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tényezők ........................................................................................................................... 10 

2.3.1. Fiziológiás változások ....................................................................................... 10 

2.3.2. Kóros változások ............................................................................................... 11 

2.3.2.1. Intrahepatikus betegségek........................................................................... 12 

2.3.2.2. Kolesztázis .................................................................................................. 12 

2.3.2.3. Portoszisztémás vaszkuláris rendellenességek ........................................... 13 

2.3.2.4. Az epesavak változásainak egyéb okai ....................................................... 14 

2.4. Az epesavak terápiás vonatkozásai........................................................................... 14 

2.5. Az epesavak vizsgálatai módszerei .......................................................................... 15 
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Rövidítések jegyzéke 

 

 

12-MKC  12-monoketokólsav (12-monoketocholic acid) 

7α-HSDH  7α-dehidrogenáz 

APSS   Szerzett portoszisztémás sönt (Acquired portosystemic shunt) 

ASBT Apikális epesótranszporter (Apical sodium-dependent bile acid 

transporter) 

ATT   Ammónia tolerancia teszt 

BSEP   Epesó exportpumpa (Bile salt export pump) 

CA   Kólsav (Cholic acid) 

CCK   Kolecisztokinin (Cholecystokinin) 

CDCA   Kenodezoxikólsav (Chenodeoxycholic acid) 

CPSS   Veleszületett portoszisztémás sönt (Congenital portosystemic shunt) 

DCA   Dezoxikólsav (Deoxycholic acid) 

DCA   Glikokólsav (glycocholic acid) 

ES   Epesav 

ESI   Elektrospray ionizáció (Electrospray ionization) 

FXR   Farnezoid X receptor 

GC   Gázkromatográfia (Gas chromatography) 

GCDCA  Glikokenodezoxikólsav (Glycochenoxycholic acid) 

GDCA   Glikodezoxikólsav (glycodeoxycholic acid) 

GLCA   Glikolitokólsav (glycolithocholic acid) 

GUDCA  Glikourzodezoxikólsav (Glycoursodeoxycholic acid) 

HCA   Hiokólsav (Hyocholic acid) 

HDCA   Hiodezoxikólsav (Hyodeoxycholic acid) 

IBABP   Ileális epesavkötő fehérje (Ileal bile acid-binding protein) 

ISTD   Belső standard (Internal standard) 

LC   Folyadékkromatográfia (Liquid Chromatography) 

LC-MS Folyadékkromatográfiához kapcsolt tömegspektrometria (Liquid 

Chromatography Tandem Mass Spectrometry) 

LCA   Litokólsav (Lithocholic acid) 

LOD   Alsó kimutatási határ (Lowest level of detection) 

LOQ   Felső kimutatási határ (Lowest level of quantitation) 
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MCA   Murikólsav (Muricholic acid) 

MMC   Migrációs motoros komplex (Migrating motor complex) 

MRM   Többszörös reakció monitoring (Multiple reaction monitoring) 

MS   Tömegspektrometria (Mass Spectrometry) 

NMR Mágneses magrezonancia spektroszkópia (Nuclear magnetic 

resonance) 

norUDCA  Norurzodezoxikólsav (Norursodeoxycholic acid) 

NTCP  Nátrium-taurokolát kotranszportáló polipeptid (Sodium taurocholate 

co-transporting polypeptide) 

OATP Szerves anion-transzportáló polipeptidek (Organic anion transporting 

polypeptide) 

OCA   Obetikólsav (Obeticholic acid) 

OSTα/β   Szerves oldott anyag transzporter (Organic solute transporter) 

p   Szignifikancia szintje a kétmintás T-próbánál 

PP   Táplálékfelvétel után (postprandialis) 

PSS   Portoszisztémás sönt (Portosystemic shunt) 

QC   Quality control 

r   Pearson-féle korrelációs együttható 

SBA   Szérum epesav (Serum bile acid) 

SPE   Szilárd fázisú extrakció (Solid phase extraction) 

STD   Standard 

TBA   Összepesav (Total bile acid) 

TCA   Taurokólsav (Taurocholic acid) 

TCDCA  Taurokenodezoxikólsav (Taurochenodeoxycholic acid) 

TDCA   Taurodezoxikólsav (Taurodeoxycholic acid) 

TLCA   Taurolitokólsav (Taurolithocholic acid) 

TT   Tranzitidő (Transit time) 

UDCA   Urzodezoxikólsav (Ursodeoxycholic acid) 

UPCL-MS/MS Ultra-teljesítményű folyadékkromatográfia-tömegspektrometria 

(Ultra-performance liquid chromatography-mass spectrometry) 
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1. Bevezetés 

 

Az epesavakat (ES) már több évtizede kutatják, mégis még a mai napig próbáljuk 

megérteni, hogy a különböző epesav-koncentrációk közötti egyensúly a szervezetben 

hogyan kapcsolódik a fiziológiás állapotokhoz, valamint a betegségekhez [1]. 

Az epesavak fontos szerepet játszanak különféle élettani rendszerek 

szabályozásában, ide tartozik többek között a zsíremésztésben, a koleszterinanyagcserében, 

vitaminok felszívódásában és a májműködésben betöltött jelentőségük [1]. Az élettani 

feladatok mellett számos kóros folyamatban is szerepük lehet, vizsgálták különböző 

májproblémákkal, cukorbetegséggel és egyes daganatokkal való összefüggésüket is [2–4]. 

Az elmúlt években pedig kiemelt figyelmet kapott a bélmikrobiom és az epesavkészlet 

közötti összefüggések és hatásuk az élettani, valamint a kóros folyamatokra. 

Az epesavak különféle szerepei miatt azok koncentrációjának mérése meghatározó 

például a máj és az epeutak állapotának felméréséhez. Az összepesavmérés mellett az egyes 

epesavaknak az aránya és mennyisége is fontos információt adhat különböző betegségekről. 

Számos élettani tényező is befolyásolja a kutyák fiziológiás epesavértékeit, többek 

között az állat faja, életkora, testtömege és táplálkozási szokásai [5–7].  

Az egyes epesavak egymástól elkülönített kvantifikációját leginkább humán vonalon 

végezték, viszont ez az utóbbi években állatorvosi vonatkozásban is egyre nagyobb 

figyelmet kapott, mind a fiziológiás, mind a kóros állapotok epesavprofiljainak esetében. 

Ennek ellenére, még mindig nincsenek vegyületenként meghatározott standard alapértékek 

a kutyákban, így lényegében nincs megállapítva fiziológiásnak mondható profil. Mivel az 

epesavak számos élettani folyamatban vesznek részt, valamint kóros folyamatok során nem 

csak az összepesav (total bile acid, TBA) értéke, hanem azon belül az egyes vegyületek 

mennyisége és aránya is változik, így továbbra is igény van a fiziológiás értékek 

meghatározására és az ehhez szükséges analitikai módszer kidolgozására/tökéletesítésére [8, 

9].  

Kutatásunk célja a kutyák fiziológiás epesavprofiljának meghatározása, valamint egy 

olyan módszer kidolgozása, amely a jövőben kóros folyamatok nyomon követésére is 

alkalmas lehet, és elősegítheti az állatorvosi gyakorlat diagnosztikai fejlődését. 

 

 

 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=11490880&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=11490880&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=11049636,16495547,16514505&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16006858,15947191,15698632&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4454839,15698635&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4454839,15698635&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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2. Irodalmi áttekintés 

 

2.1. Az epesavak élettana 

 

Az epesavak az epe fő lipidkomponensei közé tartoznak (szárazanyagának közel 

85%-át teszik ki) [10]. Szerkezetüket és biokémiai besorolásukat tekintve az ES-ak 24 

szénatomot tartalmazó amfipatikus tulajdonságú szteroidok [11]. Az elsődleges/primer ES-

ak a májban koleszterinből szintetizálódnak. Emberekben, kutyákban és macskákban ezek 

leginkább a kólsav (cholic acid, CA) és a kenodezoxikólsav (chenodeoxycholic acid, 

CDCA). Szintézis után az ES-ak taurinnal vagy glicinnel konjugálódnak a májban, amely 

során ezek a vegyületek, mint második szerves szubsztituensek kapcsolódnak az oldallánc 

karboxil-csoportjához vagy a szterán váz valamely gyűrűjének hidroxil-csoportjához észter-

, éter- vagy amid-kötésen keresztül. A konjugáció az ES-ak oldhatóságának a növekedéséhez 

vezet, valamint gátolja a passzív bélrendszeri felszívódást, és így lehetővé teszi, hogy e 

vegyületek részt vegyenek a táplálék eredetű zsírok bélrendszeri emésztésében, azáltal, hogy 

a lipideket és a bennük oldódó vegyületeket emulgeálják, így segíti a tápanyagok 

enzimatikus hasítását, ill. felszívódását. Ez az emulgeáló képesség az ES-ak amfipatikus 

szerkezetének köszönhető [10, 12, 13]. 

Közvetlenül a szintézist követően kiválasztódnak az epébe, valamint 

koncentrálódnak és az epehólyagban tárolódnak. Táplálékfelvételekor egy enterohormon, a 

kolecisztokinin (cholecystokinin, CCK) stimulálja az epehólyagot, összehúzódásra készteti, 

és az epevezető epésbélbe szájadzásánál helyeződő záróizom (Oddi-záróizom) relaxációja 

révén [14] az epét a duodenum-ba juttatja, ahol az epesavak segítik a lipidek és zsírban 

oldódó vitaminok emésztését és felszívódását. Az ileum-ban található epesavak többsége 

újra felszívódik és a portális vénán keresztül visszatér a májba, s az így visszakerült ES-ak 

a máj ab ovo epesavszintézisét egy negatív visszacsatolásos szabályozó mechanizmus révén 

gátolják. A bélből nem reabszorbeálódó ES-ak azonban bejutnak a vastagbélbe, ahol a 

rezidens bélmikrobióta továbbalakítja azokat másodlagos, hidrofilebb karakterű epesavakká 

[8, 10].  

A zsíremésztésben betöltött szerepük mellett további lokális és szisztémás funkciót 

is ellátnak. Például részt vesznek az enterohepatikus keringésben, bizonyos ES-ak pedig 

képesek növelni a bélben lévő egyes baktériumfajok által termelt antibiotikumok 

hatékonyságát [8, 15]. Emellett az elmúlt években figyelmet kapott az ES-ak antimikrobiális 

aktivitása is, felfedezték, hogy önálló baktericid hatással is rendelkeznek, valamint képesek 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=16008283&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15761815&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6344391,16008283,1725248&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16818722&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4454839,16008283&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4454839,5963994&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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indukálni a bélnyálkahártya bakteriális inváziójával szembeni védelemben résztvevő gének 

expresszióját [13]. A legújabb vizsgálatok rámutattak arra is, hogy az epesavak olyan 

jelzőmolekulák, amelyek különböző receptorokon, valamint sejtjelátviteli útvonalakon 

keresztül fejtik ki metabolikus hatásukat. Ezen kölcsönhatások révén az ES-ak az energia-, 

glükóz-, lipid- és lipoprotein-anyagcsere szabályozásában is részt vesznek [8]. 

Az epesavakat olyan hormonális hatású aktív metabolitoknak is tekinthetjük, 

amelyek rendellenes működés következtében szerepet játszanak a bél-agy tengely által 

közvetített neuroinflammatorikus vagy neurodegeneratív betegségek kialakulásában [16, 

17]. Ezek a molekulák az intermedier anyagcsere bizonyos pontjain is szabályozó szerepet 

játszhatnak, pl. a szénhidrátok metabolikus szabályozásában vagy a zsírsavak szintézisében 

és oxidációjában [18]. 

Végül, az ES-ak anyagcsere zavarai a bél barrier rendszerének működését is 

befolyásolják. A barrier meghibásodása pedig gyulladásos állapotok, pl. gyulladásos 

bélbetegség (inflammatory bowel disease) kialakulásához vezethet [19]. 

A biomarkerként és jelzőmolekulaként betöltött szerepük miatt koncentrációmérésük 

informatív a máj- és bélbetegségek, az emésztőrendszeren belüli és kívüli rosszindulatú 

daganatok, valamint az elhízás diagnosztikájában. Így az epesavak koncentrációjának 

változása a vérplazmában/-szérumban, a vizeletben vagy a bélsárban fontos információkkal 

szolgálhat számos, az epesav-anyagcserével járó betegség prognózisához, diagnózisához és 

nyomon követéséhez is [11]. 

 

2.1.1. Enterohepatikus körforgás 

 

Az epesavak szerteágazó metabolikus hatásai egyrészt a folyamatos enterohepatikus 

keringésükön, másrészt a molekuláris szerkezetükön alapulnak. Ez egy olyan szabályozott 

folyamat, amely az ES májban történő termelődéséből, az aminosavas konjugációjából, az 

epehólyagban való tárolásból, táplálékfelvétel után a duodenum-ba történő szekréciójából, 

az ileum-ban történő reabszorpciójából, majd a májba történő visszaszállításából, 

újrahasznosításából áll. Ez a ciklus például emberekben naponta 4-12 alkalommal megy 

végbe, és biztosítja az epesavhomeosztázis fenntartását [20]. 

Az elsődleges ES-ak szintézis és konjugáció után a viszonylag összetett 

kompozíciójú váladékba, az epébe jutnak, amely ezt követően koncentrálódik és 

raktározódik az epehólyagban [21]. 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=1725248&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4454839&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14314975,1544351&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14314975,1544351&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=5302874&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16014029&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15761815&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14337943&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=975023&pre=&suf=&sa=0
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Az epehólyagbeli ES-készletet 15 különböző epesav alkotja, de a három fő vegyület 

– 72,8% taurokólsav (taurocholic acid, TCA), 20,3% taurodezoxikólsav (taurodeoxycholic 

acid, TDCA) és 6,2% taurochenodezoxikólsav (taurochenodeoxycholic acid, TCDCA) – 

teszi ki az epe jelentős részét [22]. 

A lipidek bontása után a konjugált ES-ak kb. 15%-a elkerüli az ileum-ban történő 

felszívódást, majd a vastagbélben dekonjugációt és biotranszformációt követően 

másodlagos epesavakká alakulnak, mint pl. a dezoxikólsav (deoxycholic acid, DCA), a 

litokólsav (litocholic acid, LCA), valamint az urzodezoxikólsav (ursodeoxycholic acid, 

UDCA). A mikrobiális reakciókat követő lépés az ES-ak reabszorpciója. A szekretált ES-ak 

több, mint 95%-a aktív transzporttal az ileum-ban, a vastagbélben pedig passzív módon 

szívódnak fel (1. ábra) [8]. A nátrium-függő epesav-transzporter (apical sodium-dependent 

bile acid transporter, ASBT) segítségével felszívódott primer konjugált epesavakat főként 

az enterocitákon keresztül a csípőbélbeli epesavkötő fehérje (ileal bile acid-binding protein, 

IBABP) szállítja (1. ábra). Az enterocitákban a primer epesavak egy ún. farnezoid X 

receptorhoz (FXR) kötődnek, amely szintézisük, transzportjuk, szekréciójuk és 

felszívódásuk fő szabályozója [20].  

Ezt követően a bazolaterális membránon található szerves oldottanyag transzporter 

(organic solute transporter, OSTα/β) kiválasztja a vérbe, és a portális keringésen keresztül 

visszajutnak a májba [20]. A májba a nátrium-taurokolát kotranszportáló polipeptid (sodium 

taurocholate co-transporting polypeptide, NTCP) transzporter és szerves anion szállító 

polipeptid (organic anion transporting polypeptide, OATP) transzporter segítségével jutnak 

be, itt a másodlagos ES-ak rekonjugálódnak (szintén taurinnal vagy glicinnel) [8]. Az 

intrahepatikus primer epesavak aktiválják a májbeli FXR-receptor heterodimerjét, amely 

számos, az elsődleges ES-szintézisben részt vevő gén expresszióját szabályozza és negatív 

visszacsatolást fejt ki a de novo epesavszintézisre [20]. Majd egy új ciklus elindításával a 

hepatociták ATP-függő efflux pumpát expresszálnak a membránjukra, pl. kanalikuláris ES-

export pumpafehérjéket (bile salt export pump, BSEP). Ez közvetíti az újonnan szintetizált 

és visszanyert epesavak beáramlását az epébe [23]. 

Az ES-ak jelentős része (95%) az ileum-ban visszaszívódik, és a v. portae-n keresztül 

visszakerül a májba újrafelhasználásra. A DCA körülbelül 50%-a, valamint kis mennyiségű 

LCA és UDCA kerül vissza újra a májba. A fennmaradó 5%-ot a bélflóra metabolizálja a 

vastagbélben, majd a bélsárral ürül, az ezzel elveszített ES-frakció a májban történő szintézis 

révén kerül pótlásra. A bélsárba jutó dekonjugált ES-frakció főként DCA-ból és LCA-ból 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=16006838&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4454839&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14337943&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14337943&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4454839&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14337943&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=2307449&pre=&suf=&sa=0
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áll. Az epesavak nagy része az enterohepatikus körforgásban marad, míg csak kis része kerül 

a keringésbe és kis részük ürül a vesén keresztül is [8, 10, 20]. 

 

2.1.2. Bakteriális transzformáció 

 

Az elsődleges epesavak, a CA és a CDCA szekunder ES-akká, dezoxikólsavvá és 

litokólsavvá történő átalakítását a bélben található baktériumok néhány faja hajtja végre egy 

többlépcsős biokémiai folyamatban [24]. Az ES-ak mikrobiális átalakulásának négy fő útja 

van: dekonjugáció, dehidroxiláció, oxidáció és epimerizáció. Ezenkívül a mikroflóra képes 

szulfatálni, észterizálni és akár rekonjugálni is az epesavakat, növelve azok diverzitását [20]. 

A 7α-dehidrogenáz (7α-HSDH) a másodlagos epesavak szintéziséért felelős enzim. 

Ezt az enzimet az epesav-indukálható gének kódolják, amelyek jelen vannak néhány, a 

bélben élő mikroorganizmusban, különösen a Clostridium nemzetségben (C. scindens, C. 

hylemonae, C. hiranonis stb.). Ha a mikroflóra összetétele megváltozik, az ES-ak 

biotranszformációjában részt vevő mikrobiális anyagcsere zavart szenved, ami gátolja az 

epesavak biokémiai reakcióit és megváltoztatja az elsődleges és másodlagos ES-ak arányát. 

Ezzel együtt az ES-ak toxicitása, hidrofobicitása és a gazdaszervezet metabolikus funkciói 

is megváltoznak [20, 25, 26]. 

Az epesavak méregtelenítésére és eltávolítására szolgáló fő folyamat a szulfatáció, 

amelyet a Clostridium, Peptococcus, Fusobacterium és Pseudomonas nemzetségbe tartozó 

baktériumok hoznak létre és hatásukat úgy fejtik ki, hogy növelik az ES-ak oldhatóságát, 

csökkentik a toxicitásukat és a bélben való felszívódásukat, valamint kiválasztásukat [20]. 

 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=16008283,4454839,14337943&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=5302857&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14337943&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14337943,2669750,6742173&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14337943&pre=&suf=&sa=0
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1. ábra. Az epesavak enterohepatikus körforgása. A folyamat során a májban szintetizált epesavak az 

epehólyagon át a bélbe jutnak, onnan bakteriális transzformáció után az ES-ak nagy része az ileumban 

visszaszívódik, a portális vénán keresztül pedig visszakerül a májba. A fel nem szívódott veszteség (ami az 

ES-aknak kb. 5%-a) pedig a bélsárral ürül [8, 20]. Az ábrát a kutatócsoportunk készítette.  

 

2.2. Állatfaji különbségek 

 

Az epesavak minden gerinces fajban jelen vannak. A metabolizmusukat számos 

gerincesállat-modellben tanulmányozták, beleértve a ráját, zebrahalat, patkányt, egeret, 

hörcsögöt, nyulat, majmot és kutyát. A kisállatmodellek közül az epesav-bioszintézis és -

metabolizmus szempontjából a hörcsögé hasonlít leginkább az emberéhez, azonban az 

elmúlt évtizedekben az egér vált a preferált modellé. Ennek oka a kis testméret, a rövid 

vemhességi idő és élettartam, amelyek elősegítették a nagyobb mértékű laboratóriumi 

tenyésztést és elhelyezést [12]. 

Az ES-ak a szintézisüket követő konjugáció során a glicin- és taurinkonjugátumok 

relatív aránya fajonként jelentősen eltér. Az ember glicinnel és taurinnal konjugál, a taurin 

elérhetőségétől függően. A kutya és a macska elsősorban taurinnal. Kutyában lehetséges 

glicinkonjugáció is, macskában viszont obligát taurinkonjugáció megy végbe. Még 

taurinszegény macskák is csak kis mennyiségben termelnek glicinnel konjugált ES-at [10]. 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=4454839,14337943&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6344391&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16008283&pre=&suf=&sa=0
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Thakare és mtsai. több különböző fajban vizsgálták az ES-akat vérplazmából és 

vizeletből. A vizsgálati alanyok többek között emberek, majmok, kutyák, nyulak, hörcsögök, 

patkányok és egerek voltak. Megállapították, hogy a teljes plazma ES-készlet sertésben volt 

a legmagasabb, ezt követte a patkány, a legalacsonyabb pedig a csimpánzban volt. A 

legnagyobb mennyiségben előforduló ES majomban, kutyában, hörcsögben és patkányban 

a CA, rhesus majomban az LCA, a DCA és a CA, törpesertésben a hiokólsav (hyocholic 

acid, HCA) és a hiodezoxikólsav (hyodeoxycholic acid, HDCA), egérben a CA és a 

murikólsav (muricholic acid, MCA), emberben a CDCA és a DCA, nyúlban a DCA, a 

csimpánzban pedig az LCA. Az elsődleges epesavakhoz képest a másodlagosak aránya 

nyulakban volt a legalacsonyabb, ezt követte a csimpánz és a törpemalac. Ezzel szemben az 

elsődleges ES-ak aránya egerekben és majmokban volt a legmagasabb. A CA/CDCA arány 

egerekben, kutyákban és hörcsögökben volt a legmagasabb, a legalacsonyabb a 

törpesertésekben és az emberekben. Emellett azt találták, hogy a glükuronidáció és a 

glutation-konjugáció egyik fajban sem volt hangsúlyos [27]. 

Összességében pedig megállapították, hogy a szulfatálás és amidálás százalékos 

arányát tekintve a csimpánzok ES-profilja hasonlít leginkább az emberéhez, míg az egyes 

epesavak összetétele és a majmok plazma ES-készleteinek hidrofilitása legközelebb áll az 

emberéhez. Ezzel szemben a törpemalacok, patkányok és egerek ES-profiljai tértek el 

leginkább az emberéitől, mivel ezen állatfajokban a szulfatáció minimális [27]. 

 

2.3. Az epesavak koncentrációjának és összetételének változásait befolyásoló főbb 

tényezők 

 

2.3.1. Fiziológiás változások 

 

Az összepesavszintet általában két időpontban, epesavpárként mérik, hogy 

egymással összehasonlítható értékeket kapjanak. Először 12 órával eleségmegvonást 

követően, majd a táplálékfelvétel után 2 órával. Táplálékként e teszt során egy kis 

mennyiségű – jellemzően konzerv – tápot alkalmaznak, amely már epehólyag-összehúzódást 

vált ki. Az éhgyomri szérumepesav (serum bile acids, SBA) értéke kutyákban a 0 és 15 

μmol/L tartományban van, a táplálékfelvételt követő (postprandialis, PP) értékek pedig 0 és 

25 μmol/L között vannak, de laboratóriumonként kis eltéréssel lehet számolni [10, 28]. A 

táplálkozás során a gyomorfal feszülése megnő, és a CCK koncentrációja a vérben 

megemelkedik. Az úgynevezett choleretikus hatás következtében az epehólyag annak 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=15698668&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15698668&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16008283,16101582&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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összehúzódásával és az Oddi-záróizom elernyedésével kiürül. Előfordul, hogy ez az 

esemény elhúzódik, és a szérumepesav-csúcskoncentráció a CCK felszabadulása után akár 

több mint két órával is kialakulhat [10, 29]. 

A PP szérumepesav-koncentráció még standardizált teszteleség etetésekor is számos 

változótól függ, pl. az epehólyag kiürülésének egyéni különbségeitől, a gyomorürülés 

sebességétől, a táplálék késleltetett vagy fokozott áthaladási idejétől a belekben. Ezen 

változók miatt a vérben lévő TBA-csúcskoncentráció a takarmányfelvételt követő 1-8 

órában bármikor kialakulhat [5]. 

A táplálékon túl az ES-ak enterohepatikus keringését a belek motilitása és a 

tranzitidő (transit time, TT), tehát a beleken való áthaladás ideje is befolyásolja. Az 

emésztőrendszer anatómiai eltérései jelentősen befolyásolhatják a fizikai-kémiai 

paramétereket, beleértve a pH-t, az emésztőnedveket, a TT-t és a bélmikrobiótát [6].  

A kutyák fajtái és azok testméretei is befolyással vannak az epesavértékekre. A 

bélsár-ES koncentrációtartománya 5,8 és 7,5 μg összepesav-tartalom/mg száraz bélsár 

között mozog. A testtömeggel ez a koncentráció fordítottan korrelál. Valamint a testtömeg 

növekedésével mind az elsődleges/másodlagos ES-arány, mind a TBA csökken. Ennek oka 

az, hogy a mikrobióta és az ES-ak újrahasznosítása eltérő a kis és nagytestű fajtákban [6]. 

A fent említettek mellett az állat kora is befolyásolja az ES-ak mennyiségét és 

arányát. Egy patkányokon végzett tanulmány kimutatta, hogy a korral nő az epesavak 

összmennyisége a szervezetben. Megállapították, hogy az öregedéssel csökkent (vagy nem 

változott számottevően) a nem konjugált és a glicinnel konjugált frakció, míg a taurin-

konjugátumk általában növekedtek, a konjugált és a nem konjugált ES-ak egymáshoz 

viszonyított aránya pedig nem változott [7]. 

 

2.3.2. Kóros változások 

 

A szérumepesavak koncentrációja kutyákban általában 3 okból emelkedik meg. 

Először is, ha a májfunkció csökken, hiszen ekkor következményesen csökken az ES 

szintézis és az ES-ak májbeli felvétele a portális keringésből. Másodszor, vaszkuláris 

anomáliák esetén, pl. portoszisztémás söntben (portosystemic shunt, PSS), ami esetében a 

béltraktusból érkező ES-ak kollaterális ereken keresztül megkerülik a májat, és a szisztémás 

keringésbe jutnak. Végül pedig epepangás következtében is megemelkedett SBA-szintek 

mérhetőek [29]. 

 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=16008283,16008997&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16006858&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15947191&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15947191&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15698632&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16008997&pre=&suf=&sa=0
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2.3.2.1. Intrahepatikus betegségek 

 

A társállatainknál a májbetegségekkel kapcsolatos (gasztrointesztinális és/vagy 

neurológiai) klinikai tünetek gyakran nem specifikusak, ezért a májfunkció laboratóriumi 

értékelése kritikus fontosságú diagnosztikai eszköz [5]. A májfunkció károsodásával romlik 

az ES-anyagcsere szabályozása, ami pedig hatással van a lipidanyagcserére, az 

immunkörnyezetre és a bélbaktériumokra, ami gyulladáshoz, fibrózishoz és cirrózishoz 

vezet. A bélmikróbák döntő szerepet játszanak a hepatociták zsírfelhalmozódásának 

szabályozásában is, valamint a bélbaktériumok összetételének változása befolyásolhatja az 

immunműködést és a gyulladásos folyamatokat [30]. 

Sugita és mtsai májelégtelen humán pácienseket vizsgálva 16 különböző ES 

szérumkoncentrációját határozták meg folyadékkromatográfiához kapcsolt 

tömegspektrometria (Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry, LC-

MS/MS) módszerrel, és hasonlították össze a különböző májbetegségekben mérhető 

értékeket. A vizsgálati csoport hepatitiszes, alkoholos zsírmáj-, epeúti betegségben 

szenvedők, nem alkoholos zsírmájszindrómás és egyéb májbetegekből állt. Megállapították, 

hogy az UDCA és a glikourzodezoxikólsav (glycoursodeoxycholic acid, GUDCA) szintje 

szignifikánsan magasabb volt az alkoholos májbetegek csoportjában, a DCA és az UDCA 

szintje pedig szignifikánsan alacsonyabb volt az epeúti betegségek csoportjában, mint a 

vírusos hepatitiszes csoportban [31]. 

Pena-Ramos és mtsai 341 kutya SBA koncentrációit vizsgálták különböző betegség 

csoportokban, mely diagnózisokat szövettani vizsgálattal igazoltak. A vizsgált eseteket a 

kolangitisz, a krónikus hepatitisz, a veleszületett keringési rendellenesség, a cirrózis, a 

daganatos, a nem specifikus reaktív hepatitisz és a reverzibilis hepatocita károsodás 

kategóriákba sorolták. Megállapították, hogy az átlagos éhgyomri SBA-k cirrózisban és 

veleszületett keringési rendellenességben szenvedő kutyákban voltak a legmagasabbak. A 

legmagasabb PP medián koncentrációt a veleszületett keringési rendellenességben és a 

krónikus hepatitiszben találták [29]. 

 

2.3.2.2. Kolesztázis 

 

A kolesztázis vagy epepangás olyan kóros állapot, amikor a májból az epeelfolyás 

akadályozott, akár intra- vagy extrahepatikus okok miatt [32]. A kezeletlen kolesztatikus 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=16006858&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15801209&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14149786&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16008997&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4705791&pre=&suf=&sa=0


  13 

májkárosodás gyakran májfibrózishoz, -cirrózishoz és végső soron a májelégtelenség 

progressziójához vezet [33]. 

Gui és mtsai rifampicin indukálta kolesztázisban vizsgálták az ES-akat beagle 

kutyáknál. A vegyületeket enzimatikus emésztésen alapuló ultra-teljesítményű 

folyadékkromatográfiával kapcsolt tömegspektrometriás (Ultra-performance liquid 

chromatography-mass spectrometry, UPCL-MS/MS) módszerrel határozták meg. 9 napon 

át, napi kétszer kaptak 300 mg rifampicint, minden nap a beadás előtt 15 perccel vettek vért 

az állatoktól, valamint minden nap 0-24 órában gyűjtötték a vizeletet és a bélsarat. 27 

elsődleges, másodlagos és harmadlagos epesav változásait követték nyomon. A rifampicin 

kezelések után megváltozott az ES-ak diverzitása, egyaránt csökkent a vizeletben és a 

bélsárban. Ennek oka az volt, hogy a kezelések megváltoztatták a bél mikrobiális 

metabolizmusát, ezáltal befolyásolták az ES-ak összetételét. Az elsődleges ES-ak 

koncentrációja kismértékben növekedett az antibiotikum-kezelések után, a másodlagos ES-

aké pedig növekedett a vizeletben, de jelentősen csökkent a bélsárban. Ennek eredményeként 

a kezeléseket követően a másodlagos ES-ak kiválasztása jelentősen csökkent. A 

harmadlagos ES-ak (a másodlagos epesavak oxidatív metabolitjai) szignifikánsan 

csökkentek a bélsárban és növekedtek a vizeletben [34]. 

 

2.3.2.3. Portoszisztémás vaszkuláris rendellenességek 

 

Portoszisztémás söntről akkor beszélünk, amikor a máj szinuszoidjait megkerülve, a 

portális vénás rendszert a szisztémás keringéssel közvetlenül összekötő vaszkuláris 

anomáliák alakulnak ki. Alapvetően két nagy csoportra oszthatjuk a söntöket, veleszületett 

portoszisztémás söntre (congenital portosystemic shunt, CPSS) vagy szerzett PSS-re 

(acquired portosystemic shunt, APSS) [35]. A söntök lehetnek extra- vagy intrahepatikusak. 

A PSS a kontaminált, portális vénás vér elvezetését teszi lehetővé a bélből, a 

hasnyálmirigyből és a lépből a szisztémás keringésbe. A portális vénás vér szubsztrátokat 

(glükóz, aminosavak, rövid szénláncú zsírsavak, ammónia stb.), a hasnyálmirigy hormonjait 

(pl. inzulin, glukagon) és transzlokált enterális mikroorganizmusokat, valamint azok 

toxinjait szállítja melyek a máj metabolikus szűrését elkerülve közvetlenül kerülnek a 

szisztémás keringésbe [36].  

A PSS diagnosztikájában fontos módszer azon májfunkciós tesztek mérése 

(ammónia, ES) melyek koncentrációja a portalis rendszer közvetlen kommunikációja miatt 

a szisztémás keringésben megemelkedik. A leggyakrabban használt diagnosztikai teszt az 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=6291203&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15698641&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16012835&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16515278&pre=&suf=&sa=0
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epesavpár mérése, azaz az éhgyomri SBA és a 2 órás PP ES mérés. A rendellenes keringés 

miatt általában már az éhgyomri epesav is magas, de a PP epesav érték minden esetben 

jelentősen magasabb. A másik teszt az éhgyomri és 6 órás PP ammónia koncentráció 

meghatározása a vérből. Ebben az esetben is az éhgyomri általában magas PSS betegekben, 

de a PPATT minden esetben magas, mivel a májat elkerülő keringés miatt a máj nem képes 

kiszűrni és méregteleníteni a felesleges ammóniát [35–38]. 

 

2.3.2.4. Az epesavak változásainak egyéb okai 

 

A fent említettek mellett számos további kórfolyamatban is változhat az epesavak 

mennyisége és összetétele. Többek között szepszises kutyáknál is vizsgálták e 

paramétereket. Baptista és mtsai szepszises betegek szérumepesavait vizsgálta, s 

eredményeik szerint a nyugalmi SBA koncentrációja a betegekben szignifikánsan magasabb 

volt az egészséges állatokban mérhetőeknél [39]. 

 Megfigyelték az ES-ak cukorbetegséggel való kapcsolatát is. Jergens és mtsai 

inzulinfüggő diabétesz mellitusszal diagnosztizált alanyok szérum- és bélsár-

epesavprofiljait elemezték. Méréseik során mind az elsődleges, mind a másodlagos 

konjugálatlan bélsár-összepesavban változást figyeltek meg a cukorbeteg állatokban. A 

bélsárban megnövekedett a primer ES-ak aránya, azon belül pedig CA-dominancia volt 

jellemző, míg az LCA szintje csökkent a betegekben. E megállapítások egyértelmű 

kapcsolatot jelentenek a károsodott glükózhomeosztázis és a megváltozott ES-készlet között 

a cukorbetegségre fogékony egyedekben [9]. 

 Ezek mellett daganatos betegségek során is változhat az epesavak koncentrációja, pl. 

kolangiokarcinómában és vastagbéltumorokban [40, 41]. 

 Végül fontos megjegyezni a vékonybélbeli bakteriális túlszaporodást, ami a 

diszbiózis egyik megnyilvánulása. Egy tanulmány szerint az átlagos konjugálatlan SBA-

koncentráció szignifikánsan megemelkedett a diszbiózisban szenvedő kutyákban, valamint 

megállapításra került, hogy a nem konjugált ES-ak 10-20-szoros koncentrációnövekedést is 

elérhetnek [42, 43]. 

 

2.4. Az epesavak terápiás vonatkozásai 

 

Az ES-ak sejttípusonként és szövetenként eltérő hatást gyakorolnak a 

sejtproliferációra és a gyulladásra. A CA-táplálás májsejtproliferációt okoz, egyes hidrofil 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=16012835,16515278,15947194,17032314&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16013887&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15698635&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15698669,10625557&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14875804,15698665&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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epesavak, a TCA és az UDCA védelmet nyújtanak az apoptózis ellen, míg a hidrofób 

taurolitokólsav (taurolytocholic acid, TLCA) és glikokenodezoxikólsav 

(glycochenodeoxycholic acid, GCDCA) májsejtapoptózist és májkárosodást okozhatnak 

[32]. 

 Az UDCA a máj biokémiai paramétereinek javulását eredményezi, terápiás 

alkalmazása során primer biliáris cirrózisban szenvedő betegeknél drámai javulást 

eredményezhet a biokémiai paraméterekben, elsősorban az alkalikus foszfatáz, a glutamil-

transzferáz és az aminotranszferázok koncentrációjában. Ezzel szemben a májfibrózishoz és 

-cirrózishoz vezető gyulladásos folyamatok progresszióját nem akadályozza meg. 

Nekroinflammatorikus betegségekben (krónikus hepatitisz, cholangitis) valamint 

cholestasissal járó kórformákban is nagyon jótékony hatású [44].  

 Az UDCA mellett több félszintetikus epesavszármazék, mint pl. a 6α-etil 

kenodezoxikólsav vagy obetikólsav (obeticholic acid, OCA), a norurzodezoxikólsav 

(norUDCA) és a 12-monoketokólsav (12-monoketocholic acid, 12-MKC), amelyek 

bizonyítottan pozitív hatást gyakorolnak az anyagcsere-, máj- és epeúti betegségekre. Az 

OCA-kezelésről kimutatták, hogy javítja a nem alkoholos zsírmáj betegségben szenvedő 

betegek biokémiai és szövettani paramétereit, valamint a 2-es típusú cukorbetegségben 

szenvedő betegek csoportjában javítja a központi és perifériás inzulinérzékenységet és 

csökkenti a májgyulladás és -fibrózis paramétereit. A norUDCA-t, mint újabban leírt 

epesavszármazékot, sikeresen alkalmazták kolangitiszes betegeknél [45]. 

Az elmúlt évtizedben számos további epesavszármazékot szintetizáltak, amelyek 

kapcsán egyre nagyobb figyelem irányul az ES-ak (különösképpen napjaink 

társadalomszintű, anyagcserezavaron alapuló betegségében, a metabolikus szindrómában 

betöltött) terápiás szerepeinek feltárására [45]. 

 

2.5. Az epesavak vizsgálatai módszerei 

 

A TBA meghatározására a legnépszerűbb technikák közt említhetőek az enzimatikus 

módszerek, viszont ezek korlátozott információt nyújtanak az egyes ES-vegyületekre 

vonatkozóan, valamint spektrofotometriás eljárások révén a szérum színbeli változásai 

(hemolízis, lipémia, ikterusz) jelentősen befolyásolják. A gáz- ill. folyadékkromatográfiás 

tömegspektrometriás – a GC-MS (gas chromatography-mass spectrometry) és az LC-MS –, 

valamint a mágneses magrezonancia spektroszkópiás eljárások (nuclear magnetic resonance, 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=4705791&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16012731&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6768072&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6768072&pre=&suf=&sa=0
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NMR) ugyanakkor összetett biológiai mátrixokban segítséget nyújtanak az egyes epesavak 

azonosításában és mennyiségeinek meghatározásában [46, 47].  

A tömegspektrometria fejlődésével az említett kromatográfiás technikák 

szenzitivitása az elmúlt évtizedben nőtt sokszorosára, e két típusú metódus egymással való 

párosítása révén [46]. Az LC-MS/MS tehát egy olyan analitikai technika, amely egyesíti a 

folyadékkromatográfia (liquid chromatography, LC) és a tömegspektrometria (mass 

spectrometry, MS) tulajdonságait. A folyadékkromatográfia elválasztja a minta 

komponenseit, majd az MS töltéssel rendelkező ionokat hoz létre és azokat detektálja. Az 

LC-MS/MS adatok információt nyújtanak a konkrét minta komponenseinek 

molekulatömegéről, szerkezetéről, azonosságáról és mennyiségéről [48].  

Az ES-molekulák elkülönítése egymástól nem egyszerű, mert vannak köztük olyan 

vegyületek, melyek szerkezetükben nagyon hasonlóak [49]. Mégis az LC-MS/MS módszer 

jelenleg a legérzékenyebb és legszélesebb körben használt analitikai eszköz az ES-ak 

elkülönített kimutatására és kvantifikációjára vizeletben, plazmában/szérumban és bélsárban 

egyaránt [46].  

  

https://sciwheel.com/work/citation?ids=15698676,9085152&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15698676&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16827482&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15698675&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15698676&pre=&suf=&sa=0
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3. Célkitűzések 

 

Az epesavaknak sokrétű szerepeik vannak a kutyák szervezetében, részt vesznek 

többek között az emésztés folyamataiban (pl. a zsírok lebontásában és felszívódásában, vagy 

a bélmikróbióta egyensúlyának fenntartásában), de fontos markerei a máj és epeutak 

működési állapotának is [11]. Mindezek miatt a fiziológiás ES-értékek ismerete 

kulcsfontosságú az állatorvosi diagnosztikai folyamatokban, emellett 

koncentrációmeghatározásuknak – a kóros elváltozások időben történő felismerésével – a 

megelőzésben is szerepük lehet. 

Kutatásunk célja a kutyák fiziológiás epesavértékeiknek meghatározása a klinikailag 

legrelevánsabb vegyületek esetében (epesavprofil), valamint azon módszer kidolgozása, 

amely költséghatékony, és diagnosztikai célra később beteg egyedeknél is alkalmazható 

lehet. Emellett kíváncsiak voltunk arra is, hogy a hemolízis milyen mértékben befolyásolja, 

ill. befolyásolja-e egyáltalán a mérésünket, hiszen a hemolízis az egyik leggyakrabban 

előforduló mintavételi, vagy mitntafeldolgozási hiba, ami ellehetetleníti a TBA 

spektrofotometriás laboratóriumi méréseit. 

Az eredményeink elemzésével célunk egy olyan referenciatartomány kialakítása, 

amely később a klinikus állatorvosoknak nagy segítséget nyújthat a kutyák különböző 

betegségeinek diagnosztikájához. Emellett a kutyák esetében kapott eredmények (és 

legfőképpen a mérési metódus finomhangolása) relevánsak lehetnek a humán 

egészségügyben is. 

Kísérletünk során megfigyeltük azt is, hogy az etetésnek milyen hatása van az ES-ak 

koncentrációjára, valamint, hogy az etetés befolyásolja-e az ES-profilt.  

Célunk összességében egy megbízható módszer kidolgozása, amivel a kutyák 

epesavösszetételét és koncentrációit mérni tudjuk, amely később a máj-, epeúti és egyéb 

extrahepatikus betegségek pontos diagnosztizálásához is alkalmazni tudunk. Az eredmények 

hozzájárulhatnak az ES-akkal kapcsolatos ismeretek bővítéséhez az állatorvosi gyakorlat 

számára.  

  

https://sciwheel.com/work/citation?ids=15761815&pre=&suf=&sa=0
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4. Anyag és módszer 

 

4.1. Kísérleti és mintavételi protokoll 

 

 Munkánk során 6 db különböző fajtájú kutya ES profilját határoztuk meg. Az állatok 

ivarérettek (24-70 hónapos kor közöttiek) és közepes termetűek voltak, valamint vegyesen 

voltak köztük hímek és nőstények is. Mindegyik kutyánál előzetesen végeztünk fizikális- és 

laborvizsgálatot (hematológia és biokémiai profil), hogy megbizonyosodjunk arról, hogy 

minden alanyunk egészséges állapotban kerül tesztelésre. A kutatást a KA-4105 számú 

kísérleti engedély alapján valósítottuk meg. 

 Az első vérvételt 12 órás koplaltatás után végeztük rendelői körülmények között. Ezt 

követően a kutyákat megetettük a saját, megszokott adagjuk 20%-ával, majd 9 további 

mintavételt végeztünk. Etetés után az első 6 alkalommal óránként, majd a 8., 10. és 12. 

órában is vettünk vért.  

 A kutyákban behelyezett kanülön keresztül történt a mintavétel és minden 

alkalommal 2 ml vért vettünk. Ezt követően 10 percen keresztül 3000-es fordulatszámon 

lecentrifugáltuk a mintákat, majd a felülúszót (szérum) Eppendorf csövekbe pipettáztuk át. 

A szérumot laborba érkezéséig 4 °C-on, majd azt követően feldolgozásig -80 °C-on tároltuk. 

A mintavételt követően párhuzamosan megnéztük enzimatikus spektrofotometriás 

módszerrel (Beckman Coulter Olympus AU400, USA berendezéssel, DiaSys Total bile 

acids 21FS reagenst használva) a vér összepesav mennyiségét és az ES-koncentrációkat LC-

MS/MS módszerrel.  

 Vizsgáltuk azt is, hogy a hemolízis mennyiben befolyásolja az LC-MS/MS mérés 

eredményeit. Ehhez az Állatorvostudományi Egyetem Kisállatklinikájáról kapott kutyák 

(5db) ép és hemolizált mintáiban mértük meg az ES-koncentrációkat. Kettő kutya esetében 

két összehasonlítást is tudtunk végezni. A mintáknál a tárolás, mintaelőkészítés és műszeres 

mérés megegyezett az előző 6 kutyáéval. Ezekhez a mintákhoz is tettünk ismert mennyiségű 

belső standardokat (internal standard, ISTD), így az LC-MS/MS mérést követően 

egyszerűen vissza tudtuk számolni az esetleges veszteségeket. 
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4.2 Vizsgált vegyületek 

 

Kísérletünk során 15 különböző ES-molekulának határoztuk meg a koncentrációját. 

Az 1. táblázatban látható melyek azok a vegyületek, amelyekre kíváncsiak voltunk. A 

felhasznált belső standartokat az LGC Standards-től (Teddington, UK) szereztük be. 

 
 RÖVIDÍTÉSE MAGYAR NEVE ANGOL NEVE CAS-SZÁMA 

A
 V

IZ
S

G
Á

L
T

 V
E

G
Y

Ü
L

E
T

E
K

 

CA Kólsav Cholic acid 81-25-4 

TCA Taurokólsav Taurocholic acid 81-24-3 

GCA Glikokólsav Glycocholic acid 475-31-0 

CDCA Kenodezoxikólsav Chenodeoxycholic acid 474-25-9 

TCDCA 
Taurokenodezoxikólsav 

(Na-só) 

Taurochenodeoxycholic acid 

sodium salt 
6009-98-9 

GCDCA 
Glikokenodezoxikólsav 

(Na-só) 

Glycochenoxycholic acid   

sodium salt 
16564-43-5 

DCA Dezoxikólsav Deoxycholic acid 83-44-3 

TDCA Taurodezoxikólsav (Na-só) 
Taurodeoxycholic acid       

sodium salt 
1180-95-6 

GDCA Glikodezoxikólsav Glycodeoxycholic acid 360-65-6 

LCA Litokólsav Lithocholic acid 434-13-9 

TLCA Taurolitokólsav (Na-só) Taurolithocholic acid sodium salt 6042-32-6 

GLCA 
Glikolitokólsav       

(Litokolil-glicin) 
Lithocholylglycine 474-74-8 

UDCA Urzodezoxikólsav Ursodeoxycholic acid 128-13-2 

TUDCA Taurourzodezoxikólsav Tauroursodeoxycholic acid 14605-22-2 

GUDCA Glikourzodezoxikólsav 
Glycoursodeoxycholic acid 

sodium salt 
92411-07-9 

B
E

L
S

Ő
 S

T
A

N
D

A
R

D
O

K
 (

IS
T

D
) 

CA/Z Kólsav D4 Cholic acid D4 116380-66-6 

TCA/Z Taurokólsav D5 (Na-só) Taurocholic acid D5 sodium salt NA 

GCA/Z Glikokólsav 13C2, D4 Glycocholic acid 13C2, D4 NA 

CDCA/Z Kenodezoxikólsav D5 Chenodeoxycholic acid D5 52840-12-7 

TCDCA/Z 
Taurokenodezoxikólsav D5 

(Na-só) 

Taurochenodeoxycholic acid D5 

sodium salt 
NA 

GCDCA/Z 
Glikokenodezoxikólsav D7 

(Na-só) 

Glycochenodeoxycholic acid D7 

sodium salt 
NA 

DCA/Z Dezoxikólsav D5 Deoxycholic acid D5 52840-14-9 

TDCA/Z Taurodezoxikólsav D5 
Taurodeoxycholic 2,2,3,4,4 D5 

acid 
NA 

GDCA/Z Glikodezoxikólsav D5 Glycodeoxycholic acid D5 NA 

LCA/Z Litokólsav D4 Lithocholic acid D4 83701-16-0 

TLCA/Z Taurolitokólsav D5 (Na-só) 
Taurolithocholic acid D5     

sodium salt 
1265476-97-8 

GLCA/Z Glikolitokólsav D4 Glycolithocholic acid 2,2,4,4 D4 2044276-16-4 

UDCA/Z Urzodezoxikólsav D4 Ursodeoxycholic acid D4 347841-46-7 

TUDCA/Z 
Taurourzodezoxikólsav D4 

(Na-só) 

Tauroursodeoxycholic acid 

2,2,4,4 D4 sodium salt 
NA 

GUDCA/Z Glikourzodezoxikólsav D4 Glycoursodeoxycholic acid D4 2044276-17-5 

 

1. táblázat: A vizsgált vegyületek és belső standardok. 
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4.3 Felhasznált vegyszerek 

 

LC-MS tisztaságú oldószereket használtunk (metanol, etanol, n-hexán, acetonitril), 

valamint analitikai tisztaságú ammónium-acetátot, ammónia 25%-os vizes oldatát, 

hangyasavat, ecetsavat (Avantor/VWR International Kft.). 

Az oldatkészítéshez nagy tisztaságú vizet használtunk, ami SUEZ Environment® 

laboratóriumi víztisztító rendszerrel készült. A szilárdfázisú extrakciós (solid phase 

extraction, SPE) csövek Gen-Lab Kft-n keresztül a Phenomenex®-től kerültek beszerzésre. 

A minőségellenőrző mintákhoz (quality control, QC) egészséges állatoktól levett 

kutyavérszérumot az Állatorvostudományi Egyetem Kisállatklinikájától szereztük be, és 

felhasználásig -20 ºC-on tároltuk.  

 

4.4 Mintaelőkészítés menete 

 

Első lépésként 500 μl kutyaszérumot pipettáztunk mikrocentrifuga csövekbe, majd 

az éles mintáinkhoz hozzáadtunk 5 μl metanol és etanol 1:1 arányú elegyét (MeOH:EtOH 

1:1) és 10 μl 90 μM-os belső standardot (ISTD_MIX-et), majd vortexeltük. A spike-olt minta 

(QC minta) esetében is 500 μl kutyavérplazmát pipettáztunk mikrocentrifuga csövekbe és 

hozzáadtunk: 

• Kontroll mintánál (K minta) 15 μl MeOH:EtOH 1:1 arányú elegyét.  

• Alacsonyra szennyezett mintánál (L minta) 5 μl 2 μM-os koncentrációjú 

epesav standard mixet (STD mix) és 10 μl 90 μM-os ISTD_MIX-et, utána 

vortexeltük. 

• Magasra szennyezett mintánál (H minta) 5 μl 100 μM STD mix-et (H 

minta) és 10 μl 90 μM-os ISTD_MIX-et, majd ezt is vortexeltük. 

Ezután a mintákhoz hozzáadtunk 800 μl 0,4 M ammónium-acetát oldatot, melynek a 

pH értékét 8,3-ra állítottuk be. Újra vortexeltük a mintákat, majd 60 °C-os vízfürdőben, 30 

percen keresztül inkubáltuk őket. A vízfürdő után a mintákat lecentrifugáltuk 17 000 G-n, 

10 percen át, szobahőmérsékleten, ezután a felülúszókat üres mikrocentrifuga csövekbe 

leszedtük és elkezdtük a szilárd fázisú extrakciót C18-as SPE oszlopokon (Phenomenex 

Strata XL 60 mg/3 ml). 

A szilárd fázisú extrakciót SPE káddal végeztük (1. kép.). A folyamatot 

kondicionálással kezdtük 1000 µl metanollal (MeOH), majd ugyanennyi vízzel. A minták 

felvitele után mosás következett először 2000 µl vízzel, majd 2000 µl n-hexánnal, végül 
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szintén 2000 µl vízzel. A mintákat ezt követően levegő áramban szárítottuk fél percig, majd 

2x1000 µl MeOH-val leoldottuk.  

Az extrakciót követően 50 °C-os nitrogén áramban szárazra pároltuk a mintákat, 

majd visszaoldottuk 250 µl 0,1% ammóniás metanol-acetonitril 1:1 arányú elegyében és 

átpipettáztuk mikrocentrifuga csövekbe. Ezután hozzáadtunk 750 µl 5%-os hangyasavas 

metanolt és 30 másodpercig vortexeltük. Vortex után a mintákat 17 000 G-n, 10 percen át 

szobahőmérsékleten lecentrifugáltuk és a felülúszókat kémcsövekbe leszedtük. 

Majd 50 °C-on nitrogén áramban szárazra pároltuk a mintákat, visszaoldottuk 250 µl 

metanol-acetonitril 1:1 elegyében, végül pedig 0,22 µm-es fecskendővel szűrtük szűkítős 

vialokba. 

 

 

1. kép: Szilárd fázisú extrakciós kád. 

 

4.5. Műszeres mérés 

 

A műszeres vizsgálatokhoz egy Shimadzu LCMS-8030+ folyadékkromatográffal 

kapcsolt tömegspektrométer rendszert használtunk, amely egy Shimadzu Nexera UHPLC-

ből és egy LCMS-8030+ tripla kvadrupólus tömegspektrométerből (Shimadzu Corporation, 
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Japán) állt. Az epesavakat egy Kinetex C18, 100 x 4,6 mm átmérőjű (2,6 µm részecskeméret) 

kolonnán választottuk el, ami egy 4 x 2 mm-es C18 védőkolonnával volt felszerelve 

(mindkettő a Phenomenextől került beszerzésre, USA). A vizes fázisú (’A’) eluens 50 mM 

ammónium-acetát volt, pH-ját 8,2-re állítottuk ammóniával, és 5% acetonitrilt tartalmazott. 

A szerves fázisú (’B’) eluens 100% acetonitril volt. Az áramlási sebesség 0,3 ml/perc volt; 

egy kromatográfiás mérés pedig 14 percig tartott. A kromatográfiás gradiens a 2. táblázatban 

látható. Az autinjektor hőmérséklete 5 °C volt, valamint a kolonnatermosztátot 50 °C-on 

tartottuk, a beinjektált térfogat 10 L volt. 

 

Idő (perc) 0,0 1,0 5,0 6,5 9,0 9,7 9,75 10,95 11,0 14,0 

B% 36,8 36,8 48,5 48,5 57,0 57,0 97,9 97,9 36,8 36,8 

2. táblázat: Kromatográfiás gradiens. 

 

 A kvantitatív méréshez először egy ISTD kalibrációt végeztünk, amihez minden 

esetben a megfelelő stabil izotóppal jelölt epesavat használtuk 1800 nM koncentrációban. A 

kalibrációs egyenesek egyenleteit az LC-MS/MS műszert vezérlő Shimadzu LabSolutions 

szoftverrel számítottuk ki a legkisebb négyzetek módszerével. 

 A tömegspektrométer ionforrása elektrospray (Electrospray ionization, ESI) 

üzemmódban működött, pozitív és negatív polarizációban, többszörös reakció monitoring 

(multiple reaction monitoring, MRM) üzemmódban. Az ESI paramétereit a 3. táblázatban 

foglaltam össze.  Az egyes vegyületekre vonatkozó alsó kimutatási határok (lowest level of 

detection, LOD) és alsó mérési határok (lowest level of quantitation, LOQ) pedig a 4. 

táblázatban láthatók. 

Interfész feszültség 4,5 kV 

Interfész áram 0,36 A 

Interfész hőmérséklet 350 °C 

Deszolvatációs cső hőmérséklet 300 °C 

Fűtőblokk hőmérséklet 400 °C 

Detektor feszültség 1,78 kV 

Porlasztó gáz (nitrogén) áramlása 3 l/perc 

Szárítógáz (nitrogén) áramlása 15 l/perc 

Ütközési gáz (argon) nyomása 230 kPa 

3. táblázat: ESI paraméterek. 
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VEGYÜLET 

LOD (nM) LOQ (nM) 

oldatban 
a mátrixban 

(vérszérumban) 
oldatban 

a mátrixban 

(vérszérumban) 

CA 16,7 8,3 50,0 25,0 

CDCA 3,3 1,7 10,0 5,0 

DCA 8,3 4,2 25,0 12,5 

GCA 16,7 8,3 50,0 25,0 

GCDCA 16,7 8,3 50,0 25,0 

GDCA 3,3 1,7 10,0 5,0 

GLCA 8,3 4,2 25,0 12,5 

GUDCA 8,3 4,2 25,0 12,5 

LCA 8,3 4,2 25,0 12,5 

TCA 8,3 4,2 25,0 12,5 

TCDCA 16,7 8,3 50,0 25,0 

TDCA 16,7 8,3 50,0 25,0 

TLCA 33,3 16,7 100,0 50,0 

TUDCA 8,3 4,2 25,0 12,5 

UDCA 16,7 8,3 50,0 25,0 

4. táblázat: LOD és LOQ értékek. 

 

4.6. Statisztika 

 

 A kutatásom során a statisztikai elemzésekhez leíró statisztikai módszereket 

alkalmaztam, ezek közül az átlagot és a szórást használtam az alapvető jellemzők 

bemutatására. Az átlagok számításánál mind a hat kutyát belevettem, így a hemolízis 

jelenléte miatt minimális eltérések adódhatnak. A változók közötti kapcsolatok feltárására 

Pearson-féle korrelációt alkalmaztunk, a korrelációs együttható értékét (r) 0,7-nél határoztuk 

meg. A hemolizált és nem hemolizált csoportok közötti különbségek vizsgálatához 

kétmintás T-próbát alkalmaztam, amelynél a szignifikancia szintjét (p) <0,05-nek határoztuk 

meg. Minden statisztikai számítást az Excel program segítségével végeztem el. 
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5. Eredmények 

 

5.1. LC-MS/MS összepesav 

 

Méréseink eredményei alapján megállapítható, hogy az LC-MS/MS módszerrel 

meghatározott kezdeti, éhgyomri összepesav-koncentrációban jelentős egyedi eltérések 

figyelhetők meg (5 673,3 – 29 276,5 nM). Ezen túlmenően azt is észleltük, hogy az etetést 

követően nem csak egy időpontban tapasztalhatók magasabb TBA értékek. Minden kutyánál 

2 időpontban is növekedett a TBA koncentráció, etetést követően 1-2 órával, valamint 3-5 

órával később. A vizsgált kutyák többségénél (5/6) az első csúcs 2 órával az etetést követően 

jelentkezett. Etetés után a maximális TBA koncentrációk az első csúcsnál 8023,9 – 40 165,2 

nM között mozogtak, a második csúcsnál pedig 12 649,7 – 44 027,4 nM között voltak. Ezt 

követően, kb. etetés után a 8. órától kezdve egy kutya kivételével mindegyiknél 

folyamatosan csökkent a TBA koncentráció (2. ábra). 

 

 

2. ábra: Az LC-MS/MS módszerrel mért TBA koncentrációk alakulása. A kutyák között már a kezdeti 

koncentrációkban is nagy különbségeket láthatunk. Az etetés utáni TBA az 1-2. és a 3-5. órában mutatott 

magasabb értékeket. 
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5.2. Az LC-MS/MS és a klinikai mérések eredményei 

 

Méréseink alapján az látható, hogy az LC-MS/MS módszerrel mért TBA 

koncentrációk mindegyik kutyánál magasabbak voltak, mint a klinikai spektrofotometriás 

módszerrel mért értékek (3. ábra). LC-MS/MS módszerrel a TBA koncentrációk 5 673,3 – 

29 276,5 nM között mozogtak etetés előtt, míg 3 kutyánál (Sierra, Graffity és Dia) a klinikai 

TBA szint 4100,0 – 9400,0 nM között volt. A kutyák közül háromnak (Rege, Bogi és Zika) 

a vérmintája hemolizált volt, így a spektrofotometriás mérés eredményeit esetükben 

figyelmen kívül hagytuk. A 3. ábrán az első 3 kutyánál viszont láthatjuk, hogy az LC-

MS/MS TBA és a klinikai TBA koncentrációgörbék közel azonos lefutásúak, viszont itt is 

nagy egyedi eltéréseket figyelhetünk meg.  

 

 

3. ábra: A kutyák LC-MS/MS és klinikai (spektrofotometriás) módszerrel mért ES-értékeinek az 

összehasonlítása. 
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5.3. Epesav-profilok 

 

A vizsgált kutyáknál nemcsak a TBA koncentrációban, hanem az ES-profiljaik 

között is nagy egyedi eltéréseket láttunk (4. ábra). Mindegyik alanyunkra jellemző volt, hogy 

glicin-konjugált ES-at szinte nem is mértünk az LC-MS/MS módszerrel. A 4. ábrán látható, 

hogy a legtöbb esetben a TCA mennyisége dominál és leginkább korrelál a mért TBA-val (r 

= 0,96), valamint a TDCA is magas korrelációt mutatott (r = 0,77) az összepesav-értékkel. 

Emellett a TDCA a klinikai összepesavval is korrelál (r=0,78). A CA CDCA-val és DCA-

val mutat korrelációt (r=0,73 és r=0,89), a CDCA a DCA-val (r=0,76), a TLCA pedig az 

UDCA-val (r=0,72).  

Etetés hatására emelkedett a TCA koncentráció és hasonlóképpen a TBA-hoz, a 

pozitív korreláció miatt itt is 2 időpontban látunk magasabb koncentrációt. Az etetés utáni 

4-5. órában kialakult csúcsot követően a legtöbb kutyánál folyamatosan csökkent az ES-ak 

mennyisége. 

 
4. ábra: A kutyák ES-profiljai. Y-tengelyen a mintavételek időpontját (0.=éhgyomri), az X-tengelyen pedig az 

egyes ES-ak koncentrációit láthatjuk (nM). 
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5.4. Primer és szekunder epesavak összehasonlítása 

 

Az 5. ábra a primer és a szekunder ES-akat hasonlítja össze. Ebbe az 

összehasonlításba a konjugált epesavakat közül csak a taurinnal konjugáltakat vettük bele, 

mert a glicin konjugált ES-ak mindegyik kutyában kimutatási vagy mérési határ alatt voltak. 

A legtöbb kutyánál a primer ES-ak koncentrációja dominált, viszont itt is nagy egyedi 

eltéréseket láthatunk, volt olyan kutya, ahol a szekunder ES-ak is nagyobb mennyiségben 

voltak jelen.  

 

 

5. ábra: Primer és szekunder ES-ak koncentrációi az egyes egyedekben. A primer-szekunder ES-ak 

arányainál itt is nagy egyedi eltéréseket láthatunk. 
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A mennyiségek mellett a kutyák között a primer-szekunder ES-ak arányaiban is nagy 

különbségeket tapasztaltunk. Ez az arány az éhgyomri mintavételnél 0,68 és 3,42 között 

alakultak, az etetés utáni 1. csúcsban (1-2. órában) 0,75 és 4,70 között, a 2. csúcsban pedig 

(3-5. órában) 0,94 és 4,96 között voltak (5. táblázat).  

IDŐ (ÓRA) PRIMER-SZEKUNDER EPESAVAK ARÁNYAI 

 Sierrsa Graffity Dia Bogi Zika Rege 

0 3,42 1,55 1,95 0,68 1,91 0,73 

1 4,36 2,95 1,40 0,74 2,84 4,45 

2 4,70 2,56 2,01 0,75 2,49 3,11 

3 6,02 1,62 2,13 0,54 2,43 2,18 

4 4,96 2,13 2,23 0,94 2,69 0,95 

5 3,48 2,04 2,20 0,46 2,39 3,94 

6 5,12 1,94 2,05 0,25 2,33 3,25 

8 2,89 1,75 0,92 0,26 0,96 2,53 

10 1,01 1,44 1,10 0,20 0,94 1,68 

12 0,63 0,90 1,21 0,33 0,74 0,29 

5. táblázat: Primer és szekunder epesavak arányai. 

A primer epesavaknál az átlag csúcskoncentrációk a 2. és az 5. órában voltak 

(22 068,5  737,1 nM és 18 021,6  1 233,8 nM), míg a szekunder epesavaknál a 2. és a 4. 

órában (8 250,2  10,2 nM és 7 493,8  14,4 nM). Egészen a 10. óráig a primer epesavak 

mennyisége dominált a kutyákban. A primer és a szekunder ES-ak közötti arányok is 

változtak az etetés hatására. Az éhgyomri primer és szekunder ES-ak aránya 1,71, az etetés 

követő 2. órában már 2,67 volt. Ezt követően ez az arány elkezdett csökkenni, az etetés utáni 

5. órától pedig elkezdett ismét növekedni egészen a 6. óráig. Ekkor 2,59 volt a primer és 

szekunder ES-ak egymáshoz viszonyított aránya. Majd ismét elkezdett csökkeni, és a 12. 

órára már csak 0,67 volt ez az arány. 

 

6. ábra: Primer és szekunder ES-ak átlaga egymáshoz viszonyítva, szórásokkal együtt. 
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5.5. Hemolízis 

 

5db kutya hemolizált és nem hemolizált mintáiból mért ES-koncentrációk közötti 

különbség statisztikai elemzésére kétmintás T-próbát használtunk, ezzel meghatározva, van-

e szignifikáns eltérés az értékek között. A T-próba alapján azt látjuk, hogy a legtöbb 

vegyületnél nincs szignifikáns különbség a hemolizált és nem hemolizált mérések között. A 

6. táblázatban színes háttérrel jelöltem azokat a p értékeket, ahol p>0,05, ezekben az 

esetekben nincs szignifikáns különbség a hemolizált és a nem hemolizált minták között. 

Ennek ellenére azt találtuk, hogy a hemolízis kismértékben módosíthatja a mérések 

számértékét, viszont egyedileg eltér, hogy mely vegyületeket milyen mértékben.  

 

MÉRT 

VEGYÜLETEK 

KUTYA 

1/1 

KUTYA 

1/2 

KUTYA 

2 

KUTYA 

3/1 

KUTYA 

3/2 

KUTYA 

4 

KUTYA 

5 

CA 0,0117 0,1325 0,0091 0,2458 0,2659 0,2295 
 

TCA 0,0221 0,0800 0,0261 0,0131 0,1826 0,0862 0,4882 

GCA 0,7182 0,1914 
     

CDCA 0,2610 0,3721 0,0461 0,2607 0,0415 0,0589 0,0336 

TCDCA 0,9620 0,0608 0,0109 0,0039 0,1653 0,1750 0,8089 

GCDCA 
       

DCA 0,0065 0,5884 0,9233 0,0421 0,1603 
 

0,7892 

TDCA 0,7799 0,8196 0,0035 0,0042 0,0631 0,0550 0,7443 

GDCA 
       

LCA 0,0165 0,8012 0,1038 0,0312 0,1575 0,0230 0,0039 

TLCA 0,1109 0,9771 0,1748 0,0990 0,1629 0,0055 0,4141 

GLCA 
       

UDCA 0,5658 0,9095 0,0047 
    

TUDCA 0,5507 0,1021 0,0085 0,0005 0,4901 0,0080 0,9470 

GUDCA 
 

0,2381 
     

6. táblázat: Kétmintás T-próba p értékei, színessel jelölve azok a cellák, ahol p>0,05. A nem színessel jelölt 

celláknál szignifikáns különbségek (p<0,05) a hemolizált és az ép minták mérési eredményei között. Két 

kutyánál dupla összehasonlítást is végeztünk. 
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6. Következtetések 

 

Az epesavak élettani jelentősége és az állatgyógyászati diagnosztikában betöltött 

szerepe egyre nagyobb figyelmet kapott az elmúlt évtizedekben. A kutyák esetében a 

fiziológiás epesavprofil meghatározása kulcsfontosságú ahhoz, hogy később a különböző 

betegségek során bekövetkező változásokat is ki tudjuk mutatni. Többek között 

használhatjuk máj-és epeúti betegségek diagnosztikájára, de egyéb kórképeknél is pl. 

portoszisztémás vaszkuláris rendellenességnél, diabetes mellitusnál és daganatoknál [2–4].  

Az ES-ak mérésére LC-MS/MS módszert használtunk, amely során a megfelelő 

mintaelőkészítést alkalmazva hatékonyan el tudtuk különíteni és kvantifikálni mind a 15 

vegyületet, amelyekre kíváncsiak voltunk, köztük a nehezen elkülöníthető, azonos moláris 

tömegű és hasonló szerkezeti izomereket is. Ez utóbbi vegyületek elválasztását nem az LC-

MS/MS kolonnájának a kicserélésével oldottuk meg, hanem a mintaelőkészítés 

finomításával. Így, az LC-MS/MS-el való méréshez egy költséghatékonyabb módszert 

sikerült kidolgoznunk, elsőként alkalmazva. 

A hemolízis vizsgálata során szerzett eredményeink alapján megállapíthatjuk, hogy az 

ISTD használata a mérésekhez jelentősen csökkenti a hemolízis által okozott zavaró 

hatásokat a mérések során. Ezenkívül a spektrofotometriás módszerrel ellentétben a színbeli 

elváltozások nem teszik lehetetlenné a minták mérését. Bár hemolizált minták esetében a 

koncentrációs értékek megbízhatósága kérdéses lehet, az élettani folyamatok hatásai 

egyértelműen megfigyelhetők (a hemolizált mintáknál is látszanak az etetés utáni 

csúcskoncentrációk). A jelenséget azonban alaposabban kell a későbbiekben még vizsgálni, 

hogy többet tudjunk meg a hemolízis hatásáról és azok kiküszöbölésének lehetőségeiről. 

Emellett a későbbiekben fontos lenne megvizsgálni, hogy a hemolízis mellett egyéb, a 

labordiagnosztikát általában zavaró tényezők, például a lipémia és az ikterusz mennyiben 

befolyásolják a méréseket. 

Az LC-MS/MS módszerrel, valamint a klinikai spektrofotometriás eljárással mért 

TBA szintek között jelentős eltéréseket láttunk. Három kutyában (Sierra, Graffity és Dia) 

tudtuk összehasonlítani e módszerek TBA eredményeit. Míg LC-MS/MS-sel az éhgyomri 

TBA koncentrációk 16 388,5 – 29 276,5 és 18 974,7 nM voltak, addig ugyan ezen kutyáknak 

a spektrofotometriával mért TBA-i 5600,0 – 4100,0 és 9400,0 nM voltak. Ebből arra 

következtethetünk, hogy valószínűleg több vegyületet érzékel az LC-MS/MS, valamint 

sokkal érzékenyebb módszer, mint a spektrofotometriás. Emellett további nagy előnye, hogy 

az egyes vegyületek koncentrációit külön-külön is meg tudjuk határozni az LC-MS/MS-sel. 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=11049636,16495547,16514505&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
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Az ES-profilok meghatározásával kapott eredményeink számos releváns 

információval szolgáltak és rávilágítanak arra, hogy az ES-ak koncentrációja és szerkezete 

élettani körülmények között is folyamatos változásban van. Eredményeink alapján látható, 

hogy az ES-koncentrációk és az ES-profil összetétele jelentős diverzitást mutat, amit 

különféle tényezők befolyásolhatnak, mint például az állat életkora, fajtája, testtömege, 

valamint a táplálkozási szokások [5–7].  

A táplálékfelvételt követően a szérum ES-koncentráció nagyon sok változótól függ. 

Többek között egyéni különbségek vannak az epehólyag kiürülésében, a gyomorürülés 

ritmusában és sebességében és a táplálék bélben való áthaladásának idejében. E sok változó 

miatt a legmagasabb TBA-koncentrációs csúcsok a táplálékfelvétel utáni tág, 1-8 órás 

időintervallumban bármikor kialakulhatnak [5]. Méréseink során a postprandialis TBA-

koncentráció alakulása során két csúcsot figyeltünk meg: az első csúcs a legtöbb esetben 2 

órával az etetést követően volt látható, a második csúcs az etetés utáni 3-5. órában 

jelentkezett. A klinikai vizsgálatok során a TBA-koncentrációt általában ún. epesavpárként 

(két értéket összehasonlítva) szokták meghatározni, 12 órás koplaltatást követően, majd 

etetés után 2 órával mérve [29]. Eredményeink alapján viszont érdemes lehet két mérésnél 

is többet végezni, hiszen egyrészt nem csak egy időpontban alakul ki postprandialis TBA-

csúcs, másrészt az egyedi eltérések miatt is megfontolandó, mert PP-an nem minden 

kutyánál a 2. órában emelkedett a legmagasabb értékre az összepesav-koncentráció. A két 

TBA csúcs megfigyelése azt is sugallja, hogy az ES-ak felszabadulása nem egyszeri 

esemény, hanem a szabályozási mechanizmusok folyamatosan megvalósuló eredménye. Az 

első csúcs (etetés után 1-2. órában) a táplálék által kiváltott epehólyag-összehúzódással 

magyarázható, amelyet a kolecisztokinin (CCK) hormon vált ki, és amely az eleség 

emésztésének megkezdéséhez szükséges [8]. Az első csúcs tehát az PP epehólyag-

összehúzódás következménye. A második csúcskoncentráció a migrációs motoros komplex-

szel (migrating motor complex, MMC) hozható összefüggésbe. Az MMC egy ciklikus, 

ismétlődő motilitási minta, amely a gyomorban és a vékonybélben figyelhető meg. Az MMC 

négy fázisra osztható: az I. a nyugalmi fázis, kontrakciók nélkül; a II. fázis véletlenszerű 

kontrakciókkal jellemezhető; a III. fázis hirtelen kezdődik, és maximális amplitúdójú és 

időtartamú kontrakciós hullámmal végződik; a IV. pedig a kontrakciók gyors csökkenésével 

jellemezhető fázis [50]. A mérésünk során a második csúcsot feltételezhetően az MMC III. 

fázisa eredményezte, amely során az erős kontrakciók hatására az epehólyagból ürült az 

epeváladék.  

https://sciwheel.com/work/citation?ids=16006858,15947191,15698632&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16006858&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16008997&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4454839&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=5947822&pre=&suf=&sa=0
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A kutatásunkban részt vett kutyákat nem standard eleséggel etettük, hanem a saját napi 

adagjuk 20%-át kapták meg az etetéses próbához. Ez is hozzájárulhat a kutyák között 

megfigyelhető nagy variábilitáshoz az ES-profilokban és TBA-koncentrációban [41]. 

A kutyák esetében az epesavak nagy része taurinnal konjugált formában van jelen, 

amelyet a méréseink is megerősítettek. A TCA koncentrációjának dominanciája minden 

állatban megfigyelhető volt. A glicinnel konjugált ES-ak, mint pl. a glikokólsav (glycocholic 

acid, GCA), GCDCA, glikodezoxikólsav (glycodeoxycholic acid, GDCA), glikolitokólsav 

(glycolithocholic acid, GLCA) és GUDCA nem voltak kimutathatók, sem etetés előtt, sem 

pedig PP. Ez összhangban van az irodalomban leírtakkal, miszerint a kutyák ES-

konjugációja elsősorban taurinnal történik [10]. 

A primer és szekunder ES-ak vizsgálata során is megfigyelhető volt, hogy átlagosan a 

primer ES-ak koncentrációja volt a magasabb. Emellett az összes kutya értékeinek az átlagát 

nézve, a primer és szekunder epesavak egymáshoz viszonyított aránya az etetés után a 2. és 

a 6. órában volt a legmagasabb (2,67 és 2,59). A primer és szekunder epesavak arányának 

meghatározása azért hasznos, mert az arányok változása gyakran megfigyelhető különböző 

kórállapotokban. Emellett a bél mikrobiális metabolizmusai is befolyásolják az ES-

koncentrációk diverzitását [9, 34, 42, 43].  

Összességében az LC-MS/MS módszer alkalmazásával sikerült részletes képet 

kapnunk a kutyák ES-profiljáról, amely hozzájárulhat az állatorvosi diagnosztika 

fejlődéséhez. Az ES-ak változásainak mérése a jövőben fontos biomarkerként szolgálhat a 

különböző kóros állapotok, például a májbetegségek, a bélgyulladásos folyamatok, az 

anyagcsere-zavarok diagnosztizálásában és nyomon követésében, valamint segíthet a 

különböző betegségek korai felismerésében és kezelésében [11]. Ezek a kóros állapotok 

nemcsak a TBA szintjében okozhatnak változást, hanem a különböző vegyületek arányát is 

befolyásolhatják [9], lehetőséget adva betegségspecifikus profilok kialakulására, amelyek 

elősegíthetik a korai felismerést és a célzott kezelést.  

 Ez a kutatás egy pilot study keretében zajlott, amelynek során a mintánk elemszáma 

viszonylag kicsi volt. A kapott eredmények alapján világos, hogy a következtetések 

levonásához további mérések elvégzése indokolt. Azonban ez az előtanulmány lehetőséget 

teremt arra, hogy irányt mutasson a jövőbeli, nagyobb elemszámú vizsgálatokhoz, 

különösen a postprandialis mintavételek időzítésével kapcsolatban. Így a jövőbeni kutatások 

során optimalizálni tudjuk a mintavételi időpontokat. 

 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=10625557&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16008283&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15698641,15698635,14875804,15698665&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15761815&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15698635&pre=&suf=&sa=0


  33 

7. Összefoglalás 

 

Az epesavak (ES) olyan szteroid vegyületek, amelyek fontos szerepet játszanak 

különösen a lipidanyagcsere és a koleszterinhomeosztázis fenntartásában. Hatékonyan 

emulgeálják a zsírokat, segítik azok lebontási termékeinek felszívódását, és 

kulcsfontosságúak a zsírban oldódó vitaminok hasznosításában. Ezek mellett befolyásolják 

a glükóz- és lipidanyagcserét, valamint a bélmikrobiom állapotát. Az epesavtartalom és -

összetétel változása számos betegség, pl. májbetegségek, valamint gyulladásos folyamatok 

diagnosztizálására is használható biomarkerként [11].  

Munkánk során az egészséges kutyák fiziológiás szérum ES-profiljának 

meghatározása mellett elsőként vizsgáltuk, hogy a táplálék adása milyen hatással van a 

szérum összepesav mennyiségére és összetételére. Az LC-MS/MS módszer finomításával, 

megfelelő mintaelőkészítést alkalmazva költséghatékonyabban tudtuk elkülöníteni az 

azonos moltömegű, szerkezeti izomer epesavakat. Hat egészséges kutyában 12 órás 

koplaltatást, majd etetést követően az első hat órában óránként, majd kétóránként még három 

alkalommal (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12 óra) nyert vérmintákból párhuzamosan 

meghatároztuk az összepesavértéket és az epesavprofil összetételét. E mérések eredményei 

alapján már megállapítható, hogy külön-külön meghatározva az epesavvegyületek 

koncentrációit (beleértve a rendkívül alacsony koncentrációban rendelkezésre állókat), majd 

ezek értékét összeadva az LC-MS/MS módszerrel kapott eredmény a többszörösét adja a 

jelenlegi klinikai rutin összepesav referenciatartományának. Az etetés utáni ES-szintek az 

1-2. és a 3-5. órában mutattak magas koncentrációt. Hangsúlyos eredménynek számít, hogy 

míg az összepesav rutinszerű mérését biztosító spektrofotometriás módszernél rendkívül 

jelentősen befolyásolja az eredményeket a hemolízis, addig az LC-MS/MS módszerrel 

végzett meghatározásra csak nagyon enyhe befolyással van. Ez a különbség meghatározó 

klinikai relevanciával bír, valamint érdemes lehet a jövőben a módszer további finomításán 

dolgozni, hogy a hemolízis hatása még jobban kiküszöbölhető legyen.  

Az egészséges kutyáknál nagy egyedi variábilitást láttunk az ES-profilokban, viszont 

a legtöbb kutyánál a TCA-szint dominált, a glicin-konjugált ES-ak szintje pedig szinte alig 

volt mérhető. Emellett közelebb jutottunk az optimálisnak tekinthető mintavételi időpontok 

végső meghatározásához. 
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8. Summary 

 

Bile acids (BAs) are steroid compounds that play a crucial role, particularly in 

maintaining lipid metabolism and cholesterol homeostasis. They effectively emulsify fats, 

facilitate the absorption of their breakdown products, and are essential for the utilization of 

fat-soluble vitamins. In addition, BAs influence glucose and lipid metabolism as well as the 

condition of the gut microbiome. Changes in bile acid content and composition can serve as 

biomarkers for diagnosing various diseases, such as liver disorders and inflammatory 

processes [11]. 

In our study, in addition to determining the physiological serum BA profile of healthy 

dogs, we were the first to examine how feeding affects the quantity and composition of serum 

bile acids. By refining the LC-MS/MS method and using appropriate sample preparation, we 

were able to cost-effectively separate bile acid structural isomers with identical molecular 

weights. Blood samples were collected from six healthy dogs following a 12-hour fasting 

and during the first six hours after feeding at hourly intervals, followed by three additional 

samples taken every two hours (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12 hours). From these samples, we 

determined both the total bile acid content and the bile acid profile composition. Based on 

the results of these measurements, it can already be established that determining the 

concentrations of bile acid compounds individually (including those available at extremely 

low concentrations) and then summing these values using the LC-MS/MS method yields a 

result that is significantly higher than the reference range for total bile acids used in current 

clinical routines. Postprandial BA levels showed high concentrations during hours 1-2 and 

3-5. An important finding is that while hemolysis has a significant affects on results using 

the spectrophotometric method for routine total bile acid measurement, its impact on results 

derived from the LC-MS/MS method is minimal. This difference has substantial clinical 

relevance and future efforts may focus on further refining the LC-MS/MS method to better 

eliminate the influence of hemolysis. 

Among healthy dogs, we observed significant individual variability in BA profiles; 

however, in most dogs, TCA levels dominated, while glycine-conjugated BAs were barely 

detectable. Additionally, we have moved closer to the final determination of optimal sample 

collection times. 
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