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Roviditések jegyzéke
AhR= aryl hydrocarbon receptor, aromas szénhidrogén receptor
ANOV A= analysis of variance, varianciaanalizis
BCA-= bicinchoninic acid, bicinkoninsav
BSA= Bovine serum albumin
CCM = corn-cob mix
CGF = corn gluten feed
CYP= citokrom P450
EROD-= etoxirezorufin-O-dealkilaz
FAD= flavin-adenin-dinukleotid
FMO= flavin-containing monooxygenase, flavin-monooxigenaz
MRNS= messenger ribonukleinsav
NADP*= nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
rpm= revolution per minute, percenkénti fordulatszam
SEM= standard error of mean, standard hiba
TMR-= total mixed ration
U= unit, egység
2,3,7,8- TCDD= 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioxin



Bevezetés

A szajon at felvett xenobiotikumok nagy része (azaz gyodgyszerek, peszticidek,
karcinogének, élelmiszer-szennyez0 anyagok, beleértve a novényi vagy az allati eredetli
toxinokat is) enzimreakciokon megy keresztiil, melyeknek egyik kézponti jelentéséggel bird
eleme a citokrom P450 (CYP) enzimrendszer. Szamos allatfaj esetében, nem csak a majban,
hanem a vékonybél nyéalkahartyajaban is igazoltak a CYP enzimek jelenlétét. Kérddzokben
eddig benddfalbol mRNS szinten mutattak ki egyes CYP alcsaladokat, mig mas kérédzo
eredetli extrahepatikus szovetek CYP aktivitdsaval kapcsolatban szakirodalom egyaltalan
nem all rendelkezésiinkre (Zhao et al., 2017). A kérddzok benddjében a szajon at felvett
toxikus anyagokbol a mikrobialis fermentacio révén szamos metabolit képzddhet, amelyek
anyagcseréjében feltételezetten fontos szerepe lehet a bendoéfalban fellelheté CYP
enzimeknek, mint elsddleges metabolikus barriereknek. Ebbdl kovetkezik, hogy a
bendéfalban, valamint a majban és a vékonybélben zajlo xenobiotikum-biotranszformacio
Osszehasonlitdo elemzése is kiemelten kulcsfontossagi az esetleges takarmany-gyogyszer
vagy gyogyszer-gyogyszer interakciok feltdrasdhoz, igy a maradékanyagoktol mentes,
biztonsagos ¢lelmiszer eldallitasahoz, azonban e témakdrben igen kevés irodalmi adat all

rendelkezésre (1. abra).

1. abra: A kérddzdk extrahepatikus méregtelenitd folyamatairdl kevés irodalmi adat dll rendelkezésiinkre. (forras:
http://hubertus.hu/hu)
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Irodalmi attekintés

A szervezet méregtelenito folyamatai

Xenobiotikumoknak nevezziik az olyan testidegen anyagokat, amelyek nem
szolgalnak energiaforrasként vagy a szervezet szdmara értékes molekulak prekurzoraiként.
Az allatok szervezete foként a kiilonféle kornyezetszennyezd vegyszerekbdl, novényvédo
szerekbdl és gyogyszerekbdl szarmazo xenobiotikumok felvételének van kitéve, azonban e
csoportba sorolhatjuk a novények és a gombdk masodlagos anyagcseretermékeit is. A
szervezet ezek semlegesitésére kifinomult méregtelenité enzimrendszerekkel rendelkezik,
melyek aktivitasanak koszonhetden a felvett xenobiotikumokat kdnnyebben eliminalhato
hidrofil vegytiletekké alakitja at. A xenobiotikumok biotranszformaciodja a testidegen, foleg
lipofil anyagok atalakitasanak folyamatéat foglalja magaban. Ezek a vegyiiletek kdnnyen
felszivodnak a gyomor-bélrendszerbdl, a sokrétli enzimatikus reakciok soran hidrofil
anyagokka alakulnak, igy konnyen kivalasztodnak a vizelettel vagy az epével (Kulcsar et al.,
2016).
enzimrendszere azaltal, hogy a szerkezetileg valtozatos testidegen anyagok atalakitasdnak
elsé fazisat katalizaljak, és az igy keletkezett metabolit konjugacidé utan iiriilni tud a
szervezetbdl (Ioannides, 1996). Bar a CYP miukodésének eredetileg deaktivald hatast
tulajdonitottak, amely lehetdvé teszi a lipofil vegyiiletek kivalasztasat, ma mar nyilvanvalo,
hogy képes akar az artalmatlan anyagokat reaktiv vegyiiletekké is alakitani
(Sivapathasundaram et al, 2001). Szamos kutatds bizonyitotta, hogy ezen enzimek
indukalasa és gatlasa endogén és exogén faktorok altal egyarant lehetséges. (Fink-Gremmels
and Van Miert, 1996; Kliever et al., 1999).

A CYP enzimrendszer miikodése

A biotranszformacid két f6 1épésbdl allo folyamatanak elsé fazisdban nagyrészt
oxidacio, ritkabban redukcié vagy hidrolizis jatszodik le. A tobbségében enzimatikus tton
zajlo els6 fazis legfontosabb enzimjei a monooxigenazok (ide tartoznak a CYP enzimek is),
azonban kisebb mértékben az epoxid-hidrolaz, észteraz, alkohol- és aldehid-dehidrogenaz,
valamint flavin-monooxidaz enzimek is szerepet jatszanak e reakciokban (Kulcsar et al.,
2016; Parkinson and Ogilive, 2008). A CYP enzimek katalizdljadk a xenobiotikumok
hidroxilezését, epoxidaciojat, valamint N-, S- és O-demetilezését, lehetdvé téve a
biotranszforméacido masodik fazisdnak megvalosulasat (Schneider and Clark, 2013). Az

elébbiek koziil a leggyakoribb reakcidtipus a hidroxilezés, mely soran a CYP enzimek
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molekularis oxigént épitenek be a lipofil molekuldkba. Az ehhez sziikséges elektront a
NADPH+H"* koenzim szolgaltja, a redukciot a FAD- és FMN-tartalmi NADPH'H"
citokrom P450-reduktaz katalizalja (Kulcsar et al., 2016)
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2. abra: A xenobiotikum-biotranszformacio sematikus dbrazolasa. A CYP enzimek az elsd fazisban téltenek

Elso fazis

Xenobiotikum N
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be jelentds szerepet. Aktivitasuknak kdszonhetben az apoldros xenobiotikum metabolit képes lesz
konjugadlodni, majd hidrofil anyagként az epével vagy a vizelettel iiriilni.

Forras: https://link.springer.com

A biotranszformacido masodik f6 fazisdban az elsd fazisban keletkezett intermedier
anyagok konjugalddnak, ezaltal vizoldhaté formaban képesek {iriilni a szervezetbdl (2.
abra). A konjugacié gliikuronidacid, metilacio, acetilacid, aminosavas és glutationos
konjugacid, és foszforilacié révén is bekdvetkezhet (Parkinson and Ogilvie, 2008).

A CYP-ek hem-tartalmi monooxigenazok, amelyek részt vesznek a xenobiotikumok
agyban, a mellékvesékben ¢és mas szervekben is expresszalodnak, sejtszinten az
endoplazmatikus retikulum membranjdhoz kototten (in. mikroszoma frakcioban) talalhatok
meg (Trepanier, 2006; Kurucz et al., 2018).

Az CYP szupercsalad tagjainak elnevezése tilnyomorészt az alabbi modon torténik:
a CYP enzimeket kodolo géneket és magukat az enzimeket CYP mozaikszoval jeldljiik,
amelyet a géncsalddot jelzd szam kovet, a szubsztrat-specificitds alapjan elkiilonitett
alcsaladot pedig nagybetiivel jel6ljiik, majd a név végén tiintetjiik fel az egyedi gén szamat
(Nelson et. al., 1993; Kulcsar et al., 2016). Jelenleg 14 csaladot kiilonboztetiink meg, de


https://link.springer.com/

ezekbdl a testidegen anyagok CYP enzimek altal medialt metabolizmuséanak kb. 95%-4ért
altalanosan csupan 6t CYP enzim (CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6 ¢és 3A4) felelds, a fennmarado
izoenzimek vesznek részt az endogén szteroidszintézisben és a zsirsav-oxidacidoban
(Williams et al., 2004).

A szajon at felvett xenobiotikumok biotranszformacidja mar a bélcsatorna proximalis
szakaszaiban, példaul a duodenumban megkezdddik. A majban, mint a legjelentésebb
méregtelenitd szervben, €s a duodenum kefeszegély sejtjeiben megtalalhato CYP enzimek

egyiittesen végzik a méregtelenitd folyamatok donté hanyadat (Kurucz et al., 2018).

CYP enzimek vizsgalata kérodzokben

Az eml6sok majaban taldlhato CYP enzimek, amelyek részt vesznek a
xenobiotikumok biotranszformaciojaban, a CYP1, CYP2, CYP3, és CYP4 csaladok kozé
tartoznak (Lewis, 2001). Ahogyan azt tobb tanulmany is kiemelte, a CYP enzimaktivitasok
fajspecifikus kiilonbségei kapcsolatban allhatnak a kiilonb6zd allatfajok mérgezd anyagok
¢és karcinogének iranti eltéré érzékenységével (Boobis et al. 1990; Lewis et al. 1998). Az
egyes CYP enzimek katalitikus szelektivitdsanak 6sszehasonlitdsat mar szdmos ragcsalo és
majomfaj, valamint kutya €s ember esetében is publikaltak, valamint a sertés majaban
talalhato fobb CYP enzimek is jellemzésre kertiltek (Weaver et al. 1994; Guengerich 1997;
Shimada et al. 1997 Anzenbacher et al., 1998).
informacio all rendelkezéslinkre. Abban a néhany tanulmanyban, amelyben a haziallatok
ezen enzimjeivel foglalkoztak, csak részben hataroztdk meg az egyes allatfajok szoveteinek
kiilonb6zé CYP izoenzimekre vonatkozo dsszetételét, nem folytak szisztematikus kutatasok
az haziallatok CYP enzimrendszerének feltérképezésére. A haziallatok hepatikus CYP
profiljanak megismerése eldsegitené a fajok kozotti lehetséges méregtelenité folyamatokban
allatfajok kozott fellelhetd kiilonbségek megértését, és az igy kapott adatok eldsegithetik
egyes allatgyogyaszati készitmények engedélyének tobb allatfajra torténd kiterjesztését is.
Tovabba, a CYP enzimek miikodésének vizsgéalata segitheti a fogyasztohoz eljutd ehetd
szovetekben és tejben segitené a gyogyszerek és mdas kontaminalé maradékanyagok
jelenlétével kapcsolatos kockazat becslését, amelynek hianya jelenleg komoly aggodalomra
adhat okot (Sivapathasundaram et al., 2001).

Ballent (2016) és munkatarsai juhban és szarvasmarhéban vizsgaltdk a monepantel
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végezték. Kutatdsuk soran az anthelmintikum lebontasédban szerepet jatszo CYP ¢és flavin-
monooxigenaz (FMO) rendszer szerepének vizsgalatan tal, in vitro kisérlet keretében
kitértek a monepantel és f0, aktiv metabolitjanak (monepantel-szulfon) bendéfolyadékbeli
stabilitdsara, tovabba a bendéfolyadék és a benddtartalom szilard fazisa kozotti relativ
eloszldsanak tanulmanyozasara is. A kisérlet e része a monepantel-szulfon 0nallo
hatéanyagként vald haszndlatdnak lehetdségére iranyult. Eredményeik szerint juh és
szarvasmarha esetében is a szulfon-monepantel volt a legnagyobb mennyiségben képzddott
metabolit, miutan inkubaltdk a mikroszoma frakcioba meért monepantelt. Fajok kozotti
kiilonbségeket észleltek a monepantel S-oxidacidjaban: magasabb monepantel-szulfon
termelési aranyt figyeltek meg a juh majmikroszomaiban a szarvasmarhakhoz képest. A
FMO ¢és CYP enzimrendszerekrdl egyarant bebizonyosodott, hogy részt vesznek a
monepantel-szulfon termel6désében juhok majszoveteiben. Szarvasmarhaban a monepantel
lebontasaban nem jatszik kozponti szerepet az FMO enzimrendszer, szinte teljes mértékében
a CYP enzimek alakitjdk a4t monepantel-szulfonnd. A monepantel és f6 metabolitja is
metabolikusan stabilak voltak juh és szarvasmarha benddéfolyadékban vizsgélva, tovabba
mindkét faj benddtartalmanak szilard fazisaban is fellelhet6k voltak (Ballent et al., 2016).

Olasz kutatok vizsgaltak hushasznu szarvasmarhak 8 és 18-24 honapos egyedeinek
fazisait. A CYP2C és CYP3A4 enzimek, valamint a konjugécids Iépésekben részt vevo
enzimek aktivitasa is némileg magasabb volt az id6sebb korosztalyban (Virkel et al., 2009).
Kawalek és el Said kisérlete, mely a majban zajlé a xenobiotikum-biotranszformacio elsé és
masodik fazisdban szerepet jatszd enzimek aktivitdsanak vizsgalatara iranyult, hasonlo
eredményekkel zéarult. Az amerikai kutatok tejpotld tapszeren felnevelt 35 napos és
hagyomanyos étrenden tartott 85 napos borjak enzimaktivitdsdt hasonlitottdk 0Ossze.
Eredményeik szerint a fiatalabb, tejpotld tapszeren felnevelt, még nem kérddzd borjak
szignfikdnsan alacsonyabb xenobiotikum metabolizacidos képességgel rendelkeztek
(Kawalek and el Said 1994). Mindezek alapjan valdszintisithetd, hogy a takarmany jellege
és az életkor is képes az enterdlis biotranszformacids rendszert jelentdsen befolyasolni.
Tovabba, az allatgydgyaszati készitmények, a peszticidek, a kdrnyezetszennyezd anyagok,
a mikotoxinok, a ndvényi metabolitok vagy az egyes ndvényi 0sszetevok mind képesek a
bél méregtelenitd folyamatokért felelds enzimrendszerét (Sergent et al., 2008; Le Marchand
etal., 1997).



Human és dllati eredetii CYP enzimek osszehasonlitdasa

A xenobiotikum-biotranszformaci6 minél teljesebb korti feltérképezésének
fontossaga az élelmiszerlanc-biztonsag mellett, a human gyodgyaszat szamara is kiemelkedo.
Az tjonnan felfedezett vegyiileteket és hatdanyagokat preklinikai fazisban allati modelleken
tesztelik, annak érdekében, hogy az 1j gyogyszerjeloltek metabolikus tulajdonsagait
emberekre is kivetitsék. Kisérleti allatként ragesalok mellett, sertést, kutyat és kiillonbozo
majomfajokat alkalmaznak (3. abra).

A CYPIA alcsalad tagjai (CYP1A1 és CYP1A2) a fent emlitett fajok kozott
kifejezett azonossagot mutatnak, s6t mindegyik faj esetében 80% feletti az emberi analdgia
(Mugford and Caddaris, 1998). Mindkét enzim tanulméanyozésa széleskorlien zajlik a
policiklikus szénhidrogének és az aril-aminok kornyezeti karcinogének metabolizmusaban
betoltott szerepiik miatt (Dipple 1983; Sugimura and Sato, 1983). A CYPIAI minden
allatfaj majaban nagyon kis mértékben fejezddik ki, azonban extrahepatikus szovetekben
expresszidja fajonként valtozo. Altalanossagban kijelentheté, hogy a CYP1A a vizsgalt
allatfajokban indukéalhato, de egyes induktorok— mint példaul az omeprazol — hatasara a
génexpresszid szabalyozasaban kiilonb6z6 fajok kozott jelentds eltérések észlelhetok
(Martignoni et al., 2006). A CYP1A2 emberben részt vesz szamos endogén szubsztrat,
példaul a melatonin €s az Gsztrogének metabolizacidjaban, a prokarcinogének, mint a
heterociklikus aminok, aril-aminok és az aflatoxin B1 aktivaciojaban. Szamos klinikailag
hasznalt gydgyszert, beleértve a propanololt, a teofillint, a klozapint és az olanzapint is a
CYPI1A2 metabolizélja. A szamos étel, ital és gyogyszer 0sszetevo koffein metabolizmusat
szinte teljes egészében a CYP1A2 végzi (Djordjevic et al., 2007).

A CYP1B1 tobbek kozott a sziv, az agy, a placenta, a tiid6, a maj, a vese és a prosztata
fiziologias szoveteiben expresszalodik, de aktivitasa sokkal nagyobb daganatsejtekben, mint
az azt koriilvevd normal szovetekben (Sutter et al., 1994; McFayden et al., 1999; Murray et
al., 1997). Ennek fényében a CYP1B1 indukcio fontos tényez6 a hormon-medialt daganatos
betegségek kockazatainak meghatarozasaban. Ezen feliil a CYP1B1 részt vesz néhany olyan
klinikailag relevans daganatellenes szer metabolizmusdban, amelyet gyogykezelésként
hasznalnak a hormonmedialt daganatos megbetegedések ellen. A CYPIB1 emberben
miikddése soran Osztrogének metabolizmusat is katalizalja, ennek kovetkeztében aktiv 4-
hidroxilezett derivatumok keletkezhetnek, melyek mellrdkot okozhatnak (Martignoni et al.,
2007). Patkanyban a CYPIB1 enzimek a mdjban és tiidében mRNS szinten biztosan

expresszalodnak (Harrigan et al., 2006). Egérben a CYP1B1 aktivitasa szamos szovetben



kimutathat6 - beleértve a herét, a vesét, a vazizmokat, a tiid6t, a 1épet, az agyat és a szivet-,
de a majban nem (Kaminsky and Zhang, 2003; Choudhary et al., 2003).

A CYP2A emberben ¢és ragcsaloban hepatikus és extrahepatikus szovetekben is
epresszalodik. Ebbe az alcsaladba tartozo enzimek fajonként eltérd szubsztrat-specificitassal
rendelkeznek, példaul ragcsalokban részt vesznek a szteroid-hidroxilacioban, mig emberben
ez nem valosul meg (Guengerich, 1997; Honkakoski and Negishi, 1997). Kutya esetében
katalizalja a kumarin 7-hidroxilacidjat, emberi szervezetben hatdsara az aflatoxin Bl
karcinogén metabolitokka alakul (He et al., 2006).

A CYP2B-t valamennyi faj majaban mar kimutattak. Nem volt megtalalhat6 azonban
az emberi vékonybélben, viszont patkany és egér bélcsatorndjaban nagymértékben
expresszalodott (Czerwinski et al., 1994). Emberben a forgalmazott gyogyszerek
negyedének metabolizacidjaban részt vesz, beleértve a ketamint, a ciklofoszfamidot és a
propofolt is (Sridar et al., 2002; Court et al., 2001). A patkdnyok duodenum
nyalkahartyajanak CYP2B1 aktivitdsa hasonléan magas, mint a majukban. A CYP2B
izoformai megtaldlhatok a kiilonb6z6 fajok gyogyszer felszivodassal, eloszlassal,
metabolizmussal €és eliminacidval kapcsolatos tanulmanyaiban. Ebbe az alcsaladba tartozé
enzimek eltérd szubsztrat-specifitasokkal rendelkeznek. Erdekes, hogy a CYP2B nemi
dimorfizmusat leirtak emberben, patkanyban és egérben, de majom és kutya esetében ez nem
keriilt megallapitasra (Martignoni, 2006).

A CYP2C a legnagyobb és legbonyolultabb alcsalad az ember, a patkdny és az egér
esetében is. A CYP2C aktivitasa ragcsalo és nem ragcsald fajok méjaban megbizhatoan
kimutathatd. Expresszioja az extrahepatikus szovetekben viszont jelentdsen fiigg az adott
izoenzim tipusatdl és az allat ivaratdl felndtt patkanyok esetében. Az emberi és allati
izoenzimek szubsztrat-specificitdsa nagyban kiilonbozik (Martignoni, 2006). Emberben a
CYP2C8 f6leg a majban expresszalodik, de mRNS szinten kimutattdk a vesében, a
mellékvesében, az agyban, a méhben, a tejmirigyekben, a petefészekben és a duodenumban
is (Klose et al., 1999). A CYP2CS8 részt vesz a retinol és a retinsav, az arachidonsav,
benzo(a)pirén, valamint a daganatellenes gyogyszerként alkalmazott paklitaxel
metabolizmuséban is (Rahman et al., 1994). A CYP2C9 mRNS szinten kimutathaté a
majban, a vesében, a herében, a mellékvesében, a prosztatidban, a petefészekben és a
duodenumban (Klose et al., 1999). Ez az izoenzim szamos klinikailag fontos gyogyszert
metabolizal, ideértve a diabétesz kezelésére hasznalt tolbutamidot, a gércsoldo fentoint, az
antikonvulzans varfarin S-enantiomerét és szamos gyulladascsokkentd szert, példaul az

ibuprofent, a diklofenakot, a piroxicamot, a tenoxicamot, a mefenamimsavat, a
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vérnyomascsokkentd losartant, az antidiabetikus glipizidet, és a diuretikumként hasznalt
torazemidet is (Goldstein and De Morais, 1994; McCrea et al.,1999; Kidd et al., 1999). A
CYP2C emberben indukalhato6 rifampicinnel, dexametazonnal és fenobarbitallal is, de ezek
pontos mechanizmusat eddig nem sikeriilt tisztazni (Martignoni, 2006).

A legtobb allatfajban xenobiotikum metabolizmust tekintve a CYP3A alcsalad
rendelkezik a legnagyobb jelentdséggel. Kiilonb6zd fajokban més-mas CYP3A izoenzim
expresszalodik, melyek szubsztrat-specifikussaga is kiilonbozo, igy kérdésessé teszi a
xenobiotikumok metabolizmusanak az allatokrdl emberre térténé extrapolaciojat. A CYP3A
ragesalo és nem ragesalo kisérleti allatokban is indukalhato rifampicinnel, pregnenolonnal
¢s dexametazonnal. E hatdsok fajfliggd génexpresszid szabdlyozasat eredményezik
(Martignoni, 2006).

Csalad Alcsalad Ember Egér Patkany Kutya Majom
CYP1 A 1A1, 1A2 1A1, 1A2 1A1, 1A2 1A1, 1A2 1A1, 1A2
B 1B1 1B1 1B1 1B1 1B1
CYP2 A 2A6, 2AT, 2A4, 2A5, 2A12, 2A22 2A1, 2A2, 2A3 2A13, 2A25 2A23,
2A13 2A24
2B6, 2B7 2B9, 2B10 2B1, 2B2, 2B3 2B11 2B17
2C8, 2C9, 2C29, 2C37, 2C38, 2C39, 2C40, 2C6, 2C7*,2C11*, 2C21, 2CA1 2C20, 2C43
2C18, 2C19 2C44, 2C50, 2C54, 2C55 2612%,2C13%,
2C22, 2C23
D 206, 2D7, 2D9, 2D10, 2D11, 2D12, 2D13,  2D1, 2D2, 2D3, 2D15 2D17%, 2D19¢%,
2D8 2D22, 2D26, 2D34, 2D40 2D4, 2D5, 2D18 2D29¢%, 2D30¢
E 2E1 2E1 2E1 2E1 2E1
CYP3 A 3A4, 3A5, 3A11, 3A13. 3A16, 3A25, 3A41, 3A1/3A23, 3A2*, 3A12, 3A26 3A8
3A7, 3A43  3A44 3A9*, 3A18*, 3A62

" Nemi kiilénbség
! Fajta specifikus

3. abra: A f6 xenobiotikum metabolizalo CYP enzimcsaladok emberben, patkanyban, egérben, kutydban és
majomfélékben.

Forras: Martignoni et al., 2014

Az elmult 25 évben szamos részletes kisérlet iranyult a legfontosabb xenobiotikum
metabolizal6é enzimek, azaz a CYP enzimrendszer jellemzésére (Mugford and Kedderis,
1998). Szamos tanulmany felvazolta e szupercsalad molekularis biologidjat, sor keriilt az
enzimek alcsaladba sorolasara, amelyek mindegyike (kiilondsen az 1-4. csaladba tartozo
tagok) mas-mas xenobiotikumokat képes kotni, rdadasul a kutatok azonositottdk az egyes
izoenzimek szubsztrat-specificitasanak sajatossagait is (Mugford and Kedderis, 1998;
Sivapathasundaram et al., 2003). A koézelmultban néhdny olyan tanulmany keriilt
publikdlasra, melyekben haszonallatok mdjat hasznaltdk modellként a szubsztratok
metabolizmusanak specifikus enzimatikus utvonalanak vizsgalatara (Dacasto et al., 2005;
Machala et al., 1996; Nebbia et al., 2003; Sivapathasundaram et al., 2001; Szotdkova et al.,

2004). Ismert, hogy szamos nem farmakogenetikus tényez6, mint az életkor, a nem, a faj, az
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allat egészségi allapota vagy a kornyezeti szennyezd anyagoknak vald Kkitettség,
befolyasolhatja a maj CYP expressziojat emberben, valamint laboratoriumi és héaziallatok
esetében is (Guengerich, 2002; Nebbia et al., 2001).

Sajnalatos moédon a laboratoriumi allatfajok gyakran nem szolgalnak optimalis
modellként a kedvtelésbol tartott és gazdasagi haszonallatok szdmara, mivel allatorvosi
résztvevo enzimek aktivitasaban, igy az extrapolacié nem mindig lehetséges (Nebbia et al.,
2000). Megoldast a célallatfajokon végzett in vivo kisérletek jelenthetik, am az
allatkisérleteket mind etikai, mind gazdasagi okokbol korlatozni kell. In vitro rendszerek
kifejlesztése ¢és jovahagydsa, mint példaul sejtszuszpenziok, precizidsan vagott
szovetszeletek, primer sejttenyészetek vagy a transzgenikus sejtvonalak hasznélata,
valosziniileg igéretes megkozelitést kinalnanak a vizsgalatokhoz haziallatok esetében is
(Coldham et al., 1998; Sauer et al., 1999; Kuilman et al., 2000; Horbach et al., 1997).

A human egészségiigyben elérkezett az idd, amikor a CYP enzimrendszer jelent6sége talivel
az akadémiai laboratoriumokon ¢és nemcsak a klinikai farmakologusok, hanem az
egészségligyl szakemberek és a gyogyszergyartassal foglalkozo piaci szerepldk is eldtérbe
helyezik vizsgalatukat (Greener, 2000). A kovetkez6 években a CYP enzimrendszer
sz¢€leskorti genetikai sziirése varhato, igy segitve azon betegek azonositasat, akik
gyogyszertoxicitast vagy nemkivanatos gyodgyszer-interakciokat mutathatnak. Ez a szlirés
lehetové teheti szamunkra a terapids hatékonysag optimalizalasat (Wolf and Smith, 1999),

ami a human egészségiigy mellett az allatgyogyaszatban is jo irany lehet.
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Célkituzés
enzimek muikodésérél kérédzokben eddig viszonylag kevés irodalmi adat allt
rendelkezésiinkre, kiilonds tekintettel az extrahepatikus szovetekben fellelhetd izoenzimek
aktivitasanak vizsgalatdra vonatkozdan. Bendéfalban kordbban mar mRNS szinten
kimutattak CYP enzimeket, de aktivitasukat eddig még nem sikeriilt igazolni.

Munkank soran célul tiiztiik ki, hogy vizsgalatokat végziink a szarvasmarha majaban
¢s bélcsatorndjaban taldlhatd CYP enzimek aktivitdsdra vonatkozoan, valamint, hogy
Osszehasonlitjuk az egyes izoenzimek aktivitasat a kiilonbozd altalunk tanulmanyozott
szovetekben. A benddfalban, valamint a majban és a vékonybélben zajléo xenobiotikum-
biotranszformacio 0Osszehasonlitd elemzése — alaptudomanyi jelentésége mellett —
kulcsfontossagu informéciokat hordozhat az esetleges takarmany-gyogyszer vagy
gyogyszer-gyogyszer interakciok feltarasahoz, igy a maradékanyagoktol mentes,
biztonsagos élelmiszer eléallitasahoz.

Jelen munkank soran két kilonbozé CYP izoenzim, a CYPIA2 és CYP2C9,
aktivitasat kivantuk vizsgalni hustermelésre tartott szarvasmarhak majaban, valamint bend6-
¢s vékonybél-nyalkahartydjukban. E célbol mintat vettiink vagohidon levagott
szarvasmarhdk fent emlitett szoveteibél, majd a mintdk feldolgozasat kdvetden

luminometrias modszerrel mértik a CYP1A2 és CYP2C9 enzimek aktivitasat.
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Anyag és modszer

Kiserleti dllatok

A mintdink alapjaul szolgalé Angus szarvasmarha 22 — ebbdl 16 iisz6 és 6 bika —
egyede koziil a legfiatalabb 14, mig a legidésebb 17 honapos volt. A Hubertus Agraripari
Bt. altal tenyésztett allatok a feldolgozas utan a cég sajat prémium hustermékeiként, Terra
Pannonia markajelzéssel keriiltek értékesitésre. Ezeket az allatokat levagasuk el6tt intenziv
tartastechnologiai és takarmanyozasi koriilmények kozott tartjak. A borjakat féléves korban
levalasztjak a legelon tartott tehenekrdl és két ciklusban (starter és befejez6 TMR [total
mixed ration]) megkezdddik az intenziv takarmanyozasuk, mely a fejadagokat tekintve az 1.

tablazatban leirtaknak megfeleléen alakul.

Csoport | Takarmanyok | Fejadag (kg) || Csoport | Takarmanyok | Fejadag (kg)
Flszenazs 2,50 Flszenazs 2,00
Rozs szenazs 8,50 Rozs szenazs 7,50
CCm! 4,00 . .| CCM! 4,00
Befejezé | Arpa 2,50 Befejezd | 41 2,00
hizobika |Répaszelet 3,00 hizdiisz6 | Répaszelet 3,00
CORNGOLD? 1,50 CORNGOLD? 1,00
melasz 1,50 melasz 1,00
premix 0,20 premix 0,20
Fliszenazs 3,00 Flszenazs 2,00
Rozs szenazs 7,50 Rozs szenazs 8,50
CcCcm! 3,00 (’ZCM1 2,50
Starter | Arpa 2.00 Starter | Arpa 2,00
hizobika |Répaszelet 300 || hizgiisgs | REPaszelet 3,00
melasz 1,00 melas_z 1,00
premix 0,20 premix 0,20

1. tabldzat: Az allattok fejadagjai. A starter fejadagokat a valasztdst kévetd fél évben kapjak, majd a hizlalds
végsd szakaszaban a befejezd TMR-t (total mixed ration-t) fogyasztjdk.
1CCM = corn-cob mix, kukoricaszem-csutka keverék; *CORNGOLD vagy CGF = corn gluten feed,

keményitdipari melléktermék.

A fent emlitett takarmanyozasi paraméterek mellett a starter TMR-t fogyasztd
hizébikak atlagos napi sulygyarapodasa 1,5 kg, mig a befejezd hizobikdk esetében ez 0,81
kg volt. A starter keverékkel etetett iisz0k 1,2 kg-ot, a befejezd fazisban 0,7 kg-ot
gyarapodtak naponta.
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Mintavetel

A kisérletiinkhoz sziikséges mintavétel a Hubertus Agraripari Bt. altal tenyésztett
Angus hushasznu szarvasmarhakbol tortént a Mikofami Kft. zalaszentivani vagohidjan (4.
abra). A mintakat a duodenumbol, a bendé dorsalis sacculusdbol és a maj lobus caudatus
processus caudatusabol vettik ollo, targylemez és anatomiai csipesz segitségével. A
duodenum- és bendémintakat a bélfeldolgozo egységben gyijottiik. A bélfal felnyitasa elott
a béltartalmat a kivagando szakaszrol nyomassal eltavolitottuk, majd fizioldgias sdoldatban
tortén0 mosas utan egy targylemez segitségével lekapartuk a bélnyalkahartyat. Bendd
esetében a felnyitdst és a fiziologids sooldatban torténd mosast kovetden a
benddnyalkahartya kis darabjait vagtuk ki. A méjmintat a konvejor (szallitopalya) altal
szallitott szervbdl vettiik. Minden mintat elére beszamozott Eppendorf csévekbe helyeztiink,
majd szarazjégen tartottuk az Elettani és Biokémiai Tanszékre torténd érkezésiinkig. A

mintakat feldolgozasig mélyfagyasztoban, -80°C homérsékleten taroltuk.

=
X

4. abra: A mintdkat a zalaszentivani vagohidon gytijtottiik.

(Forras: sajat felvétel)
A mintak laboratoriumi feldolgozdsa

A mintak homogenizalasa
A kisérlethez felhasznalt valamennyi vegyszert a Sigma-Aldrichtél (Darmstadt,

Németorszag) szereztiik be, kivéve, ahol a gyarto kiilon feltiintetésre kertilt.
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A -80°C-on tarolt mintakat jégen felengedtiik, ezutan EDTA ¢és szacharo6z tartalma,
enyhén lugos (pH=7,4), glicerinnel ¢és proteaz inhibitorral (Halt Proteas Inhibitor
Cocktail, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) kiegészitett 5 ml 50Mm
koncentracioju  foszfatpufferben, Potter-Elvehjem-féle homogenizator segitségével
homogenizaltuk. A CYP enzimek héérzékenysége miatt a homogenizalas, illetve a teljes
feldolgozasi folyamat soran jégen dolgoztunk. A homogenizatumot 600 g-vel, 1 percig, 4°C-
on centrifugaltuk. Az igy keletkezett feliiluszokbol 1,9 ml-t Eppendorf csévekbe
pipettaztunk, majd ezt szintén centrifugaltuk 9000 g erével, 30 percig, 4°C-on. A feliiluszot
1,5 ml-es Eppendorf csévekbe (10 db/minta, 100 ul/Eppendorf cs6) mértiik szét. A fent leirt

eljarast nevezziik tobblépcsds differencialo centrifugalasnak, ily modon izolaltuk a

posztmitokondrialis feliilaszot (un. S9 frakciot).

Az osszfehérje-koncentracio meghatarozasa

Az enzimaktivitdsok mérésének standardizaldsa végett meghataroztuk a
bicinkoninsav) mddszerrel.

A fehérjemérést a Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Waltham,
USA) segitségével a gyarto utasitasai szerint végeztiik. A metddus elsé 1épése a fehérjék és
Cu?* jonok kozotti kolcsonhatds, melynek soran a Cu?" ionok redukalodnak. Az igy
keletkezett Cu™ ionok a reagensben talalhatd bicinkoninsavval lila szinli komplexet
képeznek, ezaltal az oldat abszorbancidja spektrofotométerrel mérheto lesz.

A mérés alapjaul szolgaldé ottagu standard sort BSA (bovine serum albumin)
felhasznalasaval készitettiik el. Ezutan a reagens elkészitése kovetkezett. A kétkomponensii
reagens egyike (,,A”) natrium-karbonéatbol, natrium-bikarbonatbol, bicinkoninsavbol,
natrium-tartaratbol és natrium-hidroxidbol allt, mig a mésik komponens (,,B”’) 4%-os réz-
szulfat oldatot tartalmazott. A felhasznalasra kész ,,A” és ,,B” reagenseket 50:1 ardnyban
elegyitettiik. Ezt kovetden bemértiik a standard sort és a mintakat a microplate-re (25 pl/lyuk
mennyiségben), majd a reagensbdl 200 pl-t pipettaztunk a lyukakba, és a lemezt fél percig
raztuk. Ezutan alufdlidba csomagolva 30 percen keresztiil inkubaltuk termosztatban, 37°C
hémérsékleten. Az abszorbancia értékek mérését Multiskan GO 3.2 leolvasé segitségével

végeztiikk 562 nm hulldmhosszon.
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A hemoglobin-koncentracié meghatarozasa

A majmintdk hemoglobintartalmanak meghatarozasat ammoniareagens segitségével
96 lyukt lemezen végeztiik. Az ammoniaoldat hatasara keletkezett oxihemoglobin voros
szinének abszorbancidja spektrofotométerrel mérhetd. A méréshez lyukanként 20 pl
hemoglobinbdl készitett standard oldatot vagy higitott mintdt mértiink a microplate-re. A
reagens elkészitéséhez 2 ml 25%-0s ammoniaoldatot desztillalt vizzel 500 ml-re higitottuk,
majd ebbdl tobbesatornas pipettaval minden lyukhoz 180 ul-t adtunk. Bemérés utan a lemezt
féel percig raztuk, majd alufolidba csomagolva 5 percen keresztil inkubaltuk
szobahOmérsékleten. A mérést Multiskan GO 3.2 leolvas6 késziilékkel 540 nm

hullamhosszon végeztiik.

A CYP enzimek aktivitisanak mérése
Kutatasunk soran kettd, a xenobiotikum-biotranszformacioban jelentds szereppel
biro CYP enzim aktivitasat hataroztuk meg. A CYP1A2 és a CYP2C9 enzimeket vizsgaltuk
a majban, valamint bend6- €s a duodenum nyélkahartydban egyarant. Az enzimek mérése
luminometrids CYP Glo kitek segitségével tortént. A majmintak esetében a hemoglobin-
koncentracioval csokkentett Osszfehérje-koncentracidéra, mig a bélmintdk esetében az
Osszfehérje-koncentraciora standardizaltuk az eredményeket. A modszer elvi alapja, hogy
luciferinhez kotott szubsztratot adunk a mintakhoz, amelybdl a szubsztrat lehasitasaval a
CYP enzimek szabad luciferint hoznak Iétre, melyet luminométer segitségével tudunk
detektalni.
Az mérésekhez felhasznalt oldatok és pufferek Osszetétele:
e Foszfatpuffer torzsoldat:
o 13,94 g K:HPOg4
o 2,72 9 KH2POq4
o desztillalt vizzel kiegésziteni 90 ml-re
o pH beallitasa 7-re
e Foszfat puffer:
O 4 ml foszfat puffer térzsoldat
o 6 ml desztillalt viz
e 2X NADPH Regeneration System
,A” oldat:
o 55,06 mg NADP* 1 ml desztillalt vizben
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o 51,51 mg gliik6z-6-foszfat 1 ml desztillalt
vizben

o 18.85 mg MgCl2 1 ml desztillalt vizben

o a fent emlitett 3 oldatot 06sszeontottiik,

kevertiik

,,B” oldat:
o 40 U/ml gliikk6z-6-foszfat-dehidrogendz 5 mM
natrium-citrat pufferben (pH=5,5)
o 20U gliikéz-6-fosztat-dehidrogenaz 0,5 ml
natrium-citrat pufferben

A CYP1A2 mérését P450-Glo™ Assay Kit-tel (Promega, Madison, USA), specialis
fehér lemezeken végeztiikk. A mikroszomakat felolvasztast kovetden jégen taroltuk, majd
400 mM koncentracidju foszfatpufferben higitottuk. A standardokhoz sziikséges kontroll
oldatot — melyek Gsszefehérje-koncentracioja megegyezett az adott szovetmintahoz tartozo
S9 frakcid koncentracidjaval — desztillalt vizben oldott BSA biztositotta. A CYP1AZ2 enzim
méréséhez hasznalt szubsztrat 15 ul Luciferin-1A2-t és 688 ul foszfatpuffert tartalmazott. A
luciferin standard sor elkészitéséhez egy torzsoldatot készitettiink, ez 5 mg Beetle Luciferin
kalium sot és 7,85 ml desztillalt vizet tartalmazott, majd ezen oldat felhasznalasaval
lyukanként 12,5 pl Luciferin standard mell¢ 6,25 pl kontrollt vagy 12,5 ul desztillalt viz
mellé 6,25 ul posztmitokondrialis feliilluszot mértiink be. Ezutan 6,25 ul szubsztratot adtunk
minden lyukhoz és 10 percen keresztiil szobahémérsékleten inkubaltuk, majd 25 ul NADPH
Regeneration System hozzaadasat kovetden szintén 10 perces inkubacio kovetkezett. Ezutan
minden lyukhoz 50 pl, Reconstitution Buffer-rel és D-ciszteinnel kiegészitett Reconstituted
Luciferin Detection Reagent-et adtunk. Az inkubacios id6 leteltével a luminometrias
méréseket Victor X2 Multilabel Plate Reader késziilékkel végeztiik.

A CYP2C9 enzim mérését P450-Glo™ CYP2C9 Assay Kit szintén a gyarto

utasitasai szerint végeztiik, a CYP1A12 enzim esetében ismertetett protokollhoz hasonldan.

Statisztika

A kapott mérési eredmények kiértékelését az R 2.14.0 statisztikai szoftver

segitségével végeztiik. Az atlagok kozti kiilonbségek elemzéséhez ANOVA tesztet, a
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kiilonboz6 csoportok dsszehasonlitasahoz Dunett post-hoc tesztet hasznaltunk. Szignifikans
kiilonbséget allapitottunk meg, amennyiben P<0,05. Minden eredményt atlag + standard

hiba alakban fejeztiink Ki.
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Eredmények

A CYP1A2 és CYP2C9 enzimek aktivitdsanak mérését luminometridas CYP Glo
kitek segitségével végeztiik. Kutatdocsoportunk sikeresen adaptéalta a mérési metodikat a
kérddzo eredetii mintdk CYP aktivitdsinak meghatarozasara. Az aldbbiakban részletesen
ismertetésre keriilé eredmények a hepatikus, valamint a bendében és a duodenumban mért
CYP enzimek aktivitdsat mutatjak. Minden m4;j eredetii minta feldolgozasat elvégeztiik, a
bendd és a duodenum szovetekbdl 5-5 minta kertilt teljes feldolgozasra. A benddmintakban
mért CYP enzimaktivitas relevansnak mondhatdo, a duodenumbol vett mintak CYP-
enzimaktivitdsa a kimutathatosagi szint felett van, de mértéke, féleg a CYP2C9 izoenzim

esetében elhanyagolhato.

CYPIA2 és CYP2C9 aktivitasanak vizsgalata szarvasmarha mdjban

A mij] CYPIA2 és CYP2C9 aktivitdsa szarvasmarhdban jol mérhetdnek bizonyult az
alkalmazott mérési modszer segitségével. A kapott eredmények alapjan a hepatikus
CYPI1A2 aktivitasa szignifikansan (P<0,001), koézel 100-szor nagyobb, mint a CYP2C9

aktivitasa (5. abra).
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5. abra: A szarvasmarha majmintakban mért CYPIA2 és CYP2C9 enzimaktivitasok.
*#xP<0,001, atlag + SEM
CYP1A2 és CYP2C9O aktivitasanak vizsgdlata szarvasmarha bendo-
nydlkahdrtyaban
A benddfalban CYP1A2 aktivitasa a majhoz képest szignifikansan (P<0,001)
alacsonyabb volt, de jol mérhetdnek bizonyult. A bendében mért CYP2C9 aktivitasa —a
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majhoz hasonldan — szignifikansan (P<0,05) alacsonyabb a CYP1A2 izoenzimhez képest (6.

abra).
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6. abra: A bendoben mért CYP1A2 és CYP2C9 enzimaktivitasok dsszehasonlito vizsgalata.
*P<0,05, atlag + SEM

CYPI1A2 és CYP2CY9 aktivitasanak vizsgdlata szarvasmarha duodenum-
nydalkahartyaban

A duodenum-nyalkahartyabol kimutatott CYP1A2 enzimaktivitasa bar numerikusan
nagyobb volt, mint CYP2C9 esetében, de a rendkiviil alacsony értékek miatt jelentkezé nagy
szoOras miatt ez a kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak (7. abra). Annak ellenére, hogy

duodenumbdl is kimutathatok voltak a vizsgalt enzimek, aktivitdsuk mértéke — foleg a

CYP2C9 esetében — elhanyagolhato.

Duodenum

0.15

0.1

Enzimaktivitas (pmol/mg/min)

0,05

—

CYP1A2 CYP2C9

7. abra: A duodenumban mért CYP1A2 és CYP2C9 enzimaktivitasok dsszehasonlito vizsgélata.
Atlag + SEM
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Megbeszélés

Az élelmiszertermeld haszonallatok még csekély mértékben ismert maj- és bélbeli
biotranszformacids tevékenységének vizsgalata a téma alapkutatdsi és Osszehasonlitd
biokémiai jelent6sége mellett gyakorlati szempontbol is kimagasléoan fontos adatokkal
szolgalhat. Ezen éallatfajok (pl. szarvasmarha, sertés, baromfi) CYP enzimrendszere
expresszidjanak és szabalyozasanak tanulmanyozasa még kevéssé kiforrott, 6sszehasonlitva
az emberen €s a laboratoriumi allatokon végzett hasonlod kutatdsokkal. Ezek az allatfajok
gyakran ki vannak téve a gydgyszerek, a peszticidek €s az egyéb szennyezd anyagok karos
hatasainak, amelyek nem csak onmagara az allatra, de kozvetve — az ehetd szovetekben
felhalmozodott maradékanyagok révén — az emberre is veszélyesek lehetnek. Egyes
tanulmanyok szerint a CYP enzimek expresszidjanak vizsgalata élelmiszertermel6 fajokban
kifejezetten nagy jelentdséggel bir, mivel ily modon amellett, hogy lehetdségiink adodna
egyes farmakotoxikoldgiai adatokat egyik fajrol a masikra extrapolalni, értékelni tudnank a
tiltott gyogyszerekkel (pl. P-agonista, anabolikus szteroidok) kezelt 4llati eredetii
¢lelmiszerek fogyasztdi kockéazatdt vagy a szennyezdanyagoknak valo kitettségiiket
(Dacasto et al., 2005).

Jelen munkank sordn CYP1A2 és CYP2C9 izoenzimek aktivitasat vizsgaltuk
szarvasmarha majaban, valamint bend6- és duodenum-nyalkahartyajaban. Kutatocsoportunk
tovabbi 6sszehasonlitd vizsgalatokat is végezett damszarvas eredetli mintakbol, ugyanezen
szovetekben a fent emlitett izoenzimek vizsgalatara vonatkozdan (még nem publikalt, jelen
dolgozat targyat nem képez6 eredmények). Mar 2005-ben Grasso és munkatarsai CYP2C9-
MRNS-t mutattak ki szarvasmarhak majaban és veséjében, mely 6sszhangban van Pegolo és
munkatéarsainak kisérletével, amely sordan 2010-ben szarvasmarhdk maj mikroszémajaban
CYP2C9-like aktivitast mutattak ki (Grasso et al, 2005; Pegolo et al., 2010). Eredményeink
szerint a szarvasmarha hepatikus CYP1A2 izoenzim aktivitdsa szignifikansan, kozel 100-
szor nagyobbnak bizonyult a CYP2C9 izoenzimnél tapasztalt eredményhez képest. A
szarvasmarha- és a damszarvasmintak eredményeit Gsszehasonlitva a hepatikus CYP1A2
enzim aktivitasa szignifikansan, tobb mint kétszer nagyobbnak bizonyult szarvasmarhaban,
mint damszarvasban. A CYP1A2 izoenzim féként a majban expresszalodik — melyet a jelen
kutatds eredményei is alatdmasztanak—, részt vesz a koffein és a heterociklusos aminok
metabolizdcdjdban, emellett katalizdlja az uroporfirinogén ¢és a 17B-0sztradiol
metabolizmusat is (Ioannides, 2006; Brosen, 1995). A CYP1A alcsalad mRNS szinti

indukcidja a szarvasmarhak kiilonboz6 szoveteiben foként a xenobiotikumok citoszolban
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talalhat6 aromas szénhidrogén receptorokhoz (AhR) valé kotodése révén jon 1étre. Az AhR
ligandok szerkezetilkben hasonléak lehetnek a herbicidként ismert 2,3,7,8-
tetraklorodibenzo-r-dioxinhoz (2,3,7,8-TCDD), amely a CYP1A alcsalad egyik kozismert
induktora (Darwish et al., 2010).

A bendéfal CYP1A2 aktivitasa a majhoz képest szignifikdnsan alacsonyabb, de jol
mérhetd volt szarvasmarhaban, mig az dsszehasonlitd vizsgalatok soran damszarvasban a
jelentdsen kisebbnek bizonyult szarvasmarhdhoz képest. A szarvasmarha bendémintakbol
mért CYP2C9 aktivitdsa — a majhoz hasonléan — alacsonyabbnak volt mérhetd CYP1A2
izoenzimhez képest. Ezzel munkacsoportunk a nemzetk6zi szakirodalmat tekintve is,
el6szor mutatta ki valamely CYP enzim aktivitasat szarvasmarha bendé6falban, azaz igazolta
a bendényalkahartya aktiv szerepét a xenobiotikumok biotranszformacios folyamataiban.

A duodenum-nyalkahartyabol kimutatott CYPIA2 enzimaktivitasa ugyancsak
nagyobb volt, mint CYP2C9 esetében. Annak ellenére, hogy duodenumbol is mérhetdk
voltak a vizsgalt enzimek, aktivitasuk mértéke — foleg a CYP2C9 esetében — elhanyagolhato,
mig damvad esetében a CYP1A2 aktivitds mértéke a kimutathatdosag hatara alatt maradt.
Virkel és munkatarsai fluorometrias modszerrel, SDS-akrilamid gél elektroforézissel és
Western Blot modszerrel is vizsgaltak a szarvasmarha eredetii duodenalis nyéalkahartydban
kimutatni e bélszakaszban a CYP1A alcsalad aktivitasat. Ezen alcsalad tagjai szerkezetileg
stabil, gerincesekben konstitutivan expresszalddé enzimek. E tanulmanyon kiviil korabbi in
vitro kutatasok is igazoljak, hogy szarvasmarha maj mikroszomakban talalt fehérjék
keresztreagalnak nyul, illetve patkdny CYP1A enzimek ellen termelt antitestekkel, tovabba
azt is, hogy a 7-etoxi- vagy 7-metoxirezorufin O-dealkilacidjanak mértéke szoros
Osszefiggést mutat a CYPIA alcsalad expresszidjaval (Virkel et al., 2009;
Sivapathasundaram et al., 2001; Nebbia et al., 2003). A 7-etoxirezorufin O-deetilacioja
szignifikdnsan magasabb mértékiinek bizonyult szarvasmarhamintdkban, mint mas
¢lelmiszer-termel6 allatok és patkany esetében (Nebbia et al., 2003; loannides, 2006). Virkel
¢s munkatarsainak tanulmanyaban a mérhetd CYP1A-medialt etoxirezorufin-O- dealkilaz
(EROD) aktivitas hianya 6sszhangban volt a duodenum nyalkahartyajaban talalhato CYP1A
immunreagald fehérje hianyaval. Birkner és munkatarsai altal végzett tanulmany szerint
nagyon alacsony EROD aktivitds mérhetd szarvasmarha vastagbél eredetli epitelidlis
sejttenyészeten (Birkner et al., 2003). Osszességében ezek az eredmények azt jelezhetik,
hogy ez az alcsalad konstitutivan gyengén expresszalodik szarvasmarhak bélrendszerének

kiilonboz6é szakaszaiban, ugyanakkor az is valészinisithetd, hogy az altaluk fogyasztott
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takarmany CYPIA induktorokban szegény vagy azoktol mentes, mely tényezOk szintén
magyarazatul szolgalhatnak ezen izoenzimek alacsony aktivitdsara. Bizonyos természetes
karotinoidok, példaul a lutein, amelyek kukoricaalapt étrendben megtalalhatok, kozismert,
hogy emberekben csokkentik CYP1A2 expresszidjat. (Le Marchand et al., 1997). Az
altalunk elvégzett kisérlet eredményei korrelalnak a szakirodalomban talalhaté adatokkal.

Haszonallatok esetében a xenobiotikumok biotranszformacidjanak ideje
¢lelmiszerhigiéniai szempontbodl is jelentds kovetkezményeket vonhat maga utin. A
nagyobb enzimaktivitas gyorsabb metabolizaciot eredményez, mig a kisebb vagy gatolt
aktivitassal rendelkezd enzimek szubsztratjai felhalmozodhatnak a szervezetben, igy az -
allategészségiigyi hatasok mellett- megnovelhetik az €lelmezés-egészségligyl varakozasi
1d6t. Az egyes xenobiotikumok anyagcseréjét tekintve végezhetiink kérddzon beliili,
kiilonb6z6 emldsfajok kozotti (sertésfelek-kérddzok) illetve madar-emlds Gsszehasonlitd
vizsgalatokat is.

A tanszék Biokémiai Osztalydnak korabbi kutatdsai kiterjedtek tobbek kozott
vaddiszno €s hazi sertés maj- és duodenummintak CYP1A2 és CYP2C9 enzimaktivitasanak
meghatarozasara is (Kurucz et al., 2019). E kutatds eredményeit Osszevetve a jelen
tanulmannyal, azt tapasztalhatjuk, hogy a vaddisznéhoz ¢s hazi sertéshez képest a
szarvasmarha hepatikus CYP1A2 aktivitdsa magasabb, hdzi sertéshez viszonyitva kozel
hatszoros értéket mutat, de vaddiszndval 6sszehasonlitva a kiilonbség mar sokkal kisebb. A
hazi sertés hepatikus CYP2C9 aktivitdsa tobb mint 100-szor, a vaddisznoban tobb mint 40-
szer nagyobb, mint szarvasmarha esetében. A CYPIA2 nem csak fajok kozott
Osszehasonlitva mutatott magasabb aktivitdst, hanem a fentickben mar emlitetten a
szarvasmarha mintdk koziil is ez rendelkezett nagyobb aktivitassal, igy arra
kovetkeztethetlink, hogy CYP1A2 kiemelt jelentdséggel bir a szarvasmarha detoxifikalo
folyamataiban, mig a CYP2C9 nem tolt be kifejezett kzponti szerepet.

Vizsgalataink sordn tehat a nemzetk6zi szakirodalmat tekintve is elsdként
allapitottuk meg, hogy a benddfal CYP aktivitassal rendelkezik, s a benddfalon kiviil a
majban és a vékonybélben zajlo xenobiotikum-biotranszformacié dsszehasonlito elemzésére
is sor keriilt. A nyert eredmények alaptudomanyi jelentségiik mellett, igen fontos
informéciokat szolgaltathatnak az esetleges takarmany-gyogyszer vagy gyogyszer-
gyogyszer kdlcsonhatdsok megismeréséhez, igy a maradékanyagoktol mentes, biztonsagos

¢élelmiszer eloallitasahoz.
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Osszefoglalas

A xenobiotikumok lebontasdban meghatarozé szerepti citokrom P450 (CYP)
enzimek mikodésérél kérddzokben eddig viszonylag kevés irodalmi adat allt
rendelkezésiinkre, kiilonds tekintettel az extrahepatikus szovetekre. Korabban mar szamos
allatfaj esetében nem csak majban, hanem a vékonybél nyélkahartyajaban is igazoltdk ezen
enzimek jelenlétét, azonban kérédzok benddéfalabol eddig csak egyes CYP alcsaladok
kertiltek kimutatasra mMRNS szinten. A szajon at felvett xenobiotikumokbol a bendében zajlo
mikrobidlis fermentaci6 révén kiilonféle metabolitok keletkezhetnek, melyek
anyagcseréjében a CYP enzimeknek, mint elsddleges metabolikus barriernek, fontos szerepe
lehet. Kutatasaink soran szarvasmarha eredetli hepatikus €s extrahepatikus szévetekben
vizsgaltuk a CYP1A2 és CYP2C9 izoenzimek aktivitasat.

A mintdkat Aberdeen Angus hushasznli  szarvasmarhdkbol szarmazo
benddpapillakbol, a duodenum nyalkahartyajabol, tovabba a maj processus caudatusabol
vettiilk (n=22), a Mikofami Kft. zalaszentivani vagohidjan. A foszfatpufferben torténd
homogenizalast kovetden, kétlépcsds centrifugéldssal izolaltuk a posztmiktokondridlis
feliilasz6t (an. S9 frakciot), melybdl a CYPIA2 ¢és CYP2C9 enzimek aktivitdsat
luminometrids médszerrel, CYP-Glo Kitek segitségével hataroztuk meg. Az eredmények
standardizalasahoz sziikséges 0sszfehérje-koncentracido mérését BCA modszerrel végeztiik,
a majmintak hemoglobintartalmat ammoniareagens segitségével hataroztuk meg. A majban
mért enzimaktivitdsokat a hemoglobinnal csokkentett 0sszfehérje-koncentracidra, mig a
bendd- és bélnyalkahartya CYP aktivitdsat az Gsszfehérje-koncentraciora vonatkoztatva
standardizéltuk.

Eredményeink szerint a maj, duodenum- és bendényalkahartya CYP1A1 és CYP2C9
aktivitdsa az alkalmazott luminomentrids modszer segitségével jol meghatarozhato.
Mindharom altalunk vizsgalt szovetben a CYP1A2 aktivitdsa szignifikdnsan nagyobb volt,
mint a CYP2C9 esetében. Az eltérés a mdjmintdkbol mért enzimaktivitdsoknal a
legkifejezettebb, ott ugyanis kozel 100-szoros kiilonbséget tapasztaltunk. A duodenumbol
¢és a bend6bdl mért enzimaktivitasok jelentdsen alacsonyabbnak bizonyultak a majbol kapott
eredményekhez képest, azonban a detektalhatd szint felett voltak, igy fontos adatokhoz
jutottunk e szovetek vizsgalatdval is. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a
CYP1A2 izoenzim jelentds szerepet tolthet be a szarvasmarha detoxifikald folyamataiban,
mig a CYP2C9 izoenzimnek nem tulajdonithatunk kozponti szerepet a xenobiotikumok

lebontasaban. Mindamellett, hogy értékes eredményekhez jutottunk a szarvasmarhak
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méregtelenité  folyamatainak  vizsgédlatdira  vonatkozodan,  kijelenthetjik, hogy
kutatocsoportunk a mérési eljarast sikeresen adaptalta kérddz6 eredeti mintdk CYP

enzimaktivitasanak kimutatisara.
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Summary

Concerning the function of cytochrome P450 (CYP) enzymes in ruminants, limited
data were available until now, especially regarding the extrahepatic tissues. Previously, the
presence of these enzymes has been demonstrated in several animal species, not only in the
liver, but also in the small intestines. So far, just a few CYP subfamilies were detected from
rumen wall at mRNA level. Various metabolites can be produced by the ruminal microbial
fermentation from orally ingested xenobiotics, and CYP enzymes, as a primary metabolic
barrier, may have an important role in their metabolism. Hence, we investigated the activity
of CYP1A2 and CYP2C9 isoenzymes in bovine hepatic and extrahepatic tissues.

Samples were gained from ruminal papillae, duodenal mucosa and processus
caudatus of the liver from Aberdeen Angus beef cattle (n = 22) at the slaughterhouse of
Mikofami Kft. in Zalaszentivan. The post-mitochondrial supernatant containing CYP
enzymes was isolated after homogenization of tissue samples in phosphate buffer by a multi-
step differential centrifugation. Specific activities of CYP1A2 and CYP2C9 enzymes were
assessed by luminometric P450-Glo assays. BCA Assay Kit was applied to measure the total
protein concentration of the samples in order to standardize the results. The amount of
hemoglobin in the liver samples was determined with ammonia reagent. The enzyme
activities measured in the liver were standardized to the total protein concentration excluding
haemoglobin, whereas the CYP activity of the mucosal membrane of the rumen and
intestines was standardized to the total protein concentration.

According to our results, activities of CYP1A2 and CYP2C9 were well detectable by
the luminometric method. CYP1A2 activity was significantly higher than the activity of
CYP2C9 in all three examined tissues. The difference between the activity of the
investigated isoenzymes was the most remarkable in the case of liver samples, with nearly
100 times higher activity of CYP1A2 compared to that of CYP2C9. However, the activities
of both examined isoenzymes were considerably lower in extrahepatic tissues compared to
liver samples, but they were above the detection level, thus important data were gained by
investigating these tissues as well. Our results suggest that the CYP1A2 isoenzyme may play
an important role in the process of detoxification in cattle. meanwhile the CYP2C9
isoenzyme is suggested to play no central role in these processes. Valuable results have been
obtained about the detection of detoxifying processes in cattle, hence we can state that our
research group has successfully adapted the measurement procedure to detect CYP enzyme

activity in ruminant samples.
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HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI1 JOGI NYILATKOZAT*

Nev({\\r}(\u»/L,,
Elérhetdség (e-mail cim):..... Aot b8 ;
A feltoltendé mii cime:... 7\ .. nn T
Aml'imegjelenésiadatai:..Bndane.s‘t.,.ZO,l.Q...H...

Az atadott fajlok szama: .. 1db ...,

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerzo, illetve a szerz6i jogok tulajdonosa nem kizarélagos
jogot biztosit a HuVetA szamara, hogy archivélja (a tartalom megvaltoztatasa nélkil, a
megdrzés és a hozzaférhetéség biztositasanak érdekében) és masolasvédett PDF formara
konvertalja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztratorai szamara
hozzaférheté) masolatot taroljon az On altal atadott dokumentumbdl kizardlag biztonsagi,
visszaallitasi és megorzési célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On mive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozéan. Kijelenti tovabba, hogy a mi
eredeti és legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mas szerzéi jogat. Amennyiben a mu
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzoi jog tulajdonosatol arra, hogy engedélyezhesse a jelen
megallapodasban szerepl6 jogokat, és a harmadik személy altal birtokolt anyagrész mellett
egyértelmuen fel van tiintetve az eredeti szerzé neve a mivon belal.

A szerzéi jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatarozza meg (egyetlen, a
megfelelé négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt muvek korlatlanul hozzaférhetévé valjanak
?Q a vilaghalon,

az Allatorvostudomanyi Egyetem belsé halozatara (IP cimeire) korlatozza a feltsltott
dokumentum(ok) eléréseét,

a Konyvtarban talalhatd, dedikalt elérést biztosito szamitogépre korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltoltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzaféréssel),
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Kérjik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrél is:

Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasasat a
konyvtarban.

Amennyiben a felt6ltés alapjat olyan mii képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a miire
vonatkozéan.

A HuVetA lizemeltetd1 a szerzo, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek iranyaban

nem véllalnak semmilyen felel6sséget annak jogi orvoslasara, ha valamely felhasznalé a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal térvénysérté modon visszaélne.

Budapest, 2019 év . A/ ... ho 2Qnap

@,x@;j IR,

alairas
szerz6/a szerzdi jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar A'llatorlros-tudonuinyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomaényi Egyetem Hutyra Ferenc Konyviar, Levéltar és Muzeum altal nuikodretett
egyetemi ¢és szakteriileti online adanar, melynek célja, hogy a magyar allatorvos-tudomany és
-torténet dokumentumait, tudasvagyondt elektronikus formaban ésszegyiijise, rendszerezze,
megdrizze, kereshetdévé és hozzaférhetove tegye, szolgaltassa, a hatalyos jogi szabdlyozdsok
figyelembe vérelével.

A HuVetd a korszerii informatikai lehetdségek felhasznalasaval biztositja a konnyii, (internetes
kereségépekkel is miikodo) kereshetdséget és lehetdség szerint a teljes szoveg azonnali elérését.
Célja ezek révén

- amagyar dllatorvos-tudomany hazai és nemzetkozi ismeriségének novelése:

- amagyar dllatorvosok publikacioira t6rténd hivatkozasok szamdanak, és ezen
keresztiil a hazai allatorvosi folydiratok impakt faktoranak novelése;

- az Allatorvostudomanyi  Egyetem  és  az egyiittmikods  partnerek
tudasvagyonanak koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
dllatorvos-tudomany tekintélyénck és versenyképességének novelése:

- aszakmai kapesolatok és egytittmiikidés eldsegitése,

- amyilt hozzaférés iamogatdsa.
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Nyilatkozat a TDK ¢és a diplomamunka azonossagarol
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nyilatkozom, hogy diplomamunkam,
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tartalmi és formai szempontbdl teljes mértékben megegyezik az azonos cimi, a /2 %/('x

évi TDK konferencian szerepelt dolgozatommal.

Budapest, 2014 11 2O
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CALOGH DARIEL

a hallgatd neve és alairdsa
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