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Roviditések jegyzéke

AME, = nulla nitrogénretenciora korrigalt latszolagos metabolizalhato energia
ATP = adenozin-trifoszfat

BSA = bovine serum albumine

CYP = citokrom P450 enzimcsalad

DNS = dezoxiribonukleinsav

EDTA = etilén-diamin-tetraecetsav

g (centrifuga) = a gravitaciés gyorsulas jele (9,81 m/s?)
GALT = gut associated lymphoid tissue

H = hiszton

HAT = hiszton-acetil-transzferaz

HDAC = hiszton-deacetilaz

Kwm = Michaelis-Menten-konstans

MCT1 = monokarboxilat transzporter 1

mRNS = messenger ribonukleinsav

PB = phenobarbital

n = egyedszam (mintaelemszam)

n-butiradt = normal (egyenes lancu)-butirat

NADP" = nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NE = nemzetkozi egység

NSP = non-starch polysaccharide, nem keményité poliszacharid
p = tévedési valdsziniiség

PCR = polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio
t = probastatisztika értéke

ttkg = testtomeg kilogramm

VFA = volatile fatty acid, illozsirsav

Vimax = maximalis reakciosebesség



Bevezetés és irodalmi attekintés

A gyomor-bélrendszerben eldfordulo illozsirsavak dltalanos hatdsai, kiilonos tekintettel az n-
butirdtra

A szénhidratok anaerob mikrobidlis fermentacidja soran kiilonféle szerves savak
keletkeznek. A szerves savak nagy része rdovid szénlancu zsirsav (2-4 szénatomos ecetsav,

propionsav, vajsav), melyeket illékonysaguk miatt illozsirsavaknak is neveznek.

Jelentés mennyiségli illozsirsav keletkezhet monogastricus emlésok ¢és madarak
vastagbelében, valamint a kér6dzok bakteridlis fermentdciohoz adaptalodott elégyomraiban. Az
illozsirsavak termelddését a vastagbélben fokozza, ha a takarmany rostdus, illetve gazdag NSP-ben
(nem keményitd poliszacharid), mert ezen anyagokat a gazdaszervezet nem képes bontani, és igy

azok a mikrobialis emésztés szubsztratjaiként hasznalodnak fel.

A keletkezd illozsirsavak a vastagbéltartalomban igen jelentds, akar 80-120 mmol/l
koncentraciot is elérhetnek (Bergman, 1990; Kristensen et al., 1995), egymashoz viszonyitott
ardnyuk atlagosan ecetsav : propionsav : vajsav = 75 : 25 : 10, ezt az ardnyt azonban a faj, a

takarmanyozas, ¢és az ennek fiiggvényében valtozo bélflora nagymértékben befolyasolja.

Az illozsirsavak legfontosabb szerepe, hogy a vastagbél- és bend6hamsejtek az
energiasziikségletiik nagy részét e molekulak metabolizmusa sordn keletkezé6 ATP-bol fedezik. A
hamsejtek altal nem hasznositott hanyaduk a vena portae-n keresztiil a majba juthat. Itt katabolikus
vagy anabolikus (az ecetsav és vajsav keto-, a propionsav pedig gliikkoneogenetikus) uton
felhasznalodhatnak, vagy a majsejtek miikddését egyéb modon, példaul hisztonfehérjékre kifejtett

epigenetikus hatasuk révén befolyasolhatjak.

A harom illozsirsav koziil legmarkansabb metabolikus, illetve epigenetikus hatisa az n-
butiratnak van (Riggs et al., 1977). Az n-butirat (a tovabbiakban: butirdt) az egyenes lancu, négy
szénatomot tartalmazo, egy karboxilcsoporttal rendelkezd vajsav egyszeresen negativ toltésli
anionja. Mivel a butirat bioldgiailag igen aktiv molekula, prokaridta és eukariota sejtekre gyakorolt

hatasait szdmos kutatdcsoport vizsgalja.

Egyik legfontosabb szerepe a szervezet szamdra a mar fent emlitett energiatermelés. A
colonocytak elsddleges energiaforrasa a butirat (Velazquez ef al., 1997), amely a kovetkezOképpen
hasznosul: a sejtek mitokondriumaiban butiril~koenzim-A-v4 alakul, amely mint révid lancu
zsiracil~koenzim-A képes belépni a B-oxidacioba, ahol két molekula acetil~koenzim-A képzddik

beldle. Az acetil~koenzim-A a citratkdrbe 1épve az egymast kovetd reakcidok soran redukalt



koenzimek képzddését teszi lehetdvé, melyek oxidacioja, illetve az ezt kovetd hidrogén- és
elektrontranszport a 1€gzési lancban és az ehhez kapcsolodd oxidativ foszforilacio6 ATP

szintéziséhez vezetnek, és igy a sejt raktdrozhato energiahoz jut.

A butirat a bélben nem csak a colonocytékra, hanem a bélfléra egyes baktériumaira is hatast
gyakorol. Szdmos publikacidé ismerteti a butirat szelektiv antibakterialis hatasat, melynek
értelmében a butiratot az Eurdépai Unidban 2006-ban betiltott antimikrobialis hozamfokozdok
helyettesitésére takarmanykiegészitoként alkalmazzdk. Egyes patogén korokozok, példaul az
enterotoxikus Escherichia coli torzsek, egyes Salmonella és Clostridium fajok érzékenyen
reagalnak a butirdtkoncentracid emelkedésére, de kdzben a eubiotikus mikrofléra nem karosul
(Ricke, 2003; van Immerseel et al., 2005; Fernandez-Rubio et al., 2008). A hatds magyarazata
abban keresendd, hogy a butirat a viszonylag alacsonyabb pH-ju extracellularis térbdl (a baktérium
esetében a béllumenbdl) disszocidlatlan forméban, passziv transzporttal jut &t a baktérium
sejthartyajan. Azonban az intracellularis, viszonylag magasabb pH-ju koérnyezetben a molekula
disszocialt allapotba keriil, és ilyen formaban mar nem képes passziv transzporttal a
koncentraciogradiensnek megfelelden kijutni a sejtbdl (Warnecke and Gill, 2005). igy fokozatosan
csokken a pH a baktérium citoplazméjéban (Russel, 1992), ami aktivalja a baktérium energiafiiggd
protonpumpa mechanizmusait, ¢és kimeriti az energiaraktarakat. Ezen kiviil az alacsonyabb
intracellularis pH-érték csokkenti a DNS-szintézis sebességét, és ezzel a baktériumok osztddasat is

lassitja (van Immerseel et al., 2005; Fernandez-Rubio et al., 2008).

A baktériumok érzékenysége a pH csokkenéssel szemben kiilonbozo, ¢és ezaltal a
protonpumpa aktivalédasa és a sejt kimeriilése sem alakul ki minden baktérium esetében, mely
magyarazatat adja butirat esetében az antibakterialis hatds szelektivitasanak. A gastrointestinalis
rendszer eubiotikus flordjanak tagjai (Lactobacillus fajok, Streptococcus bovis), mivel joval
ellenallobbak az intracellularis pH-csokkenéssel szemben, normalis életmiikodésiiket képesek

fenntartani a hozamfokozoként adagolt butirat jelenléte mellett is (Gélfi and Neogrady, 1996).

A takarmanykiegészitoként adott butirat tovabbi, hozamndvekedést okozd hatdsai kdzott
emlitend6, hogy sziikséges a GALT (gut associated lymphoid tissue = a bélcsatorna
immunrendszere) megfeleld fejlodéséhez (Friedmann et al., 2005), valamint gyulladdscsokkentd

hatasa is bizonyitast nyert (Segain et al., 2000).

A gastrointestinalis hdmsejtekben nem metabolizalddott butirdt a vena portae-n keresztiil a
majba jut. A majsejtek a disszocialatlan molekulat passzivan, illetve a monokarboxilat-transzporter
1 (MCT1) segitségével veszik fel. A molekula a mdj anyagcseréjét is befolyasolja, mivel a
majsejtek szubsztratként ugyancsak felhaszndlhatjdk a B-oxidacid folytan, de a ketogenezisben is
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részt vehet. A metabolizmus soran nem hasznosult hanyada fejti ki az alabb leirt epigenetikus

hatast.

Az endogén uton keletkezd butiratnak csak kis hdnyada jut &t a szisztémas keringésbe
(Guilloteau et al., 2010). A takarmanykiegészitoként adott nagy mennyiségli, esetenként a ma4j
metabolizald funkcidjat kimeritd butirat viszont a keringésen at a szervezet egészére is kifejtheti
hatasat: novelheti a sejtek inzulinérzékenységét, ezéltal befolyasolhatja a vérplazma gliikkdz- és

zsirsav-koncentracigjat is (Gao et al., 2009).

Az n-butirdat hatdsai a kromatinszerkezetre és a génexpressziora
A butirat aktiv, epigenetikus hatdsu molekula, amit tobb kutatasi eredmény is aldtdmaszt. A
hatas kifejez6désének lényege, hogy a butirdt befolyasolja a DNS metilaltsadgi fokat, valamint a

hisztonfehérjék acetilaltsagi allapotat, és ezaltal a kromatinallomany mindségét is (Doyle, 2010).

Ennek alapja a DNS ¢és a hisztonfehérjék kapcsolata. A negativ toltésii, erésen foszforilalt
DNS kotédik a lizinben gazdag és éppen ezért pozitiv toltési hisztonfehérjékhez. Ebben az
allapotdban a kromatinszerkezet zart, a DNS-rdl transzkripcié nem torténik. A sejtmag egyik
enzime, a hiszton-acetil-transzferdz (HAT) azonban képes a lizinek e-aminocsoportjait acetilalni,
ezaltal azok elvesztik pozitiv toltésiiket €s DNS-kotd képességiiket. A DNS igy szabadda, és éppen
ezért az atirasra alkalmassa valik, r6la mRNS irodik, és ennek megfelelden a riboszomakban fehérje
szintetizalodik. Az egyensulyt a hiszton-deacetilaz (HDAC) enzim tartja fent, amely a hisztonokrol
lehasitja az acetil-csoportot, és Ujra zartta teszi a kromatinszerkezetet. A butirat ezt a korforgést a
HDAC gatlasa révén befolyasolja, ezaltal noveli az egyes DNS-szakaszok atirdéddsanak

crer

szemlélteti.
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1. abra. A butirat hatasa a DNS acetildltsagi fokara
(HAT: hiszton-acetil-transzferaz; HDAC: hiszton-deacetilaz)
(forras: www.rikenresearch.riken.jp)

A butirdt hiszton-hiperacetilaciés hatasa in vitro koriilmények kozott mar régota ismert. A
vizsgalt gerinces allatfajokbol szdrmazod sejtvonalak mindegyikénél megfigyelték a H3 és H4
hisztonfehérjék hiperacetilacigjat, tovabba patkany sejttenyészeteken a H2A és H2B acetilaltsagi
fokanak novekedését is (Candido et al., 1978).

Igen kevés irodalmi adat all viszont rendelkezésiinkre a butirdt hiszton-acetilaciora
gyakorolt in vivo hatdsairdl. Kien és munkatarsai (2008) a hiszton-acetilacido szignifikans
fokozddasat ﬁgyeltek meg sertések vakbelében az allatok per os laktulozzal torténd kezelését
butirat). Tanszéki kutatocsoportunk kordbbi vizsgalatainak elsédleges célja volt annak feltarasa,
hogy a szajon at adott butirdt befolyasolja-e a ma4jsejtek hiszton-acetilaciojat csirkében. Az
eredmények alapjan a takarmany-kiegészitdként (1,5 g/takarmany-kg doézisban) adott butirat
hiperacetildlja a H2A hisztont (Matis et al., 2012a), ami elegendé ahhoz, hogy a DNS-hiszton
kotelék annyira fellazuljon, hogy a kromatinallomany transzkripcionalisan aktivva valjon (Ishibashi
et al., 2009). A bolusban adott butirat viszont dsszetettebb, részben dozisfiiggd modon hat a H3 és
H4 hisztonok acetilacidjara is (Matis et al., 2012b).

A butirat génexpressziora gyakorolt hatdsai kovetkeztében a sejtekben lezajlo szamos
alapvetd élettani folyamatot befolyasol. A bélhamsejtek esetén megfigyelték, hogy butirat hatasara

a tight junction fehérjék (cingulin és okkludin) szintézisének fokozodasaval javult a bélfal barrier



funkcidja (Bordin et al., 2004). Ezen kiviil szdmos olyan gén atirasara is hatast gyakorol, amelyek
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hasznalt tapfolyadék, illetve a bendd- és vastagbélfolyadék pH-ja kozotti eltérésen alapul (Gébel et
al., 1987; Kaufman et al., 1979). A butirat koncentraciofiiggd, reverzibilis hatassal van a sejtek
novekedésére, ami meghatarozza a bendéhamsejtek napi novekedési ciklusat (Galfi and Neogrady,
2001). Ugyanakkor a HDAC enzim gatlasdval irreverzibilisen képes serkenteni egyes (pl.

------

valhat a daganatellenes kezeléseknek.

A citokrom P450 enzimcsalad

A citokrom P450 (CYP) enzimek a hemoproteidek kozé tartoznak, f6 feladatuk a
xenobiotikumok detoxikécidja (Albores et al., 1992), az un. elsé fazist reakciok katalizalasa.
Emellett szdmos endogén szubsztrat, igy példaul a szteroidok metabolizmusaban is részt vesznek.
Neviiket onnan kaptak, hogy redukalt forméajuk képes szén-monoxiddal komplexet képezni, amely
450 nm-en mutat abszorpciés maximumot. Mikodésik a  md)  mikroszomalis
elektrontranszportjadhoz kapcsolodik, aktivitasukhoz NADPH+H' redukald agens sziikséges, a
redukciot a NADPH-citokrém P450 reduktaz enzim katalizalja. A CYP altal katalizalt hidroxilezési
reakciok soran a redukalt CYP megkoti az oxidalandd szubsztratot, és azon molekuldris oxigén
felhasznalasaval hidroxilcsoportot alakit ki vizképzddés mellett. A CYP enzimek milkodését

szemlélteti a 2. abra.
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2. abra. A citokrom P450 (CYP) enzimrendszer mikodése (sajat abra)

Szerkezetiik nem egységes, az egyes enzimek csaladokba (pl. CYP2) és alcsaladokba (pl.
CYP2H) sorolhatok. Eléfordulasuk fajonként is eltér, hazitytkban a CYP2HI, CYP2H2 ¢és
CYP3A37 izoenzimek szerepe a legfontosabb.

A citokrom P450 enzimek — hasonléan mas enzimekhez — epigenetikus kontroll alatt 4llnak.
Példaul lesovanyodott, éheztetett hazitylkban a szteroidok és a tobbszordsen telitetlen zsirok
metabolizmuséért felelés CYP2C45 enzim expresszidja ndtt (mig elhizott csirkében a lipogenezis

enzimrendszerének expresszidja fokozodott) (Bourneuf et al., 2006).

crer

indukalni vagy éppen csokkenteni a CYP enzimek szintézisét, igy példaul az ismert enziminduktor
phenobarbital (PB) transzkripcids szinten hatva serkenti a CYP-aktivitast (Paolini et al., 1997,
Davidson et al., 2001).

Nagyon kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre a xenobiotikumok CYP enzimekre
gyakorolt hatdsardl csirkében. Leirtdk, hogy egyes fluorokinolonok (enrofloxacin, marbofloxacin)

befolyasoljak a CYPIA ¢és CYP3A alcsaladok expresszigjat brojlerben (Zhang et al., 2011).

Bizonyitott, hogy a hisztonok morfologiai valtozasai hatassal vannak egyes CYP-et kodolo
génszakaszok expressziojara (Baer-Dubrowska et al., 2011). Példaként emlithetd, hogy a HDAC
inhibitor hatast trichosztatin A valtozast indukalt in vitro a CYP3A alcsalad expresszidjaban

(Dannenberg and Edenberg, 2006).



Kvantitativ real-time PCR vizsgalattal in vitro, csirke primer majsejttenyészeten sikertlt
igazolni a butirdt CYP enzimek expresszidjara gyakorolt hatdsat (Fekete, 2009). Egyes izoenzimek
esetében (CYPIA1, CYP3A37) a butirat csokkentette a génexpresszidt (down-regulacio), mig
masoknal (CYP2HTI) indukcid volt megfigyelhet6 (up-reguléacio). Ez alapjan megallapithato, hogy a

butirat in vitro mRNS szinten befolyasolta a CYP génexpressziot.
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Célkitiizés

Régota ismeretes a takarmanykiegészitOként alkalmazott butirat pozitiv hatdsa a bélflora
egyensulyanak fenntartdsaban, a colonocytdk energia-haztartdsdban vagy a bél immunmiikddésének
stimuldlasdban. Azonban keveset tudunk arrol, hogy a hozamfokozoként adott butiradt milyen hatast
fejt ki a sejtek kromatinszerkezetére és ezaltal a génexpressziora, egyes fehérjék szintézisére,

bizonyos enzimek aktivitasara.

A korabbiakban leirt in vitro és in vivo kisérletek igazoljak, hogy a butirat hiszton-
hiperacetilaciot idéz eld a majsejtekben, €s in vitro megvaltoztatja egyes CYP gének expressziojat.
Kutatomunkank sordn célul thztiik ki, hogy megvizsgaljuk, a szajon at kiilonbozé moddon és
adagban felvett butirdt in vivo befolyasolja-e a maj legfontosabb mikroszomalis CYP enzimeinek
aktivitasat csirkében. Eredményeink valaszt adhatnak arra a kérdésre 1is, hogy a
takarmanykiegészitoként adott butirdt befolyasolja-e a szervezetbe keriild6 xenobiotikumok
metabolizmusat, vagyis kialakulhat-e farmakoepigenetikus interakcid a butirat és a vele egy idében
alkalmazott gydgyszerek kozott. Ezen kérdés tisztdzasa kozvetlen €lelmiszer-biztonsagi és terapias
jelentéséggel is bir, igy a butirdt biztonsagos alkalmazhatosaganak igazolasahoz vizsgalata

elengedhetetlen.

Amellett, hogy a csirke a butirat alkalmazasat illetden célallatfaj, kitlind modellallatként is
alkalmazhat6 a takarmanykiegészitoként adott butirat epigenetikus hatdsainak tanulmanyozasara: az
azonos torzsbe tartoz6 madarak genetikailag homogének, CYP enzimrendszeriik jol indukalhatd, és

fiatal korban nem rendelkeznek szdmottevé endogén butirattermeléssel.
Kérdéseink megvalaszoldsa érdekében két kisérletet végeztiink.

Elsé kisérletiinkben a butiratot 1-21 napos brojlercsirkék takarmanyéaba kevertiik, a
nagyiizemi brojlertartdsban is alkalmazott 1,5 g/takarmany-kg dézisban, ezzel folyamatos, tartos

butiratfelvételt biztositva.

A masodik kisérlet soran a csirkék 19-24 napos korukban ¢&jszakai ¢heztetést kovetden,
bolusban adagolva kaptdk a natrium-butiratot begyszonda segitségével. A koplaltatott csirkében a
butirat felszivodasa hatékonyabban zajlik, egyrészt mert nincsenek egyéb takarmanykomponensek a
gastrointestinalis traktusban, amelyek gatolndk a felszivodast, masrészt az iires gyomor pH-ja joval
alacsonyabb, melynek kovetkeztében a butirat nem vagy alig disszocial, és igy nagyobb aranyban
szivadik fel. Modelliinkkel a gyorsan felszivodd és kozvetlenill a méjba jutd butirat rovid tava

hatasat kivantuk vizsgalni. E kisérletben az egyik allatcsoport a brojlertartdsban elfogadott 1,5
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g/takarmany-kg=0,25 g/ttkg butirat mennyiséget, a masik allatcsoport pedig ezen adag 6tszordsének
megfeleld (1,25 g/ttkg) butiratot kapott, hogy a butirat hatdsainak dozisfliggdségét is vizsgalni
tudjuk.
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Anyag és modszer

Kisérleti dallatok és kezelési protokoll
Az altalunk végzett allatkisérletek a hatdlyos hazai és eurdpai unids (86/609/EEC)
jogszabalyok betartdsaval, a Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag engedélyével zajlottak.

Kisérleteinkbe napos, kevert ivari, Ross 308 tdrzsbe tartozd, a Babolna Tetra Kft.
uraitjfalusi neveldéjébdl szarmazo brojlercsirkéket vontunk be, az allatokat Karunk Elettani és
Biokémiai Tanszékének allathdzédban helyeztiik el. A vegyes ivaru csirkéket 6tés csoportokban
tartottuk friss faforgacs almon, 1,5 m” alapteriileti fémketrecekben. A fényprogram megfelelt az
allatok igényeinek: a betelepitéstdl szamitott 7. napig napi 23 Ora, a 8.-t6l a 14. napig napi 18 ora,
ezt kovetden a kisérlet befejezéséig napi 16 o6ra megvilagitast kaptak. A hémérséklet beallitasa is
megfelelt a fejlodo csibék sziikségleteinek: az els6 napokban megszabott 30-33°C-r6l fokozatosan
25-26°C-ra csokkentettiik. A relativ paratartalom a nevelés teljes ideje alatt 35 és 45% kozott

mozgott.
1. kisérlet:

Az éllatok takarmanyozasa, illetve kezelése harom, véletlenszeriien kialakitott csoportra

osztva tortént:

e Tiz allat kontroll, butiratmentes indit6 tapot kapott. A kontroll brojlertap Osszetételét

mutatja be az 1. tablazat.

e Tiz allat takarméanyat natrium-butirattal egészitettik ki, 1,5 g/takarmany-kg
doézisban. (A butirdt takarmanyba keverésének pontossaga gazkromatografias

méréssel kertilt ellendrzésre.)

e A harmadik csoport tiz allata a kontroll inditd tap etetése mellett a kisérlet utolséd
harom napjan (19., 20., 21. napok) intracoelomalis PB injekcidban részesiilt
(Phenobarbital sodium, Ph. Eur. 7.1, steril, pirogén- és endotoxin-mentes fiziol6gias

konyhasdoldatban oldva, napi egyszeri 80 mg/ttkg dézisban alkalmazva).
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1. tablazat. A brojlercsirkék takarmanyanak 0sszetétele és beltartalmi

paraméterei
Osszetevok, g/kg
Kukorica 593,7
Szoja 310,0
Kukoricaglutén 50,0
Takarmanymész 15,0
Kalcium-foszfat 18,5
NaCl 4,0
Vitamin-asvanyi anyag keverék' 6,0
L-lizin-HCI 1,8
DL-metionin 1,0

Beltartalmi paraméterek

Nyersfehérje, g/kg 2122
Nyerszsir, g/kg 29.4
Nyersrost, g/’kg 253
Nyershamu, g/kg 65,9
AME,, MJ/kg 11,9
Lizin, g/kg 11,9
Metionin, g/kg 4,9

Metionin + Cisztein, g/kg 8,6

Kalcium, g/kg 11,6
Foszfat, elérhetd, g/kg 4,5

'Asvanyianyag-  és  vitamintartalom  (takarmany-kg-ra

szamolva): Se: 0,24 mg; Fe: 135 mg; Mn: 136 mg; Cu: 22 mg;
Zn: 110 mg; I: 1,2 mg; retinil-acetat: 4,14 mg; kolekalciferol:
0,075 mg; a-tokoferol: 26,85 mg; kolin-klorid: 360 mg;
menadion: 3,0 mg; riboflavin: 7,0 mg; kobalamin: 0,03 mg;
niacin: 40 mg; pantoténsav: 12 mg; folsav: 1,0 mg; piridoxin:
5,0 mg.
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Ivoviz és takarmany a kisérlet soran ad libitum az allatok rendelkezésére allt. A
takarmanyok keverése ¢és beltartalmi paramétereinek megallapitdisa a herceghalmi
Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatointézetben tortént. A tap nem tartalmazott

coccidiostaticumot, mivel azok befolyasolhattdk volna a m4j CYP-aktivitasat.
2. kisérlet:

A kisérlet soran 36 darab” brojlercsirkét hasznaltunk fel. A betelepitéstdl szamitott 19.
napig ebben az esetben is ad libitum rendelkezésiikre allt az 1. tablazatban bemutatott, az
el6z6 kisérletben alkalmazottal azonos Osszetételli és beltartalmi takarmany, valamint az

1voviz.

Az allatok a kisérlet 20-24. napjan azonban négy, véletlenszeriien kialakitott csoportra
osztva, naponta egyszer az aldbbiakban leirt kezeléseket kaptak. A kezeléseket megel6zden a
csirkéket 12 6ran keresztiil, illetve a bolus beadasa utan 2 oran at éheztettiik. Az éheztetési
periodusokat leszamitva az allatok az 1. tablazatban leirt takarmanyt a kisérlet végéig (a 24.

napig), illetve az ivévizet a kisérlet soran végig ad libitum kapték.

e 1. csoport (10 db): Az allatok begyszondan keresztiil natrium-butiratot kaptak
0,25 g/ttkg (alap) dozisban. Ez a butirdtmennyiség méréseink alapjan
megkozelitéleg megfelelt annak, amennyit az 1. (etetési) kisérletben az allatok

takarmanykiegészit6ként naponta felvettek.

e 2. csoport (9 db): Butiratkezelés begyszondan keresztiil emelt dézisban (1,25
g/ttkg).

e 3. (kontroll) csoport (9 db): Desztillalt viz beadasa szondan keresztiil.

e 4, (pozitiv kontroll) csoport (6 db): PB beadasa intracoelomalisan 80 mg/ttkg

dézisban.

" technikai okok miatt 2 allat kizdrasra keriilt: a 2. és a 3. csoport létszama 1-1 egyeddel
csokkent
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Mintavételezés és mikroszoma-izoladldas

A kisérlet utolsé napjan mindkét esetben az allatok ledlésére és a majbol torténd
mintavételezésekre keriilt sor. Az 1. (etetési) kisérletben részt vett csirkéknél 12 oraval a
vagast megeldzéen megvontuk az allatok takarmanyat, a 2. kisérlet soran pedig két oraval az

utols6 kezelést kovetden végeztiik el az allatok levagasat.

A csirkéket szén-dioxidos narkozisban dekapitaltuk, majd a testiireg felnyitasat
kovetden bekaniilaltuk a vena portae-t, és jégbe hiitott fiziologias sooldattal perfundaltuk a
majat (30 ml/perc sebességgel). A maj vértelenitését kovetden (3. abra) kivettik azt a
testliregb6l, folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd tovabbi feldolgozésig -80°C-on
taroltuk.

3. abra. A maj vértelenitése

A mikroszéma frakcido (mikroszomalis CYP enzimek) izoladlasa tobb 1épcsds
differencidlo centrifugalassal, van der Hoeven és Coon (1974) moédszere szerint tortént. A
mintakat el0szor jégen hiitve homogenizaltuk a m4j tomegével aranyos mennyiségii pufferrel,
amely 1,15 m/m% kalium-kloridot és 0,1 mol/liter EDTA-t tartalmazott. Az igy kapott
homogenizatumot 4°C-on 2000 g gyorsuléassal 10 percig centrifugéltuk.

16



A feliiluszot elészor 4°C-on és 10000 g-n 25 percig, majd ismét a feliiluszot 100000 g-
n 75 percig centrifugéltuk. A pelletet ezutdn ultrahangos homogenizatorral reszuszpendaltuk,
majd megismételtiik az utolsd centrifugéalast. Végiil az iiledéket 0,05 molos, 20% glicerint
tartalmazo foszfatpufferben vettiik fel, és 10 masodperces szonikaciot kdvetéen folyékony

nitrogénben fagyasztottuk, majd -80°C-on téaroltuk.

A mikroszomadlis enzimaktivitds standardizaldsdhoz sziikség volt a mikroszomalis

Osszfehérje-koncentracié meghatarozasara, amelyet Folin-reakcioval végeztiink el.

A Folin-reakci6 soran a fehérjék tirozin és triptofan aminosavai lépnek kdlcsonhatasba
a reagensekkel. A keletkezd kék szinii vegyiiletek (molibdénkék, wolframkék) fotometralassal

detektalhatdak, ¢és mennyiségilik aranyos az oldal tirozin- €s triptofantartalmanak 6sszegével.

A reakciohoz kétféle komponens sziikséges. Az elsd egy komplexképzd reagens
(,,Folin I”’), amely 2 m/m%-os natrium-karbonat oldatot, 1 m/m%-os kristalyvizes réz-szulfat
oldatot és 2 m/m%-os kalium-natrium-tartarat oldatot tartalmaz 100:1:1 ardnyban. A masodik
reagens (,,Folin II”) egy foszfor-wolframsavat, foszfor-molibdénsavat, litium-szulfatot és
sosavat tartalmazo gyari oldat, amelyet a felhasznalas eldtt desztillalt vizzel haromszorosara

higitottunk.

A kisérlet sordn mindegyik mintdbol harom parhuzamos mérést végeztiink. Elsé
1épésként minden csébe 0,2 ml 50x higitasu, el6zdleg vortexszel homogenizalt mikroszdma-
izolatumot pipettaztunk. Erre 1-1 ml Folin I reagenst mértiink, majd 10 percig
szobahOmérsékleten allni hagytuk. Ezt kdvetden minden mintdhoz 0,1 ml Folin II reagenst
adtunk, vortexeltik, és 30 percig inkubaltuk ugyancsak szobahdmérsékleten. Az igy
keletkezett kék oldatot 750 nm-es hulldmhosszon fotometraltuk. A mérések soran

standardként bovine serum albumine (BSA) szolgalt.
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CYP-aktivitas mérése

Aminopirin N-demetilacios proba:
A mikroszomalis CYP2H/3A enzimek aktivitdsa aminopirin N-demetilacids probaval
kertilt meghatdrozasra. Az enzimkinetikai vizsgalat a Garcia-Agundez és munkatérsai (1990)

altal leirt protokoll mddositasa szerint zajlott.

Az aminopirin (dimetil-aminoantipirin) ugyanis viz jelenlétében CYP2H, illetve
CYP3A alcsaladba tartozd enzimek hatasara formaldehid keletkezése kozben egy

metilcsoportjat elvesztve monometil-aminoantipirinné alakul at (4. abra).

F'h Ph
f H.O HCHO “~

L5 X T L5

4. abra. Az aminopirin atalakulasa 4-monometil-aminoantipirinné

(forrés: Tafazoli and O’Brien, 2005)

A CYP enzimek miikddése NADPH+H -t igényel, amely a reakcié soran NADP'-vé
oxidalodik. A NADP" visszaredukaldsdhoz magnéziumra, gliikoz-6-foszfat-dehidrogenazra és

szubsztratjara, glilk6z-6-fosztatra van sziikség. A reakcio egyenlete:
glitk6z-6-foszfat + NADP™ > 6-foszfoglitkonat-8-lakton + NADPH+H"

Emiatt a reakcidelegy tartalmazott egy NADPH+H-regeneralé kofaktor mixet, amely
0,5 mmol/l NADPH+H'-b6l, 50 mmol/l gliikoz-6-foszfatbol, 4 NE/I gliikoz-6-foszfat
dehidrogenazbdl, 5 mmol/l MgCl,-bol és 50 mmol/l szemikarbazidbdl allt.

10 percig 37°C-on inkubaltunk 100 pl mikroszéma szuszpenzi()t 200 ul kofaktor

crer

2,5; 5; 10 mmol/l) dlmetllammo-antlplrm (ammoplrm szubsztrat) oldatok Jelenleteben. A

reakciot 200 pl 40%-os toménységl triklorecetsavval allitottuk le.

A reakcio végtermékei koziil legegyszeriibben a formaldehid mennyiségét tudtuk
meghatarozni, Nash (1953) moddszerével. A reakcidé lényege, hogy a egy formaldehid

molekula két acetilaceton ¢és egy ammonia molekuldval 3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidin
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molekulava egyesiil (5. dbra), amely kiterjedt konjugdlt kettdskotésrendszerrel bir, ezért

sarga szinl, igy fotometralhato.

o o
5 o
L d
2 - C ~ c -C
c c /7 W, A e T
SRS . =3 \
H3C/ \CHZ Hzc/ \CH3 H,C c ¢~ CH,
| S
—) C- C -
e o R
CH H,C - o
HZC 3 3
NH,

5. abra. A Nash-reakcio (forras: http://www.biokemia-old.sote.hu)

A triklérecetsav hozzaadasat kovetden az elegyet 4500 g-n centrifugaltuk 5 percig,
majd 800 pul feliiluszét adagoltunk 400 ul Nash-reagenshez (0,16 ml acetilaceton €s 0,24 ml
koncentralt ecetsav feloldva 20 ml 4 mol/l téménységli ammodnium-acetat oldatban). Az igy
kapott elegyet 30 percig 60°C-on inkubaltuk, majd jégen lehiitottiik €s spektrofotométerrel
mértiik a kialakult sarga szin abszorbanciajat 415 nm-es hulldimhosszon. Minden allatnal,
minden szubsztratkoncentracio esetén harom parhuzamos mérést végeztiink, amelyek
abszorbancidjanak atlagabol levontuk egy el6zdleg triklorecetsavval gatolt vak
hatdroztuk meg. Végil meghataroztuk a specifikus enzimaktivitdst  (4tlagos
reakcidsebességet), kiszamoltuk a Ky (Michaelis-Menten-konstans) és Vi, (maximalis

reakcidsebesség) értékeket, és dsszehasonlitottunk ezeket a kezelési csoportok kdzott. Minden

crer
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Anilin-hidroxilaciés préoba:
Az anilin-hidroxilacios probaval a majsejtek CYP2H aktivitdsat hatdroztuk meg. A

kisérlet a Murray ¢€s Ryan (1982) éltal modositott protokoll szerint zajlott.

A CYP2H alcsaladdba tartozd enzimek hatasara az anilin 4-aminofenolld alakul (6.

abra), a 4-aminofenol mennyisége spektrofotométer segitségével meghatarozhato.

MH,
CH 2.aminofenol
MH,
Anilin NH,
4-aminofenol
OH

6. abra. Az anilin hidroxilacioja: a CYP2H enzimek hatdsara 4-aminofenol keletkezik.

(forras: http://users.humboldt.edu)

Mivel a CYP enzimek aktivalasiahoz ebben az esetben is NADPH+H" sziikséges, a
reakcidelegy az aminopirin N-demetilacios kisérlethez hasonl6an ugyanolyan mennyiségi,

azonos Osszetételii NADPH+H -regenerald kofaktor mixet tartalmazott.

100 pl mikroszoma szuszpenzidt inkubaltunk 15 percig 37°C-on 200 pl kofaktor
koncentracioban (0; 1,25; 2,5; 5; 10 mmol/liter) tartalmazott anilin-hidrokloridot. A reakciot
200 pl, 20%-os triklorecetsav oldattal allitottuk le. Az elegyet 4500 g-n, 4°C-on 10 percig
centrifugaltuk, majd 400 pl feliilliszohoz adagoltunk 400 pl 10%-o0s Na,CO; oldatot ¢€s
ugyanennyi ligos fenololdatot (0,8%-o0s fenol 0,2 mol/l NaOH-ban oldva). Az elegyet 30
percig 37°C-on inkubaltuk, majd jégen lehutottiik. A keletkezett kék szinlii oldatok
abszorbancidjat spektrofotométerrel hatdroztuk meg 605 nm hulldmhosszon. Minden allatnal,
minden szubsztratkoncentracid6 esetén harom parhuzamos mérést végeztiink, amelyek
abszorbancidjanak atlagabol levontuk egy el6zdleg triklorecetsavval gatolt vak
hataroztuk meg. Végiil meghataroztuk a specifikus enzimaktivitast, kiszdmoltuk a Ky €s Vinax

értekeket, az elozo kisérlethez hasonléan. Minden eredményt a mikroszomamintak

crer
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Statisztikai analizis
Az eredmények kiértékeléséhez az R program 2.11.1-es verzidjat hasznaltuk. Az

eredményeket atlag & standard hiba formaban adtuk meg.

Az adatok eloszlasat hisztogram segitségével vizsgaltuk, majd egyutas ANOVA-val
értékeltiik oket. A kontroll csoporttdl valod eltérést szignifikansnak értelmeztiik, ha p<0,05,

illetve nem szignifikans trendnek p<0,1 érték esetén.
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Eredménvyek

1. Kisérlet:

Az aminopirin-N-demetilacids tesztek soran az erre specifikus CYP2H/CYP3A
alcsaladok atlagos demetilacios aktivitdsanak vizsgalata soran nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget a kontroll és a butiratos takarmannyal etetett csoportok kozott (t=-0,868;
p=0,396), ahogyan a V. (t=0,576; p=0,571) és a Ku (t=1,136; p=0,269) értékeik esetében
sem. A PB kezelés azonban hiteles pozitiv kontrollnak bizonyult, az értékek a vart
eredményeket tiikkrozték, szignifikdnsan emelkedtek az atlagos aktivitas (t=5,552; p<0,001), a
Vmax (t54,323; p<0,001) ¢és csokkentek a Ky (t=3,612; p=0,002) értékek (7.A abra és 2.
tablazat).

Az anilin-hidroxilacios kisérlet is hasonld eredményeket hozott a CYP2H alcsalad
esetén: a kontrollhoz képest nem volt szignifikans kiilonbség az atlagos enzimaktivitas (t=-
0,662; p=0,515), sem a Vax (t=-0,828; p=0,417) vagy a Ky (t=-0,834; p=0,413) esetén. A PB
kezelés azonban ez esetben is szignifikdnsan ndvelte az atlagos enzimaktivitast (t=5,002;
p<0,001) és a Viax-ot (t=2,404; p=0,025), a Ky értékek pedig csokkend tendenciat mutattak
(t=-1,906; p=0,070) (7.B abra és 2. tablazat).

22



Aminopirin N-demetilacio
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7. abra. A. Az aminopirin-N-demetilacidos proba soran
atlagosan keletkezett formaldehid mennyisége (nmol/perc/mg
mikroszomalis fehérje), amely megmutatja a maj mikroszomalis
CYP2H/CYP3A alcsaladok izoenzimeinek atlagos specifikus
aktivitasat. B. Az anilin-hidroxilacids proba sordn keletkezett 4-
aminofenol mennyisége (nmol/perc/mg mikroszomalis fehérje),
megmutatja a CYP2H izoenzimek atlagos specifikus aktivitasat.
Az egyes oszlopok a kontroll vagy butiratot tartalmazo6 (1,5
g/takarmany-kg) takarmannyal etetett, illetve phenobarbitalos
kezelésben részestilt brojlercsirkék adatait mutatjdk. Az adatok a
kapott eredmények atlagai + standard hiba alakban szerepelnek, a
csoportok 1étszdma n=10 egyed volt. **Szignifikans kiilonbség
(p<0,01), ***Szignifikans kiilonbség (p<0,001)
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2. kisérlet:

Az aminopirin-N-demetilacios proba elvégzése utan egyik butiratos bolussal kezelt
csoportban sem talaltunk szignifikans eltérést a fent emlitett enzimkinetikai paraméterek
értékeinek nagy részénél a kontrollcsoporthoz képest a CYP2H és CYP3A enzimek esetében
(atlagos enzimaktivitas: alap dozis t=1,331; p=0,196; emelt dozis t=0,638; p=0,523; Viax:
alap dozis t=0,923; p=0,368; emelt dozis t=0,113; p=0,911; Ky alap dézis t=0,374; p=0,713).
A Ky értéke az emelt dozis esetén azonban csdkkend tendenciat mutatott (t=-1,758; p=0,095).
Az el6zdéekhez hasonldan pozitiv kontrollként alkalmazott PB szignifikans ndvekedést
okozott az atlagos enzimaktivitas (t=3,303; p=0,003) és a Viax (t=2,917; p=0,009) értékénél
is, ugyanakkor a Ky értékét nem csokkentette (t=-0,156; p=0,878) (8.A abra ¢s 3. tablazat).

Ezen eredményekhez hasonldan az anilin-hidroxilacids kisérlet soran sem figyelhettiik
meg a butiratos bolusok modosité hatasat a CYP2H alcsalddra. Nem volt szignifikans
kiilonbség sem az atlagos enzimaktivitas (alap dozis t=-1,293; p=0,211, emelt dozis t=-0,194;
p=0,848), sem a Vx (alap dozis t=0,391; p=0,700, emelt dozis t=0,475; p=0,640), sem a Ky
(alap dozis t=0,948; p=0,354, emelt dozis t=0,620; p=0,542) eredményeiben. A PB ebben az
esetben is szignifikdnsan ndvelte az atlagos reakcidsebességet (t=3,657; p=0,002), de nem
hatott a Vyax (t=1,143; p=0,267) és a Ky (t=-0,310; p=0,760) értékére sem (8.B abra és 3.
tablazat).

Osszegezve tehat megéllapithatjuk, hogy a takarminyba kevert butirat nem volt
hatassal a majban altalunk vizsgalt mikroszomalis CYP enzimek aktivitasanak paramétereire,
azonban az ismert CYP enziminduktor (PB) minden esetben az enzimaktivitds vart

emelkedését okozta.
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8. abra. A. Az aminopirin-N-demetilacidos proba soran
atlagosan keletkezett formaldehid mennyisége (umol/perc/mg
mikroszomalis fehérje), amely megmutatja a maj mikroszomalis
CYP2H/CYP3A alcsaladokba tartozd izoenzimeinek atlagos
specifikus aktivitdsat. B. Az anilin-hidroxildciés proba soran
keletkezett 4-aminofenol mennyisége (umol/perc/mg
mikroszomadlis fehérje), megmutatja a CYP2H izoenzimek atlagos
specifikus aktivitasat. A kisérletben felhasznalt csirkék egyik
csoportja (n=10) alap doézisu, 0,25 g/ttkg, masik csoportja (n=9)
emelt dozist, 1,25 g/ttkg butiratot tartalmazd per os
boluskezelésben  részesiilt, harmadik csoportjukat (n=6)
intacoelomalis phenobarbital injekcioval kezeltiik (80 mg/ttkg). Az
ezen allatok mdj mikroszoma frakciojat felhasznalva kapott
enzimaktivitasi értékeket vetettilk Ossze a negyedik, kontroll
csoportéval (n=9). Az eredményeket atlag + standard hiba alakban
tiintettiik fel. **Szignifikans kiilonbség (p<0,01)
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2. tablazat. A takarmanykiegészitéként alkalmazott butirat hatésai a citokrom P450 enzimekre brojlercsirkében’

Enzim- Felelos Kinetikai paraméter Kontroll Butirattal Phenobarbitallal
miikodés CYP P csoport kezelt csoport’ | kezelt csoport®
N Vmax o
Ié(r?elrrll;;}t)illr’;?ié CYP2H/3A (umol/mg/min) 0,116 £0,018 0,144 £0,049 | 0,380+ 0,057
Ky (mM) 0,574 + 0,184 0,869 + 0,210 1,734+ 0,117*
. Vinax *
. &?2;111;; N CYPIH (umol/mg/min) 0,090 £ 0,013 0,072 £0,016 0,144 £ 0,016
Ky (mM) 8,282 + 2,246 6,531 + 1,288 4,165+ 0,391

'Az eredmények a csoportok atlagértékei + standard hiba; a csoportok egyedszama n=10.
?1,5g/takarméany-kg natrium-butirattal kezelve

3A 19-21. napokon napi egyszer intracoelomalisan 80 mg/ttkg phenobarbitallal kezelve

*Szignifikans kiilonbség (p<0,05), **Szignifikans kiilonbség (p<0,01), “Szignifikans kozeli trend (p<0,1)

3. tablazat. A bolusban adott butirat hatdsai a citokrom P450 enzimekre brojlercsirkében1

Enzim- Felelés Kinetikai Kontroll Butirattal Butirattal Phenobarbital-
miikodés CYP paraméter csoport kezelt csopozrt kezelt csopozrt lal kezel3t
0,25 g/ttkg 1,25 g/ttkg csoport
. o . Vmax =
Ié(r?elrrll;;}t)illréizli-é CYP2H/3A (umol/mg/min) 0,224 +£0,064 | 0,210+0,035 | 0,166+ 0,031 0,381 +£0,014
Ky (mM) 1,071+ 0,238 | 1,203 +0,329 | 0,567+ 0,147 1,023 + 0,138
oqe Vmax

hi&?g;lilgcié CYP2H (umol/mg/min) 0,111 +0,021 | 0,151 +0,042 | 0,131 +£0,025 0,185+0,014
Kym (mM) 5,272+ 0,479 | 12,247+ 4,363 | 7,856 + 2,550 3,270 + 0,447

'Az eredmények a csoportok atlagértékei + standard hiba (létszamok: kontroll: n=9; alap dozist butirattal kezelt: n=10; emelt dozisu butirattal

kezelt: n=9; phenobarbitallal kezelt: n=6)
?A bolusokkal per os alap dozisu, 0,25 g/ttkg; illetve emelt dozisi, 1,25 g/ttkg natrium-butiratot kaptak naponta

3A 20.-24. napokon napi egyszer intracoelomalisan 80 mg/ttkg phenobarbitallal kezelve

**Szignifikans kiilonbség (p<0,01)

26




Megbeszélés

A kromatindllomanyban bekovetkezd szerkezeti valtozasok befolyédsolhatjak
a hiszton-acetilacio jelentés mértékben modositja a CYP2 csaldd szamos tagjanak
expressziojat (Baer-Dubowska et al., 2011). Tanszéki kutatocsoportunk korabbi eredményei
alapjan, mely szerint a takarmanyba kevert butirdt fokozta a majsejtek H2A
hisztonfehérjéjének acetilaciojat, feltételeztiik, hogy a takarmanykiegészitoként adott butirat

hatassal lehet a hepatikus mikroszomalis CYP enzimek aktivitasara.

Virakozasainkkal ellentétben azonban az etetés sordn felvett butirat nem valtoztatta
meg szignifikansan az altalunk vizsgalt, brojlercsirkében legjelentésebb CYP alcsaladok
(CYP2H, CYP3A) aktivitasat, sem pedig kinetikai paramétereit. Ez nem zarja ki az esetleges
mRNS-szintli valtozasok lehetdségét, az in vitro irodalmi adatokhoz hasonléan (Fekete,

2009). Ennek tisztazasara tovabbi PCR-vizsgalatok sziikségesek.

Nagyon kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre a xenobiotikumok CYP enzimekre
gyakorolt hatasardl csirkében. Példaul a fluorokinolonok csoportjaba tartozé marbofloxacin a
CYPIA alcsalad, mig az enrofloxacin a CYPIA és a CYP3A alcsaladok expressziojat
csOkkentette brojlerben (Zhang et al., 2011).

A PB génexpresszios szinten hatva bizonyitottan fokozza a CYP enzimek aktivitasat
(Paolini et al., 1997; Davidson et al., 2001), ezért modelliink helyességének igazolasara
pozitiv kontrollként PB-t alkalmaztunk a csirkék kezelésére. Az irodalmi adatokkal
Osszhangban a PB sajat kisérletiinkben is indukalta a CYP2H ¢és a CYP3A alcsaladokba

tartozo izoenzimeket.

Masodik kisérletiinkben a butiratot 12 6ras ¢heztetés utan, begyszondan keresztiil,
bolusban adtuk be az allatoknak. gy a felszivodas mértéke jelentésen nétt, hiszen az iires
gyomor pH-janak alacsony szintje és a takarmanyrészek abszorpciot lassitd hatasanak kiesése
mind a butirat felszivodasat segitették eld. Ezen kisérlet soran kétféle dozist alkalmaztunk:
egy alap (0,25 g/ttkg) és egy emelt (1,25 g/ttkg) natrium-butirat koncentracidt. Az alap
dozissal beadott mennyiség megkdzelitéleg megfelelt az etetési kisérletben naponta felvett
butiratmennyiségnek, mig az emelt dozis alkalmazasaval egy extrém magas koncentracid

hatasaira voltunk kivancsiak.
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A tanszéki kutatocsoport korabbi kisérletei soran azt tapasztalta, hogy a bolusban
alkalmazott butirat dozistol fiiggetleniil hiperacetilalta a H2A hisztont, mig do6zistol fliggden a

H3 és a H4 hisztonokat.

Eredményeink szerint a butirat ilyen applikédcioban sem befolyasolta a vizsgalt CYP-
enzimek aktivitasat, viszont PB kezelést kovetden ebben az esetben is szignifikans

enzimindukcidt tapasztaltunk.

Ismert, hogy a H3 hiszton acetilaltsagi fokanak megvaltozasa hatassal van a CYP3A
alcsalad expresszidjara egérben (Li et al., 2009). Ezzel szemben bar a bolusban adott butirat
hiperacetildlta a H3 hisztont (Matis ef al., 2012b), nem okozott valtozast sem a CYP2H, sem a
CYP3A alcsalad aktivitasaban csirkék esetén, vagyis az elsd kisérlettel 6sszhangban, sem a
butirat beaddsanak modja, sem az alkalmazott dozis nem befolyasolta a butirat CYP

enzimekre gyakorolt hatasat.

Eredményeink alapjdn megallapithatd, hogy a per os felvett butirat az altalunk
alkalmazott koncentracidkban és mdédokon nem befolyédsolta a maj mikroszomalis CYP2H ¢és
CYP3A alcsaladok aktivitasat. fgy feltételezhetd, hogy a gyomor-béltraktusbol felszivodo
butirat nem moédositja a szervezetbe keriilé6 xenobiotikumok metabolizmusat, tehat nem Iép
farmakoepigenetikus interakcioba a vele egy idOben alkalmazott gydgyszerekkel, mely

megerdsiti a butirat takarmanykiegészitoként vald tovabbi alkalmazasanak biztonsagossagat.

Specialis takarméanyozasi viszonyok kozott azonban esetlegesen feltételezhetd, hogy a
gastrointestinalis rendszerbdl felszivodo butirat hatdssal van a méaj méregtelenitd rendszerére,
igy a CYP-ekre is. Sugatani et al. (2012) kisérletei sordn nagy zsirtartalmt tappal
takarmanyoztak patkanyokat, amelyekben igy majelzsirosodas és hyperlipidaemia alakult ki.
Ez elobbi okdn a CYP1A1/2 és CYP2El1 enzimek expresszidja csokkent. Ezutan
takarmanykiegészit6ként inulint alkalmaztak, amely a bakterialis butiratszintézis prekurzora.

A kezelés hatdsara a fent emlitett enzimek expresszidja visszaallt a fiziologias értékre.

Vizsgalati mddszereink csak a CYP enzimek aktivitdsanak vizsgalatara szoritkoznak,
ezért nem zarhaté ki a butirdt CYP enzimek génjeire gyakorolt transzkripcids szintii
befolyasold hatasa. Ezen kiviil tovabbi, kevésbé fontos CYP-ek is eléfordulnak csirkében, a

butirat ezekre gyakorolt epigenetikus hatdsanak lehetdségét sem vethetjiik el.
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Osszefoglalis

A takarmanykiegészitoként felvett vagy az anaerob mikrobidlis fermentacidé soran
keletkezd butirat sokrétiien befolyasolhatja a kiilonféle sejttipusok miikddését, epigenetikus
hatdsai kozé tartozik a hiszton-deacetilaz (HDAC) gatlasa. A HDAC aktivitas csokkentése
révén a butirat hiszton-hiperacetilaciot idézhet el in vitro és in vivo egyarant, amely
kozvetleniil befolyasolhatja az egyes génekrdl torténd transzkripciot, igy in vitro eredmények
alapjan a tenyésztett ma4jsejtek mikroszomalis citokrom P450 (CYP) enzimjeinek
génexpresszidjat is. E hatds révén a butirdt megvaltoztathatja a méaj méregtelenitd kapacitasat,

crer

feltételeztiik, hogy a butirat in vivo is befolyasolhatja a kiilonb6zé CYP enzimek aktivitasat.

Hipotézisiink bizonyitasara két kisérletet is végeztiink, mindegyiket Ross 308 torzsbol
szarmazd napos brojlercsirkéken. El6szor a takarmanykiegészitoként kifejtett hatasok kertiltek
megfigyelésre 21 napos etetési kisérlet soran, melyben az 1,5 g/takarméany-kg natrium-
butiratot tartalmazo6 tapot fogyasztd csoport adatait vetettiik 6ssze a butiratkiegészitésben nem
részesiilt kontrollcsoport eredményeivel. A masodik kisérletben a csirkéket életiik 20-24.
napjan kezeltiik, éjszakai koplaltatds utan, nyel6csdszondan keresztiil kiilonbdzd natrium-
butirdt koncentracidju bolusokkal (0; 0,25; 1,25 g/ttkg). Pozitiv kontrollként mindkét
kisérletben intracoelomalis phenobarbital (PB) kezelésben részesiilt (a bolusok beadasaval

azonos napokon, 80 mg/ttkg dézisban) allatok szolgaltak.

Mindkét kisérlet esetén az allatok levagasat kovetéen fiziologias sooldattal
vértelenitettiik a méjat, majd differencialo centrifugalassal izolaltuk a mikroszoma frakciot. A
csirkében legjelentésebb mikroszomalis CYP alcsaladok (CYP2H és CYP3A) aktivitasat
ezutan specifikus enzimkinetikai tesztekkel, aminopirin-N-demetilacios, illetve anilin-

hidroxiléacids probakkal mértiik, és meghataroztuk a Ky, valamint a V.« értékeket.

Eredményeink alapjan a butirdt sem takarmanyba keverve, sem kiilonb6z6

aktivitdsara. A PB viszont mindkét esetben szignifikdnsan fokozta a méj mikroszomalis

aminopirin-N-demetilacids és anilin-hidroxilacids aktivitasat.

Kovetkeztetésként levonhat6d tehat, hogy a per os adott butirat nem befolyésolja az
altalunk vizsgalt CYP alcsaldadok muikodését, igy feltehetden nem okoz interakciot kiilonb6zo

gyogyszerekkel vald egyiittes alkalmazasa soran.
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Summary

Butyrate, dietary supplemented and also produced by the anaerobic bacterial
fermentation has variable influences on the function of different cell types. As an
epigenetically active molecule, butyrate can inhibit the histone deacetylase enzyme, causing
histone hyperacetylation in vitro and also in vivo. It may modify the transcription of certain
genes, such as those of hepatic microsomal cytochrome P450 (CYP) enzymes of primary
cultured hepatocytes. Alterations of CYP expression have an effect on the detoxification
capacity of the liver, influencing also the biotransformation of xenobiotics. On the basis of
these data we can hypothesise that butyrate may also have an impact on the activity of

different CYP enzymes in vivo.

Two experimental animal studies were carried out with broiler chickens of the Ross
308 strain in the early post-hatch period. In the first trial, animals were fed with starter diet
without or with sodium butyrate (1.5 g/kg feed) for 24 days. In our second experiment,
broilers were treated once daily with orally administered bolus of butyrate following
overnight starvation with two different doses (0.25 or 1.25 g/kg body weight per day) for five
days (days 20-24). As a positive control, in order to validate the model, a group of chicks was

treated by intracoelomal phenobarbital injection (80 mg/kg body weight) in both experiments.

After slaughtering the animals on day 24, both studies were conducted on the same
way. Livers were exsanguinated by chilled physiological saline solution and microsomal
fractions were separated by differential centrifugation. The activity of CYP2H and CYP3A
subfamilies, the most important enzymes involved in biotransformation in chicken, was
detected by aminopyrine N-demethylation and aniline-hydroxylation assays from the

microsomal suspensions, Ky and Vy,ax values were also determined.

According to our results, butyrate did not cause any changes in the drug-metabolising
activity of hepatic microsomal CYP2H and CYP3A enzymes, neither as a nutritional
supplement nor in bolus. However, phenobarbital significantly increased the microsomal

aminopyrine N-demethylation and aniline-hydroxylation activity of the liver.

We can conclude that the orally applied butyrate did not influence the activity of the
examined CYP enzymes. These data indicate that the supplementation of the diet with
butyrate probably may not have any pharmacokinetic interactions with simultaneously applied

xenobiotics.
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