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Roviditések jegyzéke

12-MKC 12-monoketokolsav (12-monoketocholic acid)

70-HSDH 7a-dehidrogenéaz

APSS Szerzett portoszisztémas sont (Acquired portosystemic shunt)

ASBT Apikalis epesotranszporter (Apical sodium-dependent bile acid
transporter)

ATT Ammonia tolerancia teszt

BSEP Epeso exportpumpa (Bile salt export pump)

CA Kolsav (Cholic acid)

CCK Kolecisztokinin (Cholecystokinin)

CDCA Kenodezoxikolsav (Chenodeoxycholic acid)

CPSS Velesziletett portoszisztémas sont (Congenital portosystemic shunt)

DCA Dezoxikolsav (Deoxycholic acid)

DCA Glikokolsav (glycocholic acid)

ES Epesav

ESI Elektrospray ioniz4ci6 (Electrospray ionization)

FXR Farnezoid X receptor

GC Gézkromatografia (Gas chromatography)

GCDCA Glikokenodezoxikolsav (Glycochenoxycholic acid)

GDCA Glikodezoxikélsav (glycodeoxycholic acid)

GLCA Glikolitokdlsav (glycolithocholic acid)

GUDCA Glikourzodezoxikolsav (Glycoursodeoxycholic acid)

HCA Hiokdlsav (Hyocholic acid)

HDCA Hiodezoxikolsav (Hyodeoxycholic acid)

IBABP Ilealis epesavkoto fehérje (lleal bile acid-binding protein)

ISTD Bels6 standard (Internal standard)

LC Folyadékkromatografia (Liquid Chromatography)

LC-MS Folyadékkromatografidhoz kapcsolt toémegspektrometria (Liquid
Chromatography Tandem Mass Spectrometry)

LCA Litokdlsav (Lithocholic acid)

LOD Also kimutatasi hatér (Lowest level of detection)

LOQ Fels6 kimutatasi hatar (Lowest level of quantitation)



MCA
MMC
MRM
MS

NMR

norUDCA
NTCP

OATP

OCA
OSTo/B

p

PP

PSS

QC

:

SBA

SPE

STD

TBA

TCA
TCDCA
TDCA

TLCA

TT

UDCA
UPCL-MS/MS

Murikdlsav (Muricholic acid)

Migracios motoros komplex (Migrating motor complex)

Tdbbszoros reakcio monitoring (Multiple reaction monitoring)
Tomegspektrometria (Mass Spectrometry)

Magneses magrezonancia spektroszkopia (Nuclear magnetic
resonance)

Norurzodezoxikolsav (Norursodeoxycholic acid)

Néatrium-taurokolat kotranszportalé polipeptid (Sodium taurocholate
co-transporting polypeptide)

Szerves anion-transzportalé polipeptidek (Organic anion transporting
polypeptide)

Obetikdlsav (Obeticholic acid)

Szerves oldott anyag transzporter (Organic solute transporter)
Szignifikancia szintje a kétmintas T-probanal

Taplalékfelvétel utan (postprandialis)

Portoszisztémas sont (Portosystemic shunt)

Quality control

Pearson-féle korrelacios egyutthato

Szérum epesav (Serum bile acid)

Szilard fazisu extrakcio (Solid phase extraction)

Standard

Osszepesav (Total bile acid)

Taurokolsav (Taurocholic acid)

Taurokenodezoxikélsav (Taurochenodeoxycholic acid)
Taurodezoxikdlsav (Taurodeoxycholic acid)

Taurolitokolsav (Taurolithocholic acid)

Tranzitid6 (Transit time)

Urzodezoxikdlsav (Ursodeoxycholic acid)

Ultra-teljesitményt folyadékkromatografia-tomegspektrometria

(Ultra-performance liquid chromatography-mass spectrometry)



1. Bevezetés

Az epesavakat (ES) mar tobb évtizede kutatjak, mégis még a mai napig probaljuk
megérteni, hogy a kiilonb6z6 epesav-koncentraciok kozotti egyensuly a szervezetben
hogyan kapcsolédik a fizioldgias allapotokhoz, valamint a betegségekhez [1].

Az epesavak fontos szerepet jatszanak kulonféle élettani rendszerek
szabalyozasaban, ide tartozik tdbbek kdzott a zsiremésztésben, a koleszterinanyagcserében,
vitaminok felszivddasaban és a majmiikodésben betoltott jelentségiik [1]. Az élettani
feladatok mellett szadmos koros folyamatban is szerepiik lehet, vizsgaltdk kiilonb6z6
majproblémakkal, cukorbetegséggel és egyes daganatokkal vald sszefliggésiiket is [2-4].
Az elmult években pedig kiemelt figyelmet kapott a bélmikrobiom és az epesavkészlet
kdzotti 6sszefliggések és hatasuk az élettani, valamint a koros folyamatokra.

Az epesavak kulonféle szerepei miatt azok koncentraciojanak mérése meghatarozé
példaul a mj és az epeutak allapotanak felméréséhez. Az 6sszepesavmérés mellett az egyes
epesavaknak az ardnya és mennyisége is fontos informaciot adhat kiilonb6z6 betegségekrol.

Szamos élettani tényezd is befolyasolja a kutyak fiziologias epesavértékeit, tobbek
kdzott az allat faja, életkora, testtémege és taplalkozasi szokasai [5-7].

Az egyes epesavak egymastol elkiulonitett kvantifiké&cidjat leginkabb humén vonalon
vegeztek, viszont ez az utdbbi evekben allatorvosi vonatkozasban is egyre nagyobb
figyelmet kapott, mind a fiziologids, mind a koros allapotok epesavprofiljainak esetében.
Ennek ellenére, még mindig nincsenek vegyiletenként meghatarozott standard alapértékek
a kutyakban, igy Iényegében nincs megallapitva fizioldgiasnak mondhaté profil. Mivel az
epesavak szamos élettani folyamatban vesznek részt, valamint koros folyamatok soran nem
csak az 6sszepesav (total bile acid, TBA) értéke, hanem azon belll az egyes vegyuletek
mennyisege és aranya is valtozik, igy tovabbra is igény van a fiziologias értékek
meghatarozasara és az ehhez szlikséges analitikai modszer kidolgozasara/tokéletesitésére [8,
9].

Kutatasunk célja a kutyak fizioldgias epesavprofiljanak meghatarozasa, valamint egy
olyan modszer kidolgozasa, amely a jovben koros folyamatok nyomon kovetésére is

alkalmas lehet, és eldsegitheti az allatorvosi gyakorlat diagnosztikai fejlédését.
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2. lrodalmi attekintés

2.1. Az epesavak élettana

Az epesavak az epe f0 lipidkomponensei kozé tartoznak (szarazanyaganak kozel
85%-at teszik ki) [10]. Szerkezetiiket és biokémiai besorolasukat tekintve az ES-ak 24
szénatomot tartalmazo amfipatikus tulajdonsagu szteroidok [11]. Az els6dleges/primer ES-
ak a majban koleszterinbdl szintetizalodnak. Emberekben, kutydkban és macskakban ezek
leginkabb a koélsav (cholic acid, CA) és a kenodezoxikdlsav (chenodeoxycholic acid,
CDCA). Szintézis utan az ES-ak taurinnal vagy glicinnel konjugalédnak a majban, amely
soran ezek a vegyuletek, mint masodik szerves szubsztituensek kapcsolddnak az oldallanc
karboxil-csoportjahoz vagy a szteran vaz valamely gyiiriijének hidroxil-csoportjahoz észter-
, éter- vagy amid-kotésen keresztil. A konjugacié az ES-ak oldhatosaganak a ndvekedéséhez
vezet, valamint gatolja a passziv bélrendszeri felszivodast, és igy lehetové teszi, hogy e
vegyiiletek részt vegyenek a taplalék eredetii zsirok bélrendszeri emésztésében, azaltal, hogy
a lipideket és a bennik old6d6 vegylleteket emulgedljak, igy segiti a tapanyagok
enzimatikus hasitasat, ill. felszivddasat. Ez az emulgealé képesség az ES-ak amfipatikus
szerkezetének koszonheto [10, 12, 13].

Kozvetleniill a szintézist kovetden kivalasztodnak az epébe, valamint
koncentraloédnak és az epehdlyagban tarolodnak. Taplalékfelvetelekor egy enterohormon, a
kolecisztokinin (cholecystokinin, CCK) stimulalja az epeholyagot, 6sszehtzddasra készteti,
és az epevezetd epésbélbe szajadzasanal helyez6d6 zardizom (Oddi-zar6izom) relaxécioja
révén [14] az epét a duodenum-ba juttatja, ahol az epesavak segitik a lipidek és zsirban
oldédo vitaminok emésztését és felszivodasat. Az ileum-ban talalhatd epesavak tobbsége
Gjra felszivddik és a portalis vénan keresztul visszatér a majba, s az igy visszakerilt ES-ak
a maj ab ovo epesavszintézisét egy negativ visszacsatolasos szabalyoz6 mechanizmus révén
gatoljak. A bélbél nem reabszorbealodd ES-ak azonban bejutnak a vastagbélbe, ahol a
rezidens bélmikrobidta tovabbalakitja azokat masodlagos, hidrofilebb karakterli epesavakka
[8, 10].

A zsiremésztésben betoltott szerepiik mellett tovabbi lokalis és szisztémas funkciot
is ellatnak. Példaul részt vesznek az enterohepatikus keringesben, bizonyos ES-ak pedig
képesek nodvelni a bélben 1évé egyes baktériumfajok altal termelt antibiotikumok
hatékonysagat [8, 15]. Emellett az elmult években figyelmet kapott az ES-ak antimikrobidlis

aktivitasa is, felfedezték, hogy 6nall6 baktericid hatassal is rendelkeznek, valamint képesek
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crer

expresszidjat [13]. A legujabb vizsgalatok ramutattak arra is, hogy az epesavak olyan
jelzémolekulak, amelyek kiilonbozé receptorokon, valamint sejtjelatviteli Gtvonalakon
keresztll fejtik ki metabolikus hatasukat. Ezen kdlcsonhatasok révén az ES-ak az energia-,
glukoz-, lipid- és lipoprotein-anyagcsere szabalyozasaban is részt vesznek [8].

Az epesavakat olyan hormondlis hatasu aktiv metabolitoknak is tekinthetjik,
amelyek rendellenes miikodés kovetkeztében szerepet jatszanak a bél-agy tengely altal
kdzvetitett neuroinflammatorikus vagy neurodegenerativ betegségek kialakulasaban [16,
17]. Ezek a molekulak az intermedier anyagcsere bizonyos pontjain is szabalyozo6 szerepet
jatszhatnak, pl. a szénhidratok metabolikus szabalyozésaban vagy a zsirsavak szintézisében
és oxidacidjaban [18].

Végul, az ES-ak anyagcsere zavarai a bél barrier rendszerének miikodését is
befolyasoljak. A barrier meghibasodasa pedig gyulladasos allapotok, pl. gyulladasos
bélbetegség (inflammatory bowel disease) kialakulasahoz vezethet [19].

A biomarkerként és jelzomolekulaként betoltott szerepiik miatt koncentraciomeérésiik
informativ a méj- és bélbetegségek, az emésztérendszeren beliili és kiviili rosszindulatt
daganatok, valamint az elhizas diagnosztikajaban. Igy az epesavak koncentraciojanak
valtozasa a vérplazmaban/-szérumban, a vizeletben vagy a bélsarban fontos informéacidkkal
szolgalhat szdmos, az epesav-anyagcserével jard betegség prognozisahoz, diagndzisdhoz és

nyomon kovetéséhez is [11].

2.1.1. Enterohepatikus korforgas

Az epesavak szertedgaz6 metabolikus hatasai egyrészt a folyamatos enterohepatikus
keringésiikon, masrészt a molekularis szerkezetlikon alapulnak. Ez egy olyan szabalyozott
folyamat, amely az ES mdjban torténd termelddésébdl, az aminosavas konjugacidjabol, az
epeholyagban vald tarolashol, taplalékfelvétel utan a duodenum-ba torténd szekréciojabol,
Ujrahasznositasabol all. Ez a ciklus példaul emberekben naponta 4-12 alkalommal megy
végbe, és biztositja az epesavhomeosztazis fenntartasat [20].

Az els6dleges ES-ak szintézis és konjugacid utdn a viszonylag Osszetett

s

raktarozdodik az epeholyagban [21].
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Az epeholyagbeli ES-készletet 15 kiilonb6z6 epesav alkotja, de a harom f6 vegyiilet
— 72,8% taurokdlsav (taurocholic acid, TCA), 20,3% taurodezoxikdlsav (taurodeoxycholic
acid, TDCA) és 6,2% taurochenodezoxikolsav (taurochenodeoxycholic acid, TCDCA) —
teszi ki az epe jelent6s részét [22].

A lipidek bontasa utan a konjugalt ES-ak kb. 15%-a elkerili az ileum-ban t6rténé
felszivodast, majd a vastagbélben dekonjugaciot és biotranszformaciot kovetéen
masodlagos epesavakka alakulnak, mint pl. a dezoxikolsav (deoxycholic acid, DCA), a
litokdlsav (litocholic acid, LCA), valamint az urzodezoxikolsav (ursodeoxycholic acid,
UDCA). A mikrobialis reakciokat kovet6 1épés az ES-ak reabszorpcidja. A szekretalt ES-ak
tobb, mint 95%-a aktiv transzporttal az ileum-ban, a vastagbélben pedig passziv modon
szivadnak fel (1. abra) [8]. A natrium-fiiggd epesav-transzporter (apical sodium-dependent
bile acid transporter, ASBT) segitségével felszivodott primer konjugélt epesavakat foként
az enterocitakon keresztiil a csip6bélbeli epesavkotd fehérje (ileal bile acid-binding protein,
IBABP) széllitja (1. abra). Az enterocitdkban a primer epesavak egy un. farnezoid X
receptorhoz (FXR) kotddnek, amely szintézisiik, transzportjuk, szekrécidjuk és
felszivodasuk 6 szabalyozoja [20].

Ezt kdvetden a bazolaterdlis membranon taladlhato szerves oldottanyag transzporter
(organic solute transporter, OSTa/B) kivalasztja a vérbe, és a portalis keringésen keresztiil
visszajutnak a majba [20]. A méjba a natrium-taurokolat kotranszportal6 polipeptid (sodium
taurocholate co-transporting polypeptide, NTCP) transzporter és szerves anion szallitd
polipeptid (organic anion transporting polypeptide, OATP) transzporter segitségével jutnak
be, itt a masodlagos ES-ak rekonjugalodnak (szintén taurinnal vagy glicinnel) [8]. Az
intrahepatikus primer epesavak aktivaljak a majbeli FXR-receptor heterodimerjét, amely
szamos, az elsddleges ES-szintézisben részt vevd gén expressziojat szabalyozza és negativ
visszacsatolast fejt ki a de novo epesavszintézisre [20]. Majd egy Uj ciklus elinditasaval a
hepatocitak ATP-fiiggé efflux pumpat expresszalnak a membranjukra, pl. kanalikularis ES-
export pumpafehérjéket (bile salt export pump, BSEP). Ez kdzvetiti az Gjonnan szintetizalt
és visszanyert epesavak bearamlasat az epébe [23].

Az ES-ak jelentds része (95%) az ileum-ban visszaszivadik, és a v. portae-n keresztdil
visszakerul a majba Ujrafelhasznalasra. A DCA korilbelul 50%-a, valamint kis mennyiségl
LCA és UDCA Kertl vissza Gjra a majba. A fennmarad6 5%-ot a bélflora metabolizalja a
vastagbélben, majd a bélsarral Uril, az ezzel elveszitett ES-frakcio a majban torténd szintézis

révén keril potlasra. A bélsarba jutdé dekonjugéalt ES-frakcid foként DCA-bol és LCA-bAl
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all. Az epesavak nagy része az enterohepatikus korforgasban marad, mig csak kis része kerl

a keringésbe és kis részik urul a vesén keresztil is [8, 10, 20].

2.1.2. Bakterialis transzformacié

Az elsbdleges epesavak, a CA és a CDCA szekunder ES-akka, dezoxikolsavva és
litokolsavva torténd atalakitasat a bélben talalhato bakteriumok néhany faja hajtja végre egy
tobblépcsds biokémiai folyamatban [24]. Az ES-ak mikrobialis atalakulasanak négy f6 ttja
van: dekonjugéacio, dehidroxilacid, oxidacid és epimerizacio. Ezenkivil a mikroflora képes
szulfatalni, észterizalni és akar rekonjugalni is az epesavakat, ndvelve azok diverzitasat [20].

A Ta-dehidrogenédz (70-HSDH) a mésodlagos epesavak szintéziséért felelds enzim.
Ezt az enzimet az epesav-indukalhaté gének kddoljak, amelyek jelen vannak néhany, a
bélben ¢é16 mikroorganizmusban, kilénésen a Clostridium nemzetségben (C. scindens, C.
hylemonae, C. hiranonis stb.). Ha a mikroflora 0Osszetétele megvaltozik, az ES-ak
epesavak biokémiai reakcioit és megvaltoztatja az elsédleges és masodlagos ES-ak aranyat.
Ezzel egyitt az ES-ak toxicitasa, hidrofobicitasa és a gazdaszervezet metabolikus funkcioi
is megvaltoznak [20, 25, 26].

Az epesavak méregtelenitésére és eltavolitdsara szolgalo f6 folyamat a szulfatacio,
amelyet a Clostridium, Peptococcus, Fusobacterium és Pseudomonas nemzetségbe tartozo
baktériumok hoznak létre és hatasukat agy fejtik ki, hogy novelik az ES-ak oldhatdsagat,
csokkentik a toxicitasukat és a bélben val6 felszivodasukat, valamint kivalasztasukat [20].
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1. abra. Az epesavak enterohepatikus korforgasa. A folyamat soran a majban szintetizalt epesavak az
epeholyagon at a bélbe jutnak, onnan bakterialis transzformacié utan az ES-ak nagy része az ileumban
visszaszivodik, a portalis vénan keresztiil pedig visszakeril a majba. A fel nem szivodott veszteség (ami az
ES-aknak kb. 5%-a) pedig a bélsarral tiriil [8, 20]. Az brat a kutatécsoportunk készitette.

2.2. Allatfaji kiilonbségek

Az epesavak minden gerinces fajban jelen vannak. A metabolizmusukat szamos
gerincesallat-modellben tanulmanyozték, beleértve a rajat, zebrahalat, patkanyt, egeret,
horcsogot, nyulat, majmot és kutyat. A kisallatmodellek kdzil az epesav-bioszintézis €és -
metabolizmus szempontjabdl a hdrcsogé hasonlit leginkdbb az emberéhez, azonban az
elmult évtizedekben az egér valt a preferalt modellé. Ennek oka a kis testméret, a révid

vemhességi id6 és élettartam, amelyek eldsegitették a nagyobb mértékli laboratoériumi

tenyésztést es elhelyezést [12].

Az ES-ak a szintézisiiket koveté konjugacio soran a glicin- és taurinkonjugatumok
relativ aranya fajonként jelentdsen eltér. Az ember glicinnel és taurinnal konjugal, a taurin
elérhetdségétdl fiiggden. A kutya és a macska elsdsorban taurinnal. Kutyaban lehetséges
glicinkonjugéacié is, macskaban viszont obligat taurinkonjugéacié megy vegbe. Még

taurinszegény macskak is csak kis mennyiségben termelnek glicinnel konjugélt ES-at [10].
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Thakare és mtsai. tobb kiillonbozé fajban vizsgaltak az ES-akat vérplazmabol és
vizeletbol. A vizsgalati alanyok tobbek kdzott emberek, majmok, kutyak, nyulak, horcsogok,
patkanyok és egerek voltak. Megallapitottak, hogy a teljes plazma ES-készlet sertésben volt
a legmagasabb, ezt kdvette a patkany, a legalacsonyabb pedig a csimpanzban volt. A
legnagyobb mennyiségben eléforduld ES majomban, kutyaban, horcsdgben és patkanyban
a CA, rhesus majomban az LCA, a DCA és a CA, torpesertésben a hiokélsav (hyocholic
acid, HCA) és a hiodezoxikélsav (hyodeoxycholic acid, HDCA), egérben a CA és a
murikolsav (muricholic acid, MCA), emberben a CDCA és a DCA, nyulban a DCA, a
csimpanzban pedig az LCA. Az cls6dleges epesavakhoz képest a masodlagosak aranya
nyulakban volt a legalacsonyabb, ezt kdvette a csimpanz és a térpemalac. Ezzel szemben az
els6dleges ES-ak aranya egerekben és majmokban volt a legmagasabb. A CA/CDCA arany
egerekben, kutyadkban és hdorcsogokben volt a legmagasabb, a legalacsonyabb a
torpesertésekben és az emberekben. Emellett azt talaltdk, hogy a glikuronidacio és a
glutation-konjugacio egyik fajban sem volt hangsulyos [27].

Osszességében pedig megallapitottak, hogy a szulfatalas és amidalas szazalékos
aranyat tekintve a csimpanzok ES-profilja hasonlit leginkdbb az emberéhez, mig az egyes
epesavak Osszetétele és a majmok plazma ES-készleteinek hidrofilitasa legktzelebb all az
emberéhez. Ezzel szemben a tdrpemalacok, patkanyok és egerek ES-profiljai tértek el

leginkabb az emberéit6l, mivel ezen &llatfajokban a szulfataciéo minimalis [27].

-z =7

tényezok

2.3.1. Fiziologias valtozasok

Az Osszepesavszintet altaldban két idOpontban, epesavparként mérik, hogy
egymassal Osszehasonlithaté értékeket kapjanak. Eldszor 12 o6raval eleségmegvondst
kovetden, majd a taplalékfelvétel utan 2 oraval. Taplalékként e teszt sordn egy kis
mennyiségii — jellemzéen konzerv — tdpot alkalmaznak, amely mér epeholyag-6sszehtizodast
valt ki. Az éhgyomri szérumepesav (serum bile acids, SBA) értéke kutyakban a 0 és 15
umol/L tartomanyban van, a taplalékfelvételt kovetd (postprandialis, PP) értékek pedig 0 és
25 umol/L koz0tt vannak, de laboratériumonként Kis eltéréssel lehet szamolni [10, 28]. A
taplalkozds soran a gyomorfal feszilése megnd, és a CCK koncentracidja a vérben

megemelkedik. Az ugynevezett choleretikus hatds kovetkezteben az epeholyag annak
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0sszehlUzbodasaval és az Oddi-zardizom elernyedésével kidrul. El6fordul, hogy ez az
esemény elhizddik, és a szérumepesav-cstcskoncentracio a CCK felszabadulasa utan akar
tobb mint két éraval is kialakulhat [10, 29].

A PP szérumepesav-koncentracio még standardizalt teszteleség etetésekor is szamos
valtozotol fiigg, pl. az epeholyag kiiiriilésének egyéni kiillonbségeitdl, a gyomoriiriilés
sebességétdl, a taplalék késleltetett vagy fokozott athaladasi idejétdl a belekben. Ezen
valtozok miatt a vérben 1évé TBA-csUcskoncentracié a takarmanyfelvételt koveté 1-8
oraban barmikor kialakulhat [5].

A taplalékon tul az ES-ak enterohepatikus keringését a belek motilitasa és a
tranzitid6 (transit time, TT), tehat a beleken valo éathaladas ideje is befolyasolja. Az
emésztérendszer anatomiai eltérései jelentdsen befolyasolhatjdk a fizikai-kémiai
paramétereket, beleértve a pH-t, az emészténedveket, a TT-t és a bélmikrobiotat [6].

A kutydk fajtai és azok testméretei is befolyassal vannak az epesaveértékekre. A
bélsar-ES koncentraciotartomanya 5,8 és 7,5 pg Osszepesav-tartalom/mg szaraz bélsar
kozott mozog. A testtomeggel ez a koncentracio forditottan korrelal. Valamint a testtémeg
novekedésével mind az elsédleges/masodlagos ES-arany, mind a TBA csokken. Ennek oka
az, hogy a mikrobiota és az ES-ak ujrahasznositasa eltérd a kis és nagytesti fajtakban [6].

A fent emlitettek mellett az allat kora is befolyasolja az ES-ak mennyiségét és
aranyat. Egy patkdnyokon végzett tanulmany kimutatta, hogy a korral nd az epesavak
dsszmennyisége a szervezetben. Megallapitottak, hogy az 6regedéssel csokkent (vagy nem
valtozott szamottevéen) a nem konjugalt és a glicinnel konjugalt frakcid, mig a taurin-
konjugatumk altaldban novekedtek, a konjugalt és a nem konjugalt ES-ak egyméashoz

viszonyitott aranya pedig nem véltozott [7].

2.3.2. Koros valtozasok

A szérumepesavak koncentracidja kutyakban altalaban 3 okbd6l emelkedik meg.
El6szor is, ha a majfunkcid csokken, hiszen ekkor kovetkezményesen csokken az ES
szintézis és az ES-ak majbeli felvétele a portalis keringésb6l. Masodszor, vaszkularis
anomalidk esetén, pl. portoszisztémas sontben (portosystemic shunt, PSS), ami esetében a
béltraktusbol érkez6 ES-ak kollateralis ereken keresztul megkerilik a majat, és a szisztémas
keringésbe jutnak. Végul pedig epepangas kovetkeztében is megemelkedett SBA-szintek
mérhetbek [29].
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2.3.2.1. Intrahepatikus betegségek

A térséllatainknal a majbetegségekkel kapcsolatos (gasztrointesztindlis és/vagy
neuroldgiai) klinikai tiinetek gyakran nem specifikusak, ezért a majfunkcio laboratériumi
értékelése kritikus fontossagu diagnosztikai eszkoz [5]. A majfunkcio karosodéasaval romlik
az ES-anyagcsere szabalyozdsa, ami pedig hatassal van a lipidanyagcserére, az
immunkornyezetre és a bélbaktériumokra, ami gyulladashoz, fibrézishoz és cirrézishoz
vezet. A bélmikrobak dontd szerepet jatszanak a hepatocitak zsirfelhalmozodéasanak
szabalyozéséban is, valamint a bélbaktériumok 0sszetételének valtozasa befolyasolhatja az
immunmiikodést és a gyulladasos folyamatokat [30].

Sugita ¢és mtsai majelégtelen huméan pacienseket vizsgalva 16 kiilonb6zé ES
szérumkoncentraciojat hataroztak meg folyadékkromatografiahoz kapcsolt
tOmegspektrometria (Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry, LC-
MS/MS) moédszerrel, és hasonlitottak Ossze a kiilonbozé majbetegségekben mérhetd
értékeket. A vizsgalati csoport hepatitiszes, alkoholos zsirmaj-, epeuti betegségben
szenveddk, nem alkoholos zsirméjszindromas €s egyéb majbetegekbdl allt. Megallapitottak,
hogy az UDCA és a glikourzodezoxikolsav (glycoursodeoxycholic acid, GUDCA) szintje
szignifikansan magasabb volt az alkoholos méajbetegek csoportjaban, a DCA és az UDCA
szintje pedig szignifikansan alacsonyabb volt az epeuti betegségek csoportjaban, mint a
virusos hepatitiszes csoportban [31].

Pena-Ramos és mtsai 341 kutya SBA koncentracioit vizsgaltak kiilonbozo betegség
csoportokban, mely diagnézisokat szdvettani vizsgalattal igazoltak. A vizsgéalt eseteket a
kolangitisz, a kronikus hepatitisz, a velesziletett keringési rendellenesség, a cirrozis, a
daganatos, a nem specifikus reaktiv hepatitisz és a reverzibilis hepatocita karosodas
kategoridkba soroltdk. Megallapitottak, hogy az atlagos éhgyomri SBA-k cirrdzisban és
velesziiletett keringési rendellenességben szenvedd kutyakban voltak a legmagasabbak. A
legmagasabb PP median koncentraciot a veleszlletett keringési rendellenességben és a
kronikus hepatitiszben talaltak [29].

2.3.2.2. Kolesztazis

A Kolesztéazis vagy epepangés olyan koros allapot, amikor a majbol az epeelfolyas

akadalyozott, akar intra- vagy extrahepatikus okok miatt [32]. A kezeletlen kolesztatikus
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méjkarosodas gyakran majfibrézishoz, -cirrézishoz és végsé soron a majelégtelenség
progresszidjahoz vezet [33].

Gui és mtsai rifampicin indukalta kolesztazisban vizsgaltdk az ES-akat beagle
kutydkndl. A vegylleteket enzimatikus emésztésen alapuld ultra-teljesitményii
folyadékkromatografidval kapcsolt tomegspektrometrias (Ultra-performance liquid
chromatography-mass spectrometry, UPCL-MS/MS) mddszerrel hataroztak meg. 9 napon
at, napi kétszer kaptak 300 mg rifampicint, minden nap a beadas elétt 15 perccel vettek vért
az allatoktol, valamint minden nap 0-24 o6raban gyiijtotték a vizeletet és a bélsarat. 27
elsédleges, masodlagos és harmadlagos epesav valtozasait kdvették nyomon. A rifampicin
kezelések utdn megvaltozott az ES-ak diverzitasa, egyarant csokkent a vizeletben és a
bélsarban. Ennek oka az volt, hogy a kezelések megvaltoztattak a bél mikrobialis
metabolizmusat, ezaltal befolyasoltdk az ES-ak Osszetételét. Az elsédleges ES-ak
koncentracioja kismertékben névekedett az antibiotikum-kezelések utan, a masodlagos ES-
aké pedig novekedett a vizeletben, de jelentdsen csokkent a bélsarban. Ennek eredményeként
a kezeléseket kovetéen a masodlagos ES-ak kivalasztasa jelentGsen csokkent. A
harmadlagos ES-ak (a masodlagos epesavak oxidativ metabolitjai) szignifikansan

csokkentek a bélsarban és novekedtek a vizeletben [34].

2.3.2.3. Portoszisztémas vaszkularis rendellenességek

Portoszisztémas sontrél akkor besz¢liink, amikor a méj szinuszoidjait megkertilve, a
portalis vénas rendszert a szisztémas keringéssel kozvetleniil Osszekotd vaszkularis
anomalidk alakulnak ki. Alapvetéen két nagy csoportra oszthatjuk a sontoket, velesziiletett
portoszisztémas sontre (congenital portosystemic shunt, CPSS) vagy szerzett PSS-re
(acquired portosystemic shunt, APSS) [35]. A sontok lehetnek extra- vagy intrahepatikusak.
A PSS a kontamindlt, portdlis vénds vér elvezetését teszi lehetévé a bélbdl, a
hasnyalmirigybdl és a 1épbdl a szisztémas keringésbe. A portalis vénds vér szubsztratokat
(gliikdz, aminosavak, rovid szénlancu zsirsavak, ammania stb.), a hasnyalmirigy hormonjait
(pl. inzulin, glukagon) és transzlokalt enterdlis mikroorganizmusokat, valamint azok
toxinjait szallitja melyek a maj metabolikus szlirését elkeriilve kozvetleniil keriilnek a
szisztémas keringésbe [36].

A PSS diagnosztikajaban fontos moddszer azon majfunkcids tesztek mérése
(ammonia, ES) melyek koncentrécioja a portalis rendszer kdzvetlen kommunikéci6ja miatt

a szisztémas keringésben megemelkedik. A leggyakrabban hasznalt diagnosztikai teszt az

13


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

epesavpar mérése, azaz az éhgyomri SBA és a 2 6ras PP ES mérés. A rendellenes keringés
miatt altaldban mar az éhgyomri epesav is magas, de a PP epesav érték minden esetben
jelentésen magasabb. A maésik teszt az éhgyomri és 6 O0rds PP ammonia koncentracio
meghatarozasa a vérbél. Ebben az esetben is az éhgyomri altalaban magas PSS betegekben,
de a PPATT minden esetben magas, mivel a majat elkeriil keringés miatt a maj nem képes

kisziirni és méregteleniteni a felesleges ammoniat [35-38].

2.3.2.4. Az epesavak valtozasainak egyéb okai

A fent emlitettek mellett szamos tovabbi korfolyamatban is véltozhat az epesavak
mennyisége és 0Osszetétele. Tobbek kozott szepszises kutydknal is vizsgaltdk e
paramétereket. Baptista és mtsai szepszises betegek szérumepesavait vizsgalta, s
eredményeik szerint a nyugalmi SBA koncentracioja a betegekben szignifikansan magasabb
volt az egészséges allatokban mérhetdeknél [39].

Megfigyelték az ES-ak cukorbetegséggel valé kapcsolatat is. Jergens és mitsai
inzulinfiggé diabétesz mellitusszal diagnosztizdlt alanyok szérum- és bélsar-
epesavprofiljait elemezték. Méréseik sordan mind az elsédleges, mind a madasodlagos
konjugélatlan bélsar-dsszepesavban véltozast figyeltek meg a cukorbeteg &llatokban. A
bélsarban megndvekedett a primer ES-ak aranya, azon belll pedig CA-dominancia volt
jellemzd, mig az LCA szintje csokkent a betegekben. E megéllapitasok egyértelmii
kapcsolatot jelentenek a karosodott gliikozhomeosztazis és a megvaltozott ES-készlet kdzott
a cukorbetegségre fogékony egyedekben [9].

Ezek mellett daganatos betegségek soran is valtozhat az epesavak koncentracidja, pl.
kolangiokarcindbmaban és vastagbéltumorokban [40, 41].

Végul fontos megjegyezni a vékonybélbeli bakterialis tulszaporodést, ami a
diszbidzis egyik megnyilvanulasa. Egy tanulmany szerint az atlagos konjugalatlan SBA-
koncentracio szignifikdnsan megemelkedett a diszbidzishban szenvedé kutyakban, valamint
megallapitasra kerult, hogy a nem konjugalt ES-ak 10-20-szoros koncentraciondvekedeést is
elérhetnek [42, 43].

2.4. Az epesavak terapias vonatkozasai

Az ES-ak sejttipusonként és szovetenként eltérd hatast gyakorolnak a

sejtproliferaciora és a gyulladasra. A CA-taplalas majsejtproliferaciot okoz, egyes hidrofil
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epesavak, a TCA és az UDCA védelmet nyljtanak az apoptdzis ellen, mig a hidroféb
taurolitokdlsav ~  (taurolytocholic  acid, = TLCA) és  glikokenodezoxikolsav
(glycochenodeoxycholic acid, GCDCA) majsejtapoptdzist és majkarosodast okozhatnak
[32].

Az UDCA a maj biokémiai paramétereinek javulasat eredményezi, terapias
alkalmazésa soran primer bilidris cirrozisban szenved6 betegeknél dramai javulast
eredményezhet a biokémiai paraméterekben, elsésorban az alkalikus foszfataz, a glutamil-
-cirrézishoz vezeté gyulladasos folyamatok progresszidjat nem akadalyozza meg.
Nekroinflammatorikus betegségekben (krénikus hepatitisz, cholangitis) valamint
cholestasissal jaro korformakban is nagyon jotékony hatasu [44].

Az UDCA mellett tobb félszintetikus epesavszarmazék, mint pl. a 6a-etil
kenodezoxikolsav vagy obetikdlsav (obeticholic acid, OCA), a norurzodezoxikdlsav
(norUDCA) és a 12-monoketokolsav (12-monoketocholic acid, 12-MKC), amelyek
bizonyitottan pozitiv hatast gyakorolnak az anyagcsere-, maj- és epeuti betegsegekre. Az
OCA-kezelésrdl kimutattak, hogy javitja a nem alkoholos zsirmdj betegségben szenvedd
betegek biokémiai és szOvettani paramétereit, valamint a 2-es tipusu cukorbetegségben
szenvedd betegek csoportjdban javitja a kozponti és periférias inzulinérzékenységet és
csokkenti a majgyulladas és -fibrézis paramétereit. A norUDCA-t, mint Ujabban leirt
epesavszarmazékot, sikeresen alkalmaztak kolangitiszes betegeknél [45].

Az elmult évtizedben szamos tovabbi epesavszarmazékot szintetizéltak, amelyek
kapcsan egyre nagyobb figyelem iranyul az ES-ak (kulénésképpen napjaink
tarsadalomszintii, anyagcserezavaron alapuld betegségében, a metabolikus szindroméban

betoltott) terapiads szerepeinek feltarasara [45].

2.5. Az epesavak vizsgélatai modszerei

A TBA meghatarozésara a legnépszeriibb technikak kozt emlithetéek az enzimatikus
modszerek, viszont ezek korlatozott informéaciot nyujtanak az egyes ES-vegylletekre
vonatkozoan, valamint spektrofotometrids eljarasok révén a szérum szinbeli valtozasai
(hemolizis, lipémia, ikterusz) jelent6sen befolyasoljak. A gaz- ill. folyadékkromatografias
tdmegspektrometrias —a GC-MS (gas chromatography-mass spectrometry) és az LC-MS —,

valamint a magneses magrezonancia spektroszkdpiéas eljarasok (nuclear magnetic resonance,
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NMR) ugyanakkor 0sszetett bioldgiai matrixokban segitséget nydjtanak az egyes epesavak
azonositasaban és mennyiségeinek meghatarozasaban [46, 47].

A tomegspektrometria fejlodésével az emlitett kromatografias technikak
szenzitivitasa az elmult évtizedben nétt sokszorosara, e két tipusu metddus egymassal vald
parositasa révén [46]. Az LC-MS/MS tehat egy olyan analitikai technika, amely egyesiti a
folyadékkromatogréfia (liquid chromatography, LC) és a tomegspektrometria (mass
spectrometry, MS) tulajdonsagait. A folyadékkromatografia elvalasztia a minta
komponenseit, majd az MS toltéssel rendelkez6 ionokat hoz létre és azokat detektalja. Az
LC-MS/MS adatok informaciét nyujtanak a konkrét minta komponenseinek
molekulatomegérol, szerkezetérdl, azonossagarol és mennyiségérol [48].

Az ES-molekulak elkiilonitése egymastol nem egyszerii, mert vannak koztik olyan
vegylletek, melyek szerkezetiikben nagyon hasonl6ak [49]. Mégis az LC-MS/MS mdodszer
jelenleg a legérzékenyebb es legszelesebb kdrben hasznalt analitikai eszkdz az ES-ak
elkllonitett Kimutatasara és kvantifikécidjara vizeletben, plazmaban/szérumban és bélsarban

egyarant [46].
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3. Célkituzések

Az epesavaknak sokrétli szerepeik vannak a kutydk szervezetében, részt vesznek
tobbek koz6tt az emeésztés folyamataiban (pl. a zsirok lebontasaban és felszivodasaban, vagy
a bélmikrobiota egyensulyanak fenntartdsaban), de fontos markerei a maj és epeutak
miikodési  allapotanak is [11]. Mindezek miatt a fiziologias ES-értékek ismerete
kulcsfontossagu az allatorvosi diagnosztikai folyamatokban, emellett
koncentraciomeghatarozasuknak — a koros elvaltozasok idében torténd felismerésével — a
megelézésben is szerepiik lehet.

Kutatasunk célja a kutyak fiziol6gias epesavértékeiknek meghatarozasa a klinikailag
legrelevansabb vegyliletek esetében (epesavprofil), valamint azon moddszer kidolgozasa,
amely koltséghatékony, és diagnosztikai célra kés6bb beteg egyedeknél is alkalmazhato
lehet. Emellett kivancsiak voltunk arra is, hogy a hemolizis milyen mértékben befolyasolja,
ill. befolyésolja-e egyaltalan a mérésunket, hiszen a hemolizis az egyik leggyakrabban
eléforduldé mintavételi, vagy mitntafeldolgozasi hiba, ami ellehetetleniti a TBA
spektrofotometrias laboratériumi méréseit.

Az eredményeink elemzésével célunk egy olyan referenciatartomany Kkialakitasa,
amely kés6bb a klinikus allatorvosoknak nagy segitséget nyujthat a kutyak kiilonb6z6
betegségeinek diagnosztikajahoz. Emellett a kutydk esetében kapott eredmények (és
legfoképpen a mérési metddus finomhangolasa) relevansak lehetnek a human
egészségugyben is.

Kisérletlink soran megfigyeltik azt is, hogy az etetésnek milyen hatasa van az ES-ak
koncentraciojara, valamint, hogy az etetés befolyasolja-e az ES-profilt.

Célunk 0sszességében egy megbizhatd moddszer kidolgozasa, amivel a kutyak
epesavosszetételét és koncentracidit mérni tudjuk, amely késébb a maj-, epeuti és egyéb
extrahepatikus betegségek pontos diagnosztizalasahoz is alkalmazni tudunk. Az eredmények
hozzajarulhatnak az ES-akkal kapcsolatos ismeretek bovitéséhez az allatorvosi gyakorlat

szamara.
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4. Anyag és modszer

4.1. Kisérleti és mintavételi protokoll

Munkank soran 6 db kiilonbo6z6 fajtaja kutya ES profiljat hataroztuk meg. Az allatok
ivarérettek (24-70 honapos kor kozottiek) és kdzepes termetiiek voltak, valamint vegyesen
voltak koztik himek és néstények is. Mindegyik kutyanal el6zetesen végeztink fizikalis- és
laborvizsgalatot (hematologia és biokémiai profil), hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy
minden alanyunk egészséges allapotban kerul tesztelésre. A kutatast a KA-4105 szamu
kisérleti engedély alapjan val6sitottuk meg.

Az els6 vérveételt 12 orés koplaltatas utan végeztik rendel6i koriilmények kozott. Ezt
kovetden a kutydkat megetettiik a sajat, megszokott adagjuk 20%-aval, majd 9 tovabbi
mintavételt végeztiink. Etetés utan az elsé 6 alkalommal oranként, majd a 8., 10. és 12.
Oraban is vettiink vért.

A kutydkban behelyezett kanulon keresztil toértént a mintavétel és minden
alkalommal 2 ml vért vettink. Ezt kovetéen 10 percen keresztiil 3000-es fordulatszdmon
lecentrifugaltuk a mintakat, majd a felulisz6t (szérum) Eppendorf csévekbe pipettaztuk at.
A szérumot laborba érkezéséig 4 °C-on, majd azt kovetéen feldolgozasig -80 °C-on taroltuk.
A  mintavételt kovetden parhuzamosan megnéztiik enzimatikus spektrofotometrids
modszerrel (Beckman Coulter Olympus AU400, USA berendezéssel, DiaSys Total bile
acids 21FS reagenst hasznalva) a vér 6sszepesav mennyiségét es az ES-koncentraciokat LC-
MS/MS mddszerrel.

Vizsgaltuk azt is, hogy a hemolizis mennyiben befolyasolja az LC-MS/MS mérés
eredményeit. Ehhez az Allatorvostudomanyi Egyetem Kisallatklinikajarol kapott kutyak
(5db) ép és hemolizalt mintaiban meértik meg az ES-koncentracidkat. Ketté kutya esetében
két 6sszehasonlitast is tudtunk végezni. A mintaknal a tarolas, mintaclékészités és miiszeres
méreés megegyezett az el6z6 6 kutyaéval. Ezekhez a mintakhoz is tettiink ismert mennyiségii
bels6 standardokat (internal standard, ISTD), igy az LC-MS/MS mérést kovetben

egyszerlien vissza tudtuk szamolni az esetleges veszteségeket.
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4.2 Vizsgalt vegyuletek

Kisérletiink soran 15 kiilonb6z6 ES-molekulanak hataroztuk meg a koncentracigjat.

Az 1. tablazatban lathatdé melyek azok a vegyuletek, amelyekre kivancsiak voltunk. A
felhasznalt bels6 standartokat az LGC Standards-t61 (Teddington, UK) szereztiik be.

ROVIDITESE MAGYAR NEVE ANGOL NEVE CAS-SZAMA
CA Kolsav Cholic acid 81-25-4
TCA Taurokdlsav Taurocholic acid 81-24-3
GCA Glikokélsav Glycocholic acid 475-31-0
CDCA Kenodezoxikélsav Chenodeoxycholic acid 474-25-9
v TCDCA Taurokenodezpmkolsav TaurochenO(_jeoxychollc acid 6009-98-9
|_|1__1 (Na-s0) sodium salt
Lﬂ GCDCA Gllkokenodezgmkolsav Glycochenpxychollc acid 16564-43-5
) (Na-sd) sodium salt
6 DCA Dezoxikdlsav Deoxycholic acid 83-44-3
Q B
> TDCA Taurodezoxikélsav (Na-s6) Taurodeo.x ycholic acid 1180-95-6
- sodium salt
;E' GDCA Glikodezoxikélsav Glycodeoxycholic acid 360-65-6
Q LCA Litokdlsav Lithocholic acid 434-13-9
N TLCA Taurolitokdlsav (Na-s6) Taurolithocholic acid sodium salt 6042-32-6
> Glikolitokdlsav : .
< GLCA (Litokolil-glicin) Lithocholylglycine 474-74-8
UDCA Urzodezoxikélsav Ursodeoxycholic acid 128-13-2
TUDCA Taurourzodezoxikolsav Tauroursodeoxycholic acid 14605-22-2
GUDCA Glikourzodezoxikolsav Glycoursodeoxycholic acid 92411-07-9
sodium salt
CA/Z Kélsav D4 Cholic acid D4 116380-66-6
TCA/Z Taurokdlsav D5 (Na-s0) Taurocholic acid D5 sodium salt NA
GCA/z Glikokdlsav 13C2, D4 Glycocholic acid 13C2, D4 NA
CDCA/zZ Kenodezoxikolsav D5 Chenodeoxycholic acid D5 52840-12-7
= TCDCA/Z Taurokenodezo>,<|kolsav D5 Taurochenode_oxychollc acid D5 NA
E (Na-sd) sodium salt
= GCDCA/Z Gllkokenodezo%lkolsav D7 Glycochenode_oxychollc acid D7 NA
% (Na-s06) sodium salt
a DCA/Z Dezoxikolsav D5 Deoxycholic acid D5 52840-14-9
g TDCA/Z Taurodezoxikdlsav D5 Taurodeoxyct;(():::jc 2:2,344 D5 NA
4
;ﬂ GDCA/z Glikodezoxikélsav D5 Glycodeoxycholic acid D5 NA
g LCA/Z Litokélsav D4 Lithocholic acid D4 83701-16-0
% | TLCAIZ  Taurolitokolsav D5 (Na-sg) | ourolthocholicacid DS 60 76 97.
= sodium salt
- GLCA/zZ Glikolitokdlsav D4 Glycolithocholic acid 2,2,4,4 D4 2044276-16-4
UDCA/Z Urzodezoxikdlsav D4 Ursodeoxycholic acid D4 347841-46-7
Taurourzodezoxikoélsav D4 Tauroursodeoxycholic acid
UEIREr72 (Na-sd) 2,2,4,4 D4 sodium salt NA
GUDCA/Z Glikourzodezoxikélsav D4 Glycoursodeoxycholic acid D4 2044276-17-5

1. tablazat: A vizsgalt vegylletek és belsd standardok.
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4.3 Felhasznalt vegyszerek

LC-MS tisztasadgu oldoszereket hasznaltunk (metanol, etanol, n-hexan, acetonitril),
valamint analitikai tisztasagl ammonium-acetatot, ammodnia 25%-0s vizes oldatét,
hangyasavat, ecetsavat (Avantor/VWR International Kft.).

Az oldatkészitéshez nagy tisztasagu vizet hasznaltunk, ami SUEZ Environment®
laboratériumi viztisztito rendszerrel készult. A szilardfazisu extrakcids (solid phase
extraction, SPE) csdvek Gen-Lab Kft-n keresztiil a Phenomenex®-t61 kerliltek beszerzésre.
A minbségellen6rz6 mintakhoz (quality control, QC) egészséges allatoktol levett
kutyavérszérumot az Allatorvostudomanyi Egyetem Kisallatklinikajatol szereztiik be, és

felhasznalésig -20 °C-on taroltuk.

4.4 Mintaelokészités menete

Els6 1épésként 500 pl kutyaszérumot pipettaztunk mikrocentrifuga csévekbe, majd
az éles mintainkhoz hozzaadtunk 5 ul metanol és etanol 1:1 aranyu elegyét (MeOH:EtOH
1:1) és 10 pl 90 uM-os belsé standardot (ISTD_MIX-et), majd vortexeltik. A spike-olt minta
(QC minta) esetében is 500 pl kutyavérplazmat pipettaztunk mikrocentrifuga csévekbe és
hozzéadtunk:

o Kontroll mintanal (K minta) 15 ul MeOH:EtOH 1:1 aranyu elegyét.
epesav standard mixet (STD mix) és 10 ul 90 uM-0s ISTD_MIX-et, utana
vortexeltlk.

e Magasra szennyezett mintanal (H minta) 5 pl 100 uM STD mix-et (H
minta) és 10 pl 90 uM-0s ISTD_MIX-et, majd ezt is vortexeltik.

Ezutan a mintdkhoz hozzadtunk 800 ul 0,4 M ammonium-acetat oldatot, melynek a
pH értékét 8,3-ra allitottuk be. Ujra vortexeltiik a mintakat, majd 60 °C-os vizfiirdében, 30
percen keresztiil inkubaltuk 6ket. A vizflird6 utan a mintdkat lecentrifugéltuk 17 000 G-n,
10 percen at, szobahOmérsékleten, ezutan a feliiliszokat iires mikrocentrifuga csévekbe
leszedtlk és elkezdtlk a szilard fazisu extrakciot C18-as SPE oszlopokon (Phenomenex
Strata XL 60 mg/3 ml).

A szilard fazist extrakciot SPE kaddal végeztik (1. kép.). A folyamatot
kondicionalassal kezdtiik 1000 pl metanollal (MeOH), majd ugyanennyi vizzel. A mintak

felvitele utdn mosas kovetkezett elészor 2000 pl vizzel, majd 2000 pl n-hexannal, végll
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szintén 2000 ul vizzel. A mintakat ezt kovetden levegd aramban szaritottuk fél percig, majd
2x1000 pl MeOH-val leoldottuk.

Az extrakciot kovetéen 50 °C-0s nitrogén aramban szérazra paroltuk a mintékat,
majd visszaoldottuk 250 ul 0,1% ammonias metanol-acetonitril 1:1 aranyd elegyében és
atpipettaztuk mikrocentrifuga csévekbe. Ezutan hozzaadtunk 750 ul 5%-0s hangyasavas
metanolt és 30 méasodpercig vortexeltiik. Vortex utan a mintakat 17 000 G-n, 10 percen &t
szobahdmérsekleten lecentrifugéltuk és a feliiluszokat kémesdvekbe leszedtiik.

Majd 50 °C-on nitrogen aramban szarazra péroltuk a mintakat, visszaoldottuk 250 pl
metanol-acetonitril 1:1 elegyében, végul pedig 0,22 um-es fecskenddvel szirtiik sziikits

vialokba.

1. kép: Szilard fazisu extrakcios kad.

4.5, Miiszeres méreés

A miszeres vizsgalatokhoz egy Shimadzu LCMS-8030+ folyadékkromatograffal
kapcsolt tomegspektrométer rendszert hasznaltunk, amely egy Shimadzu Nexera UHPLC-

bdl és egy LCMS-8030+ tripla kvadrupdlus tomegspektrométerbdl (Shimadzu Corporation,
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Japan) allt. Az epesavakat egy Kinetex Cis, 100 x 4,6 mm atmér6ji (2,6 pm részecskeméret)
kolonnan vélasztottuk el, ami egy 4 x 2 mm-es Cis véddkolonnaval volt felszerelve
(mindkettd a Phenomenextdl kertilt beszerzésre, USA). A vizes fazisu (CA’) eluens 50 mM
ammonium-acetat volt, pH-jat 8,2-re allitottuk ammoniaval, és 5% acetonitrilt tartalmazott.
A szerves fazisu (’B’) eluens 100% acetonitril volt. Az aramlasi sebesseg 0,3 ml/perc volt;
egy kromatogréafias mérés pedig 14 percig tartott. A kromatografias gradiens a 2. tdblazatban
lathatd. Az autinjektor hémérséklete 5 °C volt, valamint a kolonnatermosztatot 50 °C-on

tartottuk, a beinjektalt térfogat 10 uL volt.

Id6 (perc)y 00 10 50 65 90 97 9,75 1095 11,0 140
B% 36,8 36,8 485 485 57,0 57,0 979 979 368 36,8

2. téblazat: Kromatogréfias gradiens.

A kvantitativ méréshez eldszor egy ISTD kalibraciot végeztiink, amihez minden
esetben a megfeleld stabil 1zotdppal jelolt epesavat hasznaltuk 1800 nM koncentracioban. A
kalibracios egyenesek egyenleteit az LC-MS/MS miiszert vezérl6 Shimadzu LabSolutions
szoftverrel szamitottuk ki a legkisebb negyzetek modszerével.

A tomegspektrométer ionforrasa elektrospray (Electrospray ionization, ESI)
iizemmodban mitkddott, pozitiv és negativ polarizacidban, tobbszords reakcid monitoring
(multiple reaction monitoring, MRM) izemmaodban. Az ESI paramétereit a 3. tablazatban
foglaltam 6ssze. Az egyes vegylletekre vonatkozé als6 kimutatasi hatarok (lowest level of
detection, LOD) és als6 merési hatarok (lowest level of quantitation, LOQ) pedig a 4.

tablazatban lathatok.

Interfész feszultség 4,5 kv
Interfész aram 0,36 uA

Interfész homérséklet 350 °C
Deszolvatacios cs6 homérséklet 300 °C
Fiitoblokk homérséklet 400 °C
Detektor feszultseg 1,78 kV
Porlaszté gaz (nitrogén) aramlasa 3 l/perc
Széaritdgaz (nitrogén) aramlasa 15 I/perc
Utkozési gaz (argon) nyomasa 230 kPa

3. tdblazat: ESI paraméterek.
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LOD (nM) LOQ (nM)

VEGYULET a matrixban a matrixban

Al (vérszérumban) Pl (vérszérumban)
CA 16,7 8,3 50,0 25,0
CDCA 3,3 1,7 10,0 50
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 50
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. tablazat: LOD és LOQ értékek.

4.6. Statisztika

A kutatdisom soran a statisztikai elemzésekhez leir0 statisztikai mddszereket
alkalmaztam, ezek koziil az atlagot és a szorast hasznaltam az alapvetd jellemzok
bemutatasara. Az atlagok szamitasanal mind a hat kutyat belevettem, igy a hemolizis
jelenléte miatt minimalis eltérések adodhatnak. A valtozdk kozotti kapcsolatok feltarasara
Pearson-féle korrelaciot alkalmaztunk, a korrelécios egydtthatd értékét (r) 0,7-nél hataroztuk
meg. A hemolizalt és nem hemolizalt csoportok kozotti kilonbségek vizsgalatdhoz
kétmintas T-probat alkalmaztam, amelynél a szignifikancia szintjét (p) <0,05-nek hataroztuk

meg. Minden statisztikai szamitast az Excel program segitségével végeztem el.
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5. Eredmények

5.1. LC-MS/MS 0Osszepesav

Méréseink eredményei alapjdn megéllapithatd, hogy az LC-MS/MS mddszerrel
meghatarozott kezdeti, éhgyomri 0sszepesav-koncentracioban jelentés egyedi eltérések
figyelhetdk meg (5 673,3 — 29 276,5 nM). Ezen tilmenden azt is észleltiik, hogy az etetést
kovetden nem csak egy iddpontban tapasztalhatok magasabb TBA értékek. Minden kutyéanal
2 idépontban is novekedett a TBA koncentracio, etetést kovetéen 1-2 draval, valamint 3-5
Oraval késébb. A vizsgalt kutyak tobbségénél (5/6) az els6 cstucs 2 oraval az etetést kdvetden
jelentkezett. Etetés utan a maximalis TBA koncentraciok az elsé csticsnal 8023,9 — 40 165,2
nM ko6z6tt mozogtak, a masodik csucsnal pedig 12 649,7 — 44 027,4 nM kozott voltak. Ezt
kovetden, kb. etetés utan a 8. oratdl kezdve egy kutya kivételével mindegyiknél

folyamatosan csokkent a TBA koncentracio (2. abra).

LC-MS/MS 6sszepesav

50 000
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40 000
35000
s 30 000

25000

20000 /

Koncentricié (nM

15 000

10 000
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=]

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
148 (6ra)

—--Sierra (S) -Graffity (G) —Dia (D) Bogi (B) —~Zika(Z) Rege (R)
2. dbra: Az LC-MS/MS modszerrel mért TBA koncentraciok alakuldsa. A kutyak kézott mar a kezdeti

koncentraciokban is nagy kulénbségeket lathatunk. Az etetés utani TBA az 1-2. és a 3-5. 6raban mutatott
magasabb értékeket.
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5.2. Az LC-MS/MS és a klinikai mérések eredményei

Méréseink alapjan az lathatd, hogy az LC-MS/MS mddszerrel mért TBA
koncentraciok mindegyik kutyanal magasabbak voltak, mint a klinikai spektrofotometrias
maodszerrel meért értékek (3. abra). LC-MS/MS mddszerrel a TBA koncentraciok 5 673,3 —
29 276,5 nM kozott mozogtak etetés eldtt, mig 3 kutyanal (Sierra, Graffity és Dia) a klinikai
TBA szint 4100,0 — 9400,0 nM koz6tt volt. A kutydk kozil haromnak (Rege, Bogi és Zika)
a vérmintja hemolizalt volt, igy a spektrofotometrias mérés eredmeényeit esetiikben
figyelmen kiviil hagytuk. A 3. abran az elsé 3 kutyanal viszont lathatjuk, hogy az LC-
MS/MS TBA és a klinikai TBA koncentraciogorbék kozel azonos lefutastak, viszont itt is

nagy egyedi eltéréseket figyelhetiink meg.
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3. &bra: A kutydk LC-MS/MS és klinikai (spektrofotometrias) modszerrel mért ES-értékeinek az
Osszehasonlitasa.
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5.3. Epesav-profilok

A vizsgalt kutyaknal nemcsak a TBA koncentracioban, hanem az ES-profiljaik
kozott is nagy egyedi eltéréseket lattunk (4. abra). Mindegyik alanyunkra jellemzd volt, hogy
glicin-konjugalt ES-at szinte nem is mértiink az LC-MS/MS mddszerrel. A 4. abran lathato,
hogy a legtébb esetben a TCA mennyisége dominal és leginkabb korrelal a mért TBA-val (r
= 0,96), valamint a TDCA is magas korrelaciét mutatott (r = 0,77) az 6sszepesav-értékkel.
Emellett a TDCA a klinikai dsszepesavval is korrelal (r=0,78). A CA CDCA-val és DCA-
val mutat korrelaciét (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 hatdsara emelkedett a TCA koncentracié és hasonloképpen a TBA-hoz, a
pozitiv korrelacié miatt itt is 2 id6pontban latunk magasabb koncentraciot. Az etetés utani
4-5. oraban kialakult csucsot kovetéen a legtobb kutyanal folyamatosan csokkent az ES-ak
mennyisége.
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4. dbra: A kutydk ES-profiljai. Y-tengelyen a mintavételek idépontjat (0.=éhgyomri), az X-tengelyen pedig az
egyes ES-ak koncentracidit lathatjuk (nM).
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5.4. Primer és szekunder epesavak dsszehasonlitasa

Az 5. abra a primer és a szekunder ES-akat hasonlitja 0ssze. Ebbe az

Osszehasonlitasba a konjugalt epesavakat kdzil csak a taurinnal konjugaltakat vettiik bele,

mert a glicin konjugalt ES-ak mindegyik kutyaban kimutatasi vagy merési hatar alatt voltak.

A legtobb kutyanal a primer ES-ak koncentracidja domindlt, viszont itt is nagy egyedi

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

voltak jelen.
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5. abra: Primer és szekunder ES-ak koncentracidi az egyes egyedekben. A primer-szekunder ES-ak
aranyaindl itt is nagy egyedi eltéréseket lathatunk.
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A mennyiségek mellett a kutyak kdzott a primer-szekunder ES-ak ardnyaiban is nagy
kildnbségeket tapasztaltunk. Ez az arany az éhgyomri mintavételnél 0,68 és 3,42 kozott
alakultak, az etetés utani 1. cstcsban (1-2. 6raban) 0,75 és 4,70 kozott, a 2. csicsban pedig
(3-5. 6réban) 0,94 és 4,96 kozott voltak (5. tablazat).

IDO (ORA) PRIMER-SZEKUNDER EPESAVAK ARANYAI

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. tablazat: Primer és szekunder epesavak aranyai.

A primer epesavaknal az atlag csucskoncentraciok a 2. és az 5. Ordban voltak
(22 068,5 + 737,1 nM és 18 021,6 + 1 233,8 nM), mig a szekunder epesavaknal a 2. és a 4.
oraban (8 250,2 + 10,2 nM és 7 493,8 + 14,4 nM). Egészen a 10. 6raig a primer epesavak
mennyisége dominalt a kutyakban. A primer és a szekunder ES-ak kozotti aranyok is
véltoztak az etetés hatdsara. Az éhgyomri primer és szekunder ES-ak aranya 1,71, az etetés
kovet6 2. oraban mar 2,67 volt. Ezt kovetden ez az arany elkezdett csdkkenni, az etetés utani
5. 6rétol pedig elkezdett ismét ndvekedni egészen a 6. 6raig. Ekkor 2,59 volt a primer és
szekunder ES-ak egymashoz viszonyitott aranya. Majd ismét elkezdett csdkkeni, és a 12.

Orara mér csak 0,67 volt ez az arany.

Primer és szekunder epesavak atlaga

25000

10 000
0 1 2 3 4 5 6 8 10 12

1d6 (6ra)
® Primer epesavak dtlaga  m Szekunder epesavak atlaga

:

Koncentracio (nM)

6. bra: Primer és szekunder ES-ak atlaga egymashoz viszonyitva, szérasokkal egyiitt.
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5.5. Hemolizis

5db kutya hemolizalt és nem hemolizalt mintaibol mért ES-koncentraciok kozotti
kildnbség statisztikai elemzésére kétmintés T-probat hasznaltunk, ezzel meghatarozva, van-
e szignifikans eltérés az értekek kozott. A T-proba alapjan azt latjuk, hogy a legtébb
vegyuletnél nincs szignifikans kiilonbség a hemolizalt és nem hemolizalt mérések kozott. A
6. tablazatban szines hattérrel jeldltem azokat a p értékeket, ahol p>0,05, ezekben az
esetekben nincs szignifikans kildénbség a hemolizalt és a nem hemolizélt mintak kozott.
Ennek ellenére azt talaltuk, hogy a hemolizis kismértékben mddosithatja a mérések

szamértékét, viszont egyedileg eltér, hogy mely vegyuleteket milyen mértékben.

MERT KUTYA  KUTYA KUTYA KUTYA KUTYA KUTYA KUTYA
VEGYULETEK 11 172 2 31 312 4 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. tablazat: Kétmintas T-proba p értékei, szinessel jeldlve azok a cellak, ahol p>0,05. A nem szinessel jel6lt
cellaknal szignifikans kilénbségek (p<0,05) a hemolizalt és az ép mintak mérési eredményei kdzott. Két
kutyanal dupla dsszehasonlitast is végeztiink.
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6. Kovetkeztetések

Az epesavak élettani jelentdsége és az allatgydgyaszati diagnosztikdban betdltott
szerepe egyre nagyobb figyelmet kapott az elmult évtizedekben. A kutyak esetében a
fiziologias epesavprofil meghatarozasa kulcsfontossagu ahhoz, hogy késébb a kiilonbozo
betegségek soran bekovetkezd valtozasokat is ki tudjuk mutatni. Tobbek kozott
hasznalhatjuk maj-és epeuti betegségek diagnosztikajara, de egyéb korképeknél is pl.
portoszisztémas vaszkularis rendellenességnél, diabetes mellitusnal és daganatoknal [2—4].

Az ES-ak mérésére LC-MS/MS modszert hasznéltunk, amely soran a megfeleld
mintael6készitést alkalmazva hatékonyan el tudtuk kiiloniteni és kvantifikdlni mind a 15
vegyiiletet, amelyekre kivancsiak voltunk, koztiik a nehezen elkiilonithetd, azonos molaris
tomegli €s hasonld szerkezeti izomereket is. Ez utobbi vegytiletek elvalasztasat nem az LC-
MS/MS kolonngjanak a kicserélésével oldottuk meg, hanem a mintaelokészités
finomitasaval. Igy, az LC-MS/MS-el val6 méréshez egy koltséghatékonyabb maodszert
siker(lt kidolgoznunk, els6ként alkalmazva.

A hemolizis vizsgalata soran szerzett eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az
ISTD hasznalata a mérésekhez jelentdsen csokkenti a hemolizis altal okozott zavaro
hatasokat a mérések soran. Ezenkivil a spektrofotometrids modszerrel ellentétben a szinbeli
elvaltozasok nem teszik lehetetlenné a mintak mérését. Bar hemolizalt mintak esetében a
koncentracios értékek megbizhatosaga kérdéses lehet, az élettani folyamatok hatasai
egyértelmiien megfigyelhetok (a hemolizalt mintdknal is latszanak az etetés utani
csticskoncentraciok). A jelenséget azonban alaposabban kell a késébbiekben még vizsgalni,
hogy tobbet tudjunk meg a hemolizis hatdsarol és azok kikiiszobolésének lehetéségeirdl.
Emellett a késobbiekben fontos lenne megvizsgalni, hogy a hemolizis mellett egyéb, a
labordiagnosztikat altalaban zavar6 tényezok, példaul a lipémia €s az ikterusz mennyiben
befolyasoljak a méréseket.

Az LC-MS/MS maddszerrel, valamint a klinikai spektrofotometrias eljarassal meért
TBA szintek kozott jelentds eltéréseket lattunk. Harom kutyaban (Sierra, Graffity és Dia)
tudtuk Osszehasonlitani e modszerek TBA eredmenyeit. Mig LC-MS/MS-sel az éhgyomri
TBA koncentraciok 16 388,5 —29 276,5 és 18 974,7 nM voltak, addig ugyan ezen kutyaknak
a spektrofotometridval mért TBA-i 5600,0 — 4100,0 és 9400,0 nM voltak. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy valoésziniileg tobb vegyliletet érzékel az LC-MS/MS, valamint
sokkal érzékenyebb mddszer, mint a spektrofotometrias. Emellett tovabbi nagy elénye, hogy

az egyes vegylletek koncentracidit kilon-kilén is meg tudjuk hatarozni az LC-MS/MS-sel.
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Az ES-profilok meghatarozasaval kapott eredményeink szamos relevans
informaciodval szolgéaltak és ravilagitanak arra, hogy az ES-ak koncentracidja és szerkezete
élettani korulmeények kozott is folyamatos valtozasban van. Eredményeink alapjan lathato,
hogy az ES-koncentraciok és az ES-profil Osszetétele jelentés diverzitdst mutat, amit
kiilonféle tényezdk befolydsolhatnak, mint példaul az allat életkora, fajtaja, testtomege,
valamint a taplalkozasi szokasok [5-7].

A taplalékfelvételt kovetben a szérum ES-koncentracio nagyon sok valtozotdl fugg.
Tobbek kodzott egyéni kilonbségek vannak az epeholyag Kilrilésében, a gyomoririlés
ritmusaban és sebességében és a taplalék bélben val6 athaladasanak idejeben. E sok valtozé
miatt a legmagasabb TBA-koncentracids csucsok a taplalékfelvétel utani tag, 1-8 Oras
idGintervallumban barmikor kialakulhatnak [5]. Méréseink soran a postprandialis TBA-
koncentracio alakulasa soran két cstcsot figyeltiink meg: az els6 csucs a legtobb esetben 2
oraval az etetést kovetden volt lathatd, a masodik csucs az etetés utani 3-5. oOrdban
jelentkezett. A klinikai vizsgalatok soran a TBA-koncentraciot altalaban Gn. epesavparként
(két érteket Osszehasonlitva) szoktdk meghatérozni, 12 oras koplaltatast kovetéen, majd
etetés utan 2 oraval mérve [29]. Eredményeink alapjan viszont érdemes lehet két mérésnél
is tobbet végezni, hiszen egyrészt nem csak egy id6pontban alakul ki postprandialis TBA-
cslics, masrészt az egyedi eltérések miatt is megfontolandd, mert PP-an nem minden
kutyanal a 2. éraban emelkedett a legmagasabb értékre az dsszepesav-koncentracio. A két
TBA cstcs megfigyelése azt is sugallja, hogy az ES-ak felszabaduldsa nem egyszeri
esemény, hanem a szabalyozasi mechanizmusok folyamatosan megvaldsul6 eredménye. Az
elsé cstics (etetés utan 1-2. Oraban) a taplalék altal kivaltott epehdlyag-6sszehtzodassal
magyarazhato, amelyet a kolecisztokinin (CCK) hormon Vvalt ki, és amely az eleség
emésztésének megkezdéséhez szilkséges [8]. Az els6 csucs tehat az PP epehdlyag-
0sszehlzddas kovetkezménye. A mésodik cstcskoncentracié a migracios motoros komplex-
szel (migrating motor complex, MMC) hozhaté 6sszefliggésbe. Az MMC egy ciklikus,
ismétlddd motilitasi minta, amely a gyomorban és a vékonybélben figyelhetd meg. Az MMC
négy fazisra oszthat6: az I. a nyugalmi fazis, kontrakciok nélkiil; a II. fazis véletlenszerti
kontrakciokkal jellemezhetd; a III. fazis hirtelen kezdddik, és maximalis amplitudoju és
id6tartamu kontrakcios hullammal végzdédik; a IV. pedig a kontrakciok gyors csokkenésével
jellemezhet6 fazis [50]. A mérésiink soran a masodik csucsot feltételezhetéen az MMC II1.
fazisa eredményezte, amely sordn az erés kontrakciok hatasara az epeholyagbol urilt az

epevaladék.
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A kutatasunkban részt vett kutyakat nem standard eleséggel etettiik, hanem a sajat napi
adagjuk 20%-at kaptdk meg az etetéses probahoz. Ez is hozzéjarulhat a kutydk kozott
megfigyelhetd nagy variabilitashoz az ES-profilokban és TBA-koncentracioban [41].

A kutyak esetében az epesavak nagy része taurinnal konjugalt formaban van jelen,
allatban megfigyelhet6 volt. A glicinnel konjugalt ES-ak, mint pl. a glikokolsav (glycocholic
acid, GCA), GCDCA, glikodezoxikolsav (glycodeoxycholic acid, GDCA), glikolitokolsav
(glycolithocholic acid, GLCA) és GUDCA nem voltak kimutathatok, sem etetés eldtt, sem
pedig PP. Ez 0Osszhangban van az irodalomban leirtakkal, miszerint a kutydk ES-
konjugacioja elsdsorban taurinnal torténik [10].

A primer és szekunder ES-ak vizsgalata soran is megfigyelhetd volt, hogy atlagosan a
primer ES-ak koncentréacidja volt a magasabb. Emellett az 6sszes kutya értékeinek az atlagat
nézve, a primer és szekunder epesavak egymashoz viszonyitott aranya az etetés utan a 2. és
a 6. oraban volt a legmagasabb (2,67 és 2,59). A primer és szekunder epesavak aranyanak
meghatarozasa azért hasznos, mert az aranyok valtozéasa gyakran megfigyelhet6 kiilonboz6
korallapotokban. Emellett a bél mikrobialis metabolizmusai is befolyasoljak az ES-
koncentraciok diverzitasat [9, 34, 42, 43].

Osszességében az LC-MS/MS mddszer alkalmazasaval sikeriilt részletes képet
kapnunk a kutydk ES-profiljardl, amely hozzéjarulhat az Aallatorvosi diagnosztika
fejlédéséhez. Az ES-ak valtozasainak mérése a jovoben fontos biomarkerként szolgalhat a
kiilonb6zo koros allapotok, példaul a majbetegségek, a bélgyulladasos folyamatok, az
anyagcsere-zavarok diagnosztizalasaban és nyomon kdvetésében, valamint segithet a
kiilonbozé betegségek korai felismerésében és kezelésében [11]. Ezek a kdros allapotok
nemcsak a TBA szintjében okozhatnak valtozast, hanem a kiilonb6z6 vegyiiletek aranyat is
befolyasolhatjak [9], lehet6séget adva betegségspecifikus profilok kialakulasara, amelyek
elosegithetik a korai felismerést €s a célzott kezelést.

Ez a kutatas egy pilot study keretében zajlott, amelynek soran a mintank elemszéma
viszonylag kicsi volt. A kapott eredmények alapjan vildgos, hogy a kovetkeztetések
levonasahoz tovabbi mérések elvégzése indokolt. Azonban ez az elétanulmany lehetdséget
teremt arra, hogy iranyt mutasson a jovobeli, nagyobb elemszamu vizsgalatokhoz,
kiilondsen a postprandialis mintavételek idézitésével kapcsolatban. Igy a jovobeni kutatasok

soran optimalizalni tudjuk a mintavételi idépontokat.
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7. Osszefoglalés

Az epesavak (ES) olyan szteroid vegyiletek, amelyek fontos szerepet jatszanak
kilondsen a lipidanyagcsere és a koleszterinhomeosztazis fenntartdsaban. Hatékonyan
emulgedljadk a zsirokat, segitik azok lebontasi termékeinek felszivddasat, és
kulcsfontossaguak a zsirban old6dd vitaminok hasznositasaban. Ezek mellett befolyasoljak
a glukoz- és lipidanyagcserét, valamint a bélmikrobiom allapotat. Az epesavtartalom és -
Osszetétel valtozasa szamos betegség, pl. majbetegségek, valamint gyulladasos folyamatok
diagnosztizalasara is hasznalhat6 biomarkerként [11].

Munkank soran az egeszséges kutyadk fiziologias szérum ES-profiljanak
meghatarozasa mellett elsdként vizsgaltuk, hogy a taplalék addsa milyen hatassal van a
szérum 0sszepesav mennyisegere és 0sszetételére. Az LC-MS/MS maodszer finomitasaval,
megfeleld mintael6készitést alkalmazva koltséghatékonyabban tudtuk elkiiloniteni az
azonos moltomegl, szerkezeti izomer epesavakat. Hat egészséges kutydban 12 6rés
koplaltatast, majd etetést kovetden az elsé hat 6raban dranként, majd kétdéranként még harom
alkalommal (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12 ¢ra) nyert vérmintakbol péarhuzamosan
meghataroztuk az 6sszepesavertéket és az epesavprofil dsszetételét. E mérések eredményei
alapjan mar megallapithatd, hogy kulon-kilon meghatarozva az epesavvegyiletek
koncentracioit (beleértve a rendkivil alacsony koncentracioban rendelkezésre allokat), majd
ezek értékét dsszeadva az LC-MS/MS maodszerrel kapott eredmény a tobbszordsét adja a
jelenlegi Klinikai rutin 6sszepesav referenciatartomanyanak. Az etetés utani ES-szintek az
1-2. és a 3-5. 6raban mutattak magas koncentraciot. Hangsulyos eredménynek szamit, hogy
mig az Osszepesav rutinszerli mérését biztositd spektrofotometrids modszernél rendkiviil
jelentésen befolyasolja az eredményeket a hemolizis, addig az LC-MS/MS maodszerrel
végzett meghatarozasra csak nagyon enyhe befolyassal van. Ez a kiilénbség meghatarozé
klinikai relevanciaval bir, valamint érdemes lehet a jovében a mddszer tovabbi finomitasan
dolgozni, hogy a hemolizis hatdsa még jobban kikiiszobolhetd legyen.

Az egészseges kutyaknal nagy egyedi variabilitast lattunk az ES-profilokban, viszont
a legtdbb kutyanal a TCA-szint dominalt, a glicin-konjugalt ES-ak szintje pedig szinte alig
volt mérhetd. Emellett kozelebb jutottunk az optimdlisnak tekinthetd mintavételi idodpontok

végsd meghatarozasahoz.
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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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