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KULCSSZAVAK:

arzenit, arzenat, szelén, antimon, bizmut

glutation, non-protein tiol, glutation-konjugatum

biliaris exkrécio

higany, metilhigany, cink, kadmium

bromszulfalein, indocianinzold, dietilmaleat, butionin szulfoximin

metilacid, perjodat oxidalt adenozin, etionin

ROVIDITESEK, VEGYJELEK:

arzén (As), arzenit (AslII), arzenat (AsV), antimon (Sb), bizmut (B1)

glutation (GSH), non-protein tiol (NPSH), cisztein (Cys), ciszteinil-glicin (Cys-Gly)
brémszulfalein (BSP), indocianinzéld (ICG), dibromszulfalein (DBSP)

BSP-GSH konjugatum (BSP-GSH)

dietilmaleat (DEM), butionin-szulfoximin (BSO)

perjodat oxidalt adenozin (PAD)

szelenodiglutation (GS-Se-SG), glutation-szelenoperszulfid (GS-Se-H)
hidrogénszelenid (H-Se-H), metilszelenol (CH;-Se-H)

trimetilszelenénium ion [CH;-Se’(CH3),]



BEVEZETES

Az arzén évezredek Ota ismert toxikus félfém s neve a méreg sz6 szinonimajaként ¢l
ma is a koztudatban, habar ugyanolyan régdta hasznaljak gyogyitasra is (Frost 1967,
Jolliffe 1993). A Salvarsan révén a szazadeldn a hirhedt elem egycsapasra
nélkiilozhetetlen gydgyszerré valt a treponemafertézések gyogyitasaban, egészen a
kevésbé toxikus penicillin megjelenéséig. Habar sok az ellentmondas, manapséag
egyre tobb bizonyitékunk van az arzén karcinogenitasara (Chan and Huft 1997). A
periddusos rendszer Va oszlopaban az arzén alatt talalhatd — ezért az arzénhoz
hasonl6 tulajdonsagokkal is rendelkez6 — antimon és bizmut szintén régoéta ismert
elemek. A korokozok elleni terapia régen szegényes palettdjan mar évszazadok ota
ott szerepeltek, de a szlik terapias szélesség ill. toxicitas miatt mindkét elem hattérbe
szorult. Ma ismét ott talaljuk Sket a gyogyszerkészletiinkben az arzénnal egyiitt, vj,
specifikus indikacidkkal. Az alomkér kozponti idegrendszeri formajanak szinte
egyetlen gyégyszere a szerves arzénvegyiilet melarsoprol, s régota tudjuk, s6t a
gyakorlatban ki is hasznaljak, hogy bizonyos leukémiak jol reagalnak szervetlen
(arzenit) és szerves (melarsoprol) arzénvegyiiletekre (Chen et al 1997, Konig et al
1997, Zhu et al 1997). A szerves antimon-vegyiilet glucantim a leishmaniasis
terapidjanak sarokkove (Berman 1988), a bizmut pedig szinte forradalmian uj
terapias szemléletet hozott a Helicobacter pylori okozta tapcsatornabetegségek
kezelésében (Forbes et al 1994, Blecker and Gold 1997).

A periédusos rendszerben az arzén utan kovetkezd elem, a szelén csak 1817
Ota ismert; toxicitasara, majd esszencialis elem voltara pedig nem régen, szazadunk
masodik harmadaban deriilt fény (Frost 1960, Diplock 1976, Magee and James
1996). Ma mar egyre tébb adatunk van arrdl, hogy a glutation peroxidaz (Rotruck et
al 1973) mellett t6bb mas kulcsfontossagu (f6leg antioxidans funkcidju) enzim
prosztetikus csoportja a szelenocisztein, s allatkisérletes, epidemioldgiai, és klinikai
vizsgalatok szolnak amellett, hogy a szelénnek szerepe lehet bizonyos daganatok
kifejlédésének a gatlasaban is (Spallholz 1994, Clark LC et al 1996). A szelén
terapias szélessége kicsi, s a talaj szeléntartalmdtol fiiggden jellegzetes

hianybetegségek (ma4j-, izomdegeneracid, fatalis gyermekkori kardiomiopdtia,
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megnovekedett daganateldfordulas), ill. bér- és neurologiai tiinetekkel jar6
szelénintoxikacié alakulhat ki az emberen és a haziallatokon (Spallholz 1994). A
mostanaban divatos taplalékkiegésziték véletlen vagy tudatlansagbol fakado
tiladagolas révén szelénintoxikacid forrasai lehetnek (Clark RF et al 1996). Nem
csoda, ha a kutatisok és a kozvélemény érdeklodésének kozéppontjaba keriilt
napjainkra ez a sokarcu félfém (Bopp et al 1982, Rayman 1997).

Az As és a periddusos rendszerben vele egy oszlopban 1évé Sb és Bi, valamint
az As melletti Se egymashoz viszonyitott helyzetiikbél adéddan is t6bb hasonlo
kémiai tulajdonsaggal rendelkeznek. Mind a négy elem tobb vegyértékii formaban
fordul el8 vegyiileteiben a kornyezetinkben. Az Va oszlop félfémeinek harom
vegyértékil formai valamint a szelenit tiol-reaktivak (Squibb and Fowler 1983,
Winship 1987, Winship 1983, Ganther 1986). A tripeptid glutation (GSH, gamma-
glutamil-ciszteinil-glicin) a szervezetben el6forduld legfontosabb non-protein tiol
(NPSH) (Kaplowitz et al 1985). Kulcsszerepet jatszik szdmos elektrofil exogén
vegyiilet, mint pl. az etakrinsav és a bromszulfalein (BSP), vagy biotranszformacié6
révén elektrofilla valé xenobiotikum, mint a gydgyszer paracetamol és a magvas
élelmiszereinket fert6z6 Aspergillus gombakbdl szarmazd, majrakot okozo
aflatoxin, tovabba a szintén elektrofil fémionok mint a Hg, Cd, metilhigany,
valamint t6bb endogén vegyiilet metabolizmusaban, eliminaldsdban, ezaltal
detoxifikalasaban is (Ballatori 1994). A frissen szintetizalt GSH a méjbdl részben
mas szovetekhez keriil a vérarammal, részben kivalsztodik az epébe. Az epébe
kivalasztédott glutation szubsztratja a hepatocitdk kanalikularis  felszinén
elhelyezked6 y-glutamil transzpeptidaznak, igy ott részben alkotdelemeire bomlik.
A GSH és tiol-csoportot tartalmazé degradacidés termékei (ciszteinil-glicin és
cisztein) alkotjdk a non-protein tiolokat (NPSH). Elektrofil vegyiiletek GSH
konjugatumai szintén az epével triilnek (Kaplowitz et al 1985, Gregus és Varga
1985).

Az arzén és vele rokon félfémek tiolreaktivitasukndl fogva a szervezetben
kapcsolatba keriilhetnek a glutationnal, igy egyrészt sorsukat befolyasolhatjdk a
GSH-homeosztazis  valtozésai,  masreszt interferalhatnak ~ GSH-fiiggd

anyagcserefolyamatokkal. Ezek az terapias, toxikologiai és a Se esetében

5



bizonyitottan élettani szempontokbdl is fontos metalloidok az epével is
kivalasztodnak, bilidris exkréciojuk mechanizmusa és abban a GSH szerepe
azonban vizsgalataink kezdetéig ismeretlen volt. Mivel a fenti félfémek tiol-reaktiv
formai a GSH-val reagalhatnak (Scott et al, 1993, Winship 1983, Winship 1987,
Ganther 1986), és a GSH is jelentés mértékben tril az epébe (Ballatori and
Clarkson 1985, Kaplowitz et al 1985), ezek a kortilmények befolyasolhatjadk mind a
vegyiilet GSH-fiiggd biotranszformacidjat, eliminacidjat, ezaltal modosithatjak

élettani, terapias vagy toxikus hatasat.

A KUTATAS FO CELJAI

A dolgozatban ismertetett kisérletsorozatot ugy terveztiik, hogy valaszt kaphassunk
a kovetkezo kérdésekre:

1. Milyen mértékben valasztodik ki az arzén, az antimon, a bizmut, valamint a
szelén az epébe?

2. Befolyasolja-e a hepatikus GSH-kinalat csokkenése a vizsgalt félfémek epével
val6 kivélasztodasat?

3. Befolyasoljak-e a hepatobiliaris GSH transzport gatldi a fenti fémek epével vald
gatlé brémszulfalein paradox moddon jelentdsen fokozta, ezen vératlan jelenség
molekularis mechanizmusara is kerestiink magyarazatot.

4. Hat-e az As, Sb, Bi és a Se a glutation epével valod kivalasztasara?

5. A periodusos rendszer Va csoportjanak elemei (As, Sb, Bi) és a Vla csoportba

tartozé Se befolyasoljak-e egymas, illetve a GSH epével valo tirtilését?



EREDMENYEK

Eredményeimet 6t téma koré csoportositottam. Ezeken beliil roviden taglalom a
téma irodalmi elézményeit, a célkitiizéseket, az alkalmazott allatkisérletes ¢s
analitikai modszereket, végiil az eredményeket és azok tomor diszkusszidjat. Az
olvasd tovabbi részleteket talalhat a koézleményeim csatolt masolatdban. Ezen
kozleményeket megjelenésiik sorrendjében szdmoztam (1. 36. oldal), a tovabbiakban

ezekre a sorszamaikkal hivatkozom.

I. Kapcsolat az arzén és a glutation epével valdé kivalasztodasa kozott (1-3.

kozlemény)

Elézmények

Az arzén a természetben tilnyomorészt 6t vegyértékd arzenatként (AsV), kisebb
részben harom vegyértékd arzenitként (AsIIl) fordul elé vegyiileteiben. A
mérgez6bb arzenit tiol-reaktiv, mig a kevésbé toxikus ot vegyértékii forma a
foszfatot helyettesitheti (Frost 1967, Squibb and Fowler 1983). Az arzenat a
szervezetben részben arzenitté redukalddik (Lerman and Clarkson 1983). A
szervetlen arzén kivalasztasanak egyik f0 utja az epe (Gregus and Klaassen 1986).
Szamos fémion (pl. a higany, 6lom, réz, kadmium, cink) legalabb részben GSH-
komplexként iiriil az epével, ezért kivalasztasukat lassitja a hepatikus GSH kinalat
csokkenése (Ballatori 1994). E fémek biliaris exkrécidjat a hepatobiliaris GSH-
transzport inhibitorai (pl. BSP, indocianinzold) is gatoljak (Ballatori and Clarkson
GSH-kinalat ill. a hepatobiliaris GSH-transzport jelentésége ezen metalloid epével
valo iiriilésében az alabbi vizsgalataink elott teljességgel ismeretlen volt. Ismert volt
viszont, hogy az arzenit jelentdsen noveli a GSH epével vald kivalasztasat izolalt
perfundalt patkdnymajon (Anundi et al 1982), de az nem volt vilagos, hogy mi
ennek a jelenségnek a mechanizmusa, Osszefiigg-e az arzén epével vald

exkréciojaval és in vivo is kimutathato-e.



Célkitlizés

A fenti el6zmények alapjan felmeriiltek a kovetkezd kérdések:

1. Milyen sebességgel valasztodik ki az arzén az epével harom ill. 6t vegyérteki
szervetlen arzén adasa utan?

2. Befolyasolja-e a GSH-kinalat csokkenése (GSH-deplécid) és a hepatobiliaris
GSH-transzport gatlasa az arzén epével valo kivéalasztasat arzenit ill. arzenat adasa
utan?

3. Fokozza-e az arzenit in vivo is a GSH, illetve a non-protein tiolok (NPSH) epével
Valtozik-e az epetermelés iiteme arzénhatasban?

4. Van-e id6- és mértékbeli osszefiiggés az arzén bilidris exkrécidja és az arzén altal
indukalt NPSH kivalasztas kozott kontroll, GSH-deplétorral vagy GSH-transzport
gatloval kezelt patkanyokban?

5. Befolyasolja-e az arzén a maj GSH-tartalmat, valamint mas - az epébe részben

GSH-konjugatumként iiriil6 - testidegen vegyliletek (BSP, fémionok) biliaris

s 1

Moédszerek

Altatott Wistar patkanyok epevezetékét megkaniilaltuk, majd az 4llatoknak
(esetenként 74As-jelzett) natrium-arzenitet (25-100 pmol/kg 1v) ill. natrium-
arzenatot (75-300 pmol/kg iv) injektaltunk. Az epét 6x20 percig gytijtottiik 4%-os,
jégen tartott metafoszforsavba, a kivalasztodott GSH oxidacidjanak kivédésére. Az
epével iiriilt radioaktivan jelzett arzént gamma-szdmlaloval mértiik. A non-protein
tiolokat (NPSH) Sedlak és Lindsay (1968), az 6ssz-GSH-t Tietze (1969) szerint
hataroztuk meg. A maj GSH-tartalmat dietilmaleat (DEM) elékezeléssel depletaltuk
(Plummer et al 1981). A GSH hepatobiliaris transzportjat indocianinzélddel (ICG)
ill. BSP-vel gatoltuk (Gregus and Varga 1985, Gregus et al 1979). A BSP-t, a
[**Hg]-higanykloridot, a [*”Hg]-metilhiganyt, a ['®Cd]-kadmiumkloridot ill. a
[®Zn]-cink-kloridot az arzénvegyiiletet kovetben injektaltuk. Az  epébe

kivalasztédott BSP-t és annak GSH-konjugatumat papirkromatografiaval



valasztottuk szét és fotometriasan (Whelan et al 1970), a fémeket pedig gamma-

szamlaldval mértik.

Eredmények és megbeszélés

Az arzén kivalasztasa az epébe

Az arzén biliaris exkrécidjanak kinetikdja fiiggott attdl, hogy harom vagy ot
vegyértékli arzénnal kezeltik az allatokat. Arzenit 50 umol/kg ill. arzenat 150
umol/kg doézisanak iv adasa utan két ora alatt az injektalt arzenit kozel 20%-a, mig
az arzenat 6%-a transzportaloédott az epébe (2/4, 2/5. és 3/2. ébra). Az arzenit-
injektalt allatokban az arzén maximalis kivalasztodasi sebessége kétszerese volt az
arzenat-injektalt allatokban mért értéknek (290 ill. 130 nmol/’kg.min), s ez
utobbiakban idében is késobb jelentkezett, s elhuzodobb volt az arzén csucs-

kivalasztasa.

A hepatikus GSH-deplécio és a hepatobiliaris GSH-transzport gatlasanak hatdsa az
A maj GSH-tartalmat depletald DEM, valamint a GSH hepatobiliaris transzportjat
gatlo BSP ill. ICG gatolta az arzén kivalasztasat (3/2. dbra). DEM-eldkezelés 90-
injektalt patkanyokban. Az ICG tartdsan, a BSP pedig atmenetileg gatolta az arzén
biliaris exkrécidjat arzenit és arzenat injekcidja utan egyarant. Techat a GSH
hepatikus kinalata alapvetoen meghatarozza az arzén epével vald kivalasztasanak
sebességét. Eredményeink azt is sugalljadk, hogy az arzén hepatobiliaris
transzportjaban szerepet jatszhatnak a BSP-vel ill. ICG-vel gatolhat6 transzporterek
(GSH-transzporter?). Mivel az arzén biliaris exkrécidjat a DEM, a BSP és az ICG is
hasonldéan befolyasolta fiiggetleniil attél, hogy az arzént arzenit vagy arzenat
formajaban kaptdk az éllatok, arra kovetkeztethetiink, hogy az arzén mindkét
arzénvegyiilet adasa utan azonos - bizonyara tiol-reaktiv - formaban

transzportalodik az epébe.



«rer

Az arzén mindkét formaja dozisfiiggéen, jelentdsen megnévelte az NPSH biliris
exkrécidjat; 25-100 umol/kg arzenit injekcidja utan a kontroll érték 7-17-szeresére,
mig 75-300 pmol/kg arzenat adasa utan a kontroll 6-31-szeresére nott a
tiolkivalasztas (1/1. és 2/1. abra). Az epében mérhetd Ossz-glutation kivalasztas
teljesen parhuzamosan alakult az NPSH-kivalasztassal, s az utobbi 25-30%-kal
haladta meg az 6ssz-GSH-kivalasztast ugy a kontroll, mint az arzén-injektalt
allatokban (2/2. 4bra). Ez arra utal, hogy a fokozott NPSH-kivalasztas az epével
déntéen a GSH megnovekedett hepatobiliaris transzportjabol szarmazik arzén-

injektalt patkanyokban.

Osszefiiggés az arzén és az NPSH biliaris exkrécidja kozott

A maximalis arzén- és NPSH-kivalasztas idOben egybeesett: arzenit adasakor
kozvetleniil az injekcid utani (0-20 perc), arzenat adasakor pedig a masodik (20-40
perc) epegyljtési periddusban mértik mind az arzén, mind a tiolok maximalis
kivalasztasi sebességét (2/4. és 2/5. abra).

Az arzén epébe valo kivalasztdsa nem csupan egyidejii az NPSH- ill. GSH-
kivélasztassal mind arzenit mind pedig arzenat adasa utan, hanem a tiol-kivalasztés
mértéke is aranyos az As-kivalasztas mértékével. A szimultan kivalasztodott As és
NPSH mennyiségi aranya szerint egy mol arzén 6t, illetve kilenc molekula GSH-t
“vitt magaval” az epébe arzenit ill. arzenat injekcidja utan.

Felvet6dott a lehetéség, hogy az As és a GSH laza konjugitumot képez a
majsejtekben s igy transzportalddik az epébe, ami magyaradzna szorosan Osszefliggd
kivalasztasukat. Kivalasztédva, az epekanalikulusokban ez az instabil konjugatum
hidrolizalédhat, s a szabadda valt arzén visszaszivodhat a kanalikulusokbdl a
majsejtekbe. Ott az As ujabb GSH-molekuldkkal kapcsolodhat, miel6tt ismét
kivalasztoédik az epébe. Feltehetoen ezzel, az egyes epesavakndl 1s megfigyelt
recirkulacioval (Yoon et al 1986) magyarazhatd, hogy az arzén a vegyértékébdl
adodo koordinacids lehetdségnél tobb GSH molekula epébe vald transzportjat
indukalja. Az arzenat metabolizmusa soran arzenitté redukalddik a szervezetben. A

kozleményiink megjelenését kovetd években beszamoltak arrdl, hogy patkany
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vordsvérsejtekben az arzenit és a glutation 1:3 komplexe [As(GSH);] képzédik
(Scott et al 1993, Delnomdedieu et al 1995). Ez a komplex fizioldgias pH-n stabil,
ligos pH-n (pl. epe) azonban instabilld valik. Feltételezziik, hogy a hepatocitakban
is hasonlé As-GSH konjugatum képz6dott, ami kolefil, tehat gyorsan
transzportalodik az epébe.

Az arzén mindkét formajaban adva a d6zisfliggd moédon maximalisan 50%-kal
ill. 70%-kal fokozta az epefolyast (2/3. abra). Mivel az epetermelés fokozddasa
szorosan korrelalt az As- ill. a GSH-kivalasztas mértékével, feltételezziik, hogy az
arzén-okozta kolerézisért az epekanalikulusokba transzportalodott As-GSH és GSH
ozmotikus hatasa felel6s (Ballatori and Truong 1989).

Megvizsgaltuk, hogy a GSH kisérletes deplécioja valamint hepatobilidris
transzportjanak gatlasa hogyan hat az arzén okozta NPSH kivalasztas-novekedésére
és elemeztiik azt is, hogy kimutathaté-e ilyen koriilmények kozott is osszefluiggés az
As és az NPSH biliaris exkrécioja kozott.

Kontroll (arzénnal nem kezelt) patkdnyokban a md; GSH-készletét gyorsan
depletalo DEM-eldkezelés tartosan, mintegy 80%-kal csokkentette az NPSH biliaris
rovidesen a normal felére, majd tartésan 10-30%-ara csokkentette az NPSH
kivalasztasat (3/1. abra). A BSP NPSH-kivélasztast gatlo hatasa viszonylag rovid
tartamu volt, mert a tiolkivalasztas a kisérlet masodik érajadban visszatért a normal,
s6t az azt meghalad6 mértékiire (3/1. abra). (Ennek az a magyarazata, hogy a GSH-
transzportert gatlo BSP a hepatocitakbol nem csak biliaris exkrécio, hanem GSH-val
valdé konjugacié révén is eliminalddik, a BSP-GSH pedig nem gatolja a GSH
kanalikularis transzportjat).

A hepatikus GSH deplétor DEM ¢és a hepatobiliaris GSH-transzport gatléi nem
csak a normal NPSH kivalasztast, hanem az arzenit és arzenat altal fokozott NPSH-
exkrécidt is nagymértékben csokkentették. Ilyen koriilmények kozott elemezve az
arzén és az NPSH biliaris exkréciojanak osszefiiggését azt talaltuk, hogy az As- és
NPSH-exkrécid tovabbra is korrelal egymassal idében és mértékben. Azaz, a BSP,
az ICG és a DEM az arzenit vagy arzenat injekcidja utan mért arzén-exkréciot

szazalékosan megkozelitéleg hasonldo mértékben befolyasolta, mint az egyidejiileg
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mért tiol-kivalasztast (3/3. abra). Ez a megfigyelés megint arra utal, hogy az arzén
és a GSH biliaris exkrécidja szorosan kapcsolt folyamatok, s alatamasztja azt a
feltételezésiinket, hogy az arzenit ill. az arzenat tiol-reaktiv metabolitja a GSH-val

konjugatumot képezve iiriil az epébe.

s s

konjugatumként iiriilé xenobiotikumok kivdlasztédasdra

A patkanyok altal kozel egyforman toleralt 50 umol/kg arzenit ill. 150 pmol/kg
arzenat iv adasuk utan egy oraval 25%-kal ill. 37%-kal csokkentették a maj NPSH
koncentracidjat (2/940-941. oldal). Ez a jelentés csokkenés zavarhatja azon
xenobiotikumok eliminacidjat, amelyek legalabb részben glutationnal konjugaltan
valasztédnak ki az epével. Ilyen vegyiilet a bromszulfalein (BSP), illetve egyes, mar
emlitett fémionok. Ugyanakkor t6bb fémion (pl metilhigany, kadmium) kivalasztasa
fokozddik olyan beavatkozasok (pl. fenobarbital-eldkezelés) hatasara, amik novelik
a GSH hepatobiliaris transzportjat (Ballatori and Clarkson 1985). Megvizsgaltuk
ezért, hogy az arzenit és arzenat hogyan befolyasoljak a BSP, ill. a merkuri-klorid,
metilmerkuri-klorid, cink és kadmium biliaris exkrécidjat.

A BSP kolefil szerves sav, ami részben valtozatlanul, részben GSH-
konjugatumként (BSP-GSH), transzportaldédik az epébe. Mindkét arzénvegyiilet
jelentésen gatolta a BSP-GSH, ezaltal az 6ssz-BSP kivalasztasat is, mig egyik sem
befolyasolta a szabad, nem konjugalodott BSP epébe valo kivélasztasat (2/7. abra).
A BSP-GSH csokkent kivalasztasa legalabb részben annak lehet tulajdonithato,
hogy az arzénvegyiiletek csokkentették a hepatikus GSH-kinalatot és igy a BSP-
GSH képzodését (Whelan et al 1970).

A fenti fémionok kivalasztasara gyakorolt hatdsukat vizsgélva, az arzenit 50
umol/kg ill. az arzenat 150 pmol/kg adésa csak a szervetlen higany biliaris
befolyasolta (2/6. abra). Megemlitend6 még az a megfigyelésiink, hogy az arzenit
egészen kis dozisa (10 pmol/kg 1v) kétszeresére novelte a metilhigany kivalasztasat,
de ez a hatas 50 pmol/kg dézisban mar eltiint (1/2. abra). Megallapithatjuk tehat,

hogy az arzenit és az arzenat altal kivaltott jelentds (14-szeres) biliaris GSH-
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exkréciot nem kisérte hasonldé mértékd novekedés a vizsgalt fémek hepatobiliaris
transzportjaban. Mivel ezen fémek stabil komplexet képeznek a GSH-val annak
tiolcsoportjan keresztiil, az arzén a majban mar nem kotédhet a fém-GSH
komplexhez, ezért azt - ellentétben a szabad glutationnal - az arzén nem tudja
“kivinni magaval” az epébe, és ezért nem fokozza a fémkivalasztast. Ez a hipotézis

tovabbi vizsgalatokat igényel.

II. Kapcsolat az antimon és a bizmut, valamint a glutation epével valo

kivalasztasa kozott (4. kozlemény)

Elézmények

Az antimon (stibium) és a bizmut a periédusos rendszer arzénnal azonos oszlopéaba
tartoznak, ezért azzal kémiai rokonsagot mutatnak. Mindkét elemnek az arzénhoz
hasonléan van harom vegyértéki, tiol-reaktiv formaja (Winship 1987, Winship
1983) és szintén kivalasztodnak az epébe (Bailly et al 1991, Gregus and Klaassen,
1986).

Nem tudtuk azonban pontosan, hogy eliminacidjdban mennyire szdmottevo a
biliaris exkrécidé, és az sem volt ismert, hogy hepatobilidris transzportjuk
mechanizmusa az arzénhoz hasonlé-e, vagyis fiigg-e a hepatikus GSH-kinalattél és
a hepatobiliaris GSH transzporter aktivitasatol, tovabba, hogy kivalasztasukat - mint

az arzénét - a GSH nagyfoku epébe valo exkrécioja kiséri-e.

Célkitlizés:

A fenti el6zmények alapjan a kovetkezo kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Milyen sebességgel valsztodik ki az epével a trivalens szervetlen antimon és
bizmut?

2. Befolyasolja-e a hepatikus GSH-deplécid ill. a hepatobiliaris GSH-transzport
gatlasa az antimon ¢és a bizmut biliaris exkréciojat?

3. Fokozza-e az antimon ¢s a bizmut a GSH és az NPSH kivalasztasat az epébe?

Hogyan hatnak ezek a félfémek az epetermelés titemére?
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4. Van-e 1d8- és mértékbeli sszefliggés az antimon ill. a bizmut biliaris exkrécidja
és az altaluk indukalt NPSH-kivalasztas kozott kontroll, GSH-deplétorral vagy
GSH-transzport gatloval kezelt patkanyokban?

5. Befolyasolja-e az antimon és a bizmut a m4j és a vese NPSH-koncentracidjat,
valamint a BSP (mint részben GSH-val konjugalédé kolefil xenobiotikum) bilidris

exkréciojat?

Modszerek

Az el8z6 fejezetben ismertetett kisérletes ill. analitikai eljarasokat alkalmaztuk. Az
antimont és a bizmutot iv injektaltuk stibium kalium tartarat (25-100 umol/kg) ill.
bizmut ammonium-citrat (50-200 pmol/kg) formajaban. Az epébe kivalasztodott

antimont €s bizmutot energia-diszperziv rontgen-emisszios spektrométerrel mértiik.

Eredmények és megbeszélés

Az antimon és a bizmut kivdlasztodasa az epébe

Az antimon (50 umol/kg iv) nagy kezdeti sebességgel valasztddott ki az epébe (4/5.
abra, folil). Kozvetleniil a beadas utdn 1000 nmol/kg.min csuics-sebességet
mértiink, ami gyorsan 6todére, majd az elsé ora végére tizedére csokkent. Két ora
alatt a beadott antimon t6bb, mint fele kivalasztédott az epébe — ez meghaladja
szerint. Osszehasonlitasul: az arzén harmad-ekkora csics-sebességgel iiriilt az
epével 50 pmol/kg iv arzenit injektalasa utan, bar kivalasztasanak iddbeli lefutasa az
antimonéhoz hasonloé volt (3/2. abra, foliil). A peridodusos rendszerben az antimon
alatt elhelyezkedd bizmut sokkal kevésbé kolefil: 150 pmol/kg iv adasa utan lassan,
a masodik és a harmadik epegytijtési periodusban érte el a maximalis kivalasztodasi
ratajat, ami mindossze csak 60 nmol/kg.min volt. Két ora alatt az injektalt bizmut

alig két szazaléka valasztodott ki az epébe (4/6. abra).
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Hepatikus GSH-deplécid, ill. a hepatobiliaris GSH-transzport gatldsdnak hatasa az
antimon és a bizmut biliaris exkrécidjara

Az antimon és a bizmut kivéalasztasat is gatolta mind a maj GSH-tartalmat depletald
DEM, mind pedig a GSH hepatobiliaris transzportjat gatlé BSP és ICG (4/5-6. 4bra,
felsé rész). A DEM elékezelés szinte teljesen blokkolta, alig mérhetSen alacsonyra
csokkentette mindkét metalloid hepatobiliaris transzportjat. Ugyanakkor a DEM-
mel el6kezelt (altatott) patkanyokban mindkét metalloid kifejezetten toxikus volt: az
50 umol/kg iv antimonnal injektalt allatok 80%-a elpusztult a kétéras kisérlet
végére, a 150 pmol/kg iv bizmuttal injektalt patkanyok pedig mind elpusztultak mar
a kisérlet masodik oraja kezdetén. A BSP hatasa hasonl6 volt az arzénkivalasztasra
gyakorolt hatasahoz: a jelentés kezdeti gatlas (Sb:85%, Bi:100%) utdn mindkét
metalloid biliaris exkrécidja fokozatosan emelkedett ¢és a masodik ordban elérte,
majd meg is haladta a kontroll allatokban mért antimon- ill. bizmutkivalasztast (4/5-
kontrollhoz képest kb 30%-kal), s 25-60%-kal mérsékelte a bizmut kivalasztasat. A
maj GSH-készleteinek hozzaférhetosége ¢és a hepatobiliaris GSH transzport tehat
alapvetOen meghatarozzak az epébe gyorsan, a beadott dozis jelentés hanyadaban
kivalasztdodo antimon, valamint az epével sokkal kisebb mértékben {iriil6 bizmut
kivalasztasat is. A két félfém biliaris exkrécidja tehat - hasonldéan a periddusos

rendszerben felettiik elhelyezked6 arzénéhez - glutationfiiggd.

“rer

Mindkét metalloid dézisfiiggéen fokozta a tiolkivalasztast. Az arzénnal észlelt
maximalis tiol-kivalasztasi sebességet (a kontroll érték 31-szerese, 2/1. &bra) az
antimon kozel 70%-kal feliilmulta: a kontroll érték 6tvenszeresére fokozta az NPSH
biliaris exkréciojanak csicssebességét (4/1. abra, feliil). Nincs tudomdsunk mas
vegyliletrél, ami hasonlé mértékben lenne képes fokozni a GSH bilidris exkrécidjat.
A bizmut lényegesen kevésbé, a kontroll négyszereséig novelte a GSH-kivalasztast
az epébe (4/2. abra, feliil). Antimon ill. bizmut adasa utan - ahogy az arzén esetében
is -, az NPSH-kivalasztas alakulasa egyideji és Osszevetheté mértéki volt a GSH

kivalasztasaval (4/3. abra), tehat az antimon ill. a bizmut altal indukalt fokozodas az
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NPSH epébe vald kivalasztasiban feltehetéen a GSH megnovekedett hepatobiliaris

transzportjabol ered.

Osszefiiggés az antimon és a bizmut, valamint az NPSH bilidaris exkrécidja kozott
Az antimon és a bizmut biliaris exkrécidja idében parhuzamos, mértékben pedig
aranyos volt az altaluk indukélt tiolkivalasztassal. {gy példaul a félfémek cstics-
kivalasztodasa (4/5-6. abra, feliil) egybeesett a tiolok egyidejlileg mérhetd csucs-
kivalasztasaval (4/1-2. abra felil és 4/5-6. abra, alul, saline csoport), tovabba egy
mél antimon harom, mig egy mol bizmut 6t mdl tiolt “vitt magéaval” az epébe.

A DEM-eldkezeléssel eldidézett hepatikus GSH-deplécid szinte teljesen
gatolta nemcsak a félfémek, hanem az NPSH egyideji biliaris exkrécidjat is, vagyis
a minimalis metalloidkivalasztast alig mérhetd tiolkivalasztas kisérte (4/5-6. abra).
A GSH hepatobiliaris transzportjat gatlo BSP ill. ICG hatdsara is idében
parhuzamosan valtozott és aranyos volt a vizsgalt félfémek és az NPSH kivalasztasa
(4/5-6. abra): az ICG kb. 20 %-kal, mig a BSP kozel 80%-kal csokkentette mind az
antimon, mind pedig az egyidejii NPSH-exkréciot a kontrollhoz képest. Az ICG
tartésan, a BSP pedig atmenetileg csékkentette mind a bizmut, mind a NPSH
szimultan exkréciojat.

Megallapithatjuk tehat, hogy nemcsak az arzén, hanem az antimon és a bizmut
biliaris exkrécidja is GSH-val koordinalt folyamat (4/5-6. abra). Eredményeink
alapjan feltételezziik, hogy az antimon ¢€s a bizmut - akar az arzén - laza glutation-
komplexet képezve valasztodnak ki az epébe. Ezen komplexek azonositiasa még
hatra van, annyit viszont mar tudunk, hogy antimon adasa utan a patkdnyok
epéjében talaltak az antimon diglutation-konjugatumanak megfelelé kromatografias
tulajdonsagu metabolitot (Bailly et al 1991).

Az antimon 50-100 umol/kg dézisa kozvetleniil a beaddsa utan 45-75%-kal
fokozta az epetermelést (4/1. éabra, alul). Ez egybeesik az NPSH kivalasztasara
gyakorolt hatasanak maximumaval, igy feltételezhetd, hogy az antimon-GSH ill. a
GSH ozmotikus aktivitasa kovetkeztében emelkedett meg az epetermelés. Az
antimon epehajté hatdsa csak atmeneti volt, nagyobb antimondézisok kifejezett

epetermelés-csokkenést okoztak a masodik o6raban. Ezzel szemben a bizmut még
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dtmenetileg sem okozott kolerézist, sét, a 20. perc utan a kontrollhoz képest 20-
40%-kal csokkentette az epefolyast. Ez arra utal, hogy a bizmut-GSH exkrécid

ozmotikus hat4sat feliillmulja a bizmut kolesztatikus effektusa (4/2. abra, alul).

ey

GSH-raktaraira

Hasonldan az arzénhoz, az antimon is szignifikansan csokkentette a BSP-GSH
képzOdését és/vagy bilidris exkrécidjat, ezaltal az Ossz-BSP  epével vald
kivalasztasat (4/7. abra, alul). A bizmut viszont nem befolyasolta sem az
anyavegyiilet, sem a glutation-konjugatum (BSP-GSH), ezéltal az 6ssz BSP biliaris
excréciojat sem. Az antimon - felteheten legalabb részben a szamottevd
hepatobiliaris GSH-exkrécio indukalasa révén — kozel harmadaval csokkentette maj
GSH-koncentraciojat, mig a bizmut nem befolyasolta azt. gy az antimon —
vélhetden a GSH hozzaférhetdségének csokkentésével — gatolta a BSP-konjugacidt,
tamogatja az a megfigyelés is, hogy a bizmut, ami nem befolyasolta a m4 GSH-

koncentracidjat, nem mérsékelte sem a szabad, sem pedig a GSH-val konjugalt BSP

kivalasztasat (4/4. abra).

III. A szelén és az Va csoport elemeinek kolcsonhatasa az epével valo

kivalasztasukban (5. kozlemény)

A szelén esszencialis elem, de kicsi a terapias szélessége. LegelOszor a toxicitasat
ismertiik meg, s mar régen kideriilt, hogy az arzén védo hatasu a taplalékbdl (azaz a
talaj magas szeléntartalmabol) eredd szelén-intoxikacidban (Moxon 1938). Az
antimon hasonlé védé hatasat is koran megfigyelték (Moxon et al 1946). Késobb
feltételezték, hogy k6z0s As-Se metabolitot képeznek, erre azonban még kozvetett

kisérleti bizonyiték sem volt (Levander and Baumann 1966).
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Mivel korabbi kutatasaink szerint az arzén, antimon és bizmut bilidris

vy

hogy a szelén nemcsak az arzén, hanem a periddusos rendszer Va oszlopaban az
arzén alatt taldlhaté elemek biliaris exkréciojat is fokozza és viszont. El6z0
vizsgalataink azt igazoltak, hogy az arzén, antimon és bizmut biliaris exkrécidjukkal
egyidejiileg, azzal aranyosan fokozzak a GSH hepatobiliaris transzportjat (1-4).
Felvetédott ezért, hogy vajon ha a szelén noveli ezen metalloidok biliris
stulyosbodik-¢ a félfémek okozta hepatikus GSH-deplécio.

A szelén az oxidativ karosodasok megel6zését szolgald egyik kulcsenzim — a
glutation peroxiddz — valamint a fehérje SH-csoportok oxidacidjat visszafordito
(diszulfid-hidakat redukalo) enzimrendszer egy tagjanak — a tioredoxin reduktaznak
— az aktiv centruma (Rotruck et al 1973, Levander 1987, Powis et al 1997). Az
arzén és az antimon ritkabban, a bizmut viszont gyakran hasznalatos gyogyszerként.
A terapias célbodl adott As, Sb és Bi megvaltoztathatjak a szervezetben 1év6 szelén

eloszlasat, ezaltal esetleg a szelén fiziologias funkcidit is kedvezétleniil

befolyasolhatjak. Ezért is fontos minél részletesebben ismerniink interakcioikat.

Célkitiizés

A fenti el6zmények alapjan a kovetkez6 kérdésekre kerestiink valaszt
kisérleteinkkel:

1. Hogyan befolyasoljak az arzén, a stibium és a bizmut a szelén bilidris
2. Hogyan befolyasolja a szelén az Va oszlop elemeinek biliaris exkréciojat?

3. Megvaltozik-e a Se és az Va oszlop félfémeinek kolcsonhatasa soran a GSH
biliaris exkrécioja, ill. a maj GSH-tartalma?

4. Megvaltoztatjadk-e az Va oszlop elemei a szelén szervezeten beliili megoszlasat?
5. Van-e 6sszefiiggés id6ben és mértékben a Se, valamint az AslII, AsV, Sb ill. Bi
biliaris exkrécidja kozott? Ilyen korrelacid igazolasa tdmogatna a kozos vegyiilet

képzOdését a szelén és az Va oszlop félfémei kozotti in vivo reakcidban.
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Moédszerek

A vizsgalt vegyiiletek dozisat ugy valasztottuk meg, hogy az a GSH ill. NPSH
exkrécidjanak az adott metalloidra jellemz6 fokozddasat kivaltsa. Az arzenitet és az
antimont 50 pumol/kg iv, az arzenatot €s a bizmutot 150 pumol/kg iv, a [Se]-
szelenitet pedig 10 pmol/kg iv dozisban injekaltuk. A non-protein tiolok ¢és a

frer

a ["°Se]-szelént gamma-szamlaloval mértiik.

Eredmények és megbeszélés

« 7.

Az arzenat (150 pmol/kg iv), az arzenit (50 umol/kg 1v) és az antimon (50 pmol/kg
iv) 10 umol/kg szelenit iv adasa utan egy perccel injektalva azonnal €s jelentdsen —
a kontroll kézel 50-, 30-, ill. 20-szorosara — fokozta a szelén kivalasztasanak
fokozo hatasa annal nagyobb volt, minél kisebb az adott metalloid hepatobiliaris
transzportjanak a sebessége, 11l. NPSH-kivalasztast fokozo hatasa (AsV — Aslll —
Sb: 92 — 290 — 1000 nmol metalloid/kg.min, ill. 950 — 2060 — 3100 nmol NPSH
/kg.min; 2/4-5, és 4/5. abra foliil, ill. 2/4-5, és 4/5. abra alul).

Ennek a jelenségnek tobb magyarazata lehet. Feltételezheto példaul, hogy a
gyorsan kivalasztodo, az epébe magukkal sok GSH-t transzportdlé metalloidok
elvonjak a glutationt a szelenit metabolizmusanak GSH-igényes kezdeti 1épéseitdl
(7/9. ébra). Marpedig ha az arzén (Levander and Baumann, 1966) és az antimon
kozos metabolitot képeznek a szelénnel, akkor azok valdszinlleg ugy johetnek létre,
hogy az arzén és az antimon trivalens, tehat tiol-reaktiv forméjukban reakcidba
lépnek valamelyik szelenol formaban 1évd, tehat a tiolokhoz hasonld kémiai
tulajdonsdgu  szelénmetabolittal  (GS-Se-H, H-Se-H, CH;-Se-H). Ezen
szelénmetabolitok képzodése azonban GSH-igényes folyamat (7/9. abra). Mivel az
antimon t6bb GSH-t hasznél az epével gyorsan iiriilé GSH-komplexe képzéséhez
mint az arzenit és az arzenat (4/5. 4dbra, 2/4-5. abra), ezért az antimon jelenlétében
viszonylag kevés vele reaktiv szelénmetabolit képzddhet €s igy az antimon kevésbé

fokozhatja a szelén kivalasztasat, mint az arzenit €s az arzenat. Ezen tilmenden az is
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lehetséges, hogy az epébe paratlanul nagy kezdeti sebességgel {iriild antimonnak
kevesebb id6 jut a szelénmetabolitokkal valé reakcidra a hepatocitdkban, mint a
lassabban kivalasztéd6 arzenitnek és arzenatnak. A jelenség egy masik lehetséges
mechanizmusa is azon az indirekt bizonyitékokkal alatdmasztott és a megbeszélés
utolso alcime alatt taglalt hipotézisiinkoén alapul, hogy a szelenittel és Va csoportbeli
metalloidokkal injektalt patkanyokban metalloid-Se-GSH komplex képzddik.
Elképzelhetd ugyanis, hogy a metalloid-GSH kettds és a metalloid-Se-GSH hérmas
komplexet azonos transzporter juttatja az epébe, ezért az elébbi komplex (kiilondsen
az antimoné) kompetitiv mddon gatolja a szelén-tartalmi komplex biliaris
exkrécigjat. Mindezen feltételezések Osszeegyeztethetdk eredményeinkkel ¢és
ismereteinkkel, direkt kisérletes igazolasuk azonban még eléttiink all.

Az arzénnel és az antimonnal szemben a bizmut kozel harmadara csokkentette
a szelénkivalasztast az epébe (5/1. abra). Ez a metalloid sokkal kevésbé interferal a
GSH-homeosztazissal, mint az arzén és az antimon, igy feltehetéen mas, eddig

ismeretlen mechanizmus huzédik meg a bizmut szelénkivalasztast csokkento

hatasanak hatterében.

.77

A szelenitnek az arzén kivalasztasara gyakorolt hatasa — 6sszhangban a korabbi
megfigyelésekkel — kolcsonds. Figyelemre mélté azonban, hogy a szelenit az
arzenittel is injektalt patkdnyokban mintegy kétszeresére, arzenattal kezelt
allatokban viszont koézel nyolcszorosara novelte az arzénkivalasztds maximalis
sebességét (5/2. abra).

A fenti megfigyelésiink hipotetikus magyarazatanak alapja az, hogy az
arzenatnak tiol-reaktiv arzenitté kell redukaldédni ahhoz, hogy GSH komplexként az
epébe transzportalodjon. Ezt a redukciot a hepatikus GSH katalizalhatja (Vahter and
Envall 1983). A szelenit metabolitjai koziil a szelenolok és a hidrogén-szelenid (7/9.
abra) er6s redukalészerek is, igy fokozhatjak az arzenat redukciodjat a tiol-reaktiv
arzenitté. A szelenolok jelenlétében tehat az arzenatbol tobb GSH-val konjugalodo,
ezért az epével gyorsan iiriil arzenit képzddhet. Valdszintileg ezzel magyarazhato,

hogy a szelenit nagy mértékben fokozza az arzenat formaban injektalt arzén biliaris
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exkrécidjat. Hasonlé mechanizmus szerepet jatszhat a szelenit arzénkivalasztast
elésegité hatasaban arzenittel injektalt patkanyokban is. A harom vegyértéku arzén
egy része ugyanis ot vegyértékiivé oxidalodik a szervezetben (Lerman and Clarkson
1983). Feltételezziik, hogy a szelenolok ezt az oxidaciot mérsékelve harom
vegyértékli, GSH-konjugatumot képezd és igy az epébe transzportalhaté formaban
tartjAk az arzént, ezaltal el6segitik annak bilidris exkrécidjat. A szelenit
arzénkivalasztast fokozo hatasaban mas mechanizmus is szerepet jatszhat (1. “4Az Va
oszlop félfémei és a szelenit...” c. 1ész 3. bekezdését).

Az arzénéval szemben a szelenit nem befolyasolta a bizmut biliaris
szelén antimonkivalasztast csOkkenté hatdsdnak mechanizmusa ismeretlen.
Lechetséges, hogy a feltételezett Sb-Se-GSH komplex kevésbé kolefil, mint a Sb-
GSH komplex.

A szelenit hatasa az Va oszlop félfémei altal indukalt biliaris NPSH-exkréciora és a
El6z6 kisérleteinkben demonstraltuk, hogy az arzenit, az arzenat és az antimon jelen
kisérleteinkhez valasztott dézisaiban bilidris exkrécidjukkal ardnyosan igen
jelentdsen — a kontroll 10-30-szorosara —, mig a bizmut sokkal kisebb mértékben — a
kontroll két-hatomszorosara — képes fokozni az NPSH maximalis bilidris
arzén kivalasztasat, nem novelte tovabb az NPSH-exkrécid arzenit hatasara 1étrejott
fokozodasat, sét a tiol-kivalasztas maximalis sebességét kb. 25%-kal csokkentette is
a szelenit nélkiilli kontrollhoz képest (5/2-3. é&bra). A szelenit ugyancsak
csokkentette - kézel 30%-kal - az antimon igen jelentOs tiol-kivalasztast fokozo
hatasat (5/3. abra, bal oldal). Figyelemre mélto, hogy mindkét metalloid esetében
idében parhuzamos az NPSH-kivalasztas és a metalloidkivalasztas szelenit
jelenlétében ill. hianyaban (v.6. 5/2 és 5/3. abra, b.o.). A szelenit csak minimalisan
csOkkentette az arzenat tiolkivalasztast fokozdé hatisat és nem befolyasolta a
bizmutét (v.6. 5/2 és 5/3. abra, j.0.). Az arzenat-indukalta jelentds (12-szeres)

novekedés az NPSH biliaris exkréciojaban szelenit egyiittes adasakor mértékében
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valtozatlan maradt, de kordbban lépett fel, miként az arzénexkrécidé is korabban
tet6zott arzenat és szelenit egyiittadasakor, mint csak arzenat injektalasat kovetoen.
A szelenit énmagaban nem valtoztatta meg a maj GSH-koncentracidjat,
viszont mérsékelte a vele egyiitt injektalt arzenit, arzenat vagy antimon hepatikus
GSH-t depletalé hatdsat (5/2. tablazat). Ezért — legalabb részben — a metalloidok

GSH-kivalasztast fokozd hatasanak mérséklése lehet felelos (5/3. abra).

Arzén, antimon és bizmut hatdsa a szelén megoszldsara
Az arzén mindkét formaja igen jelentosen (negyedére) csokkentette a majban a
szelén koncentraciojat, mig a masik két félfém enyhén fokozta azt (5/1. tablazat).

Tehat a szelén fokozott biliaris exkrécidjanak nem feltétele annak hepatikus

[ SV4

1

antimon; 5/1. abra és 5/1. tablazat).

Az arzén és az antimon a kontroll koézel haromszorosara fokozta a szelén
koncentracidjat a vérben. Ez a lényegében valtozatlan plazmakoncentraciok mellett
a szelén vorosvérsejtekben vald felhalmozodasat jelenti. Ezzel szemben a bizmut
szamottevoen — a kontroll nyolcszorosara — novelte a szelén koncentracidjat a

plazméaban, mig jelentésen csokkentette azt az eritrocitdkban. (5/1. tablazat).

Az Va oszlop félféemei és a szelenit kélcsonhatdsainak lehetséges hatterérdl

Azon kisérleti allatokban, amelyeknek szelenitet injektaltunk arzénnal vagy
antimonnal egyiitt, a szelén, illetve az Va csoportba tartozé megfelelé metalloid
epével valo kivalasztasa id6ben parhuzamosan alakult (vé 5/1. és 5/2. abrak
megfeleld részeit). Mitobb, ezekben a patkdnyokban az NPSH-kivalasztas is id6ben
parhuzamosan alakult az arzén (vagy antimon) illetve a szelén exkrécidjaval (vo 5/1,
5/2. és 5/3. abrak megfelel6 negyedeit). Vagyis ezek a metalloidok, valamint a GSH
és a szelén koordinalt modon iiriilnek az epével. Ez a megfigyelés tamogatja azt a
feltételezést, hogy a megelozo kisérletek (lasd 1. és II. rész) alapjan valdszintisitett
metalloid-GSH konjugatumba beépill egy szelénmetabolit, kolefil harmas
konjugatumot (As-Se-GSH; Sb-Se-GSH) alkotva.
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A szelenit metabolizmusa soran keletkezé szelenolok (R-SeH) kémiailag
hasonléak a tiolokhoz, igy igen valdszinli, hogy reagalnak az Va csoport
metalloidjainak tiol-reaktiv formaival. Ezzel a reakcidéval magyarazhato — legalabb
részben — az a megfigyelésiink is, hogy a szelenittel egytitt injektalva az arzenitet,
arzenatot ill. antimont, az utobbi félfémek biliaris NPSH-exkrécidt noveld hatdsa
nem fokozddik, hiszen azok GSH-komplexald (és igy a GSH-t az epébe szallito)
képességét csokkenti, ha a glutation helyett részben szelenolokkal asszocialnak.
Feltételezziik, hogy az ilyen As-Se-GSH és Sb-Se-GSH harmas konjugatumok
kivalasztasi sebessége nagyobb, mint a GSH-Se kétkomponensii konjugitumé
ezért fokozza az arzén és az antimon a szelén kivélasztasat az epébe. Ezzel
ellentétben, a feltételezett Bi-Se-GSH konjugatum biliaris exkrécids sebessége
bizonyéara nem nagyobb, mint a szeléné 6nmagaban (ill. a Se-GSH konjugatumé, 1.
kovetkezd fejezet), igy mas korlatozo hatas (1asd késébb) eredményezheti azt, hogy
a bizmut kezdetben nem fokozza, késébb pedig csokkenti a szelén iiriilését az
epével (5/1-2.abra).

A harmas komplex képzodése szerepet jatszhat a szelenitnek az
arzénkivalasztast elOsegitd0 hatdsaban is, amennyiben az As-Se-GSH komplex
stabilabb, mint az As-GSH komplex. Ebben az esetben ugyanis csokkenne az As-
nek a komplexbol vald felszabaduldsa és kovetkezményes reabszorpcidja az
epeutakbol.

A vorosvérsejtekben a szelenit szelenolokkd metabolizalodik (Gasiewitz és
Smith 1978). Az arzén tulnyom¢ tobbsége patkdnyok vérében a vordsvérsejtekben
talalhaté (Gregus és Klaassen 1986), nyulak vordsvérsejtjében féleg GSH-komplex
formajaban (Delnomdedicu et al 1994). A tiolokhoz hasonlé kémiai tulajdonsagu
szelenolok kénnyen reagalhatnak az eritrocitikban 1évé tiolreaktiv arzenittel. Igy
kialakulhat az arzenit-Se-GSH harmas konjugatum, ami kevésbé tud kilépni a
vorosvérsejtekbol, mint a gaznemi, diffuzibilis H-Se-H, ezért emelkedhet meg a vér
szeléntartalma arzén jelenlétében (5/1. tablazat). Hasonld mechanizmust tételeziink

c oy

képzodott  Va-metalloid-Se-GSH ~ harmas  komplexek  hepatovaszkularis
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transzportjuk révén szintén bejuthatnak a vérbe — hasonléan ahhoz, ahogy a GSH
sem csak az epébe, hanem a vérbe is transzportalodik a hepatocitakbdl (Kaplowitz
et al 1996). Igy ezen az titon is emelkedhet a vér szeléntartalma a periédusos
rendszer Va csoportjaba tartozo metalloidok szelénnel val6 kolcsonhatasa soran.

A bizmut a plazma szelénkoncentracidjat emeli meg jelentésen (5/1. tablazat).
Tudjuk, hogy a bizmut nagy mértékben kotddik plazmafehérjékhez (Gregus and
Klaassen 1986), igy a plazmaba (pl. a hepatocitakbol, ill. a vorosvérsejtekbdl) jutott
szelenolokat a nagy koncentracioban ott 1év6 tiolreaktiv bizmut koénnyen
megkotheti. Hasonlo jelenség lejatszédhat a méjban is, s ez magyarazhatna, hogy
miért cs6kkenti a bizmut a szelén transzportjat az epébe.

Kozleményiink (5) elfogadasat kovetden, 1998 marciusaban a Society of
Toxicology konferencidjan szamoltak be arr6l, hogy a feltételezett As-Se-GSH
komplex valdban képzodik vorovérsejtekben in vitro, arzenit, szelenit és GSH
jelenlétében (Gailer and Aposhian 1998). Igy direkt megfigyelés is kiegésziti az
allatkisérleteink altal szolgaltatott kozvetett bizonyitékot az ilyen komplexek
1étezésére.

Osszefoglalva: az Va csoport metalloidjai és a szelén kolcsondsen hatéssal
vannak egymas biliaris exkrécidjara és szervezeten belilli megoszlasara.
Eredményeink alapjan kétféle kolcsonhatas valdszintisithetd. Egyrészt a szelenitbdl
képzodott szelenolok redukalhatjak ill. redukalt formaban (AslIl) tarhatjdk az
arzént. Ez a mechanizmus szerepet jatszhat a szelenitnek az arzén biliaris
az Va csoport félfémjeivel. igy fokozhatja az arzenit, az arzenit és az antimon a
szelén biliaris exkréciojat szelenittel injektalt patkanyokban, de ez a mechanizmus
szerepet jatszhat a szelenit arzénexkrécidt elosegitd hatasaban is. E kolcsonhatasok
révén a szelén és az Va oszlop félfémei moddosithatjdk egymas farmakologiai,
toxikus és élettani hatasait. A szelén komplexalasaval ill. kivalasztasanak jelent6s
mértékii fokozasaval az arzén és az antimon példaul csokkenthetik a szelén
hozzaférhet6ségét a szelenoenzimek szintéziséhez, ezaltal gatolhatjdk azok (pl. a

glutation peroxidaz) fiziologias funkciéit.
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IV. A glutation és a metilacié6 szerepe a szelén bilidris exkréciéjaban (6.

kozlemény)

A szelenit metabolizmusanak sok részletét ismerjiik (Ganther 1986; 7/9. abra). A
folyamatban, mialatt a Se +4 vegyértéke -2-re valtozik, a GSH tobb lépésben
redukalja a szelenitet. Ekézben glutationt is és szelént is tartalmazd vegyiiletek
képzddnek; elészor szelenodiglutation (GS-Se-SG), majd glutationil-szelenol (GS-
Se-H), végiil pedig hidrogén-szelenid (H-Se-H) keletkezik. A hidrogén-szelenid
tobb 1épésben metilalodhat, ennek soran az igen reaktiv metilszelenol (CH;-Se-H),
majd a kilélegezheté dimetilszelenid (CH;-Se-CHj), és a vizelettel irild
trimetilszelenénium ion [CH;-Se’(CH;),] képzédik.

Bar tudjuk, hogy a szelén az epébe is kivalasztédik (Gregus and Klaassen
1986), nem volt ismert eddig, hogy milyen formaban. Az sem volt ismert, hogy a
fenti metabolikus folyamatok befolyasoljak-e a szelén epével vald kivélasztasat.
El6z6 vizsgalataink (3, 4) szerint az ICG és a BSP nemcsak a GSH transzportjat
gatolta, hanem az arzén, az antimon és a bizmut epébe vald kivalasztasat is.
Felmeriilt a kérdés, hogy vajon a hepatobilidris GSH-transzporter gatléi csokkentik-

e a szelén epébe valo kivalasztasat is.

Célkitlizés

A fentiek alapjan kisérleteinkkel arra kerestiink valaszt, hogy

1. Milyen mértéki az intravénasan adott szelén epével vald kivalasztodasa a dozis
és az 1d0 fuggvényében?

2. Milyen formaban valasztédik ki az epébe a szelén?

3. Hogyan befolyasolja a szelén biliaris exkrécidjat (a) a majbeli glutation hianya,
(b) metilaciojanak gatlasa, €s (c) a hepatobiliaris GSH-transzporter gatlasa?

E kérdések tisztazasakor varatlanul azt tapasztaltuk, hogy a BSP nagymértékben
kovetkezo kérdésre kerestiik a valaszt:

4. Fiigg-¢ a BSP szelénkivalasztast fokozo hatasa a szelén és a BSP do6zisato6l?
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Médszerek

A [Se]-jelzett natrium-szelenitet 1-10 pmol/10uCi/kg iv dézisban injektaltuk az
el6z6 pontokban leirtak szerint végzett allatkisérletekben. Az epével liriilt radioaktiv
szelént gamma-szamlaloval mértik. Az epébe kivalasztott szelénmetabolitokat
HPLC elvalasztas utan radioaktivitas-detektorral (7586) detektaltuk, s in vitro
szintetizalt referenciavegyiiletekhez hasonlitva azonositottuk. A metabolitok
azonositasakor nagy aktivitasu jelzett szelenitet (120-200 pCi/kg) injektaltunk a
patkanyoknak. Az epét jégben tartott csovekbe gytijtottiik. Az el6zéekben hasznalt
modszereken til a m4aj glutationtartalmat a szintézis kulcsenzimjét gatlé butinoin
szulfoximin (BSO) el6kezeléssel (Griffith 1981), illetve a GSH-t a majbol gyorsan
kiiirit6 DEM-mel depletaltuk. A szelén metilacidjat perjodat-oxidalt adenozin
(PAD) illetve etionin elGkezeléssel gatoltuk. Az eldbbi elbkezelés a
metiltranszferazok gatlasahoz vezet, az utébbi pedig az S-adenozil-metionint
depletalja (Hoffman 1980, Svardal et al 1988). A hepatobiliaris GSH-transzportert
ICG-vel (25 pmol/kg iv) ill. BSP-vel (50 pmol/kg iv) gatoltuk.

Eredmények és megbeszélés

o7 ey

A szelén lassabban valasztodik ki az epébe, mint az eddig vizsgalt metalloidok:
maximalis kivalasztasi sebessége 10 umol/kg iv addsa utdn 3 nmol/kg.min
(6sszehasonlitasul: As: 280, Sb: 1000 nmol/kg.min). Erdekes jelenség a dozis
emelésével csokkend aranyu kivalasztodas: 1 umol/kg iv szelenit 16%-a, mig 10
umol/kg iv szelenit 3%-a valasztodott ki az epébe két ora alatt (6/6. abra, Se jelzési
gorbék). A hepatobiliaris transzport tehat mar alacsony szelenit-dézisoknal
maximumot ér el, részesedése a szelén elimindcidjaban pedig a szelenit dézisdnak
novelésével csokken.

Az utobbi jelenség Osszefiiggésbe hozhatdé azzal a ténnyel, hogy a szelenit
dozisanak emelkedésével annak egyre nagyobb része eliminalddik a tiidon keresztiil
volatilis dimetilszelenid formajaban (Hirooka and Galambos 1966, McConnell and
Roth 1966, Tandon et al 1986). Igen valoszinii, hogy a metilacié ill. dimetilszelenid

képz6dése nem kedvez a szelén hepatobiliaris transzportjanak, ezért kisebb aranyu a
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nagyobb szelenitdozisok adasa utdn a szelén epébe valo kivalasztasa. Ezt a
vélekedést alatimasztjak a metilacio kisérletes gatlasaval nyert megfigyeléseink 1s
(1. alabb).

HPLC analizissel a szelenittel injektalt patkdny epéjében valtozatlan, nem
metabolizalodott szelenitet nem detektaltunk. Taladltunk viszont egy olyan
szelénmetabolitot, aminek a kromatografias tulajdonsdgai megegyeztek az in vitro
szintetizalt szelenodiglutationéval. Eszerint a natrium-szelenit formajaban injektalt
szelén szelenodiglutation (GS-Se-SG) formajaban vélasztodik ki az epével (6/2.

abra).

A GSH és a metilacio szerepe a szelén biliaris exkréciojaban

A maj GSH-tartalmanak deplécidgja DEM ill. BSO elékezelés hatasara 80 ill 60 %-
kal csokkentette a szelén epébe vald kivalasztasat (6/1. abra). A metilaciot gatld
PAD ill. etionin elSkezelés viszont kozel kétszeresére novelte a kivalasztast (6/3.
abra). A majbeli GSH hozzaférhetosége tehat elésegiti, a metilacio pedig hatraltatja
a szelén epébe vald kivalasztasat.

A szelenit biotranszformacidjanak ill. az epébe transzportalodo, altalunk
valdszintsitett f6 formajanak ismeretében megfigyeléseinket azzal magyarazhatjuk,
hogy a hepatikus GSH deplécidja csokkenti a szelenit GSH-igényes atalakulasat
szelenodiglutationna (7/9. 4bra). Igy gatlodik a kolefil szelénmetabolit képzSdése, s
ezért lassul a szelén biliaris exkrécidja BSO ill. DEM el6kezelés hatasara. A kezdeti
GSH-igényes reakciok utan a szelenit metilacids 1épéseken at metabolizalodik
tovabb. Eredményeink arra utalnak, hogy a metilacié gatlasdval (PAD, etionin)
lassul a GS-Se-SG metabolikus eliminacidja, ezért tobb (GS-Se-SG maradhat a
hepatocitakban, s transzportalédhat onnan az epébe.

A hepatobiliaris GSH-transzportot gatldé ICG nem befolyasolta a
szelénexkrécidt (6/4. abra), ami arra utal, hogy a hepatobiliaris GSH transzporter
vagy mas, a GSH konjugatumokat az epébe vivo transzporterek nem vesznek részt,
vagy nem scbességmeghatarozok a szelén hepatobiliaris transzportjaban. Varatlan
megfigyelésiink volt, hogy a szintén GSH-transzportot gatldé BSP sokszorosara

novelte a szelén biliaris exkrécidjat szelenittel injektalt patkanyban (6/4. abra). Ez
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utobbi jelenség ellentétes volt a félfémekkel szerzett eddigi tapasztalatainkkal,
hiszen azt vartuk, hogy az ICG és a BSP a szelén (ill. a GS-Se-SG konjugéatum)
kivalasztasat ugyanigy gatolja majd, mint pl. az arzénét ill. arzén-GSH
konjugatumét (lasd 1. rész). Ezért tovabb elemeztilk a BSP paradox hatasat a Se

bilidris exkréciojara.

e 7

A BSP (25-200 pmol/kg iv) dozisfliggden, igen jelentdsen (maximalisan a kontroll
hiasszorosaig) fokozta a Se epébe valo kivalasztasat, am a megszokottdl eltérd dozis-
hatas Osszefliggéseket tapasztaltunk.

A maximalis hatast a kézepes BSP dozisok valtottak ki: 50 ill. 100 umol-kg
BSP jobban fokozta a szelén biliaris exkrécidjat a kisérlet idétartama alatt, mint az
alacsonyabb és a magasabb dozisok (6/5. dbra). A BSP dézisanak emelésével a
csucshatas egyre késobbre tolddott és 100 pmol/kg dézis felett egyre csokkend volt
a BSP maximalis hatasa a szelénkivalasztasra. Azaz, a kisérlet két oraja alatt 150
umol/kg BSP fele annyira, 200 umol’kg BSP negyedannyira fokozta a szelén
maximalis biliaris exkrécids sebességét, mint 50 és 100 umol/kg BSP. Ennek
magyarazatara az V. részben térek ki.

Egy masik szokatlan dozis-hatas osszefliggést is megfigyeltiink a szelenit €s a
BSP egyiitthatasakor. Azt tapasztaltuk, hogy a BSP szelénkivalasztast fokozo
hatasanak mértéke a szelenit dozisatol is fiigg. Nevezetesen, minél nagyobb volt a
5 ill. 10 pumol/kg Na-szelenit injekcidja utan 50 pmol/kg BSP-t injektalva a
szelénkivalasztas a kontroll értékek 5-, 8-, 12- ill 18-szorosara nétt (6/6. abra). E

do6zis-hatas 6sszefiiggés magyarazatara is visszatérek az V. részben.

Osszefoglalva: a periédusos rendszerben az arzént kovetd elem, a szelén
szervezeten beliili sorsaban kisebb szerepe van a biliaris exkrécidnak, mint az arzén
¢és az alatta elhelyezked6 antimon esetében. Az Va oszlop metalloidjaihoz hasonldan
a szelén epével vald kivalasztdsdhoz is hepatikus GSH sziikséges. Az Va oszlopbeli

metalloidoktol eltéréen azonban a hepatobiliaris GSH-transzporter gatléi nem
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csokkentik — s6t a BSP szamottevéen fokozza — a szelén kivalasztasat. Mig a
szelenit GSH-val valo reakcidja eldsegiti, addig metilacidja hatraltatja a szelén

biliaris exkréciojat.

V. Miért fokozza a bromszulfalein a szelén epével valé kivalasztasat? (7.

kozlemény)

Mivel a szelén bioldgiailag igen fontos elem, az el6z6 fejezetben ismertetett véaratlan
megfigyelésinknek — miszerint a BSP jelentdsen fokozza a szelén bilidris
exkréciojat - kozvetve elméleti és gyakorlati jelentdsége is lehet. Egyrészt, a
jelenség tanulmanyozasa eldsegitheti a szelenit szervezetben vald sorsanak
pontosabb megismerését, valamint kozelebb vihet a szelén antitoxikus és
antikancerogén hatasanak a megértéséhez. A szelenitnek a szervezeten beliil ugyanis
kiilénb6z6 metabolitokka kell atalakulnia, hogy érvényesiilhessen élettani szerepe
(esszencialis elem: szelenocisztein—szelenoproteinek), valamint antikancerogén (pl.
az aflatoxin eredetii endémias majkarcinéma gyakorisagat csokkents), antitoxikus
(nehézfémekkel, ciszplatinnal szemben) ill. toxikus (tilzott bevitel) hatasa ( Ganther
1986, Ip et al 1991, Spallholz 1994, Lu et al 1995). Masrészt, a szelén biliaris
transzportjanak novelése a szervezetbdl valo eliminacié fokozasanak, tehat a szelén-
detoxikalasnak az egyik utja lehet, amit akut szelénintoxikacid kezelésében lehetne
kihasznalni (manapsag divatta valt szelént szedni, s kicsi a terdpias szélessége!).
Mindezek miatt tartottuk fontosnak a BSP szelénexkréciét fokozdé hatdsanak
elemzését, a hatasmechanizmus tisztazasat.

A szelenitnek vannak nulkeofil metabolitjai (7/9. abra), a BSP pedig elektrofil
vegyiilet, igy elképzelhetd, hogy konnyen reagalnak egymassal. A képzddott kozos
metabolit(ok) megtartva a BSP kolefilitasat, nagy sebességgel tiriilhetnek az epébe.
Ezaltal a BSP nemcsak a szelén bilidris exkrécidjat novelheti, hanem

megvaltoztathatja a szelén légutakon keresztiili 1ll. vizelettel vald eliminacidjat is.
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Célkitlizeés

Kisérleteinkkel arra kerestiink valaszt, hogy

2. A BSP-vel egyiitt adva, milyen formaban iiriil a szelén az epébe?

3. Reakcidba Iép-¢ a BSP a szelenit valamelyik metabolitjaval?

4. Van-e¢ szerepe a metilalt szelénmetabolitoknak a BSP szelénkivalasztast fokozé
hatasaban?

5. Befolyésolja-e a BSP a tiidén at, ill. a vizelettel kivalasztédo szelénmetabolitok

képz6dését (dimetilszelenid, trimetilszelendnium), ezaltal a szelén eliminacidjat?

Modszerek

Az allatkisérleteket az el6z6ekben ismertetettek szerint végeztik. A BSP nem
metabolizalédd analdgjait — a dibrémszulfaleint (DBSP), ill. a BSP-GSH-t — a
[7586]-nétriurn-szelenit (10 umol/kg iv) beadasa utan injektaltuk (50 umol/kg iv), s
azonnal elkezdtik az epegytjtést. Az epével trilt radioaktiv szelént gamma-
szamlaloval mértiik. Az epében a a BSP- ill. szelén-metabolitokat HPLC-vel
szétvalasztottuk, majd egymas utan kapcsolt abszorbancia (580 nm, BSP) ill.
radioaktivités (Se) detektorokkal detektaltuk. A talalt metabolitokat ismert
szelénmetabolitok BSP-vel képzett, in vitro szintetizalt konjugatumainak
kromatogramjaihoz hasonlitottuk azonositds céljabol. A volatilis dimetilszelenid
eliminacidja azon az elven mérhetd, hogy nagy koncentracidju salétromsav
szelektiven megkéti ezt a vegyiiletet (Bopp et al 1982). A tracheaba helyezett kanilt
sorba kapcsolt, 8M-os salétromsavat tartalmazé kémcsovekhez csatlakoztattunk,
amiken egy vizlégszivattyu buborékoltatta at a kilégzett levegdt, s a megkdtott
[°Se]-t gamma-szamlaloval detektaltuk. A vesén keresztiili szelénkivélasztas
meghatarozasahoz a folyamatos vizelettermelést mannitollal tartottuk fenn, s a
feltart és tel6dd holyag idonkénti kompresszidjaval az epével azonos id6kézokben
gyljtottik a vizeletet. A metilalt szelénmetabolitok képzddését a IV. részben leirt
PAD- ill. etionin-elokezeléssel gatoltuk.
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Eredmények és megbeszélés

«rer

A DBSP és a BSP-GSH a BSP nem elektrofil analégjai, és a BSP-hez hasonléan
kolefil vegyiiletek (7/1 . abra). Megallapitottuk, hogy sem a DBSP, sem pedig a
BSP-GSH nem befolyasoltak a szelén epébe vald kivalasztasat (7/2. abra). Ez
alapjan adodott a feltételezés, hogy az elektrofil BSP kozos metabolitot képez a
szelén nukleofil metabolitjaival s igy egyiitt tiriilnek az epébe. Valdban, BSP plusz
szelenit-injektalt allatok epéit a HPLC-vel sorba kapcsolt radioaktivitds és
abszorbancia detektorokkal analizalva, talaltunk olyan vegyiileteket (X és Y),
amiket mindkét detektor egyidejiileg jelzett (7/3. abra), azaz [7586]-—t 1s és a BSP-re

jellemz6 szerkezetet is tartalmaztak.

A BSP és a szelenit-metabolitok in vitro reakciotermékeinek kromatogrdfids
analizise

A szelenit metabolizmusa soran harom nukleofil vegylilet - glutation-
szelenoperszulfid (GS-Se-H), hidrogénszelenid (H-Se-H) és metilszelenol (CH;-Se-
H) — is keletkezik, amik reagalhatnak az elektrofil BSP-vel. A BSP ¢s a
metilszelenol in vitro reakcidja olyan terméket adott, ami kromatografidsan nem
kiilénithetd el az epében kimutatott, altalunk X-nek jelolt vegyiilettdl (7/4. abra).
Ezért feltételezziik, hogy az X vegyiilet a BSP és a metilszelenol reakcotermeéke.
Egy masik kisérletsorozatban a BSP-t ¢s a natrium-szelenitet kiilonb6z6 tiolok (pl.
GSH) jelenlétében in vitro reagaltattuk. Ekkor a tiol és a szelenit reakcidja
eredményeként a megfeleld szelenoperszulfid, valamint H-Se-H képzddik (1. a 7/9.
abrat), s ezek reagalhatnak a BSP-vel. A reakcidelegyben olyan vegyiilet(ek)
képz6dését mutattuk ki, amiknek a kromatografids tulajdonsagai megfeleltek az
epében altalunk Y-nak jelolt vegyiilet(ek)ének. Mivel az in vitro reakcioban az Y
vegylilet(ek) mindig képzddtek attdl fiiggetleniil, hogy melyik tiol (GSH, Cys-Gly,
Cys) volt a redukaldszer, valdszinii, hogy a keletkezett Y jelli BSP-Se kozos
metabolit nem tartalmaz tiol-maradvanyt és igy az Y a BSP ¢és a hidrogénszelenid

kozos vegytilete.
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A metildacié szerepe a BSP szelénkivalasztast fokozé hatasaban

A szelenit metilacidjat gatldé PAD ill. etionin elokezelés nem befolyasolta
szamottevéen a BSP hatasat a szelén bilidris exkrécidjara, azaz a szelén
osszkivalasztasa nem valtozott a metilacio gatlasakor (7/5. abra).

A PAD-dal vagy metioninnal elokezelt és BSP-vel és [°Se]-szelenittel
injektalt patkanyok epemintainak HPLC-analizise azonban jelentds vatozast
mutatott a BSP-Se k6z3s metabolitok aranyat illetéen az el6kezeletlen allatokéhoz
viszonyitva (7/6-7. abra). Mindkét metilacidgatld hatasara igen jelentSsen (90%)
megkisebbedett az X csucs, ami megfelel a BSP és a metilszelenol
reakciotermékének. PAD hatasara emellett megnétt az Y csucs, ami feltehetden a
BSP és a hidrogénszelenid reakcidjakor képzddott termék(ek) (7/6. abra). Etioninnal
gatolva a metilaciot az Y csucs mérete nem valtozott, de egy 1j csucs (E) jelent meg
mindkét detektor kromatogramjaban (7/7. dbra). Az etionin hatdsmechanizmusabdl
kovetkeztetve feltételezziik, hogy az E csucs a BSP és egy etilalt szelénmetabolit
(C,Hs-Se-H?) k6z0s termékének felel meg.

A BSP szelénkivalasztast fokozo hatasat a szelén metilacidjat gatld szerek nem
befolyasoltak (7/5. dbra). Ezt azzal magyarazhatjuk, hogy a szelenit metabolizmusa
soran képzddo, tobb fajta, a BSP-vel reagalni képes szelénmetabolit (GS-Se-H, H-
Se-H, CH;-Se-H) (7/9. abra) koziil csak a CH;3-Se-H képzodését gatolja a PAD vagy
az etionin, amivel egyuttal a CH;-Se-H prekurzora — a H-Se-H — felszaporodik. Igy
PAD vagy etionin hatasara a BSP szamara hozzaférheté szelénmetabolitok
egymashoz viszonyitott aranya, ezzel pedig az egyedi BSP-Se metabolitok (X és Y)
mennyisége valtozik csak meg, mikozben 0sszmennyiségiik (azaz a BSP-t is és Se-t

is tartalmazo6 metabolitok 6szessége) valtozatlan marad.

A BSP hatdsa a szelén tiidon és vesén dt valo eliminacidjara

Mikozben a BSP sokszorosara novelte a szelén biliaris exkrécidjat, szignifikansan
csOkkentette a szelén 1égutakon keresztiili kivalasztodasat. Ez érthetd, hiszen a BSP-
vel reagald nukleofil szelenitmetabolitok egyben a volatilis dimetilszelenid
prekurzorai. gy a BSP metabolikusan eliminalja a szelén egy részét, mielétt abbél a

légutakon keresztiil kivalasztodé dimetilszelenid képzddhetne.
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A vizelettel valo nem tul jelentés mértéki szelénkivalasztast nem befolyasolta
a BSP (7/8. abra). A dimetilszelenidbdl keletkez6 trimetilszelendénium ion a vesen
keresztiil iiriil, de csak tobb 6ra elteltével valik dominans metabolitta a vizeletben,
ahol emellett még mas, azonositatlan szelénmetabolitok is talalhatok (Ostadalova et
al 1982). Valoszinlileg ezzel magyarazhatd, hogy a BSP nem befolyasolta a szelén
kezdeti (0-100 perc) renalis exkréciojat.
injektalt patkanyban, mert a szelenit nukleofil metabolitjaival k6z6s metabolitokat
képez, amik kivalasztodnak az epével. A keletkezett, BSP-t is és szelént is
tartalmaz6 vegyiiletek sokkal kivalaszthatobbak az epével, mint a szelenit epében
megjelené metabolitja a szelenodiglutation, ezért nagyobb sebességgel iiriil a szelén
az epébe szelenit BSP-vel valo egylittadasakor, mint a szelenit dnmagéaban valo

adagolasat kovetden.

OSSZEFOGLALAS

Legfontosabb megfigyeléseinket roviden az alabbiakban foglalhatjuk Ossze:

1. A periddusos rendszer Va oszlopaba sorolt As és Sb nagy, a Bi mérsékelt, mig a

Vla oszlopba tartozé Se kis sebességgel valasztodik ki az epével.

2. Az As, az Sb és a Bi hepatobiliaris transzportja szorosan, a Se biliaris exkrécioja
pedig tobb szempontbol Osszefiigg a szervezet GSH-homeosztazisaval. Ezt a
kovetkeztetést az alabbi észrevételeinkre alapozzuk.

a. A majbeli GSH deplécidja az Va oszlop elemeinek kivalasztasat
gyakorlatilag megsziinteti, a Se kivalasztasat is jelentdsen csokkenti.

b. A hepatobiliaris GSH-transzporter gatléi (ICG, BSP) nemcsak a GSH-
kivalasztast, hanem az As, az Sb ¢s a Bi hepatobiliaris transzportjat is gatoljak. Ezen

transzporter blokkoléi viszont nem csokkentik a Se epével vald kivalasztasat.
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c. Az As, az Sb és a Bi dozisfliggben, igen jelentésen fokozzak a GSH
epével valo kivalasztasat, ezaltal csokkentik a may GSH-tartalmat.

d. Az As, az Sb és a Bi, valamint a GSH altaluk indukalt biliaris exkrécidja
idében parhuzamos lefutasu, mértékben pedig aranyos.

e. Kisérleti eredményeink kozvetve arra utalnak, hogy az As, az Sb és a Bi
a GSH-val kémiailag asszocialtan — instabil konjugatumot képezve — iiriilnek az
epével és ezaltal novelik a GSH biliaris exkréciojat.

f. Kromatografias bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a szelenit

szelenodiglutation formajaban transzportalodik az epébe.

3. Az Va oszlop elemei €s a szelén a szervezetben direkt kémiai kolcsonhatasba
1épnek, ezaltal:

a. az arzén és az antimon igen jelentésen fokozzak a szelénkivalasztast,

b. a szelén fokozza az arzén epével valo kivalasztasat annak kémiai

formajatol fuggd mértékben.

4. A BSP igen jelentésen noveli a szelén bilidris exkrécigjat, mert elektrofil
sajatsaga révén kozos metabolitot képez a szelenit nukleofil metabolitjaival, a

képzodott BSP-szelén metabolitok pedig gyorsan liriilnek az epével.

Megfigyeléseink jelentdséget a kovetkezbkben ldtom:

1. Allatkisérleteink hozzajarultak ahhoz, hogy megismerjiik az As, Sb, Bi és Se
az As, Sb, Bi és Se biliaris elimindciojanak sebességét elsédlegesen a maj GSH
kinalata hatarozza meg, valdszinilleg azért, mert ezek az elemek csak GSH-val
kapcsolt formaban {iriilhetnek az epével. Az As, Sb és Bi bilidris exkrécidja
masodsorban fiigg egy BSP-vel ill ICG-vel gatolhatd transzporter (epekanalikularis

GSH-transzporter?) aktivitasatol is.

34



2. Megallapitottuk, hogy az Va oszlop elemei GSH-felhasznalas révén csokkentik a
m4j GSH-tartalmat. Mivel interferalhatnak a maj GSH-homeosztazisaval, hatasukra
sériilhet az oxidativ kdrosodasok, valamint a toxikus ill. karcinogén xenobiotikumok
elleni GSH-fiiggd védelem a szervezetben. E kovetkezményekkel szamolni kell pl.
az arzénnek, az antimonnak és a bizmutnak gyogyszerként hasznalatos vegyiiletel

alkalmazasakor, ill. nagy arzéntartalmu ivovizzel ellatott teriileteken.

3. Kimutattuk, hogy az Va oszlop elemei jelent6sen beavatkoznak a szelén
szervezeten beliili sorsaba. Ezaltal csokkenthetik az endogén szelénkészletet, és az
esszencialis szelén elérhetdségét a kulcsfontossagi szelenoproteinek (pl. glutation
peroxidaz, tioredoxin reduktdz, jodotironin dejodinaz) szintéziséhez. Ezért felmeriil
a lehetdség, hogy a tartdés As- vagy Sb-tartalmu gyoégyszeres kezelés
(tripanoszomidazis ill. leishmaniazis) soran fellépd mellékhatasok egy részének a

terapia kovetkeztében kialakult szelénhiany lehet a hatterében.

4. Kisérleteinkben egy szerves elektrofil vegyiiletrdl, a BSP-r6l kimutattuk, hogy az
exogén szelenit szervezetben képzodott nukleofil metabolitjaival kovalens reakcioba
1ép. Eddig is ismert volt a szelén védd hatasa egyes szervetlen elektrofil
vegyiiletekkel szemben, mint a toxikus nehézfémek (Cd, Hg), a daganatgatld
fémkomplex ciszplatin, vagy a periédusos rendszer Va oszlopaba tartozd arzén és
antimon. Mivel szamos karcinogén ill. toxikus vegyiilet elektrofil vagy elektrofil
metabolitot képez, felmeriil a kérdés, hogy a szelenit antikarcinogén hatasaban
szerepet jatszhat-e — a BSP és szelén kolcsonhatasaval analég moédon — a nukleofil
szelenitmetabolitok és az elektrofil karcinogének kozotti reakcid. E kérdés

megvalaszolasat célzo kisérleteink folyamatban vannak.

5. Megfigyeléseink — miszerint a periddusos rendszer Va oszlopéaba tartozé elemek
valamint a BSP igen jelent6sen fokozzak a szelén bilidris exkrécidjat és a
szervezetbdl vald eliminacidjat — hozzasegithetnek a szelénintoxikacid racionalis
kezelésében alkalmazhaté antidotum kifejlesztéséhez. Ennek fontossagat

alatimasztja az a tapasztalat, hogy napjainkban az egyre elterjedtebb
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taplalékkiegészitok szedésébdl eredd véletlen (gyartasi hiba), vagy a dozis helytelen
ismeretébdl adodd kronikus, de akar akut szelénintoxikacioval is taldlkozhat a

gyakorlo orvos.
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