasznalt modelltoxinok hatasarol, hatdsmechanizmusarél [82-86].
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- A nagy koriiltekintéssel kidolgozott COMET Kkisérleti protokoll standardként
szolgadl a metabonomikai mérések teriiletén, segitséget nyujtva a kutatoknak ¢s a
novekvd szami metabonomikai témaju publikacié biraldinak a kisérlettervezési hibak
elkeriiléséhez, felderitéséhez [87,88].

- Néhany vizsgalat kapcsan NMR méréstechnikai 0jitdsokat igényld kérdések
mertiltek fel [89,90].

- A leglatvanyosabb fejlodésen mégis a hatalmas spektralis informacio
feldolgozasat szolgaldé matematikai modszerek mentek keresztiil. A 2.1.3. fejezetben
vazolt fejlodési ut legfontosabb mozgatorugdja a COMET adatbazisban rejld
informéciok mind teljesebb kiaknazésa volt.

- Végiil, és nem utolso sorban talan elmondhato, hogy a COMET kisérletsorozat
eredményei tették a metabonomikat széles korben ismert és elismert kutatdsi
stratégiava.

A Ph.D. munkdm soran a 147 modelltoxin koziil elsdsorban a harom exokrin
hasnyalmirigy-gyulladast el6idéz6 anyaggal, az L-argininnel, az 1-ciano-2-hidroxi-3-

buténnel és a ceruleinnel végzett kisérleteket vizsgaltam.

2.3. Exokrin hasnyalmirigy-gyulladést el6idézé modelltoxinok

Az akut hasnyalmirigy-gyulladds patomechanizmusdnak, szovédményeinek és
lehetséges kezelési modjainak vizsgalatahoz a kutatok az elmult évtizedekben tobbféle
allatkisérletes modellt is kifejlesztettek [91]. Technikailag ezek invaziv (sebészi titon
eldidézett) és nem vagy kevéssé invaziv (diétan alapuld vagy injekciot igényld)
modszerekként csoportosithatok. Az invaziv allatmodellek a kérfolyamatban gyakori
biliaris ¢és vaszkularis esetek reprodukaldsara ¢€s tanulméanyozésara szolgalnak.
Kivitelezésiik koriilményesebb, mint a nem-invaziv moddszereké, hiszen sebészi
beavatkozast igényelnek (zart duodénumkacs képzése, pankreasz-epe vezeték lekotése,
pankreaszvezeték epesavas perfuzidja, vagy a hasnyalmirigy artérids/vénas
keringésének akadalyozasa), am humdn klinikai relevancidjuk a maésik csoporténal
fokoz6 anyagok, példaul kolecisztokinin vagy cerulein nagy dozisaval kivaltott
hasnyalmirigy-gyulladds modell, az arginin intraperitonealis injekciojaval létrehozott

modell, és a kolin-hianyos, etioninnal dusitott taplalason alapuldé modszer. Ezeken a
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korai, sejtszintli torténések és a gyogyszerjelolt-vegyliletek hatdsai idedlisan
tanulmanyozhatok, bar klinikai szempontbol kevésbé értékesek. A kovetkezokben a
COMET kisérletsorozat keretében vizsgalt harom exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

modell jellemzdit ismertetem réviden.

2.3.1. L-argininnel eléidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

Az L-arginin egy bazikus oldallancot hordozo, szemi-esszencialis aminosav (4.
abra). Az emlds szervezet képes eldallitani L-citrullinbdl, &m ez a szintetikus kapacités
korlatozott, és az endogén eredetli arginin csak mintegy 5-15%-4t adja az 0sszes keringd
argininnek. Az aminosav f6 forrdsa tehat a téplalék, igy novekedésben 1évo
szervezetben €s egyes betegségek esetén esszencialissa valhat.

Az L-arginin - amellett, hogy fehérjék alkotoeleme - szamos funkciot tolt be az

emlds szervezetben. Ezek koziil a legfontosabbakat a 4. dbra foglalja 6ssze.

Taplalék Endogen
\ / szintézis
0 ARGININ
-0 NF* Fehérje
: szintézis és
Agmatm lebontas
Kreatin
HN szintézis
szmte2|s
HZNANH; Karbamid
Ornitin Citrullin
Poliamin
szintézis
Aminosav
szintézis

4. abra. Az L-arginin szerkezete, forrasai €s szerepe az emlds szervezetben.
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Kozponti aminosav az urea ciklusban, igy elengedhetetlen a folyamatosan termel6do
toxikus ammonia eliminacidjahoz. Sziikséges a kreatin termeléséhez, mely foszforilalt
formajaban a sejtek (elsdsorban az ideg- és izomsejtek) kozvetleniil mobilizalhato
energiaraktaraként szolgal. Prekurzora a poliaminok (putreszcin, spermidin, spermin),
€s az agmatin szintézisének. A nitrogén-monoxid képzddésében betoltott szerepe, és
ezen keresztiil a vazodilaticiora, trombocita-aggregaciora, a fehérvérsejtek
hatasa az utobbi években kapott kiilondsen sok figyelmet [92-94].

Béar az L-arginin klasszikus értelemben nem tekinthetd xenobiotikumnak,
intraperitoneédlisan adva nagymennyiségli egyszeri dézisa mar meghaladja az emlds
szervezet metabolizald kapacitasat, ¢és a kisérleti patkanyokban akut exokrin
hasnyalmirigy-gyulladas alakul ki. A toxikus hatds szelektiv a pankredsz acinaris
sejtjeire, a Langerhans-szigetek morfologiailag érintetlenck maradnak [95]. A hatas
pontos mechanizmusa egyeldre nem ismert, a korabbi vizsgalatokban proteinszintézis-
gatlas, lipidperoxidacid, a poliaminszint csokkenése, és a nitrogén-monoxid termelés
fokozodasa mertiltek fel lehetséges okként [96-98].

Az emlitett pancreatitis modellek koziil az argininnel eléidézett hasnyalmirigy-
gyulladds nemcsak azért népszerii a kutatok korében, mert gyorsan kivitelezheto,
kevéssé invaziv modszer, hanem azért is, mert jol reprodukalhatd, a korkép gyorsan
kifejlodik, a hatas dozisfiiggd és emellett szelektiv is, az egyéb szervek (méj, vese, tiidd)
érintettsége minimalis [91,95]. Tény azonban, hogy a korkép kialakulasa szempontjabol

a modell human klinikai relevanciaja csekély.

2.3.2. 1-ciano-2-hidroxi-3-buténnel el6idézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

Az 1-ciano-2-hidroxi-3-butén (CHB, krambén) keresztesviraguak csaladjaba
tartozd6 novényekben megtalalhatd glikozinolatok hidrolitikus bomlasanak a stabil
terméke [99]. Kozkeletli nevét (krambén) a crambe nemzetségrdl kapta, mivel korabban
az anyag el6allitasahoz a Crambe abyssinica magjat hasznaltak fel [100,101]. A 70-es
években az érdeklddés azért fordult a vegyiilet felé, mert a keresztesviraguakat
(elsdsorban repcét) nagyobb aranyban tartalmazo takarmannyal etetett kiilonbozo
haszonallatoknal gyakrabban észleltek mérgezésre utalo tiineteket [102,103]. A kutatok

akkor azt feltételezték, hogy az allatok szervezetében a metabolikus bontas soran cianid
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szabadul fel, és ez tehetd felel6ssé a megbetegedésekért. Mivel karfiol, kéaposzta,
brokkoli stb. formdjaban keresztesviragi novények gyakran megtaldlhatok az
¢étlapunkon, intenzivebben kezdték vizsgalni a hasonld szerkezetli vegyiiletek élettani
hatasait [104]. A cianidok felszabaduldsdhoz kotheté toxikus hatas elmélete nem
igazolodott be, ellenben szamos egyéb érdekes eredményt hoztak a kutatisok. Nagy
dozisban, oralisan adva a CHB kisérleti patkanyoknal stlyos majkéarosodéast okoz,
kisebb adagja azonban szelektiv exokrin hasnyalmirigy-gyulladast idéz el6 [105].
Egyszeri, 150 mg/kg szubkutan adagja rovid idon beliil acinaris sejt apoptozist indukal a
pankredszban, melyet kés6bb szoveti nekrozis kdvethet [106,107]. A hatasnak a pontos
mechanizmusa nem ismert, az eddigi vizsgalatok alapjan kaszpazoknak és mitogén
aktivalta protein kinazoknak lehet kulcsszerepiik a folyamatban [108,109]. Tovabbi
allatkisérletek azt is igazoltdk, hogy a krambén az apoptdzis indukcidjan keresztiil
védelmet tud nyujtani mas, akut nekrotikus hasnyalmirigy gyulladast eldidézo
modelltoxin, pl. cerulein hatasa ellen [110]. Mas vizsgalatok jelentds mértékii és tartds
glutation szint ndvekedést mértek kisérleti patkdnyok méjaban és hasnyalmirigyében a
toxikusnal Iényegesen alacsonyabb doézisok oralis adagoldsa mellett. Mivel az
emelkedett GSH szint noveli a szovetek karcinogénekkel és citotoxikus anyagokkal
szembeni védelmét, ennek a hatasnak a vizsgalatara is iranyultak kutatasok [101,111].
Az 1-ciano-2-hidroxi-3-butént a COMET Kkisérletek modelltoxinjainak korébe
els6sorban a szokatlan hatdsmechanizmusa miatt valasztottdk be. A vegyiiletet az is
érdekessé tette a kutatok szamara, hogy bar egyre szaporodnak a glikozinolatokkal és
szarmazékaikkal foglalkoz6 tanulmanyok, nagyon kevés figyelem forditodik ezeknek az
anyagoknak a farmakokinetikai tulajdonsagaira [112]. Arrdl példaul, hogy a krambén
milyen utvonalon metabolizalodik az emlds szervezetben, egyaltalan nem talaltam

informaciot a szakirodalomban.

2.3.3. Ceruleinnel eldidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

A cerulein a kolecisztokinin szintetikus analogja, igy fokozza a hasnyalmirigy
emésztOenzim termelését [91]. Extrém nagy adagja kisérleti allatokban fajtol és dozistol
figgéen enyhe Odémas vagy sulyos nekrotikus akut hasnyalmirigy-gyulladas

kialakuldsédhoz vezet. A modellvegyiilet két okbol népszerii a kutatok korében: egyrészt,
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mert a szoveti elvaltozasok nagyon hasonléak a human pancreatitis korai fazisaban

lathatokhoz, masrészt, mert az anyag in vitro kisérletekhez is alkalmazhato.
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3. Célkitiizések

3.1. Exokrin hasnyalmirigy-gyulladést el6idézé modelltoxinok

A harom kisérlet elvégzésének eredeti célja egy magasabbrendli prediktiv
rendszer létrehozasa volt, ahol ezek a mérések, akar csak a tobbi modellanyaggal
végzett mérés, referenciapontként szolgaltak. A kisérletek részletes elemzését 2007-ben,
3 évvel a COMET egyiittmiikodés lezarasa utan kezdtem. A metabonomikai kutatasi
startégia explorativ jellegét korabban mar hangstlyoztam, ¢és azt is, hogy
tulajdonképpen felesleges elore elvarasokat és célkitiizéseket megfogalmazni egy
méréssel kapcsolatban, hiszen a legcsekélyebb garancia sincsen arra, hogy a kisérlet a
céljainknak megfeleld eredményekre vezet, ugyanakkor nagy az esélye annak, hogy a
varakozasoktol merében eltérd, értékes dsszefliggésekre deriiljon fény.

Ez a fejezet azonban kotelezd eleme a disszertadcionak, igy az aldbbiakban
Osszegyljtottem néhany olyan kérdéskort, ahol ilyen tipust vizsgalatoknal az elemzd
valaszokat remélhet. Azokra a teriiletekre fektettem hangsulyt a felsorolasban, ahol
korabban mar a metabonomika kiilondsen hatékony eszkoznek bizonyult a valaszok
megtalalasahoz.

- A toxin hatasara a szervezetben megindulo és idében parhuzamosan zajlo biokémiai
¢s ¢élettani folyamatok elkiilonitése, azonositésa.

- A szovettani, klinikai kémiai és metabonomikai elemzés eredményeinek egységes
bioldgiai értelmezése.

- Az anyavegyiilet fobb metabolikus utvonalainak feltérképezése és a metabolikus
termékek szerepének vizsgalata a toxicitasban.

- Hatdsmechanizmushoz kothetd informaciok €s biomarkerek keresése.

- A kisérleti allatok valaszaddsaban tapasztalhat6 kiilonbségek, esetleges rezisztencia
és tulérzékenység okainak felderitése.

- Az adott 4allatkisérletes modell eldnyeinek/hatranyainak leirdsa, az extrapolalhatosag

korlatainak vizsgalata.
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3.2. Klaszterelemzésen alapuld modszer (CLASSY) fejlesztése metabonomikai adatok

feldolgozasara és az eredmények megjelenitésére

A metabonomikai elemzések legfontosabb metddusai projekcids modszerek,
melyek latens valtozok keresésén ¢€s az egyes kismolekuldk modellbeli sulyanak
meghatarozasan alapulnak. Szdmtalan eldnyiik mellett altalanossagban elmondhato,
hogy nem idedlisak olyan kisérletek elemzésére, ahol a csoportok elkiiloniilése nem
tokéletes (részben atfedett), vagy az allatok bioldgiai valasza nem egységes, vagy
egységes ugyan, de idoben nem pontosan szinkronizalt. A metabolit-fluktuaciok
idobeliségének vizsgalatara cSak nehézkesen alkalmazhatok, egy atlagos COMET
kisérlet értékeléséhez példaul legalabb 57 O-PLS (Orthogonal Projections to Latent
Structures Id. 4.2.1.3. fejezet) modell részletes atnézésére és kijegyzetelésére van
sziikség. Azt a hidnyossagot, hogy a spektralis jelek kozotti korrelaciokat nem mutatjak
kielégitden, és ezért sem szerkezeti, sem biologiai kapcsolatok felderitését nem segitik,
a STOCSY (Statisztikai Total Korrelacios Spektroszkopia 1d. 4.2.1.4. fejezet) modszer
potolta, igaz, ezzel az elemzésre forditandd idé szerényen becsiilve is duplazddott.
Célunk egy olyan rendszer kidolgozasa volt, amely megtartja a STOCSY -kinalta
korrelacié és kovariancia elemzés eldnyeit, ugyanakkor jol attekinthetd, 0sszefoglald
képet ad a teljes kisérletrdl, segitve az eredmények értelmezését €s feleslegessé téve a

diszkriminancia analizist.
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4, Modszerek

4.1. Kisérlettervezés, mintakezelés, mérési modszerek

A Ph.D. munkdm soran a COMET kisérletsorozat 147 modelltoxinja koziil
els6sorban a harom exokrin hasnyalmirigy-gyulladést eldidéz6 anyaggal, az L-
argininnel, az 1-ciano-2-hidroxi-3-buténnel és a ceruleinnel végzett kisérleteket
vizsgaltam. Ezek kisérlettervezése megfelelt az altalanos COMET Kkisérlettervezési
protokollnak, igy azt Osszevonva ismertetem a koOvetkezO alfcjezetben. Az egyes

mérésekhez kapcsolddo tovabbi részletek a 4.1.2. fejezetben olvashatok.
4.1.1. A COMET méréssorozat kisérlettervezési protokollja

A COMET kisérleteket megel6z6 metabonomikai vizsgalatok és a kétéves
elékészité mérések soran sikeriilt részletesen feltérképezni, hogy a genetikai/fajtabeli
kiilonbségek mellett a mintdk kismolekula-0sszetételében milyen egyéb, fizioldgias
koriilmények okoznak jelent6s valtozasokat [79]. Ezek koziil a nem, az életkor, a
taplalkozas és a diurnalis ciklus emelendd ki. Bar a valtozasok jol koriilirhato,
jellegzetes mintdzatot hagynak az NMR spektrumokon, a kisérleteket ugy tervezték,
hogy ez a bioldgiai varidbilitas a minimalisra csokkenjen.

Az éallatokat a résztvevO gyodgyszergyarak sajat laboratoriumai kezelték, és az
Osszegylijtott mintdk hisztopatologiai ¢és klinikai kémiai vizsgalatat is sajat
szakembereik végezték. Az adott allattol parhuzamosan vett mintdk masik részét az
Imperial College-ba kiildték, ahol az NMR mérések, a metabonomikai elemzés,
valamint a teljes egyesitett adatbazis értékelése zajlott, beleértve a gyogyszergyaraktol
érkezd mérési eredményeket is.

Az alkalmazott modelltoxinok dézisat a résztvevok sajat kisérletes eredményeik
¢és irodalmi adatok alapjan hataroztdk meg. A nagy dozissal kezelt allatok jellemzden
komoly klinikai tiineteket és szovettani elvaltozasokat okozo, éppen szubletalis
toxinadagot kaptak, mig a kis dézis enyhe klinikai tiineteket eredményez6 vagy éppen

szubtoxikus mennyiség volt. A kontroll allatokat tisztan vivéanyaggal kezelték.
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4.1.1.1. Mintagytjtés

30 darab 6-8 hetes himnemii Sprague-Dawley patkanyt kiilonitettek el egyéni
metabolikus ketrecekbe, akklimatizalodas céljabol mar 24 oraval a kisérlet megkezdése
el6tt. Az allatokat véletlenszeriien kontroll (C, n=10), kis dozissal kezelend6 (LD, n=10)
¢s nagy dozissal kezelendé (HD, n=10) csoportokba osztottak. A patkdnyok a kisérlet
ideje alatt teljes értékii standard Purina tapot kaptak, és szabad hozzaférésiik volt mind a
taplalékhoz, mind a vizhez. A ketreceket naponta fertStlenitették. Minden
doziscsoportban az allatok egyik felét 48 oraval, a masik felét 168 oraval a vizsgalt
modelltoxin beadasa utan elaltattadk. Ekkor megmérték a teststilyukat, agyuk sulyat és a
vizsgalni kivant szervek (mdj, vese, egyéb) sulyat, feljegyezték a szerveken szabad
szemmel is lathatdé makroszkopikus elvaltozasokat, és szovetmintdkat vettek
hisztologiai és MAS-NMR vizsgalatokhoz. A vizeletet frakcionként gyljtotték hiitott
mintagyiijté edénybe, mely bakteriosztatikumként 1 ml 1%-os natrium-azid oldatot
tartalmazott. A mintagy(ijtés idopontjai: a toxin beadéasa elétt 16 6raval, a beadaskor (0
h), majd utana 8, 24, 48, 72, 96, 120, 144 és168 oraval. (A 8 h vizeletminta tehat a
beadas utani elsé 8 oraban gylijtott vizelet teljes mennyisége, a 24 h minta a 8. 6ratol a
24. oraig gyljtott vizelet teljes mennyisége, stb.). A szérumot farokvéndbdl szarmazo
vérbdl allitottak eld a minta levételét kovetd fél oran beliil. A mintagyiijtés idopontjai: a
toxin beadédsa utan 24 6raval és az éllatok elaltatdsakor. A vizelet- és szérummintékat a

vizsgalatokig -40, a szovetmintakat -80 °C-on taroltak.

4.1.1.2. Szdvettani és klinikai kémiai vizsgalatok

A szovetmintdkat 10% formalinnal torténd fixalas utdn paraffinba agyaztdk, a
metszeteket hematoxilinnal és eozinnal festették. A normalishoz képest megfigyelhetd
elvaltozasokrol a patologus listat készitett, az elvaltozds mértékét pedig az egyes
mintaknal az alabbi skala szerint pontozta: O=nincs elvaltozas, 1=minimalis, 2=enyhe,
3=kdzepes mértékii, 4=jelentds mértékii, S=sulyos.

A vizeletmintak klinikai kémiai vizsgalata soran mérték a minta térfogatat,
ozmolalitdsat, pH-jat, fehérje- ¢és gliikozkoncentraciojat. A szérummintaknél

meghataroztdk a kreatinin, urea nitrogén, alanin-aminotranszferaz (ALT), aszpartat-
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aminotranszferaz (AST), alkalikus foszfatdz (ALP), gliikdz, natrium, kalium, kalcium,

foszfor, albumin, teljes fehérje és teljes bilirubin szintet.

4.1.1.3. 'H NMR spektroszkopia

A méréseket 600 MHz-es késziiléken egységesen 300 K hdémérsékleten
végezték, megfelelé id6t hagyva a minta hémérsékletének stabilizalodasara is. Atfolyo
cellds rendszer, vagy hagyomanyos standard 5 mm-es NMR csovek (és célszeriien
automata mintavaltd) egyarant alkalmazhatok. A méréssorozat eldtt egy reprezentativ
minta segitségével elvégezték a méréfej hangolasat, a 90°-os pulzus hosszanak
meghatarozasat és optimalizaltak a vizjelelnyomast. A mintakrol a spektrumokat
randomizalt sorrendben vették fel, és mindségellendrzés céljabol minden Gtvenedik

mérés utan ,,iires” mérést végeztek egy alkalmas standarddal.

4.1.1.3.1. Vizeletmintak

400 pl mintdhoz 200 pl natrium-foszfat puffert adtak (pH=7,4), hogy a
kismolekulak jeleinek pH kiilonbségekbdl adodd kémiai eltolodas valtozasa a
minimalisra csokkenjen. A puffer tartalmazott tovabba 1 mM natrium-trimetilszilil-
[2,2,3,3-2H4]-propionétot (TSP) referencia-anyag gyanant, ¢s 20% deuterdlt vizet a
magneses ¢és radiofrekvencias tér stabil 6sszhangjanak biztositaséra (,,lock™). A mintakat
az esetleges szilard szennyezddések eltavolitasahoz centrifugaltak (1800 g, 5 perc). Az
'"H NMR spektrumok felvételének pulzusszekvencigja (,, NOESY-PRESAT”): rd - 90°-
3 ps- 90° -100 ms - 90° - acq, a vizjel besugarzasa a 2 s relaxacios késleltetés (rd) és a
100 ms ,keverési 1d6” alatt tortént. Tovabbi mérési paraméterek: spektralis ablak 20
ppm; adatpontok szama 32k; tranziensek szdma 64; apodizacid exponencialis
sulyfiiggvény 1b=1 Hz. Fourier-transzformalas utan a spektrumok alapvonalat és fazisat
szlikség esetén korrigaltak, valamint a kémiai eltolodas skalat a TSP metil jelére (6=0

ppm) kalibraltak.

4.1.1.3.2. Szérummintak
Felolvasztas, keverés és 10 perc allas utan a feliilluszobol 200 pl-t 400 pl 20%
D,0-t tartalmazo fizioldgias sooldathoz adtak, majd 10 perces centrifugélds utdn 500 pl

feliilaszot elkiilnitettek a méréshez. Az *H NMR spektrumok felvételénél a mintakban
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marado proteinek és lipidek széles jeleinek eliminalasahoz a Carr-Purcell-Meiboom-Gill
(CPMG) spin-echo pulzusszekvenciat hasznaltak: rd - 90° - (t - 180° - t), - acq, ahol
rd=2 s n=80 ¢és t=400 ps, a vizjel besugarzasa a relaxacios késleltetés (rd) alatt tortént.
Tovabbi mérési paraméterek: spektralis ablak 20 ppm; adatpontok szédma 32k;
tranziensek szama 128; apodizacié exponencialis sulyfliggvény lb=1 Hz. Fourier-
transzformalds utan a spektrumok alapvonalat és fazisat sziikség esetén korrigaltak,
valamint a kémiai eltolodas skalat az a-D-gliikoz anomer protonjénak jelére (6=5,23

ppm) kalibraltak. (TSP hasznalata keriilendd, mivel kotdik a fehérjékhez.)

4.1.1.4. Megjegyzések a kisérlettervezési protokollhoz

A metabonomikai vizsgalatoknal a mintael6készitési és a mérési protokoll tag
hatarok kozott valtoztathaté anélkiil, hogy az adott kisérletb6l levonhatd
kovetkeztetések veszitenének érvényességiikbol [113]. A kutatok tehat szabad kezet
kapnak a kisérlettervezésben mindaddig, amig a részletek publikalasaval egyértelmiivé
teszik mérésiik validitasat. Célszerlinek tiint ugyanakkor egységes metodust kialakitani
a metabonomikai vizsgalatokhoz, els6sorban azért, hogy a kiilonb6z6 kutatocsoportok
altal végzett mérések Osszevethetdek és egylittesen is elemezhetdek legyenek, illetve
hogy az adatbazisokban felhalmoz6d6 informéacié mindenki szdmara kozvetleniil
felhasznalhatéva valjon. 2003-ban alakult meg egyetemi, gyogyszergyari és hatdsagi
szakértok részvételével a Standard Metabolic Reporting Structures (SMRS)
munkacsoport [87], 2005-ben pedig a Metabolomics Standard Initiatives (MSI) csoport
[114]. Ajanlasaikat ma mar minden metabonomikai mérésnél szem el6tt tartjak, ebben a
fejezetben csak egyetlen momentumra szeretnék részletesebben kitérni.

A vizeletmintdk natrium-aziddal torténd kezelése rutinszerli a metabonomikai
vizsgalatokban, sajnos azonban egyaltalan nem része a klinikai gyakorlatnak. Andody
Kata gyogyszerésszel végzett méréseink szerint egyes egészséges Onkéntesek
vizeletmintainal el6fordulhat, hogy szobahdmérsékleten tartva, megfeleld inkubacios
1d6 utan a mintdk kismolekula-6sszetétele megvaltozik. A folyamat egyik legjobb
indikéatoranak a paracetamol-metabolitok bizonyultak. Tobb parhuzamos kisérletben a
mintavételt kovetd elsd 24 ordban még az irodalomban leirt, normalis paracetamol-
metabolit aranyokat mutattdk a vizeletmintdk, azonban az ezt kovetd mérési

idépontokban a paracetamol-gliikuronid mennyisége fokozatosan csokkenni kezdett, a
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konjugalatlan paracetamol mennyisége pedig ndvekedett (5. abra). A 72. oréra a
spektrumokbdl teljesen eltlintek a paracetamol-gliikkuronid jelek, ¢és maximalis
koncentraciot ért el a metabolizalatlan paracetamol. Mindemellett megndvekedett az
ecetsav jele is, és a mintdk trimetilamin-N-oxid tartalma trimetilaminnd alakult.
Amennyiben a vizeletet a gylijtéskor Na-aziddal kezeltiik, sem a fenti, sem mas
valtozasokat nem lehetett latni a spektrumokon a kisérlet teljes, 120 6ras idétartamaban

(5. 4bra).

A)
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5. abra. Egészséges Onkéntestdl szarmazo vizeletminta 500 mg paracetamol bevételét kovetéen. A) A
minta azon felének 600 MHz 'H NMR spektrumai kiilonb6z6 idépontokban, mely nem tartalmazott
natrium-azidot. B) A minta azon felének 600 MHz "H NMR spektrumai, mely tartalmazott natrium-
azidot. Jelmagyarazat: P, paracetamol; PG, paracetamol-gliikkuronid; PS, paracetamol-szulfat; PAGN,
fenil-acetil-glutamin; 4-CS, 4-krezol-szulfat.

A bakteridlis enzimaktivitast gatld anyag haszndlata ezek alapjan valoban
indokoltnak tlinik, és ha felmeriil annak a lehetdsége, hogy egyszer egy kisérlet
eredményeit metabonomikai vizsgalatokkal is kiegészitik, a klinikumban a
mintagytijtéskor erre mar gondolni kell. Amikor az Egyesiilt Kirdlysag biobank-
rendszerének mintakezelési protokolljat Osszeallitottdk, a natrium-azid hasznalatat
toxikus volta miatt biztonsagi okokbol elvetették [115]. Kis mintaszamu
pilotakisérletiink mellett a 6.1.1. fejezetben egy nagyobb I¢legzeti human klinikai
vizsgalat kapcsan is kénytelen vagyok szomort példat mutatni arra, hogy bakterialis
enzimaktivitast gatldo anyag hianyaban az Osszegy(jtott mintak alkalmatlannak

mindsiilhetnek késdbbi metabonomikai vizsgalatokra.
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4.1.2. Az egyes kisérletek kisérlettervezésének tovabbi részletei

4.1.2.1. L-argininnel eldidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

A kisérlettervezés megfelelt a COMET kisérleti protokollnak (ld. 4.1.1 fejezet).

Valamennyi allat egyszeri 10 ml/kg intraperitonealis injekciot kapott. Az
injekcid a nagy dozissal kezelt csoport (HD) esetén fiziologias sdoldatban oldva 4000
mg/kg L-arginin-hidrokloridot tartalmazott, a kis dozissal kezelt csoportnal (LD) 1000
mg/kg L-arginin-hidrokloridot alkalmaztak, mig a kontroll allatok tisztan fiziologias
sooldatot kaptak.

A nagy dozissal kezelt (HD) csoport 10 allat helyett ebben a kisérletben 20-bol
allt. A nagyobb szamu kisérleti allat bevonasat az indokolta, hogy a szakirodalom az
alkalmazott magas dozisnal 10% fol6tti halalozasi aranyrol szamolt be.

A kisérlet soran morfoldgiai €s szovettani szempontbdl a méj és a vese mellett a
hasnyalmirigyet vizsgaltdk. A szérum amildz szint meghatdrozdsa rutinszerli a
pancreatitis diagnosztikajaban, igy a klinikai kémiai mérések erre is kiterjedtek. Az *H
NMR spektrumokat automata atfolyocellds rendszerrel Bruker DRX 600 Mz-es

késziiléken vették fel.

4.1.2.2. 1-ciano-2-hidroxi-3-buténnel elidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

A kisérlettervezés megfelelt a COMET kisérleti protokollnak ( Id. 4.1.1 fejezet)

A kisérlet soran morfoldgiai és szovettani szempontbdl a m4j és a vese mellett a
hasnyalmirigyet vizsgaltak. A klinikai kémiai mérések a szérum amilaz szint
meghatarozasara is kiterjedtek.

Valamennyi allat egyszeri 10 ml/kg szubkutan injekciot kapott. Az injekcid a
nagy dozissal kezelt csoport (HD n=10) esetén fizioldgids so6oldatban oldva 150 mg/kg
CHB-t tartalmazott. A kis dozissal kezelt csoportot (LD n=10) fizioldgias sdoldatban
oldott 15 mg/kg krambénnel kezelték, mig a kontrollallatok tisztan fiziologias s6oldatot
kaptak.

Az 'H NMR spektrumokat automata atfolyocellas rendszerrel Bruker DRX 600
Mz-es késziiléken vették fel. A toxin-metabolitok szerkezetének ellendrzéséhez
kétdimenziés NMR spektrumokat (HSQC, HMBC, COSY, TOCSY) is készitettiink,
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ehhez a HD csoportba tartoz6 egyik kisérleti allat 24. 6rabol szarmazo6 vizeletmintajat
hasznaltuk. A méréseket hiitott elektronikaju (,,krio”) méréfejjel ellatott (Bruker
Avance, TCI) 600 MHz-es késziiléken végeztiik.

4.1.2.3. Ceruleinnel el6idézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

A kisérlettervezés megfelelt a COMET kisérleti protokollnak ( Id. 4.1.1 fejezet)

A kisérlet soran morfologiai és szovettani szempontbo6l a maj €s a vese mellett a
hasnyalmirigyet vizsgaltdk. A klinikai kémiai mérések a szérum amildz szint
meghatarozasara is kiterjedtek. Az 'H NMR spektrumokat automata atfolyocellas
rendszerrel Bruker DRX 600 Mz-es késziiléken vették fel.

A rendelkezésre allo irodalmi forrasok alapjan [116-119] a COMET kisérlet
tervezésénél az éllatorvos az LD csoportnak (n=10) egyszeri 50 pug/kg intraperitonealis
cerulein adasat rendelte, mig a HD csoport allatait (n=10) egyodras intervallumokban 4-

szer 50 pg/kg adaggal kezelték.

4.1.2.4. Klaszteranalizisen alapulé adatelemz6 modszer (CLASSY)

A modszer tesztelésére és iterativ fejlesztésére, valamint az alap bedllitasi
paraméterek optimalizalasdra néhany egyéb COMET kisérlet mellett els6sorban az L-
arginin modelltoxinnal végzett kisérletet hasznaltuk. Validalas céljabol tovabbi hét

COMET kisérlet részletes értekelését is elvégeztiik.

4.2. Adatelemz6 modszerek

4.2.1. Exokrin hasnyalmirigy-gyulladast el6idéz6 modelltoxinok vizsgalatdhoz

alkalmazott modszerek

A COMET kisérletek elso értékelésekor sziikség volt adatredukciora, igy az
NMR spektrumokat az elemzés eldtt kb. 250 db 0,04 ppm-es szegmensre bontottak. Ez
jelentds mértékli informacidvesztést okozott azonban, ezért 2005 utan, amikor a teljes
spektralis terlilet analizise megoldhatova valt, a résztvevok a COMET adatbazis jboli

értékelése mellett dontottek.
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A kovetkez6 alfejezetekben kizardlag azokrdl az elemzési modokrdl irtam rovid
ismertetést, melyeknek abrai a dolgozatban €s a sajat publikaciokban szerepelnek. A

modszerek matematikai részleteit a hivatkozasok tartalmazzak.

4.2.1.1. Adatok el6készitése: normalizalas, a jelek kémiai eltoloddsanak igazitasa,

skalazas

A biologiai mintdk egy részénél, kiilonosképpen a vizeletnél, az oldott
kismolekulak koncentracidja a vizfelvételtol, vizeletiirités gyakorisagatol fiiggden mar
fiziologiasan is széles hatarok kozott valtozhat. Az endogén kismolekula-0sszetétel
elemzésének elsd 1épésében az ilyen mintdkat Osszehasonlithatova kell tenni, azaz
normalizalni kell, hiszen a kérdés itt nem az, hogy mennyi taldlhaté a mintaban az adott
metabolitbol, hanem hogy annak ardnya hogyan viszonyul a tobbi kismolekuldéhoz,
azaz mennyi a vizsgdlt metabolit relativ koncentricidja. Az els6 metabonomikai
mérések a klinikai kémiai gyakorlat alapjan a kreatinin jel teriiletére torténd
normalizalast hasznaltak. Ennek egyrészt technikai nehézségei vannak (kreatinin jelek
atfedettsége, kémiai eltolodas pH fiiggése), masrészt pontatlan eredményre vezethet,
hiszen a kreatinin szint valtozdsa gyakran része a toxinra adott valasznak, tehat nem
pusztan a vizelet koncentraltsagdnak indikatora, hanem 6nall6 marker. Helyette ezért a
teljes spektralis teriiletre torténd normalizalds terjedt el, ahol egy adott spektrum higitési
faktora az a szorzoszadm, amellyel a teljes gorbe alatti teriiletet megszorozva a generalt
standard spektrum gorbe alatti tertiletét kapjuk. A modszer a kisérletek jelentds részében
elfogadhat6 eredményre vezet, bar azok a spektrumok, ahol egy sok jelet adé endogén
kismolekula, példaul glikéz relativ koncentracidja valtozik meg jelentdsen,
normalizalhatatlanok maradnak. Toxikologiai méréseknél nehézséget okozhat tovabba
azoknak a spektrumoknak a kezelése, melyek az anyavegyiilet és metabolitjainak jeleit
is tartalmazzak (jellemzdéen LD csoport 8 h, HD csoport 8 h és 24 h), hiszen ezeknél a
teljes gorbe alatti teriilet megint csak nem hasonlithatd Ossze a kisérlet standard
(reprezentativ) spektrumanak gorbe alatti tertiletével. A hibat, némi adatveszteség aran,
ugy lehet orvosolni, hogy a DRC jelekhez tartoz6 ppm tartomanyokat az elemzd a
normalizalas el6tt az Osszes spektrumbol kivagja. A teljes teriiletre torténd
normalizalasnal robusztusabbnak, és szélesebb korben alkalmazhatonak bizonyult Frank

Dieterle 2006-ban javasolt PQN (,,Probabilistic Quotient Normalization) moddszere
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[120]. Ez a megoldas abbol a feltételezésbdl indul ki, hogy a metabonomikai
méréseknél sok jel intenzitasa valtozik ugyan, de a legtobb jel intenzitasa a bioldgiai
valasz soran mégiscsak €rintetlen marad és tisztan a higitasi faktor fiiggvénye. Egy adott
spektrum esetében tehat azt a szorzoszamot kell megtalalni, amellyel a legtobb jel
intenzitasa raigazithat6 a standard spektruméra, mert ez a legvaldsziniibb valodi higitasi
faktor. Az els6é Iépésben a spektrum adatpontjaihoz tartozd szorzdszamokat kell
egyenként meghatarozni €s fel kell venni ezeknek az értékeknek a spektrumra jellemzo
eloszlasi gorbéjét. A valodi higitasi faktor legvaloszinlibb értéke az eloszlasi gorbe
modusza, mellyel ezek utan a spektrum Osszes adatpontjat meg kell szorozni. A 1épések
teljesen automatizalhatok, és a kisérlet Osszes spektruma ezzel a modszerrel
masodpercek alatt normalizalhat6, bar, mivel az eloszlasi gdorbék 6nmagukban is értékes
informéciot szolgaltathatnak, érdemes rajuk is vetni egy pillantdst. A PQN moddszerrel
normalizalt kisérletek tobbségénél nem sziikséges kivagni a DRC-k jeleit a
kiilonb6zé doziscsoportok altal iiritett metabolitok aranyara. A moddszer, bar vannak
korlatai, tobb lehetdséget ad az elemzdének a normalizélas optimalizdldsara (pl. sziikség
esetén a modusz helyett valaszthatd masik érték az eloszlasi gorbérdl), és sok korabban
normalizalhatatlannak tiind kisérletnél vezetett elfogadhaté eredményre. Ma ez a
legszélesebb korben alkalmazott normalizalasi technika.

Az 'H NMR spektrum jeleinek kémiai eltolodasat az oldoszer, annak pH-ja,
ionerdssége, fémion-tartalma, a vizsgalt anyag komplexképzd hajlama stb. is
befolyasoljak. Kiilondsen jol lathato ez a vizeletmintdk esetében. Bar a minta
elokészitésének fontos része a puffer hozzaadasa, ez csak részben orvosolja a
problémat, kiilondsen példaul, ha a kezelt allatok vizeletének pH-ja a kisérletben a toxin
hatasara jelentdsen megvaltozott. A COMET mérések idejében a jelek néhany szézad
ppm-es ,csuszkalasa” nem volt kritikus nehézség, mivel a 0,04 ppm széles
szegmensekre bontott spektrumoknil a legtobb jel a puffer hozzaadasanak
eredményeként a szegmensén beliil maradt, a kismértékii kémiai eltolodas valtozas csak
néhany kismolekula esetén okozott gondot. Késébb, amikor a szoftverek mar a
spektrumok 0sszes adatpontjat felhasznaltak, a jelek pontos egymasra igazitasa alapveto
fontossaguva valt. A rendelkezésre all6 modszerek azonban vagy megbizhato

eredményt nyujtottak, de nagyon idéigényesek voltak, vagy gyorsak voltak ugyan, de a
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kisintenzitasi csucsoknal pontatlanok [121,122]. Az Imperial College-ban dolgozo
Kirill Veselkov 2009-ben jo megoldast talalt arra, hogy ezt a kompromisszumot ne
kelljen megkotni. RSPA (,,Recursive Segment-wise Peak Alignment”) modszere masfél
perc alatt igazitja be 400 spektrum jeleit a teljes kémiai eltolédas tartomanyban, és
pontossaga eléri az addig hasznalt legjobb moddszerekét, a jelalak megtartasa mellett
[123].

A tobbvaltozos statisztikai modellek épitését megeldzo utolsod 1€pés a spektralis
adatok skalazasa. Mig a normalizalas az adattabla sorvektorain végzett atalakitas volt,
ez az oszlopvektorokat érinti, és 1ényege, hogy minden egyes valtozd azonos sullyal
szerepeljen a kiinduldsi adatok halmazaban. A spektrumok kozvetlen vizudlis
értékelésének legnagyobb hatrdnya, hogy szemiink hamarabb észreveszi a nagy
intenzitasu jelek kismértékii valtozasat, mint a kisintenzitdsuak abszolut értékben kicsi,
de ardnyaiban jelentsebb valtozasat. Hajlamosabbak is vagyunk ezért az elobbieknek
nagyobb jelentdséget tulajdonitani. Az adatok skaldzasa ezt kiiszoboli ki. A
legelterjedtebb skalazasi mod a statisztikai standardizalas (autoscaling), mely az adatok
konstans eltolasat és 1éptékvaltasat jelenti ugy, hogy a tulajdonsagvektorok elemeinek

szamtani kdzepe 0, szordsa pedig 1 legyen.
4.2.1.2. Fékomponens-analizis (PCA)

A fékomponens-analizis egy nem-iranyitott, projekciéon alapuldé modszer. A
hatterében all6 elgondolas 1ényege, hogy a vizsgalt rendszer viselkedését a sok valtozo
ellenére is csak néhany latens, felsdbbrendli valtozo hatdrozza meg, melyeket az egyedi
valtozok linearis kombinaciojaként kapunk meg. Elonye a modszernek, hogy olyan
adattablakkal is jol birkozik, melyek nem négyzet alaktak (esetiinkben kevés sort és sok
oszlopot tartalmaznak), és ahol nagy aranyban fordulhatnak el6 hidnyz6 adatok, illetve a
valtozok korrelaltak lehetnek.

Az allatok mintainak spektrumai (objektumok, ,,sorok”) pontként dbrazolhatdk
egy olyan térben, melynek annyi dimenzidja van, ahany valtozd (,,0szlop”) az
adattabladban. Az oszlopok jelintenzitds értékeket és ezen keresztiil metabolit
koncentraciot tiikkroznek. Az eredeti valtozok altal kifeszitett sokdimenzids teret a PCA
analizissel egy alacsonyabb dimenzidju térbe vetitjiik, ugy, hogy az elsé fokomponens

azt az iranyt mutatja, amelybe az eredeti objektumfelhében a legnagyobb volt a pontok
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kiterjedése, a masodik (merdleges, tehat az elbbitdl fiiggetlen) fokomponens pedig
amelyben a masodik legnagyobb, és igy tovabb. Az egymast kovetd fokomponensek
tehat ortogonalisak, és rendre egyre csokkend ardnyban magyarazzak az adathalmazban
talalhatd valtozékonysagot, mig végiil csak a zaj marad. A fékomponens abran az
objektumok kozotti tavolsagok az eltérések mértékére és irdnyara utalnak, a
csoportokba rendez6dd pontoknal pedig biztosak lehetiink abban, hogy azok a mintak
fontos tulajdonsagok szempontjabdl hasonlitanak egymasra. A fokomponens abraval
tokéletes atfedésben megjelenithetd a fokomponens-egylitthatok abraja, mely a valtozok
(oszlopok) kozotti kapcsolatot mutatja meg, és azt, hogy milyen sullyal szerepelnek az
egyes valtozok a modellben, mekkora részben jarulnak tehat hozza a fokomponensek
kijeloléséhez. A két dbra egyiittes elemzése megadja, hogy milyen kisebb csoportokra
bonthatd a mintahalmaz, és a csoportokba rendez6désért mely metabolitok
koncentraciovaltozasa felelds (6. abra). Ha utdlag a doéziscsoportjuknak megfeleléen
megszinezzilk a pontjainkat, akkor meghatarozhatd, hogy mely fékomponens(ek)
mentén, mely valtozok kovetkeztében kiiloniilnek el a csoportok egymastol, bar ennek
vizsgalatara a PCA-n alapuldo SIMCA (Soft Independent Modelling of Class Analogy)
analizis alkalmasabb [124].

PCA segitségével a kiviilallo spektrumok is jol szlirheték a mintahalmazbdl. A
metabonomikai adatok gylijtése egyszerinek nem nevezhetd analitikai modszeren
alapul, igy mérési hibak, hibas spektrumok eléfordulhatnak. Ezek jellemzbéen erds
kiviilalloként jelentkeznek a f6komponens dbran, melyet a Hotelling T? probaval kijelolt
tertileten kiviili helyzetiilk mutat. Mivel ezek a spektrumok lényegében ,,maguk felé
huzzak” a fokomponenseket, a modellbdl kizarandok. Ovatosabban kell ugyanakkor
eljarni a reziduumok elemzésével talalt mérsékelt kiviilallok esetében, ezek kizarasara
csak akkor keriilhet sor, ha az elemz0 megnyugtatd magyardzatot talal egyedi

viselkedésiikre.
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6. abra. Példa metabonomikai adatok fékomponens-analizisére. A) Fékomponens abra. Az objektumok a
vizsgalt mintak doziscsoport szerint szinezve. A mellettiik 1évé szamok a mintagy(jtés idépontjat jelzik.
B) Fékomponens-egyiitthatd abra. A szamok a vektorokhoz tartozo kémiai eltolodas értéket mutatjak.
Modelltoxin: L-arginin. A kiindulasi spektrumok normalizaltak, 0,04 ppm széles szegmensekre bontottak,
és tartalmazzak a DRC jeleket. Az A) abran latszik, hogy az els6é fékomponens mentén az LD 8 h, a HD 8
h és néhany HD 24 h minta valik el a tobbit6l. A kiilonvalas oka a B) abrardl olvashat6 le: a megadott
iranyban a DRC metabolitok kémiai eltolodas értékei talalhatok. A masodik fékomponens mentén a
mintak nagy része egy széthtizodd savot alkot. A B) abra szerint ezt citratkor-intermedierek
koncentracioévaltozasa okozza. Levonhatd kovetkeztetések: A tovabbi eleméshez a DRC jeleket célszerli
kivagni. A citratkor-intermedierek koncentraciovaltozasanak van jelentdsége a kisérletben, de sulyuk a
statisztikai modellben valdsziniileg elttlzott és torzulast okoz.

4.2.1.3. PLS (Projections to Latent Structures) és tovabbfejlesztése

A fékomponens-analizishez hasonléoan a PLS mddszer is az eredeti véltozok
linedris kombinacidjaként kapott ortogonalis latens valtozok keresésén alapul, a keresést
azonban egy Y (fiiggd valtozo) vektor esetleg matrix, és az azzal vald korrelaltsag
iranyitja. A PLS rendelkezik ugyanazokkal a jo tulajdonsagokkal, mint a PCA
(megengedhetd sok valtozo és kevés objektum, valtozok korreldltsdga, hianyz6 adatok),
¢s ez alkalmassd teszi metabonomikai mérések eredményeinek értékelésére. A
modellépités soran a fliggd és a fiiggetlen valtozok azon latens véltozoit keressiik,
melyek kozott a korrelacio a lehetd legnagyobb [125].

Az Y vektor felvehet diszkrét, csoporthoz tartozast mutatd értékeket, igy a
modszer alkalmas diszkriminancia analizisre (PLS-DA). Ha arra a kérdésre keressiik a

valaszt, hogy mely spektralis adatok milyen mértékii és iranyt valtozédsa mekkora
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stllyal felelds a kisérletben a csoportok szétvalasaért, akkor a PLS egyiitthatokat
célszerll vizsgalni a valtozo (itt kémiai eltolodas) fliggvényében, a stlyt pedig szinskala
segitségével megjeleniteni. Olivier Cloarec javaslatira NMR spektrumokon alapulo
elemzésekor szokas az egyiitthatokat visszaszorozni a valtozé eredeti szérasaval, mert
igy az abran egy al-NMR spektrum rajzolodik ki [126]. Ez nagyban segiti az elemz6t a
kismolekula gyors azonositdsaban, hiszen lényegesen szemléletesebb, és a kémiai
eltolodas értékek mellett tiikrozi a jelek eredeti alakjat, multiplicitasat is. A csoportok
kozotti eltérésekért felelds kismolekulak ,,jelei” tehat az abran piros szinnel rajzolédnak
ki, és a jelek iranya megmutatja, hogy a kezelt allatok mintdiban az adott metabolit
relativ koncentréacioja nétt vagy csokkent pl. a kontrollhoz képest (példa: 9. ébra).

A PLS modelleket sajnos jelentdsen torzitjak azok a valtozok, melyek szorédsa a
mintan beliil nagy, de fiiggetlen az Y vektortl. A problémat az tgynevezett O-PLS
(ortogonalis PLS) mddszerrel lehetett orvosolni, mely egy OSC (orthogonal signal
correction) sziird segitségével képes szétvalasztani az Y-t6l linedrisan fiiggd és attol
fliggetlen szisztematikus valtozasokat, csak az eldbbieket haszndlva a modellépitéshez
[24,127,128]. A kapott modellek josloképessége megmarad, és értelmezhetdségiik
jelentdsen javul, a nem-korrelald szisztematikus valtozasok pedig kiilon is
elemezhetokké valnak [126].

Az PLS modellek tuligazitottsaganak  elkeriiléséhez  hétszegmensii
keresztvalidalast szokas alkalmazni, mely hét rekurziv 1épésben az adatok egy
hetedének kihagyasat és az igy generalt modellbe torténd visszajoslasat jelenti [129]. A
josloképességet a prediktalt és a valos értékek négyzetes eltérése alapjan kalkulalt Q?
érték jellemzi. Az illeszkedés josagat tiikrozo R% és a josloképességre utalod Q? értéke

egyiittesen mutatja a modell megbizhatdsagat.

4.2.1.4. Statisztikai Total Korrelacios Spektroszkopia (STOCSY)

A moédszer a kisérlet soran gyiijtott spektrumok jeleinek intenzitasvaltozasai
kozotti osszefliggéseket vizsgalja, és sziiri a mintar6l mintara konzisztensen egyiitt, egy
iranyba és azonos mértékben valtozo jeleket [26,130]. Alkalmazasakor tehat robusztus
eredmény minél nagyobb szdmu spektrum felvételével és értékelésével biztosithatd. A
spektralis cstcsok korrelaltsaga alapvetden két okra vezethetd vissza: A jelek vagy egy

és ugyanazon kismolekula jelei, és igy intenzitasaranyuk értelemszertien minden

46



DOI:10.14753/SE.2012.1715

spektrumon azonos, vagy olyan egymastol kiilonb6z6 kismolekuldktdl szarmaznak,
melyeknek a szervezetbeli sorsa hasonld, metabolikus Gtvonaluk &sszekapcsolodik, és
ezért a kisérlet soran a mintakban a koncentracidjuk nem fiiggetlen egymastol [26]. Az
elobbi esetben, szerkezeti 6sszetartozasnal a korrelacios koefficiens elméleti értéke 1, a
gyakorlatban azonban a spektrum zajossdga ¢s a jelek atfedettsége miatt ennél
alacsonyabb lehet, és altalaban 0,80 - 0,97 értéket vesz fel. A biokémiai kapcsolat
szorossaganak vizsgalatanal ’=0,65 mar elgondolkodtatd szam, és olyan toxin- vagy
gyogyszer-metabolitok esetén is ritkdn kapunk 0,85-n¢l magasabb értéket, melyek
atalakulasi utvonala csak az utolso 1épésben valik szét. A korrelacids koefficiens értéke
tehat segit a ko-linearitds eredetének megallapitasaban, a szerkezeti és biokémiai
kapcsolat szétvalasztasaban. A STOCSY eredménye megjelenitheté mind egy-, mind
kétdimenzids formaban.

A kétdimenzios abra a hagyoméanyos 2D TOCSY spektrumokra emlékeztet,
mindkét tengelyén a kémiai eltolodéas skala olvashato (7. abra, A). A felbontas kelléen
nagy ahhoz, hogy a keresztcstcsok tiikrozzék a jelek multiplicitasat és a csatolési
allandok is leolvashatoak legyenek (7. abra A, 2-oxoglutarsav és 3-HPPA jelei). Ha a
jelek pH, ionerdsség stb. kovetkeztében fellépd kémiai eltolodas valtozasat eldzetesen
nem korrigaltuk, akkor a diagonalison €s a keresztcsucsokon pont helyett vonal van a
jelek helyén (7. abra A, citromsav jelei). A keresztcsucsok a csatolasi allando pH-
fliggését is tiikkrozik, mert ilyenkor a vonalak nem parhuzamosak a féatloval (7. abra A,
citromsav jelei). Kiilonbség a TOCSY spektrumhoz képest, hogy itt a biokémiai
okokbol korrelalt metabolitok jelei kozott is kialakulnak keresztcsticsok (7. édbra A,
metilamin, dimetilamin és trimetilamin keresztcstiicsok).

Az egydimenzios abra elkészitéséhez az elemzOnek ki kell vélasztania azt a
csucsot (,,driver peak”), amelynek a tobbi jelhez fiiz6d6 kapcsolata érdekli 6t. Az
elemzés eredményeként kapott dbran (mely egyébként célszerlien annak a mintanak a
spektruma, amelyben a csucs intenzitasa maximalis volt) szinskéla mutatja a kérdéses
cstics €s a tobbi jel kozotti korrelacid mértékét, igy pirossal kiemelkedik annak a

kismolekulanak az *H NMR spektruma, amelyhez a cstics tartozik (7. abra, B).
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7. abra. Statisztikai Total Korrelacios Spektroszkopia (STOCSY) éabrak vizeletmintak esetében. A)
Kétdimenzios abra részlete. Jelmagyarazat: (1) 2-oxoglutarsav; (2) citromsav; (3) 3-hidroxi-fenil-
propionsav; (4) metilamin és dimetilamin keresztcsucsa; (5) dimetilamin és trimetilamin keresztcsucsa.
B) Egydimenzids dbra és részletei. Kiindulasi csucs: §=2,51 ppm jel, mely a 3-hidroxi-fenil-propionsav
tobbi jelével korreldl magasan. Abra: Olivier Cloarec.
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A jelek kozotti kapcsolat felfedezésének az sem szab korlatot, ha heteroatom vagy
kvaterner szénatom valasztja el a (CH), csoportokat a szerkezetben. Az, hogy mennyi
informaci6 nyerhetd a kémiai eltolédasokrol, jelfelhasadasi mintazatrél, csatolési
allandorol ¢és intenzitasaranyokrol, a jelek atfedettségének mértékétol fligg, de az
egydimenzids abrak értékelése az esetek nagy részében mar elegendd ahhoz, hogy az
adatbazisok 4atnézése utdn az elemzOnek alapos gyanuja legyen a kismolekula
mibenlétére. Az egydimenzids abrak gyorsabban elkésziilnek, mint a kétdimenzidsak, €s
konnyebben attekinthetéek, hiszen az ismert, ,,trividlis” kapcsolatok jeleitél mentesek.
Az 1D STOCSY-t O-PLS moddszerrel kombindlva az dbrdkon egyértelmiien latszik a
kapcsolat iranya (korrelalt vagy anti-korrelalt), igy biokémiai hattér elemzéséhez ennek
a hasznalata a célszeriibb (példa: 18. abra).

Osszefoglalasképpen hadd emeljem ki még egyszer a STOCSY, mint elemzési
modszer néhany vonatkozasat, egyuttal valaszolva a metabonomikai publikaciok biraloi
altal oly gyakran feltett kérdésre is: Mi az elénye a STOCSY-nak az NMR-TOCSY
mérésekhez képest?

- Az egydimenziés NMR spektrumok felvétele utdn mar nem kell hozzd NMR
késziilék, csak egy szamitogép.

- Nem okoz nehézséget a masodik dimenzi6 alacsony felbontésa.

- Az éabra hosszas mérésid6 helyett masodpercek alatt elkésziil.

- A jelek kozotti kapcsolati lanc nem szakad meg, ha a szerkezetben kvaterner szén,
vagy heteroatom valasztja el a spinrendszereket.

- A szerkezeti 0sszetartozas mellett a biokémiai kapcsolat is megjelenik az abran, és a
korrelacids koefficiens értéke alapjan a szerkezeti Osszetartozastdl altalaban jol

elkiilonithetd.

4.2.2. Az egyes kisérletek adatelemzésének tovabbi részletei

4.2.2.1. L-argininnel eldidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

Az 'H NMR spektrumokat MATLAB (R2006b verzi6) szoftverbe importaltam,
és a viz (6=4,7-4,9 ppm), a TSP (6=-0,2-0,2 ppm), valamint a karbamid (6=5,6-6,0 ppm)
jeléhez tartozo régiokat kivagtam. Két adatkészletet készitettem. Az elsében az arginin

jeleit kivagtam ¢és a spektrumokat teljes teriiletre normalizaltam, a masodikban
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meghagytam az anyavegylilet jeleit és a normalizadlasahoz PQN moddszert hasznaltam.
Eredményeimet mindkét adatkészleten ellendriztem. A szérum- ¢és vizeletmintdk
kismolekula-osszetételbeli  valtozasainak  vizsgalatihoz ~O-PLS-DA  modelleket
készitettem. Id6pontrol idépontra Gsszehasonlitottam a kezelt allatok csoportjainak
spektrumait a kontroll allatokéval, és minden déziscsoporton beliil nyomon kdvettem az
egyes mintavételi idépontok kozotti metabolit-fluktudciot is. Annak sziirésére, hogy
mely eltérések voltak jellemzdéek kizardlag a nagy dozissal kezelt allatokra, az LD
csoportot HD csoporttal 6sszehasonlité modelleket is készitettem minden idOpontban. A
jelek azonositasat STOCSY segitette. A kiviilalld adatok szlirését fokomponens-
analizissel is elvégeztem, melyet SIMCA-P+11.5 szoftverrel csindltam. A roppalya-

elemzéshez a 0,04 ppm széles szegmensekre bontott spektrumok adatait hasznaltam.

4.2.2.2. 1-ciano-2-hidroxi-3-buténnel eldidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

Az 'H NMR spektrumokat MATLAB (R2006b verzid) szoftverbe importaltam,
és a viz (6=4,7-4,9 ppm), a TSP (6=-0,2-0,2 ppm), valamint a karbamid (6=5,6-6,0 ppm)
jeléhez tartozo régiokat kivagtam. Két spektrumkészlettel dolgoztam. Az egyikben az
anyavegyiilet és metabolitjainak jeleit kivagtam, ezt haszndltam a részletes O-PLS
diszkriminancia analizisek elkészitéséhez. A masikban a DRC jeleket meghagytam, ez
szolgélt a STOCSY elemzések kiindulasi adataként. Mindkét készletet PQN moddszerrel
normalizaltam, az els6 esetben az eredményeimet teljes teriiletre normalizalt
spektrumsorozaton is ellendriztem. A spektrumok jeleinek kémiai eltolodas ingadozasat
RSPA médszerrel korrigaltam. Az O-PLS-DA modellek segitségével ennél a kisérletnél
is idépontrol idépontra dsszehasonlitottam a kezelt allatok csoportjainak spektrumait a
kontroll allatokéval, minden ddziscsoporton beliil kdvettem a metabolitok idébeli
krambén és metabolitjainak jeleit STOCSY modszerrel azonositottam, és igy vizsgaltam

kapcsolataikat az endogén kismolekuldkhoz is.

4.2.2.3. Ceruleinnel el6idézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

Az 'H NMR spektrumokat MATLAB (R2008a verzid) szoftverbe importaltam,
és a viz (6=4,7-4,9 ppm), a TSP (6=-0,2-0,2 ppm), valamint a karbamid (6=5,6-6,0 ppm)
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jeléhez tartozd régiokat kivagtam. Csak PQN modszerrel normalizalt spektrumokat
hasznaltam, és a kémiai eltolddas elmozdulasokat RSPA moddszerrel minden
doziscsoportnal korrigaltam. Az értékelést a 4.2.3 fejezetben ismertetett modszerrel

végeztem.

4.2.3. Klaszteranalizisen alapul6 adatelemzdé modszer (CLASSY)

A modszer tesztelésére és iterativ fejlesztésére, valamint az alap bedllitasi
paraméterek optimalizaldsara néhany egyéb COMET kisérlet mellett els6sorban az L-
arginin modelltoxinnal végzett kisérletet hasznaltuk. Validalas céljabol tovabbi hét
COMET Kkisérlet részletes értékelését is elvégeztiik.

Az adatok elékészitése a koradbbiakban leirtaknak megfeleléen tortént (szoftver:
MATLAB R2008a verzi6). Csak PQN modszerrel normalizalt spektrumokat
hasznaltunk, ¢és a kémiai eltolodas elmozdulasokat RSPA modszerrel minden
doziscsoportnal korrigaltuk. A korrelaciés matrix a jelcsucsként azonositott adatpontok
figyelembevételével késziilt. A matematikai hattér kidolgozéasa és a program megirasa
tulnyomo6 részben Steven Robinette és Kirill A. Veselkov kemometrikusok munkaja,
igy a vonatkozo részeket csak roviden ismertetem. (Részletek a publikacidban).

A lokalis” (szerkezeti okokbol korrelélt) jelcsoportok egymashoz rendelése a
tobbkomponensii elegyek TOCSY spektrumainak elemzésére kordbban kifejlesztett
DemixC [131] algoritmus alkalmazasaval tortént, azzal a kiilonbséggel, hogy itt a
kiindulési adattabla az egydimenzios 'H NMR spektrumok alapjan generalt korrelacios
matrix volt. A mddszer mégsem egyszerlien a kordbban bemutatott STOCSY elemzés
tovabbfejlesztése és klaszteranalizissel valdo kombinédladsa, mert a bemeneti informaciot
nem kozvetleniil a korrelacios matrix, hanem az ebbdl rekurzivan emelkedd korrelacios
kiiszobértékekkel elallitott binaris matrix adja. Igy a szerkezeti kapcsolat jobban
elvalaszthato a bioldgiai okokra visszavezethetd kapcsolattol, és egyértelmiibbé valik a
klaszteranalizishez hasznalt alapjelek meghatarozasa, valamint a tobbi (atfedésekkel
jobban terhelt) jel csoportokhoz sorolasa.

A ,.globalis” (biokémiai okokbdl korrelélt) klaszterek meghatdrozasa klasszikus
hierarchikus csoportelemzéssel tortént, ahol a korrelacidos koefficiens értékét ugy

alakitottuk tavolsagga, hogy az —1 esetén 1, 1 esetén 0 értéket vegyen fel.
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A ,heat map” abrakndl a klaszterezett csiicsok intenzitdsat a kontroll median
spektrum adott jelének intenzitdsdhoz viszonyitjuk, és logaritmikus szinskéla
segitségével jelenitjik meg. A klaszterezett korrelaciok abrajanak és a ,heat map”
abraknak az oszlopai azonosak, tehat a kettd egyiitt, egyszerre mutatja az adott

kisérletbdl kinyerhetd korrelacios és kvantitativ informaciot.
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5. Eredmények

5.1. Exokrin hasnyalmirigy-gyulladést el6idézé modelltoxinok

5.1.1. L-argininnel eléidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

A kis dozissal kezelt allatok csoportja (n=10) a valaszadds erdssége
szempontjabol egységesnek mutatkozott mind a szdvettani és klinikai kémiai, mind a
metabonomikai vizsgalatok alapjan. A nagy doézissal kezelt allatok (n=20) koziil kettd
24 oraval az injekcido beadasa utan elpusztult (6ket erds vdlaszadoknak tekintettem,
n=2), mig harom kisérleti allat meglepd rezisztencidt mutatott az arginin-toxicitassal
szemben. Oket a gyenge vilaszadok csoportjaba soroltam (n=3), amit a morfolégiai
szervkarosodast jellemz6 minimalis szovettani pontszamaik is indokoltak. A fenti
csoportok klinikai kémiai adatait és szérum- valamint vizeletspektrumait a statisztikai
elemzéskor kiilon vizsgaltam a normal valaszadok csoportjatol (n=15). Az eredmények
ismertetésénél a tovabbiakban a nagy dozissal kezelt HD csoport alatt csak a normdl

valaszadokat értem.

5.1.1.1. Szovettan

A kis dozissal kezelt allatok maj-, vese- €s hasnyalmirigy-szdveteinek sejtes
szerkezete minden vizsgalt id6pontban normalis volt. Néhany allatnal helyenként
gyulladésos infiltratumot lehetett 1atni a pankredsz-szdvetben, de ez a kontroll allatoknal
is eléfordult. A HD csoportban néhany, 48 dra utan elaltatott allatnal minimalis/enyhe
atrofia jelet mutatkoztak a majszovetekben, am a kordbbi megfigyelésekkel
0sszhangban a legsulyosabban érintett szerv a hasnyalmirigy volt. A 48 6ras mintakban
a HD csoport legtobb allatdnadl a zimogén granulumok szamdnak jelentds/stlyos
csOkkenését és kozepes/jelentés mértékli acinaris atrofiat, intersticidlis 6démat, és
gyulladast lehetett megfigyelni. 168 oraval az arginin injekcié beadasa utan ennek a
csoportnak a pankredsz-mintdira a zimogén granulumok majdnem teljes hidnya és
stulyos atrofia volt jellemzd, ugyanakkor néhany 4allatnal regeneralodasra utald

morfologiai jegyeket is lehetett 1atni. A vese szovettani elemzése egyik iddpontban sem
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talalt patologias folyamatokra utalod jeleket. A szdvettani értékelés eredményét a 5.

tablazat foglalja 0ssze.

. S Kontroll Kis dozis Nagy dozis
Szovet Morfologiai diagnozis Hely
48h | 168h | 48h | 168h | 48h | 168h
Pancreas apoptozis acinusok 0 0 0 02| 05 0
Pancreas atr6fia acinusok 0 0 0 0| 3,16 5
Pancreas degeneracio acinusok 0 0 0 08| 05 0
Pancreas 6déma intersticialis 0 0 0 04| 2,83 0
szaponifikacio és peripancreatikus
Pancreas nekrozis zsir 0 0 0 0 2 1,8
mitdtikus alakok
Pancreas (regeneral6das) acinusok 0 0 0 0 0 1,7
Pancreas gyulladas acinusok 0 0 0 0 3 0,4
zimogén szemcsék
Pancreas szamanak csokkenése | acinusok 1 1 1 1 4 5
szaponifikacio és
Peritoneum | nekrozis 0 0 0 0| 2,66 0
M3jj atr6fia pan-lobularis 0 0 0 0] 1,33 0
M3jj glikogén leépiilés periportalis 0 0,4 0 0,8 0 0,8
hepatocellularis
M3jj nekrozis random 0 02| 0,2 02| 05 0

5. tablazat. Szovettani elvaltozasok és mértékiik a kontroll, kis dozissal kezelt és nagy dozissal kezelt
allatok csoportjaban. Modelltoxin: L-arginin. A pontozas a 4.1.1.2. fejezetben leirtaknak megfeleléen
tortént.

5.1.1.2. Klinikai kémiai mérések és sulyadatok

Az LD csoportban a pankreasz €s az agy stlyanak aranya nem mutatott eltérést a
kontroll allatokhoz képest. A nagy doézissal kezelt csoportban a szdveti ddémanak
koszonhetden a 48 oOra utan elaltatott allatokban ez az arany a kontrollhoz képest magas
volt (p>0,05), mig a 168 6ra utan elaltatott allatoknal statisztikailag szignifikans 61%-0S
csokkenést lehetett megfigyelni, mely a jelentds szoveti atrofia kovetkezménye (6.
tablazat). Az allatok testsulya a kis dozissal kezelt csoportban a kontrollnak megfeleléen
alakult. A HD csoport atlagos teststilya ehhez képest 48 6ranal 10,4%=+2,3% csokkentést
mutatott, mig 168 6rdnal nagy szords mellett az allatok felénél sulyndvekedést lehetett

latni. (Az atlagos sulyndvekedés a csoportban 0,8%+7,8%).
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Kontroll | Kisdozis | Nagydozis | Kontroll | Kisdozis | Nagy dozis
48 h 168 h
038+0,03 | 038+0,04 | 047+0,11 | 042+010 | 043+0,07 | 0,16+0,05*

6. tablazat A pankreasz és az agy sulyaranya a kontroll, kis dozissal kezelt ¢s nagy dézissal kezelt
csoportban. Modelltoxin: L-arginin. Atlag = SD. (*) p<0,05.

A vizeletmintak klinikai kémiai vizsgalatanak tanulsdga szerint az arginin-
hidroklorid injekcié dozistol fliggd mértékben savas tartomanyba tolta az allatok
vizeletének pH-jat (7. tablazat). Az LD csoportban a pH csak a 8 h mintdkban volt
szignifikdnsan alacsonyabb a kontrollnal, a nagy dozissal kezelt allatok vizelete
azonban az injekcid beadédsa utan a kisérlet teljes idotartama alatt a savas tartomanyban
maradt, legsz¢élsOségesebb értékét (pH=5,5-6,0) a 24. és 48. 6rabol szdrmazd mintdkban

érve el (8. abra).

Atlag és konfidencia intervallum(95.00%)
Vizelet pH
8.5

8.0 |

75}

7.0

Erték

6.5

6.0 |

55}

5.0

16 0 8 24 48 72 96 120 144 168 -x- Kontroll
-~ LD
Idépont =~ HD

8. dbra. A vizeletmintdk pH-janak alakulasa a kontroll, kis dozissal kezelt (LD), és nagy dozissal kezelt
(HD) allatoknal, idépontok szerinti bontasban. Modelltoxin: L-arginin.
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Mért Kontroll | Kis dozis Nagy dozis
paraméter -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
glikoz 0,82 £ 0,25 0,97 £0,24 0,99 £0,22
Oh
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
glukoz 1,59+0,43 1,85+ 0,47 1,82+0,30
8h
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 *
glukéz 0,34+0,16 0,57+0,13 8,17+3,71*
24 h
pH 7,33 +£0,30 7,11 £0,23 581+£0,11*
fehérje 0,64 +0,20 0,63+0,18 1,28+0,48 *
glukéz 1,35+ 0,29 1,41 +0,33 461+212*
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*
glukéz 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
gliikoz 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 *
glikoz 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 *
glikoz 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 0,87x0,21 0,27 £0,10*
glukéz 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 *
glukoz 1,16 £ 0,25 1,34 £ 0,37 1,29 £ 0,55

7. tablazat. Vizeletmintak klinikai kémiai adatai a kontroll, kis dozissal kezelt és nagy dozissal kezelt
csoportban. Modelltoxin: L-arginin. Atlag + SD. (*) p<0,01. Mértékegységek: fehérje g/L; glikéz
mmol/L
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A kisérleti patkanyok normalis koriilmények kozott kis mennyiségt (0,8 g/1) fehérjét is
tiritenek a vizelettel. A HD csoport allatainak vizeletében a fehérje mennyisége a 24 h
¢s a 48 h mintakban kozel megduplazddott, majd csokkenni kezdett, és a 96 h mintatol a
kisérlet végéig alacsony értéken maradt. A csoport vizeletmintainak gliikoz tartalma 8 h
- 72 h kozott szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontroll allatoké (7. tablazat).

A szérum amildz értéke a nagy dozissal kezelt allatok 24 h mintaiban volt csak
magas. A szérum urea nitrogén (BUN) szintje 24 o6raval az injekcid beadasa utan szintén
szignifikansan megemelkedett ebben a csoportban, mely jol mutatja a nagy mennyiségl

arginin kozvetlen hatasat az urea-ciklusra (8. tablazat).

Meért paraméter Kontroll Kis dozis Nagy dézis
24 h
Urea N (uM) 4427 + 828 4712 + 405 8949 + 2793 *
ALT (IU/L) 39+8 405 172+70*
AST (IU/L) 127 £ 16 117 +£10 444 + 131 *
ALP (IU/L) 4224131 441 + 60 339+91
Gliikéz (mM) 6,84 £ 0,62 6,73 +£0,91 4,54 +0,43*
Teljes fehérje (g/L) 66 + 4 66 + 4 674
Albumin (g/L) 362 35+15 362
48 h
Urea N (uM) 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
Glikéz (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) 301 29+0,5 28+x1*
168 h
Urea N (uM) 4712 £ 732 5069 + 687 3332+ 994 *
ALT (1U/L) 38+10 38+4 56 +15*
AST (1U/L) 124 £ 41 114 £ 16,5 103+11
ALP (IU/L) 363 £ 57 398 + 56 240+ 87 *
Glikéz (mM) 11,97 £ 2,09 13,39+ 2,15 8,23+ 1,60 *
Teljes fehérje (g/L) 52+1 54+15 47+3*
Albumin (g/L) 29+0,5 29+1 27+15*

8. tablazat. Szérummintak klinikai kémiai adatai a kontroll, kis dozissal kezelt és nagy dozissal kezelt
csoportban. Modelltoxin: L-arginin. Atlag + SD. (¥) p<0,05.

A BUN az arginin-felesleg metabolizalasa ¢és elimindlasa utan visszatért a normalis
szintre a 48 oras szérummintak tanulsaga szerint, majd a 168. 6rdas mintakban a
kontrollhoz képest csokkenést mutatott. Ez utobbi a 168. 6ranal mért alacsony szérum

fehérje tartalommal egyiitt az exokrin hasnyalmirigy csokkent miikodésébdl adodod
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elégtelen fehérje-emésztés kovetkezménye lehet. Altalinosan megfigyelhet tovabba a
HD szérummintdk magasabb ALT, AST és alacsonyabb ALP tartalma, valamint a

szérum gliikoz szint csokkenése a kontrollhoz képest (8. tablazat).

5.1.1.3. Metabonomikai elemzés

A kis dozissal kezelt allatok vizelete 8 oranal a kontrollhoz képest magasabb
arginin, ornitin és citrullin szintet mutatott, mely az emelkedett szérum urea szinttel
Osszhangban az urea-ciklus aktivitdsanak ndvekedésére utal (9. abra). Ezek mellett a
lizin, a glutaminsav és a glutamin, valamint a tejsav relativ koncentracioja emelkedett
meg. Csokkenést lehetett latni a 2-amino-adipinsav szintjében és a citratkor NMR
spektroszkopiaval lathatd intermediereinek (citromsav, 2-oxoglutarsav, borostyankdsav
atmeneti jellegli metabolikus acidozis kovetkezménye [132,133], a 2-amino-adipinsav
mennyiségének csokkenése a glutaminsav €s glutamin szint parhuzamos emelkedésével
fokozott transzamindcioként is értelmezhetd. A felsorolt eltéréseket a tobbi idopont LD
mintdiban nem lehetett latni, egyediil a metabolizalatlan arginin iiritése folytatodott a 8.
oOrén tal.

A nagy dozissal kezelt allatok 8 h vizeletmintdiban az arginin és az ornitin
relativ koncentracidja magasabb volt, mint az LD allatoknal, és mindkét aminosav
szintje magas volt a 24 h mintédkban is. A PQN modszerrel normalizalt spektrumokon a
jelek integraljai alapjan becsiilni lehetett az {iritett arginin aranyat a két kezelt
csoportban. A 24 O6ra alatt iritett arginin teljes mennyisége a HD éllatoknal 4,8-szor
magasabb volt, mint a kis dozissal kezelt csoportban, 15%-0s szdorast mutatva szemben
az LD csoport 4 szédzalékaval. Ezek alapjan a vizeletbe kozvetleniil jutd arginin
mennyisége a dozis aranyahoz képest (1000 mg/ml vs. 4000 mg/ml) magasabb volt a
HD csoportban, ami a metabolizald kapacitas telitettségét mutatja. A nagyobb szoras a
metabolizalo-képességbeli egyéni eltérésekre utal. A gyenge vdlaszadok 8 h és 24 h
mintainak teljes arginin mennyisége csak 46%-a volt a normdl vilaszadok atlaganak, és
az aminosav eliminacidja elnyujtottabb profilt mutatott, ami arra enged kovetkeztetni,

hogy az arginin lebontas hatékonysaga és a toxicitds mértéke osszefligg.
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9. abra. A) A kontroll és a kis dozissal kezelt (LD) csoportba tartozé allatok 8. oraban gyljtott
vizeletmintainak 600 MHz *H NMR spektrumai alapjan késziilt O-PLS-DA egyiitthato abra. A felfelé
mutatd jelek metabolitjainak koncentracidja nétt az LD allatok mintdiban, a lefele nézoké csokkent a
kontrollhoz képest. A szinskala a metabolit diszkriminativ sulyat jelzi. A két also abran (B és C) a modell
josloképességét mutatd paraméterek és a keresztvalidalas eredménye lathat6. Modelltoxin: L-arginin.
Jelmagyarazat: Arg, L-arginin; 2-OG, 2-oxoglutarsav; Ctr, citrullin; Glu, glutaminsav; Gln glutamin; Orn,
ornitin; Lys, lizin; L-AA, L-amino-adipinsav; DMA, dimetilamin; DMG, dimetil-glicin

A nagy dozissal kezelt allatok 8 oOrdnal gytiijtétt mintdiban a citrullin, lizin,
glutaminsav ¢és glutamin szintje meghaladta az LD csoportnal latott szintet, a valin,
leucin, izoleucin €s alanin koncentraciok pedig kontrollnal magasabbak voltak mind a 8,

mind a 24. 6ras mintakban (10. abra).

59



DOI:10.14753/SE.2012.1715

fuméijav HD 96-168 h citromsav ~—<{

2-0G ——

hippursav

t-aconitsav
l \ HD 72 h

= b

4-CG crn+cre

e

tejsav

HD 24 h Ala\ Y Val, Leu, lle

Y WY S

=~ e

hippursav

t-aconitsav citromsav \)

/ N HPPA fumarsav
cm hippursav
78 76 74 72 7 68 66 /

borostyankésav 3

/ Ala J

45 4 35 3 25 2 15 1 05
*H (ppm)

10. abra. A kontroll allatok beadast kovetd 48. draban gylijtott vizeletmintdinak és a nagy dozissal kezelt
(HD) csoporthoz tartozoé allatok 8.-168. ora kozott gylijtott vizeletmintdinak reprezentativ normalizalt 600
MHz 'H NMR spektrumai. Modelltoxin: L-arginin. Jelmagyarazat: HPPA, hidroxi-fenil-propionsav; Arg,
arginin; Val, valin; Leu, leucin; lle, izoleucin; 4-CG, 4-krezol-gliikuronid; 4-CS, 4-krezol-szulfat; 2-OG,
2-oxoglutarsav; PAG, fenil-acetil-glicin; cre, kreatin; crn, kreatinin; Glu, glutaminsav; GlIn, glutamin;
Ala, alanin; 3-HB, 3-hidroxi-vajsav.
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A citratkor-intermedierek koncentracigjanak esése mar 8 oranal is meghaladta az LD
csoport mintainal tapasztaltat, a 24. és a 48. 6raban gy(jtott vizeletben pedig (a mintak
sz¢lsoségesen savas pH értékének megfeleléen) rendkiviil lecsokkent a mennyiségiik.
Az allatok tobbségénél szintjilk az NMR-érzékenység alatt maradt, igy a jeleik teljesen
hianyoztak a spektrumbdl (10. és 11. abra). A HD csoport vizeletmintainak pH-ja ugyan
végig savasabb volt, mint a kontroll, de 72 6ranal mar elérte a fizioldgias tartomany also
értékét. A citratkor intermedierek mennyisége ezzel parhuzamosan nétt, majd a 96 oras
minta utdn a citromsav, 2-oxoglutarsav és fumarsav szintje lényegesen a kontroll értéke
folé emelkedett (10. abra). A vizelet gliik6z szintje a HD csoportnal az elsé 8 draban

jelentésen megndtt, majd folyamatosan csokkent, 72 6ranal érve el a kontroll értékét.

HD 48h

o <V
|
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KONTROLL 48h
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11. abra. A kontroll és a nagy dozissal kezelt (HD) csoportba tartozé allatok 48. éraban gyijtott
vizeletmintairol késziilt, nomalizalt 600 MHz "H NMR spektrumok medianjai. Modelltoxin: L-arginin.
Jelmagyarazat: 4-CG, 4-krezol-gliikuronid; 4-CS, 4-krezol-szulfat; 2-OG, 2-oxoglutarsav; PAG, fenil-
acetil-glicin; cre, kreatin; crn, kreatinin; DMA, dimetilamin.

Azon kismolekuldk koziil, melyek az emlds szervezet és a vele szimbidzisban €16
bélbaktériumok ko6zos anyagcsere-termékei [134] a hippursav és a 3- valamint 4-
hidroxi-fenil-propionsav (HPPA) mennyisége volt alacsony a kontrollhoz képest a 8
oras mintakban. Szintjiik késébb is csak lassan regeneralodott. A 48 oras vizeletben

minden HD allat esetében magasabb volt a fenil-acetil-glicin (PAG), a kreatin és a
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kreatinin mennyisége, mint a kontrollban és nagyobb mennyiségben jelentek meg 4-
krezol metabolitok is (11. abra). A STOCSY elemzés alapjan a 4-krezol-gliikkuronid (4-
CG 6=7.23, 7.05, 5.08, 2.30 ppm) és a 4-krezol-szulfat (4-CS 6=7.29, 7.21, 2.34 ppm)
koncentracidja a 48 6ras mintdkban (n=15) erésen korrelalt volt (r’=0.85) (12. abra). A
spektrumok részletes, egyenkénti atvizsgaldsakor nyilvanvaléva valt, hogy egyes
allatoknal ezek a jelek mar a 24 h vizeletben is megtalalhatdoak, méasoknal pedig még a
72 h mintaban is lathatdak. A vizelet 4-krezol-metabolit tartalma szempontjabdl tehat
meg lehetett kiilonbdztetni gyors ¢és lassu vadlaszadokat. A jelek intenzitasdnak
vizsgalata ezen til ramutatott, hogy az allatok tovabb is csoportosithatok erds és gyenge

valaszadok csoportjaira. A krezol jelek szintje a STOCSY analizis alapjan nem korrelalt
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12. 4bra. A nagy dozissal kezelt 4llatok (n=15) 48. éraban gyijtott vizeletmintainak 600 MHz 'H NMR
spektrumai alapjan késziilt 1D STOCSY abra. Modelltoxin: L-arginin. A kiindulasi cstcs a 4-krezol-
szulfat (4-CS) egyik jele 8=2.34 (*). Erés (r*> 0.85) a korrelacié a kiindulési cstcs és a 4-krezol-szulfat
tobbi jele kozott (6=7.29, 7.21, 2.34), valamint a 4-krezol-gliikuronid (4-CG) jeleivel (6= 7.23, 7.05, 5.08,
2.30).
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A szérum mintdk O-PLS-DA elemzése 48 6ranal jol mutatta a megemelkedett
kreatin szintet a nagy dozissal kezelt allatokban. Emellett a mintadkban a kontrollnal
magasabb volt a tejsav, a 3-hidroxi-vajsav és az ecetsav koncentracid, valamint
alacsonyabb a gliik6z koncentracid, amint azt a klinikai kémiai mérések is jelezték (13.

abra).
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13. abra. A) A kontroll és a nagy doézissal kezelt (HD) csoportba tartozé allatok 48. draban gyiijtott
szérummintainak Carr-Purcell-Meiboom-Gill spin-echo pulzusszekvenciaval felvett 600 MHz *H NMR
spektrumai alapjan késziilt O-PLS-DA egyiitthato abra. A felfelé mutatdé jelek metabolitjainak
koncentracidja nétt az HD allatok mintaiban, a lefele nézéké csokkent a kontrollhoz képest. A szinskala a
metabolit diszkriminativ sulyat jelzi. A két als6 abran (B és C) a modell josloképességét mutatd
paraméterek és a keresztvalidalas eredménye lathat6. Modelltoxin: L-arginin. Jelmagyarazat: 3-HB, 3-
hidroxi-vajsav.
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5.1.1.4. ,Roppalyak™ vizsgalata

Ezt a ma mar kissé elavultnak szamitdé modszert csak érdekességképpen
szeretném bemutatni [135]. A roppalyaelemzés (,.trajectory analysis”) fékomponens-
analizisen, majd az egyedi értékek atlagolasan alapul. Az abrdja gyorsan, egyszeriien
elkészithetd, ¢€s Osszefoglald képet ad a kiilonb6z6 ddziscsoportok mintdinak iddbeli
viselkedésérdl.

Az argininnel végzett kisérlet abrajan jol latszik, hogy a patoldgias események
idében tobb fazisra bonthatok (14. dbra). A jobb also sarok az egészséges allatok altal
elfoglalt teriilet. A kisérlet ideje alatt ebben a térben mozogtak a kontroll allatok, és
innen indultak (-16 h és 0 h) a kezelt allatok mintai is. A 8 h mintak a HD és az LD
csoportban ugyanabba az iranyba mozdultak el, de az elmozdulds mértéke dozisfiiggd
volt. A kis adaggal kezelt allatok mintai 24 o6raval az injekci6 beaddsa utan visszatértek
a kiindulasi teriiletre, tehat a szervezetben megjelend arginin okozta traumabol

homeosztazisuk tokéletesen regeneralodott.
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14. abra. Roppalyaelemzés abraja, mely az L-argininnel eldidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas
kisérletben gytijtott vizeletmintdk 600 MHz "H NMR spektrumai alapjan késziilt. A piros a kontroll, a
z61d a kis dozissal kezelt, a kék a nagy dozissal kezelt, normal valaszado éallatok éatlagértékeit és utvonalat
jeloli. A szamok a modellvegyiilet beadasahoz képest eltelt 6rak szamat jelzik.
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A nagy dozissal kezelt allatok mintai ezzel szemben két Gjabb régiot foglaltak el a
virtualis metabolikus térben, a ketté kozotti atmenetet a 72 6rds mintak jelzik. A HD
csoport allatainak roppalyaja nyitott maradt, ami arra utal, hogy a kisérlet idOtartama
alatt szervezetik nem nyerte vissza a kiinduldsi egyensulyt. A kés6i idOpontok
mintainak csoportosuldsa stabil allapotot jelez ugyan, de az abra alapjan feltételezheto,

hogy a teljes regeneralddas, ha egyaltalan lehetséges, idoben elhuzddo folyamat lesz.

5.1.2. 1-ciano-2-hidroxi-3-buténnel eléidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas
5.1.2.1. Szovettan

Mind a kontroll, mind a kis doézissal kezelt allatok majanak és veséjének
szOvetmintai normalis sejtes szerkezetet mutattak. Az LD csoport allataindl 48 6ranal a
hasnyalmirigy szoveteken nem lehetett patologias elvaltozast latni, 168 6ranal azonban
enyhe/kdzepes mértékii multifokélis acinaris sejt pusztulas ¢és minimalis/enyhe
multifokalis zimogén granulum deplécié volt jellemzé a mintdkra. A nagy doézissal
kezelt allatok csoportjandl a hasnyalmirigy szdveteken megfigyelhetd elvaltozasok
Osszhangban éalltak az irodalomban megtaldlhaté korabbi kisérletek eredményeivel
[105,106,110]. A 48 oranal elaltatott allatoknal az acinaris sejtek enyhe/kdzepes
mértékli diffaz atrofidjat lehetett latni, és kis mértékii apoptozisra utald jeleket. (Ez
utobbi a kés6i mintavételi idOponttal all Gsszefiiggésben). Emellett a zimogén
granulumok szdmanak kozepes/jelentdés mértékli csokkenését, intersticialis 0démat, és
enyhe szoveti gyulladast lehetett megfigyelni (15. abra). Hasnyalmirigy enzimek
felszabadulasa kovetkeztében kialakuld szoveti nekrozist, dnemésztést csak egyetlen
allat mint4ja mutatott, és az is csak enyhe mértékiinek mindsiilt. A 168 6raval a nagy
diffaz atrofigjat, jelentds mértékii/sulyos zimogén szemcse szam csokkenést ¢és
legtobbjiiknél enyhe fibrozist lehetett megfigyelni (15. 4bra). Két allat esetében a

mintdn regeneralddasra utald morfologiai jegyeket is lehetett latni.
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C)

15. abra. Hasnyalmirigy-szovet fénymikroszkopos képe. A) Kontroll. B) Nagy dozissal kezelt, 48 ora
utan elaltatott allat. C) Nagy dozissal kezelt, 168 ora utan elaltatott allat. Modelltoxin: CHB.

5.1.2.2.. Klinikai kémiai mérések és sulyadatok

A sulyadatok alakulasat ¢és a valtozast mutatdé szérum klinikai kémiai
paramétereket szdmszerlileg a 9. és a 10. tablazat foglalja 6ssze. A nagy dozissal kezelt
csoport egyik kisérleti allatdnak klinikai kémiai eredményei szélsdséges értékeket
mutattak. M4janak ¢és ves€jének szovettani vizsgalata sulyos centrilobularis és
midzonalis hepatocellularis nekrozist €s jelentds mértékli rendlis tubularis nekrozist
fedett fel. Mivel a csoport tobbi allatara ezek az elvaltozasok nem voltak jellemzoek, a
kisérleti allatot kiviilallonak tekintettem, és a mintait a statisztikai elemzésbol kizartam.

A HD csoport allatainak atlagos teststlya a kontroll allatokéhoz képest 17%-kal
maradt el a 48. oraban, ¢és 18%-kal a 168. ordban (9. tablazat). A pankredsz €és az agy
stlyanak aranya 81%-kal emelkedett 48 ora utan (intersticialis 6déma), és 63%-kal

csokkent a 168. oraban elaltatott allatokban (atrofia) (9. tablazat).
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Sulyadatok (Q)

Kontroll | Kisdozis | Nagy dézis Kontroll | Kisdézis | Nagy dézis
48h 168 h
247,7+11,7] 2394496 | 206,1 +95% | 2843+85 | 2814+19,4 | 2249 +26,3*

A pankredsz és az agy sulyanak aranya

Kontroll | Kisdézis | Nagy dozis Kontroll | Kisdézis | Nagy dézis
48 h 168 h
0,51+ 0,06 | 0,59+0,02 | 094+024* | 059+0,09 | 0,61+0,16 | 022+0,04*

9. tablazat. Stulyadatok és a pankredsz/agy sulyarany a kontroll, kis dozissal kezelt és nagy doézissal
kezelt csoportban. Modelltoxin: CHB. Atlag + SD. (*) p<0.05.

Megjegyzendd, hogy az utdbbi csoport allatainak belei kivétel nélkiil puffadtak voltak
és emésztetlen taplalékot tartalmaztak. A vizelet pH-ja az els6 24 oraban kissé
alacsonyabb volt a HD allatoknal, mint a kontrollban, de a fizioldgias hatdron beliil
maradt, igy nem kellett szdmolnunk a pH kismolekula-dsszetételt befolyasold hatasaval
a vizeletmintdk metabonomikai elemzésénél. A vizelet cukortartalma nagy egyéni
szoras mellett jelentdsen megndtt a nagy dozissal kezelt allatoknal a 8. 6rdig, majd a 48.
Orara visszatért a normalis értékre, ami az endokrin funkcid Aatmeneti zavarat
valoszintisiti. A kezelt allatok mindkét csoportjaban csokkent a vizelet fehérjetartalma 8
oranal. A fehérjekoncentraci6 a HD csoportban kés6bb mutatott ugyan némi
emelkedést, de a kontrollnal szignifikdansan alacsonyabb maradt a 168. o6raig. A kis
haladta a kontroll értékét. A szérum klinikai kémiai adataira altalanosan jellemzd, hogy
meglehetdsen nagy egyéni szorast mutattak. A szérum amilaz szint a HD csoportban 24
oranal magasabb volt ugyan, mint a kontrollban, de a kiilonbség statisztikailag nem volt
szignifikans, és biologiai szempontbol sem volt jelentosként értelmezhetd. A szérum
ALT ¢és AST szint kis mértékii, de tartdés csokkenése a nagy dozissal kezelt allatokban
enyhe majtoxikus hatdsra utal. A vércukorszint minden mérési idépontban alacsonyabb

volt a HD csoportban, mint a kontrollban (10. tablazat).
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Meért paraméter Kontroll | Ki; jlcslzis | Nagy dézis
Urea N (uM) 5783 + 871 5176 + 564 5304 + 1278
ALT (IU/L) 38+4 35+5 62 £ 18*
AST (IU/L) 93+13 86+ 8 138 £27*
Gliik6z (mM) 8,03 + 0,88 7,47 + 0,55 5,65 + 0,67*

Teljes fehérje (g/L) 60+3 60+25 62+4

Albumin (g/L) 32+1 33+ 1 34+2

48 h
Urea N (uM) 5855 + 696 5426 + 814 3927 + 1287*
ALT (1U/L) 41 £11 39+5 42+6
AST (IU/L) 92+ 11 85+ 8 111 £8*
Gliikoz (mM) 14,16 + 1,44 14,87 +2,05 8,62 +1,39*
Teljes fehérje (g/L) 5242 52+ 1 54+1,5
Albumin (g/L) 29+ 1 290+ 1 290+ 1
168 h
Urea N (uM) 5997 £ 774 5712 + 564 3689 + 545%*
ALT (IU/L) 34+7 32+4 67 + 16*
AST (IU/L) 89+ 17 90+ 9 102 +11
Gliik6z (mM) 13,11+ 1,78 13,61+ 1,79 9,64 + 1,30*
Teljes fehérje (g/L) 52+1 51+1 46+ 3
Albumin (g/L) 28 £ 1 28 +£1 262

10. tablazat. Szérummintak klinikai kémiai adatai a kontroll, kis do6zissal kezelt és nagy doézissal kezelt
csoportban. Modelltoxin: CHB. Atlag = SD. (*) p<0.05.

5.1.2.3. Metabonomikai elemzés

A kezelt éllatok vizeletének NMR spektrumain a CHB mellett egy f6 és két
minor metabolit jelei jelentek meg (16. abra). STOCSY elemzés segitségével a kémiai
eltolodas értékek és a csatolasi mintazat alapjan a CHB-t és a f6 metabolit, egy N-acetil-
ciszteinnel (NAC) konjugalt telitett szarmazék szerkezetét tudtam azonositani (17. és

18. abra).
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gltikéz citromsav
CHB E— [
HD 8h [
CHB - NACd
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hirpg%rsav com borostyankésav
t'ic ecetsav
9 85 8 7:5 7 6.5 54 52 415 1‘1 315 gi
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16. abra. Kontroll (C), kis dozissal kezelt (LD) és nagy doézissal kezelt (HD) allatok reprezentativ
normalizalt 600 MHz ‘H NMR spektrumai 8 ordval a modellanyag (CHB) beadasa utan. Normalizalas
elott torolt régiok: Viz/HDO (6=4.7-4.9), TSP (6=-0.2-0.2) és karbamid (3=5.6-6). Jelmagyardzat: CHB,
1-ciano-2-hidroxi-3-butén; 2-OG, 2-oxoglutarsav; t-ac, transz-aconitsav; NACd, a CHB telitett
szarmazékanak N-acetil-cisztein konjugatuma; mMs, a CHB minor metabolitjai, melyek csak a HD
csoport mintaiban voltak lathatoak; cre, kreatin; crn, kreatinin;

A)
HC7 YNy
OH
B)
O COO
OH

17. abra Szerkezeti képletek. A) 1-ciano-2-hidroxi-3-butén (CHB), B) telitett CHB szarmazék N-
acetilcisztein konjugatuma (2-(acetilamino)-3-[(4-ciano-3-hidroxibutil)szulfanil]propionat)
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18. abra. A nagy dozissal kezelt allatok (n=10) 8. 6raban gyiijtétt vizeletmintainak *H NMR spektrumai
alapjan késziilt 1D STOCSY abrak. Modelltoxin: CHB. A) Kiindulasi cstcs az 1-ciano-2-hidroxi-3-butén
(CHB) jele 6=5.32 (*) B) Kiindulasi csucs a telitett CHB szarmazék N-acetil-cisztein konjugatumanak
jele 8=2.07 (*) C) Kiindulasi cstics minor metabolit jel 6=5.46 (*). Normalizalas el6tt torolt régiok:
Viz/HDO (6=4.7-4.9), TSP (6=-0.2-0.2) és karbamid (8=5.6-6). Jelmagyarazat: CHB, 1-ciano-2-hidroxi-
3-butén; NACd, a CHB telitett szarmazékanak N-acetil-cisztein konjugatuma
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Az a jelhozzarendelést késobb kétdimenzids mérések is igazoltdk (19. éabra, 11.
tablazat).
A)

Atfedd
Cl-b csoportok

mMs cHB
- mMs cHB

605 6 595 59 31 E 29 28 27 NACd

55 54 53

NACd

N

1 1 1 1 1 1
6 55 5 45 4 35 3 25 2 15 1
1H (ppm)

B)

ppm

110
L® 120

130

@ = 140

73



DOI:10.14753/SE.2012.1715

W"Iﬂl |°p W,

' . ‘ ' m Wbe
. P , ([Nl ”

| i ‘

454" g 0 . AP [} H l " . "
M ullll "“ ‘. ' ¢ p . ' . " l on%& ""F " 0 !

e '

@ '
5.0 . '
Ny, ! 1"on

. : 0 Iﬁml‘@uz@ " N

ﬁ i I; 1 1 I““ﬂ] [N
|

K O b | NTH

6.0+ 0 = lm i ' ¥ "‘u lll“:ll" !

5.5

T T T T T T T T T
6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm

19. abra. Az egyik nagy dozissal kezelt allat 24. 6raban gyiijtott vizeletmintajanak 1D és 2D NMR
spektrumai. Modelltoxin: CHB. A) 1D 'H NMR. Jelmagyarazat: CHB, 1-ciano-2-hidroxi-3-butén; NACd,
a CHB telitett szarmazékanak N-acetil-cisztein konjugatuma; mMs, a CHB minor metabolitjai. B) HSQC.
Jelmagyarazat: 1, 1-ciano-2-hidroxi-3-butén; 2, a CHB telitett szarmazékanak N-acetil-cisztein
konjugatuma; C) TOCSY. Részletes jelhozzarendelés: 11. tablazat.

A nagy dozissal kezelt allatokban az anyavegyiilet koncentracidja 8 oranal volt a

r

Iegmagasabb, és szintj e pozitiv korreléltségot mutatott a vizelet (egyébként
a modelltoxin kis mértékben hatassal lehet a hasnyalmirigy endokrin funkci(')jéra is. A8
h mintakban a glutation-konjugatumboél szarmazo N-acetil-ciszteinnel kapcsolt telitett
szarmazek szintje ugyanakkor anti-korrelalt volt a gliikozzal (18. abra). A HD
csoportban mind a krambén, mind a major metabolit jelei megtalalhatok voltak a 24 h
spektrumokban is, a telitett NAC-konjugatum koncentracidja viszont itt mar magasabb
volt, mint a CHB-¢é. A kis dozissal kezelt allatoknal a két vegyiilet szintje csak 8 éranal
haladta meg az NMR ¢érzékenységet, €s ezekben a mintdkban a f6 metabolit

koncentracioja szintén magasabb volt, mint az anyavegyiileté. A két tovabbi minor
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metabolit jeleit csak a nagy dozissal kezelt allatok 8 h €s 24 h mintaiban lehetett latni. A
szerkezetiiket ugyan a spektrumok alapjan nem sikeriilt egyértelmtien felirni, a
STOCSY elemzésb6l azonban annyi megallapithatdo, hogy vizeletbeli szintjiik

egymassal is és (kisebb mértékben) a f6 metabolittal is korrelaltsagot mutat (18. abra).

Vegyiilet 'H kémiai 13C kémiai

eltolodas (6 ppm) | eltolodas (6 ppm)

1-ciano-2-hidroxi-3-butén

(CHB)

CH,=(CH) 5,32 119,8
5,40

(CH,)=CH 5,95 139,8

CH-(OH) 4,53 70,4

CH3-(CN) 2,85 27,8
2,76

Telitett CHB szarmazék N-

acetil-cisztein konjugatuma

CH;-(C=0) 2,07 24,7

C=0 - 176,2

NH 8,05 -

CH-(COOH) 4,37 57,7

COOH - 179,6

(CH)-CH2-(S) 2,905 36,4
3,05

(S)-CH2-(CHy) 2,66 30,1
2,73

(CH,)-CH,-(CH) 1,86 37,9

CH-(OH) 4,10 68,5

CH,-(CN) 2,69 30,1
2,79

CN - 122,0

11. tablazat. Az 1-ciano-2-hidroxi-3-butén (CHB) és f6 metabolitjanak, a telitett CHB szarmazék N-
acetil-cisztein konjugatumanak (2-(acetilamino)-3-[(4-ciano-3-hidroxibutil)szulfanilJpropionate) H és
B3C NMR kémiai eltolodas értékei. Szerkezeti képlet a 17. abran.

A kis dozissal kezelt allatok és a kontroll 8 6ras vizeletmintainak O-PLS-DA
modszerrel torténd Osszehasonlitdsa alapjan az LD csoportban magasabb volt a 2’-
dezoxicitidin, a hangyasav, az N-metil-nikotinsavamid (NMND), az ecetsav és a

borostydnkdsav relativ koncentracidja, mig a citromsav, 2-oxoglutarsav és hippursav

szintje csokkent. Ezek a kiilonbségek a kovetkezd idOpont (24 h) spektrumain mar nem
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voltak lathatéak, és a késébbi iddpontokban sem lehetett a vizelet kismolekula-
Osszetételében a kontroll allatokhoz képest a csoportra jellemzd eltérést talalni. A nagy
dozissal kezelt allatok vizeletspektrumai a klinikai kémiai eredményekkel 6sszhangban
8 oranal magas gliikoz szintet mutattak, mely a legtobb allatndl mar a 24 6ras mintdban
a normalis mennyiségre csokkent. A taurin, 2’-dezoxicitidin, és az NMND emelkedett
mennyiségben volt a vizeletben a 8 h é a 24 h mintdkban, a citromsav, a
borostyankdsav, a hippursav, a fumarsav, a transz-akonitsav és az N-metil-nikotinsav
(NMNA) koncentracioja pedig csokkent a kontrollhoz képest a beadast koveto elsé két
idépontban (20. abra).
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20. abra. A kontroll és a nagy dozissal kezelt (HD) csoportba tartozé allatok 24. ordban gyijtott
vizeletmintdinak "H NMR spektrumai alapjan késziilt O-PLS-DA egyiitthat6 dbra. A felfelé mutaté jelek
metabolitjainak koncentracidja ndtt a HD éallatok mintdiban, a lefele nézoké csokkent a kontrollhoz
képest. A szinskala a metabolit diszkriminativ sulyat jelzi. A két alsé abran a modell josloképességét
mutatd paraméterek és a keresztvalidalas eredménye lathatd. Normalizalas el6tt torolt régidk: Viz/HDO
(6=4.7-4.9), TSP (6=-0.2-0.2), karbamid (8=5.6-6), és a f& toxin-metabolit jelek. Modelltoxin: CHB.
Jelmagyarazat: NMND, N-metil-nikotinamid; NMNA, N-metil-nikotinsav; 2-DC, 2’-dezoxicitidin; 2-OG,
2-oxoglutarsav; t-ac, transz-akonitsav.
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A felsorolt valtozasok csoport szinten a 48 h mintdkban mar nem voltak lathatéak. A
késoi idépontokban a HD allatok vizeletmintainak spektrumai mutattak kisebb egyéni
eltéréseket egymastol €s a kontrolltdl, az alacsony mintaszam miatt azonban ezeket nem
tudtam statisztikai modszerekkel értékelni. A szérummintak, valdszintileg a késoi
mintavételi idopontok miatt (48 h, 168 h) nem bizonyultak informativnak, és a klinikai

kémiai mérések eredményeihez képest nem szolgaltattak tovabbi adatokat.

5.1.3. Ceruleinnel eldidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

A rendelkezésre allo irodalmi forrasok alapjan [116-119] a COMET kisérlet
tervezéseénél az allatorvos az LD csoportnak egyszeri 50 pg/kg intraperitonedlis cerulein
adasat rendelte, mig a HD csoport allatait egyords intervallumokban 4-szer 50 pg/kg
adaggal kezelték. A varakozassal ellentétben az allatok mindkét doéziscsoportban
gyakorlatilag tiinetmentesek maradtak, a szovettani vizsgalat csak a nagy dozissal kezelt
csoport 48. 0rabol szarmaz6 mintdin taldlt minimalistél kozepes mértékiiig terjedd
multifokalis acindris sejtnekrézist. A kezelt allatok testsulygyarapoddsa megfelelt a
kontroll allatokénak és klinikai kémiai adataik is csak sporadikusan, egy-egy esetben
tértek el.

A mintakrol késziilt NMR spektrumok ¢és a kisérlethez tartozé dsszes egyéb adat
rendelkezésre allt, igy a hisztologiai és klinikai kémiai vizsgalatok nem til biztatd
eredménye ellenére érdemesnek gondoltam megnézni, hogy legalabb a szérum- és
vizeletmintdkban a kismolekulak szintjén lathatdak-e esetleg valtozasok. Az értékelést a
kovetkezO fejezetben ismertetett modszerrel végeztem, igy az eredményét is ott

mutatom be.

5.2. Klaszteranalizisen alapulé adatelemz6 modszer (CLASSY)

5.2.1. Klaszterezett korrelaciok abraja

A STOCSY bemutatasanal (4.2.1.4. fejezet) mar részleteztem, hogy a
kisérletben gyiijtott spektrumok azon jelei kozott, melyek mind egy adott
kismolekulatél szarmaznak a korrelacids koefficiens elméleti értéke 1, €s a gyakorlatban

is nagyon magas a zaj ¢és a részleges atfedettség ellenére. A CLASSY elemzésnél ezek a
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jelek alkotjak a csoportba rendezddés elsé szintjén a ,lokalis” klasztereket, a
klaszterezett korrelaciok abrajanak diagonalisaban megtaldlhatd kisebb egységeket,

blokkokat (21. abra).
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21. abra. A CLASSY elemzés menetének sematikus dbraja. A) Kontroll vizeletmintak 600 MHz *H NMR
spektrumai, tiz metabolit jeleinek feltiintetésével. B) ,,Lokalis” klaszterek. A szerkezeti okokbol korrelalt
jelesucsok egymastol jol elkiilonithet6 csoportokat alkotnak. A csoport méretét a metabolit NMR jeleinek
szama ¢és multiplicitasa hatarozza meg. C) ,,Globalis” klaszterek. Jelmagyarazat: HIP, hippursav; Cit,
citromsav; NMNA, N-metil-nikotinsav; 2-OG, 2-oxoglutarsav; Succinate, borostyankésav; 4-CG, 4-
krezol-gliikuronid; 3-HPPA, 3-hidroxi-fenil-propionsav; Creatinine, keratinin; NMND, N-metil-
nikotinsavamid; PAG, fenil-acetil-glicin. Abra: Steven Robinette.

A felbontds kelléen nagy ahhoz, hogy a blokkok mérete tiikrzze, hany jelet ad a
molekula az NMR spektrumban, illetve, hogy a jelek milyen multiplicitastak (v.0.
kreatinin és 3-HPPA, 21. abra C), ezzel is segitve az elemz6t a kismolekula
azonositasaban. Nagyon szorosan Kko-regulalt metabolitok esetén természetesen
eléfordul, hogy a jeleik nem valnak el tokéletesen, és egységes klaszterként jelennek

meg. Erre példa az L-argininnel végzett kisérlet vonatkozo6 abrajan az arginin, ornitin és

78



DOI:10.14753/SE.2012.1715

lizin (22. abra, A). Ha a kisérletbe tobb allatot vontak volna be, a szerkezeti és a
biologiai korrelaltsag valosziniileg ezeknél a jeleknél is nyilvanvalobban elvalt volna.

A csoportba rendez6dés kovetkezé szintje, a ,,globalis” klaszterek hordozzak a
biokémiai informacidt: azok a kismolekuldk alkotnak csoportokat, melyek
biokémiai/fiziologias  folyamatokban  vesznek  részt, szervezetbeli  sorsuk
Osszekapcsolodik (22. abra, A, alsé felirat). Az argininnel végzett kisérletben a
CLASSY elemzés ot f6 csoportot tudott elkiiloniteni: az arginin-terhelésre adott
kozvetlen valasz metabolitjai, az endokrin funkcidhoz kothetd kismolekuldk, az
aminosav anyagcseré¢hez kapcsolédd molekuldk, a szervezet sav-bazis egyenstlyanak
elbillenését indikalod kismolekulak, és a bélflora mikodéséhez kotheté metabolitok (22.

abra, A).

5.2.2. ,,Heat map” abrak

A ,heat map” abrakon (22. dbra, B) a vizszintes sorok az allatok egyedi mintai,
azok NMR spektrumai idépontok szerinti bontasban, a fiiggéleges oszlopok azonban
megtartjdk a klaszterelemzés eredményét. A sorok igy lényegében olyan NMR
spektrumok, ahol a jeleket a kémiai eltolédas skdldn elfoglalt eredeti helyiikrdl a
klaszteranalizis eredményének megfelelé Gj helyiikre mozgattuk, hogy sorrendjik (a
példaként vett kisérletben) a 22. A abranak megfelelé legyen. A spektralis jelek
intenzitasat logaritmikus léptékli szinskala segitségével abrazoljuk: a piros arnyalatai
mutatjak, ha az adott jel intenzitdsa a kontroll medidnhoz képest nétt, és a kéké, ha
1dobeli valtozasai igy egy adott doziscsoport esetében egyetlen abran Osszefoglalva
jelennek meg. A 22. B abra részletes elemzése a 6.2.1. fejezetben olvashato.

A CLASSY-modszerrel nyert ,,heat map” abrardl az is kdzvetleniil leolvashato,
ha a vizsgalt allatok kore a valaszadds szempontjabél nem egységes, hanem
alcsoportokra bonthat6. Az arginin hatasaval szemben rezisztenciat mutato allatok

metabolikus profilja egységes, de a csoport tobbi tagjaétol eltérd (22. abra, C).
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C)

Gyenge valaszadok

Normal vélaszaddok

22. abra. Az L-argininnel végzett kisérlet vizeletmintainak 600 MHz "H NMR spektrumai alapjan késziilt
CLASSY abrak részletei. A) Klaszterezett korrelaciok abraja. Az abra felett a szerkezeti okokbdl korrelalt
jelcsoportok hozzarendelése olvashaté (,,lokalis klaszterek™), az abra alatt pedig a feltételezett
¢lettani/biokémiai kapcsolat (,,globalis klaszterek™). B) A nagy dézissal kezelt csoport ,,heat map” abraja.
A vizszintes sorok az allatok egyedi mintdinak NMR spektrumai idOpontok szerinti bontdsban. A
figgbleges oszlopok megegyeznek az A) abra oszlopaival. A spektralis jelek kontroll medidnhoz
viszonyitott intenzitasat logaritmikus 1éptékl szinskala mutatja. C) A B) abra 8 h mintakat mutato
részének kinagyitott részlete. A gyenge és normal vadlaszadok vizeletmintai kozott 1ényeges kiilonbség
mutatkozik az {iritett gliilkoz és ornitin mennyiségében. Jelmagyarazat: Arg, arginin; Orn, ornitin; Lys,
lizin; Lakt., tejsav; Val, valin; Leu; leucin; lle, izoleucin; Ala, alanin; Gln, glutamin; Hippur., hippursav;
Citr., citromsav; NMNA, N-metil-nikotinsav; tAc, transz-akonitsav; OG, 2-oxoglutirsav, Fum.,
fumarsav; Succ., borostyankdésav; 2AA, 2-amino-adipinsav; 4CG, 4-krezol-gliikuronid; 4CS, 4-krezol-
szulfat; PAG, fenil-acetil-glicin. Megjegyzés: Annak érdekében, hogy az abrak a nyomtatott dolgozat
méretei mellett is ardnyosak és attekinthetdek maradjanak, a gliikéz jelek egy részét a spektrumokbol
kivagtam.

Tovabbi eredmény, hogy az adott kisérlethez tartozo harom doziscsoport ,,heat
map” dbrajanak egyiittes vizsgélataval konnyen ellendrizhetd a kontroll megbizhatdsaga

és a biologiai valaszok dozisfiiggése (23. abra — részletes elemzés 6.2.1. fejezet).
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23. abra. Az L-argininnel végzett kisérlet vizeletmintainak “heat map” abrai doéziscsoportok szerinti
bontasban. Megjegyzés: Annak érdekében, hogy az abrak a nyomtatott dolgozat méretei mellett is
aranyosak ¢és attekinthetdek maradjanak, a gliikéz jelek egy részét a spektrumokbol kivagtam.

A COMET kisérletsorozat harmadik exokrin hasnyalmirigy-gyulladast el6idézo
modelltoxinja, a cerulein esetében a szovettani és klinikai kémiai vizsgalatok arra
utaltak, hogy a kivant meértékii toxikus hatast ebben a kisérletben nem sikertilt elérni. Ez
azonban nem feltétleniil jelenti azt, hogy a kismolekuldk szintjén sem varhatd érdemi
valtozas. A harom doéziscsoport vizeletmintai alapjan késziilt ,heat map” abrak (24.
abra) azonban sajnos elsd pillantasra egyértelmlivé tették, hogy nem érdemes a

spektrumok elemzésére tobb 1d6t forditani (v6. L-argininnel végzett kisérlet, 23. abra)
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Kontroll

LD HD

24. abra. A ceruleinnel végzett kisérlet “heat map” abrai a kontroll, a kis dozissal kezelt (LD) és a nagy
dozissal kezelt (HD) allatok csoportjaira.

Az arginninnel végzett kisérlethez és a 22. abrahoz visszatérve szembetiing lehet
még a krezol és a PAG metabolitok vizeletbeli szintjének nagy egyéni szérdsa. Ha a
krezol-gliikuronid jeleire koncentralva az abrat kissé atrendezziik, és az egyének kozotti
hasonléséagot vessziik alapul a klaszterezéshez, akkor a bélflora reakcidja szempontjabol
erés és gyenge vdlaszadokat és emellett gyors és lassu vdlaszadokat is el tudunk
kiiloniteni (25. abra).
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25. abra. A krezol-metabolitok jeleinek mintazatabol kideriil, hogy nemcsak a valaszadas er6sségében

vannak kiilonbségek az allatok kozott (erds €s gyenge valaszadok), hanem 1d6zitésében is (gyors és lassu
vdlaszadok). Abra: Steve Robinette.
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6. Megbeszélés

6.1. Exokrin hasnyalmirigy-gyulladést el6idézé modelltoxinok

6.1.1. L-argininnel eldidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

Az L-arginin egy endogén kismolekula, melynek a kationos aminosavak aktiv
transzportrendszere majdnem tokéletes felszivodast biztosit oralis adagolasnal, és a
metabolizmusa mar az enterocitdkban megkezdddik. Még extrém nagy dozisok oralis
adéasa esetén sem ismertek mellékhatasok. Fiziologias koriilmények kozott a vesének
kevés szerep jut az arginin kiiiritésében, mivel az aminosav reabszorbealodik a
proximalis tubulusban és a Henle-kacs leszallo agaban [136]. Mas a helyzet azonban, ha
a szokvanyostol eltérd, intraperitonedlis Uton jut nagy dozisban a szervezetbe. Ekkor
xenobiotikumokra jellemzd toxikus hatast valt ki.

Kisérletiinkben az intraperitonealis arginin injekciora bekovetkezd kismolekula-
Osszetételbeli valtozasokat korrelaltsaguk mértéke és idébeli lefolydsuk alapjan tobb
csoportra lehetett osztani: a) a nagy mennyiségii arginin megjelenésére adott kozvetlen
valasz, b) az ezzel parhuzamosan kialakulé metabolikus acidézis €s kdvetkezményei, c)
az aminosav anyagcsere atmeneti zavara, d) az endokrin funkci6 dtmeneti zavara, €) a
bélflora reakcioja, f) a szervezet hosszutava alkalmazkodésa a csokkent hasnyalmirigy-
miikddéshez.

A nagy mennyiségli arginin megjelenésére adott azonnali vélaszoknak a
legvaldsziniibb mozgatorugdja a nitrogénhéztartds egyensulyanak fenntartasa és a
toxikus ammonia minél gyorsabb eliminalasa. A kisérlet érdekessége, hogy pont az az
aminosav okozza a zavart ebben az alapvetd fontossdgi biokémiai funkcioban,
amelynek fiziologias koriilmények kozott is kulcsszerepe van a folyamatokban.
Mindkét doziscsoportban az arginin egy része valtozatlan formaban {iriilt a vizelettel.
Kozvetleniill a beadds utdn észlelhetd volt ugyanakkor, hogy az urea-ciklus és a
transzaminalasi folyamatok aktivitdsa a dozistdl fliggd mértékben megemelkedett (1d.
vizelet ornitin, glutamin és glutaminsav szintje, szérum urea nitrogén). Az aktivitas

fokozodas a HD allatokban elérte maximumat, igy azok a metabolizdlatlan arginint
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dozisuk aranyanal nagyobb aranyban tiritették. A kis dozissal kezelt allatok rovid idon
beliil elhéritottak a talzott mennyiségl arginin lebontasabol szarmazd ammonia terhelés
veszélyét, és homeosztazisuk 24 oran beliil helyreallt. A HD csoportba tartoz6 allatok
szervezetének ugyanakkor nemcsak a nagyobb mennyiségli argininbdl szarmazo
ammoniaval kellett szembenéznie, de az idokozben karosodott hasnyalmirigy-szovetek
fehérjéinek lebontasabol érkezd aminosavak nitrogéntartalméval is. Ezeket a potencialis
tovabbi ammonia-forrasokat az allatok végiil atalakitas helyett inkabb kozvetleniil
tiritették a vizelettel (Id. vizelet valin, leucin, izoleucin, alanin és fehérje szintje). Az
is kisérte. A jelenség Sprague-Dawley patkanyokat alkalmazé toxicitas vizsgalatokban
nem ritka, itt mégis valdszinlibb, hogy a cukorszint és a tejsavszint emelkedése a
hasnyalmirigy enyhe és atmeneti endokrin funkcidbeli zavaranak kdvetkezménye.

Az intraperitonedlisan adott L-arginin-hidroklorid masik, azonnal jelentkezd
hatasa a dozisfiiggd mértékli acidozis kialakuldsa volt. A COMET kisérletekben az
altalanos eldiratnak megfelelden a vizelet pH-jat minden mintandl megmérték, igy az
acidozis kialakuldsa és a regenerdlodas lassu folyamata jol kovethetd ezeknek az
értékeknek az abrazolasaval (8. abra). A pH meghatarozasa ugyanakkor nem minden
toxikologiai mérés rutinszeriien elvégzett vizsgalati pontja. Az NMR spektroszkopian
alapuld metabonomikai méréseknél a minta pH-janak normalistél vald eltérése a
spektrumon is tiikr6z6dik azon jelek kémiai eltolodasanak elmozdulasaban, ahol a
kismolekula protonaltsagi allapota az adott mag koriili elektronsiirliségre hatassal van
(pl. citromsav, kreatinin). A kémiai eltolodas valtozasa ugyan nemcsak az eltéré pH-nak
lehet kovetkezménye, hanem pl. ionerdsség-valtozasnak, vagy komplexképzésnek is,
mégis, ha mas adat nem all rendelkezésre, egy kozelitd becslés az eltolodas értékek
alapjan is megengedhet6. A lehet6ségeket némiképp sziikiti, ha a minta pH-ja
sz¢lsOségesen savas, ilyenkor ugyanis azoknak a kismolekuldknak a jelei, melyek
vizeletbeli tritése pH-fiiggd, teljesen hidnyozhatnak a spektrumokbol. Erre latunk
példat ebben a kisérletben a nagy dozissal kezelt csoport 8-48 h mintainal (10. abra). A
hianyz6 jelek leginkdbb a citratkr kismolekuldihoz tartoznak (2-oxoglutarsav,
citromsav, fumarsav, borostyankdsav), ami azért sajndlatos, mert az arginin injekcio
kozvetlen biokémiai hatdsa ezekre a kdzponti szerepet betdlté metabolitokra a kisérlet

korai id6épontjaiban nem vizsgalhato.
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A klinikai kémiai mérések eredményei a HD csoport éllataindl a késoi
idopontokban a hasnyalmirigy csokkent miikodésének kovetkezményét mutatjak:
alacsony szérum fehérje és albumin szint, alacsony vizelet protein szint. A citratkor
intermedierek koncentracidja ugyanakkor ezekben a spektrumokban a kontroll
allatokhoz képest magasabb volt, annak ellenére, hogy a HD csoport vizeletének pH-ja
még mindig az enyhén savas tartomanyban maradt. Ilyen ,,overshoot” jelenséggel
gyakran lehet taldlkozni biokémiai vizsgéalatokban, itt azonban az allatok
sulygyarapodasa és a szovettani vizsgalatok alapjan valoszinlibb, hogy a szervezet az
energiahdztartas egyensulyat igyekezett j alapokra helyezni.

Kisérletiink taldn egyik legérdekesebb megfigyelése a bélflora dsszetételéhez és
miikodéséhez kothetd kismolekuldk ardnydnak megvaltozdsa a nagy dozissal kezelt
allatokban. A novényi polifenolok, klorogénsav lebontdsi termékeként keletkezd
hippursav és 3- ill. 4-hidroxi-fenil-propionsav (HPPA) [137] vizeletbeli koncentracidi a
kisérlet els6 részében alacsonyabbak voltak a HD csoportban, mint a kontrollnal, és
tobb allat esetén a késoi idopontokban sem tértek vissza a kiindulési értékre. A fenil-
acetil-glicin  (PAG), 4-krezol-szulfat (4-CS) ¢és 4-krezol-gliikuronid (4-CG)
koncentracioja ellenben jelentdsen megemelkedett a 24. és 72. 6ra kdzotti mintakban. A
fenil-acetil-glicin a vastagbél baktériumainak fenil-alanin lebontasabol szarmazik. Els6
1épésben fenil-ecetsav (PA) képzddik, melyet felszivodds utan a gazdaszervezet
glicinnel konjugaél és a vesén keresztiil kilirit (26. abra). A krezol forrasa a bakterialis
tirozin-bontas. A felszivodd neurotoxikus metabolitot a maj szulfathoz vagy
glitkuronidhoz kapcsolja, és ebben a formaban eliminalodik a vizelettel [138,139] (26.
abra). A PA ¢és a krezol nagy mértékii termelddését elsésorban egyes baktérium torzsek,
pl. Bacteroid, Clostridium és Escherichia coli fajok jelenléte esetén figyelték meg
[139,140]. Kisérletiinkben tehat a hasnyalmirigy-karosodas és annak kovetkeztében
kialakulo elégtelen emésztés atrendezddéshez vezetett a bélflora Osszetételben, ahol

atmenetileg teret nyertek potencialisan karos, toxintermeld torzsek is.
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26. abra. A vizelet fenil-acetil-glicin (PAG), 4-krezol-glikuronid (4-CG) és 4-krezol-szulfat (4-CS)
tartalmanak forrasa.

A human exokrin pancreatitis leggyakoribb kés6i szovOdménye a hasnyalmirigy
elfert6zédése, és ennek kovetkeztében kialakuld altalanos szepszis, mely halalhoz
vezethet. A fertdzést a bélflora baktériumainak transzlokacidja okozza. Felvetddik tehat
a kérdés, hogy megfigyelheté-e hasonld valtozds a bélflora Osszetételében,
mikodésében human esetekben is, ez korrelacioba hozhato-e a késbi szovodmény
kialakulasanak gyakorisagaval, valamint hogy a vizelet kismolekula-dsszetételének
mérése alkalmas lehet-e arra, hogy a beteg veszélyeztetett allapotat elore jelezze. Hazai
és kilfoldi kutatocsoportok mar klinikai vizsgélatokkal is igazoltak, hogy az enteralis
taplalas a bélfal integritasdnak fenntartdsan ¢€s a bakteridlis transzlokacio gatlasan
keresztiil elényt jelent a parenteralis taplalassal szemben, és az igy kezelt betegeknél
csokken a szeptikus szovOdmények, miitéti beavatkozdsok szdma, a mortalitds és a
kezelés iddtartama [141,142]. Annak vizsgalatara is folytak allatkisérletek, hogy
probiotikumok adasaval, vagy specifikus, célzott antibiotikum-terapiaval csokkentheto-

e a pankreasz elfert6zodésének valosziniisége [143-145]. A kisérletek biztatd
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eredménnyel jartak, igy a vizsgalatot kiterjesztették human esetekre is. 296 sulyos
hasnyalmirigy-gyulladasban szenvedd beteg bevonasaval Hollandiaban végeztek human
klinikai vizsgalatot annak megallapitasara, hogy probiotikumok adasa eldnyt jelent-e a
hagyomanyos terapiaval szemben [146]. A dupla-vak alapon végzett vizsgalat 2008.
februarjaban zarult le, de nem a remélt eredményt hozta. A probiotikumokkal kezelt
csoportban a haldlozési aranyt szignifikdnsan magasabbnak taldltdk, mint a
hagyomanyos terdpiaban részesiiloknél. A szakmai forumok a kisérlet tanulsagaként a
probiotikumok adasat pancreatitis és egyéb sulyos gasztrointesztinalis megbetegedések
esetén azonnal ellenjavaltnak mindsitették.

A vizsgalat alatt a betegektdl 214 db vizeletmintat gy{ijtottek, és ezeket —40 °C-
on taroltak tovabbi elemzések céljabol. A mintak metabolit-Gsszetételének NMR-es
vizsgalatat 2009. februdrjaban végeztik a londoni Imperial College NMR-
laboratoriumaban. A 214 mintabol 156 minta NMR spektrumaban paracetamol-
metabolitok jeleit talaltam. Az esetek egyharmadaban a metabolitok aranya azonban a
4.1.1.4. fejezetben leirt jegyeket mutatta: lecsokkent vagy teljesen hianyzott a
paracetamol-gliikuronid metabolit, megemelkedett a metabolizalatlan paracetamol és az
ecetsav szintje. A mintdkhoz a gylijtéskor nem adtak natrium-azidot. 20 reprezentativ
mintat Kivalasztottam qPCR eclemzéshez, és a vizsgalat egyértelmiien igazolta
bakterialis DNS jelenlétét emelkedett mennyiségben. Mindezek ismeretében sajnos a

mintdkat metabonomikai vizsgalat céljara alkalmatlannak kellett mindsiteni.

6.1.2. 1-ciano-2-hidroxi-3-buténnel eléidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

Korabbi metabonomikai vizsgalatok mar igazoltdk, hogy az ¢hezés,
taplalékmegvonas jellegzetes moédon megvaltoztatja a vizelet metabolit-profiljat [79]. A
nagy dozissal kezelt allatok jelentds mértékii sulyvesztése miatt ebben a kisérletben
szamolni kell azzal, hogy a kismolekula-0sszetétel valtozasa részben az injekciot kovetd
kezdeti étvagytalansag, majd az elégtelen emésztés kovetkezménye lehet. A citratkor
intermedierek (citromsav, 2-oxoglutarsav, borostyankésav, fumarsav), a transz-
akonitsav és az NMNA szintjében megfigyelhetd csokkenés ezért nem tekinthetok
specifikus markereknek. A hatdsmechanizmus megértése szempontjabol ugyanakkor
jelentdsége lehet a 2’-dezoxicitidin korai idépontokban (8 h és 24 h), mindkét

doziscsoportban lathatd konzisztens emelkedésének. A 2’-dezoxicitidin fiziologidsan is
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NMR érzékenységet meghaladd mennyiségben van jelen a Sprague-Dawley patkanyok
vizeletében, kdszonhetéen a maj alacsony nukleozid aminohidrolaz aktivitasanak [147].
még nem figyelték meg, igy itt ez a CHB-toxicitasra jellemzd, specifikus markernek
tekinthet6. Az argininnel eldidézett hasnyalmirigy-gyulladastol eltéré6 mechanizmusra
utal az is, hogy annal a modellnél markéans és idében jol koriilhatarolhato valtozasokat
eml0s szervezet €s a vele szimbidzisban €16 bélbaktériumok k6zos anyagcsere termékei.
A krambén-okozta akut pancreatitis modellben ilyen nem volt lathatd, és ez arra enged
kovetkeztetni, hogy itt a kisérleti allatok bélflordjanak Osszetétele és miikddése
alapjaban véve zavartalan maradt.

Az irodalmi forrdsokban a CHB metabolizmusara nem taldltam utaldst. A
kisérletben gyljtott vizeletspektrumok alapjan megéllapithatd, hogy az anyavegyiilet
mindkét doziscsoportnal valtozatlan formaban is iiriil, am f6 metabolitja egy N-acetil-
ciszteinnel kapcsolt szarmazék. A nagy dozissal kezelt 4allatok vizeletében az
elébbieknél 1ényegesen alacsonyabb koncentrdcidoban két tovabbi metabolit jelei is
megfigyelhetok. Ezek szerkezetének megallapitasa elvalasztastechnikaval kapcsolt

NMR/MS mérést igényel.

6.1.3. Ceruleinnel eldidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladés

A rendelkezésre allo irodalmi forrasok alapjan a COMET kisérlet tervezésénél
az allatorvos az LD csoportnak egyszeri 50 ng/kg intraperitonedlis cerulein adasat
rendelte, mig a HD csoport allatait egyoras intervallumokban 4-szer 50 ng/kg adaggal
kezelték. Az allatok mindkét doziscsoportban gyakorlatilag tiinetmentesek maradtak, a
szOvettani vizsgalat csak a nagy dodzissal kezelt csoport 48. 6rabol szarmazd mintain
talalt minimalistél kézepes meértékiiig terjedd multifokalis acindris sejtnekrozist. A
kezelt allatok testsulygyarapodasa megfelelt a kontroll allatokénak és klinikai kémiai
adataik is csak sporadikusan, egy-egy esetben tértek el. A metabonomikai elemzés nem
deritett fel érdemi eltéréseket a kontroll és a kezelt allatok vizeletének Osszetétele kozott
a vizsgalat teljes, egy hetes idGtartama alatt.

Markans szovettani/morfologiai elvéaltozasokat okozd toxikus hatds esetén is

eléfordulhat, hogy a kismolekuldk szintjén az adott kisérletben rendkiviil csekély
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valtozast tapasztal az elemz6. Az ilyen kisérletek jellemzden nem kapnak publicitast és
»sikertelennek” mindsiilnek, holott értékes tanulsagokat lehetne levonni beldliik, és
elkeriilhetdvé valna, hogy mas kutatocsoportok hasonld oOtletektdl vezérelve
megismételjék a méréseket. Az egyik legfontosabb 4altalanos tanulsdg, mely a
metabonomikéval jonnan ismerkedd kutatok szdmaéra a nagyszamu sikeres kisérletrol
beszamolo6 publikacio fényében talan nem nyilvanvald, hogy tehat ez a kutatasi modszer
sem ,,mindenhatd”, a kisérlet sikere itt sem garantalt. A ceruleinnel végzett COMET
mérésnél ugyanakkor nemcsak a metabonomikai eredmények maradtak el, de a
szovettani, klinikai kémiai vizsgalat is arra utalt, hogy itt a kivant toxikus hatast nem
sikeriilt elérni. Ennek legvaldsziniibb oka a dozis megvalasztasa. A COMET kisérletek
oOta eltelt id6ben a Sprague-Dawley patkanyokon ceruleinnel végzett vizsgalatoknal az

allatok jellemzden 7-szer 50 pg/kg modellanyagot kapnak [148,149].

6.2. Klaszteranalizisen alapulé adatelemz6 modszer (CLASSY)
6.2.1. Klaszterezett korrelaciok abraja

A klaszterezett korrelaciok abrdja lehetdvé teszi, hogy konnyen és gyorsan
szlrjiik a kisérlet szempontjabol fontos, valtozdsokat mutatd kismolekuldk korét. (22.
abra, A). A ,lokalis” klaszterekben minden pixelhez (NMR jelcsucshoz) egy négy
tizedes pontossagu kémiai eltolodas érték tartozik, igy az elemz6 az egy blokkba
rendezddo, Osszetartozo csucsok alapjan jo eséllyel azonositani tudja a kismolekulat. A
rendszert olyan adatbazishoz kotve, mely metabolitok kémiai eltolodas értékeit és
multiplicitasat tartalmazza, az azonositas automatikussa is tehetd.

A csoportba rendezddés kovetkezd szintje, a ,,globalis” klaszterek hordozzdk a
biokémiai informdcidt: azok a kismolekuldk alkotnak csoportokat, melyek
biokémiai/fiziologias  folyamatokban  vesznek  részt,  szervezetbeli  sorsuk
Osszekapcsolodik (22. abra, A). Bar a mddszer ezen a ponton nyilvanvaléoan nem
tévedhetetlen, a kismolekuldk csoportositdsa nagyban segiti az elemz6t abban, hogy a

parhuzamosan zajlé folyamatok biologiai értelmezést megtalalja.

91



DOI:10.14753/SE.2012.1715

6.2.2. ,,Heat map” abrak

Az L-argininnel végzett kisérletben a HD csoporthoz tartozé allatok (n=20)
vizeletmintainak ,,heat map” 4braja alapjan levonhatd kovetkeztetések megfelelnek a
korabbi, O-PLS-DA ¢és STOCSY modszerrel végzett elemzés eredményének, igy azokat
most csak roviden, az abra értelmezésének segitéséért foglalom Ossze (22. abra, B). A
beadas idépontjaban az allatok metabolikus profilja a kontroll allatokéval egyezést
mutat (0 h: zld sav). A nagy mennyiségii arginin megjelenése a szervezetben az urea
cikluson keresztiil kozvetlen hatassal volt az ornitin vizeletbeli mennyiségére és
kozvetetten zavart okozott az aminosav anyagcserében (elsé és harmadik ,,globalis”
klaszter). Az utdbbi lassabban, 24 o6ra utdn regeneralodott, hasonloképpen a vizelet
emelkedett glukoz és tejsav szintjéhez (masodik klaszter). Az elemzés robusztussagat
mutatja, hogy annak ellenére, hogy az endokrin funkcidban és az aminosav
anyagcserében bedlld valtozasok nagyon hasonld iddbeli lefolyast mutatnak, a két
klaszter metabolitjai mégsem keveredtek Ossze. Azok a kismolekuldk, melyek
vizeletbeli koncentracidja pH-fiiggd, és a kialakuld metabolikus acid6zis kovetkeztében
mennyiségiik lecsokkent a mintakban, jol elkiiloniilé csoportot alkotnak (negyedik
klaszter). Az elnyald kék savbol latszik, hogy a metabolikus acidozisbdl az allatok
nehezen, csak 48 dra utan regeneraldodtak, €s a késdi idépontok piros szinei jelzik, hogy
némelyik kismolekuldnal egy ,overshoot” reakcido is megfigyelhetd. A bélflora
Osszetételhez és mitkddéshez kothetd jelek (6todik klaszter) az arginin beadasat kdvetd
els6 8 oraban még valtozatlanok, a krezol metabolitok és a fenil-acetil-glicin

A harom doéziscsoport ,.heat map” abrajat Osszehasonlitva néhany tovabbi
kovetkeztetés is levonhatd (23. abra). A kontroll csoporton beliil az éllatok kozott
latszanak ugyan kiilonbségek az egyedi metabolikus profilban, de ezek az eltérések
kismértékiiek, és a kontroll az abra tanulsaga szerint a kisérlet teljes idOtartama alatt
egységes volt és stabil. Nincsenek devians mintdk, kiugrod értékeket tartalmazo
spektrumok, sem a teljes csoportra jellemzd, tendenciat mutatd valtozasok. A kontroll
tehat a kisérlet szempontjabol megfeleld volt. A kis, szubtoxikus dozissal kezelt allatok
abrajan lathatd az arginin szervezetbe jutdsara adott kozvetlen valasz (pl. ornitin iirités)
¢s a nagyon enyhe metabolikus aciddzis jelei. Az éllatok azonban gyakorlatilag 8 ora

utdn teljesen regeneralodtak, €s spektrumaik a késObbi idopontokban egységesen a
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kontrollnak megfelel6 képet mutatjak. Az endokrin funkcioval, a bélflora miikddéssel és
az aminosav anyagcserével kapcsolatba hozhato valtozasok ebben a ddziscsoportban
elmaradtak.

Az eddigiek alapjan tehat a CLASSY abrak segitségével minden olyan
informéciot ki tudtunk nyerni a kisérletben, amelyet kordbban az O-PLS-DA ¢és
STOCSY elemzések segitségével kaptunk, de Iényegesen rovidebb id6 alatt. A fenti két
modszer (és altalaban a statisztikai alapon miikddd modellezd eszk6zok) azonban
értelemszertien az egyes mintdk egyedi jellemzdinek felderitésében nem adnak
segitséget az elemzonek, igy az egyéni roppalydk vizsgélata tovabbi faradsagos és
idGigényes feladat. A CLASSY-elemzéssel nyert ,heat map” abrarél ugyanakkor
kozvetleniil leolvashatd, ha a vizsgalt allatok kore a vdalaszadds szempontjabol
alcsoportokra bonthat6. Az arginin hatdsdval szemben rezisztenciat mutatd allatok
metabolikus profilja egységes és a csoport tobbi tagjaétdl eltérd: a metabolizalatlan
arginin uritése esetiikben idében elhuzodik, a gliikoz vizeletbeli szintje pedig a csoport
tobbi tagjaval szemben nemhogy nem ndvekszik 8 oraval a beadas utan, hanem inkabb
csokken (22. é&bra, C). Minden valtozas a vizeletiik kismolekula 0Osszetételében
hamarabb regeneralodik, mint a tobbi allatnal, ezért a rezisztens példanyok mintai a 8
ora utani idépontokban csak ,,z61d csikként” jelennek meg csoport abrajan (22. abra, B).
(Itt kell megjegyeznem, hogy a dolgozatban bemutatott dbran azért szerepelnek a
gyenge valaszadok a HD csoport allatai koziil az elsé harom helyen a sorrendben, mert a
korabbi elemzés alapjan mar tudtam, hogy t6liik egy egységes, de a tobbiekétdl eltérd
profilt kell varnom, igy a spektrumok betoltésekor elore raktam a mintaikat. Ha nem lett
volna ilyen eldzetes ismeret, akkor a hozzajuk tartozé ,,z0ld csikok” természetesen
random pozicidban jelentek volna meg.) A kordbbi, O-PLS-DA modelleken alapulo
elemzésnél elkeriilte a figyelmemet, hogy a rezisztens allatok 4&ltal diritett ornitin
mennyisége lényegesen alacsonyabb, mint a normal valaszadoké (22. abra, C). A
legtijabb toxikoldgiai vizsgalatok alapjan az L-ornitin is képes az argininhez hasonldan
dozisfiiggd modon stlyos nekrozissal jard akut hasnyalmirigy-gyulladast eldidézni, és
modelltoxinnak is alkalmas [150]. Az arginin-modellben az arginaz aktivitas gatlasa
igazoltan csOkkenti a hasnyalmirigy karosodasat [151], igy elképzelhet, hogy az
ornitinnek a hatdsmechanizmus szempontjabol jelentds szerepe van, amit a

kisérletinkben a rezisztens 4allatok mintai alatamasztanak. A CLASSY abrak
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egyértelmilen mutatjdk a nagysagrendi kiilonbséget a metabolit vizeletbeli
jelentdséggel birdo eredmény a jovoben elkeriilje az elemzd figyelmét. Az abra tehat
azon tal, hogy segitséget ad a valaszadok alcsoportjainak megtaldlasahoz, kozvetleniil
mutatja a  kisérlet  szempontjabol  fontosnak  bizonyuld6  kismolekuldk
koncentraciovaltozasaiban rejlo eltéréseket is, megkonnyitve az eredmény értelmezését.

A 22. abran szembetind még a krezol és a PAG metabolitok vizeletbeli
szintjének nagy egyéni szorasa. Ha a krezol-gliikuronid jeleire koncentralva az abrat
kissé atrendezziik, és az egyének kozotti hasonldsagot vessziik alapul a klaszterezéshez,
akkor erds és gyenge valaszadok mellett gyors és lassu vdlaszadokat is el tudunk
kiiloniteni (25. abra). Mivel ezek a kismolekuldk nem kizarolagos és kozvetlen
anyagcseretermékei a gazdadllatnak, az idében ¢€s intenzitdsban varidbilis valasz itt
kevéss¢ meglepd. Ugyanakkor mindez jo illusztracidja annak, hogy a CLASSY-
modszer a korabbiakhoz képest a metabolit fluktuaciok idobeli eltéréseit is meg tudja
ragadni, nem keverve Ossze ezt az informéciot az alapzajjal.

A COMET kisérletsorozat ceruleinnel végzett mérésében a harom
doziscsoport vizeletmintai alapjan késziilt ,,heat map” abrak (24. abra) egyértelmiien
mutatjak, hogy nincsenek érdemi eltérések a kontroll és a kezelt allatok vizeletének
Osszetétele kozott a vizsgalat teljes, egy hetes idOtartama alatt. A CLASSY moddszer
nagy ateresztOképességét mutatja, hogy ehhez az informacidhoz az elemzd tobb oras
faradsagos munka helyett kevesebb mint egy perc alatt hozzdjut. A CLASSY
segitségével a COMET kisérletsorozat teljes spektrumgylijteményét par nap alatt at

tudtuk nézni, kisziirve azokat a kisérleteket, melyek ajboli értékelése érdekes lehet.

A CLASSY fent bemutatott alkalmazdsdban a kiinduldsi informacié olyan
adattabla volt, ahol a sorok egy adott allat egy adott idOponthoz tartoz6 mint4janak
NMR spektrum jeleit tartalmaztak. A tablazatba (pl. a ,,sorok végére”) azonban
megfeleld skalazads utdn barmilyen egyéb informacid is beilleszthetd. Az NMR
spektrum adatai mellé csatolhatjuk ugyanennek a mintanak mas analitikai modszerrel,
példaul tomegspektrometriaval gytjtott adatait 1is, ¢és akkor a Statisztikai
Heterospektroszkopiahoz hasonld alkalmazast nyeriink [27], ahol a metabolom két
atfedett, de mégis kissé kiilonboz6 szegmensének korreldltatdsdval konnyebbé valik a

jelek azonositasa és szélesebb képet tudunk formalni a kismolekuldk szintjén zajlo
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eseményekrol. Beilleszthetjiik ugyanennek az allatnak az azonos idépontbdl szarmazéd
egyeb mintdirdl (pl. szérum, szdvetek) gylijtott spektralis adatokat, és vizsgalhatjuk a
kiilonb6zé  kompartmentek  metabolit-fluktuacidjanak  korrelacidos  mintazatat
(,,integrated metabonomics”). A kiegészitd informdcié szdrmazhat mas omikakbol is,
példaul lehet microarray adat, és akkor a genom és a metabolom szintjén zajlod
események kapcsolatardl kaphatunk képet (,,Top-down systems biology”). A fentiek
egyeldre csak elméleti lehetdségek, €és csak kiragadott példak a szdmtalan felhasznalési
mod koziil. A gyakorlati megvalositas soran nem kevés adatelokészitési problémaval

kell megkiizdeniink, de reményeink szerint hamarosan a CLASSY modszer kiterjesztett

valtozataival is bOviteni tudjuk a rendszerbiologusok adatelemzd fegyvertarat.
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7. Kovetkeztetések

7.1. Exokrin hasnyalmirigy-gyulladést el6idézé modelltoxinok

7.1.1. L-argininnel eléidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

Egy idealis allatkisérletes modell konnyen kivitelezhetd, megismételhetd és jol
reprodukalja a huméan betegség kialakuldsat, valamint klinikai, laboratériumi és
szOovettani tiineteit. Az akut hasnyalmirigy-gyulladasnak ilyen, minden igényt kielégito
modellje egyeldre nem létezik. Mindenképpen eldnyt jelent ugyanakkor, ha a kutatdék
részletesen ismerik a rendelkezésre allo6 modellek jellemzobit, eldnyeit/hatranyait és
extrapolalhatosaguk korlatait, hisz igy konnyebben tudjak kivalasztani a vizsgalatuk
céljainak leginkabb megfelelé eljarast. Az arginin-alapi hasnyalmirigy-gyulladas
modell metabonomikai vizsgélata ravilagitott a mddszer néhany nem, vagy kevéssé
ismert eldnyére és hidnyossagara.

A COMET Kkisérlet alapjan az alkalmazott dézisban az arginin-toxicitas valoban
nem ¢érint a pankredszon kiviil egyéb szervet. Ugyanakkor, mivel a modellanyag
kozponti szerepet jatszik szamos biokémiai folyamatban, korai hatasként szamolni kell
azzal, hogy nagy dozisban torténd adminisztracioja kiterjedt zavart okoz alapvetd
anyagcsere-tutvonalakon is.

A hisztopatologiai vizsgalatok sem ebben a kisérletben, sem az irodalomban
fellelhetd korabbi kisérletekben nem talaltak sulyosabb morfologiai elvaltozast a
beadast kovetden rovid idon beliil elpusztult, erds valaszado példanyok szdveteiben.
Feltételezésiink szerint a kialakulé metabolikus acidozis az oka a kisérleti éallatok
relative magas haldlozési aranyanak ebben a modellben. Az egyszeri nagy dozis helyett
a gyakorlatban szokas két 2000-2500 mg/kg dozist arginin-injekcid egy ora eltéréssel
torténd beadasa is [148,152]. Elképzelhetd, hogy ez szerencsésebb kezelési mod, errdl
azonban nem taldltam statisztikat az irodalomban.

A felsorolt hatranyok mellett potencidlis elénye lehet az arginin-modell

alkalmazasanak, hogy a hatds kiterjed a bélflora miikodésére is, igy annak
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megvaltozasa, majd regeneralodasa az allatkisérletben jol vizsgalhatd, és esetleg

kovetkeztetéseket enged levonni humdén esetekre is.

7.1.2. 1-ciano-2-hidroxi-3-buténnel eléidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

Az 1-ciano-2-hidroxi-3-butén részben az allati takarméanyban és az emberi
taplalékban vald eldfordulasa miatt, részben a patkanyokon végzett allatkisérletekben
tapasztalt akut hasnyalmirigy-gyulladas szokatlan mechanizmusa miatt kapott figyelmet
a kutatok részérdl. Az utdbbinak koszonhetden valasztottdk a COMET kisérletek egyik
modelltoxinjanak. A kisérletben a szovettani és a klinikai kémiai eredmények
Osszhangban alltak a szakirodalomban leirt megfigyelésekkel. Az allatkisérletes
modellel kapcsolatos eddigi eredményeket a kismolekuldk szintjén tapasztalhato
valtozasok meghatarozasaval egészitettem ki.

Az anyavegyiilet f6 metabolitjaként egy N-acetil-ciszteinnel konjugalt telitett
szdrmazékot tudtam azonositani. Ez a szerkezet meglepetést okozott, mert elsddleges
lebontasi termékként epoxid képzés és detoxifikalas ttvonalon keletkezd hidroxil vagy
diol szdrmazékot tartottam volna valdsziniibbnek. Az 1D NMR spektrumok STOCSY
analizise és a 2D NMR mérések azonban egyértelmtien kizartdk a vart szerkezetek
lehetdségét.

A kisérlet korai idOpontjaiban az egységes valasznak koszonhetden
xenobiotikum-endogén kismolekula korrelaciot is lehetett vizsgalni STOCSY elemzés
segitségével, annak ellenére, hogy a mintaszdm relative alacsony volt (n=10). A késo6i
idopontokban a kezelt allatok valaszanak diverzitdsa viszont lehetetlenné tette a
statisztikai alapon torténd értékelést. Ez 4ltalanosan jelentkezd probléma kis
mintaszdmokkal dolgozo toxicitasvizsgalatoknal.

A kisérletben az endogén kismolekulék szintjén megfigyelt valtozasok egy része
az allatok csokkent étvagyaval és elégtelen emésztésével is Osszefliggésbe hozhatd, igy
a modelltoxinnak ezekre a metabolitokra gyakorolt kdzvetlen hatdsat nem tudtam
vizsgalni. Egyértelmiien megallapithatd ugyanakkor, hogy az allatok hasnyalmirigyének
sulyos kérosoddsa ellenére ebben a kisérletben nem utalnak jelek a bélflora

Osszetételének és mikodésének megvaltozasara. Végil, a 2’-dezoxicitidin vizeletbeli
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cres

mely esetleg 0sszefliggésbe hozhatd a hatdsmechanizmusaval.

7.1.3. Ceruleinnel eldidézett exokrin hasnyalmirigy-gyulladas

A kisérletben a szOvettani, klinikai kémiai és metabonomikai vizsgalat is arra
utalt, hogy a kivant toxikus hatast nem sikeriilt elérni. Ennek legvaldsziniibb oka az
alacsony dozis valasztasa volt. Az adatkészletet ugyanakkor fel tudtuk hasznalni a

CLASSY modszer validalasahoz fals pozitiv eredmény tesztelésénél.

7.2. Klaszteranalizisen alapul6 adatelemzé modszer (CLASSY)

A CLASSY-modszer fejlesztésével arra tettlink kisérletet, hogy az eredmények
megbizhatdsdganak megtartasa mellett csokkentsiik a spektralis adatok elemzésére és
interpretalasara forditando idot és energiat. A tesztelés soran megbizonyosodhattunk
arrol, hogy a CLASSY mas modszereknél gyorsabban teszi lehetévé, hogy szirjik a
kisérlet szempontjabdl fontos, valtozasokat mutaté kismolekuldk korét, és hatékony
segitséget nyujt ahhoz is, hogy ezek kémiai szerkezetét megallapitsuk. A kiilonb6zd
szinteken korrelalt spektralis jelek csoportositdsa tjan konnyebbé valik a kismolekuldk
bonyolult biokémiai, ¢lettani kapcsolatainak felderitése. A kvantitativ spektralis
informécid6 megjelenitésével gyorsan, atfogd képet formdalhatunk a kisérletrdl:
ellendrizni tudjuk a kontroll csoport megbizhatdsagat, a folyamatok doézisfiiggését és a
valaszadokat, az eltéré mértékben reagald valaszadokat, és azokat a folyamatokat ahol
1d6beli eltérés van a valaszadasban.

A metabonomika megsziiletését az tette lehetdvé, hogy rendelkezésre alltak
olyan nagy ateresztOképességli és nagy hatékonysdgu analitikai mddszerek, mint az
NMR vagy az MS. Viragzasnak akkor indult, amikor az adatfeldolgozas mar nem vett
honapokat igénybe, tehat az analitikai modszer tulajdonsagaihoz igazitott kemometriai
eszkoztar a feldolgozas folyamatéat is nagy ateresztoképességiivé tudta tenni. Ezen a
ponton azonban, amikor arra lenne sziikség, hogy a szépen szilirt és rendszerezett
eredményeket biologiai szempontbol értelmezziik, megint csak elakadni, lassulni latszik

a folyamat. Egyre gyakrabban tapasztaljuk, hogy specialis teriiletek nagy tudast
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szakért6it kellene bevonni a munkaba, legalabb egy-egy kérdés, vagy rovid konzultacid
erejéig. Ilyen jellegli segitségre azonban egy bonyolult adatgy(ijté technikdn alapuld
modszer csak akkor szamithat, ha szemléletes, konnyen attekintheté formaban tudja az
eredmények teljes és torzitdsmentes palettdjat prezentalni. A jelek azonositdsa utan a
CLASSY abrak értelmezése nem igényel jartassagot sem az NMR spektroszkopia, sem
az MVDA teriiletén. Ugy gondoljuk ezért, hogy alkalmas arra, hogy segitségével a
kutatok mind szélesebb korét vonjuk be a metabonomikai vizsgalatokba, és azt is
lehetové teszi, hogy a kiilonb6zd teriiletek szakértdi minden eldzetes képzés nélkiil
kozvetleniil, rutinszerien hasznaljanak fel metabonomikai mérésekbdl szarmazo

informaciét a mindennapi munkajukban.
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8. Osszefoglalas

Exokrin  hasnyalmirigy-gyulladast  el6idéz6  modelltoxinok  hatdsanak
metabonomikai vizsgalatat végeztem kétféle dozissal kezelt Sprague-Dawley patkanyok
esetében, az 4llatok mintdinak kismolekula—0sszetétel valtozasat 7 napon keresztiil
kovetve. A kisérlet idGtartama alatt folyamatosan gytjtott vizeletmintak és
szérummintdk "H NMR spektrumainak elemzését klinikai kémiai és hisztologiai
vizsgalatokbdl szarmazo adatok elemzésével egészitettem ki. Projekcion és korrelacio-
analizisen alapulé kemometriai modszereket alkalmaztam az adatok feldolgozasahoz.

Az L-arginin intraperitonedlis injekcidjaval eléidézett hasnyalmirigy-gyulladas
modell esetében a mintdk kismolekula-Osszetételében megfigyelhetd iddbeli és
korrelacios mintazat alapjan a patologias folyamatot 6t f6 eseményre tudtam bontani. a)
A keringésbe jutd nagy mennyiségli argininre adott kdzvetlen valasz, melyet az urea-
ciklus és a transzaminalasi folyamatok gyorsuldsa jellemzett. b) Az aminosav-lebontas
zavara, mely egyes aminosavak vizeletbe torténé kozvetlen tiritését eredményezte. C)
Enyhe atmeneti endokrin toxicitds. d) Metabolikus acido6zis kialakuldsa. e) A bélflora
Osszetételének és miikodésének dtmeneti valtozasa.

Az 1-ciano-2-hidroxi-3-butén modellvegyiilettel végzett kisérletben a spektralis
informacié  korrelacio-analizisével sikeriilt azonositani az anyavegyiilet 6
metabolitjanak szerkezetét, valamint vizsgalni tudtam a xenobiotikum-metabolit és az
endogén kismolekuldk koncentracidja kozotti kapcsolatot. Toxicitdshoz kothetd
specifikus markerknek a vizelet 2’-dezoxicitidin tartalma bizonyult.

Dolgozatom utols6 fejezetében egy wj fejlesztésti, biologiai mintdk ‘H NMR
spektrumainak  elemzését szolgdldo kemometriai eljardst mutatok be. A
Klaszteranalizisen  alapulé  Statisztikai  Spektroszkopia  (CLASSY)  kétféle
csoportelemzési modszer kombinalasaval azonositja a szerkezeti okokbdl korrelalt
spektralis csticsok csoportjait, és felfedi a kismolekula koncentraciok iddbeli
valtozasanak mintazatiban rejld hasonlosdgokat. A mddszer nagy ateresztoképességii
adatelemzd eszkoznek bizonyult, mert alkalmas a kismolekulak gyors azonositdsara, a
biokémiai és élettani kapcsolataik felderitésére, a valaszadok alcsoportjainak illetve
devians, kiviilall6 mintdknak az elkiilonitésére. Az eredmények konnyen értelmezhetd
megjelenitésével nagyban segiti az elemz6 munkajat, és lehetévé teszi szélesebb

szakmai kor szdmara is metabonomikai adatok kozvetlen feldolgozasat.
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9. Summary

The time-related metabolic responses to model exocrine pancreatic toxins were
investigated over a 7 day experimental period in male Sprague-Dawley rats exposed to a
single low or high dose. Sequential timed urine and plasma samples were analysed
using high resolution *H NMR spectroscopy together with complementary clinical
chemistry assays and terminal histopathology. Projection and correlation based
chemometric methods were utilized to extract and identify metabolites relevant to
toxicity and to construct metabolic trajectories post administration.

The time course and correlation pattern of changes in metabolic profiles in L-
arginine-induced exocrine pancreatitis indicated that the pathological process involved
five major events: direct response to high quantity of L-arginine entering circulation
with increased urea-cycle and transamination activity, perturbed amino acid catabolism
with many of the amino acids excreted directly to urine, mild and temporal endocrine
toxicity, metabolic acidosis, and perturbed gut microbial function with elevated
phenyacetylglycine and cresol-metabolites in urine.

The application of a spectral correlation technique Statistical Total Correlation
Spectroscopy to detect both structural and toxicological connectivities between
xenobiotic and endogenous metabolite signals in *H NMR spectra of biofluids is
illustrated in the study involving 1-cyano-2-hydroxy-3-butene with the major
detoxification product of the model toxin identified.

A new approach for data analysis, information recovery and display of
biological *H NMR spectra is also presented. The method termed Cluster Analysis
Statistical Spectroscopy (CLASSY) identifies structurally related spectral peaks and
arranges metabolites by similarity of temporal dynamic variation in a high-throughtput
manner utilizing a novel correlation clustering scheme. The advantages of the approach
in rapid identification of structurally related peaks and in deconvolution of biochemical
and physiological relationships between metabolites in complex disease processes are
demonstrated, and usefullness in identification of subgroups of responders and outliers
is illustrated. The novel graphical format aids visualization of data and increases
interpretability and expected to make metabonomic studies more accessible to a wider

research audience.
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