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Roviditések jegyzéke

AME, = nulla nitrogénretenciora korrigalt latszolagos metabolizalhat6 energia
ATP = adenozin-trifoszfat

CAR = konstitutiv androsztan receptor

CYP = citokrom P450 enzimcsalad

DNS = dezoxiribonukleinsav

EDTA = etilén-diamin-tetraecetsav

EEVI = élelmezés egészségiigyi varakozasi id6

FAD = flavin-adenin-dinukleotid

FCR = relativ takarmanyhasznosulas, feed conversion rate

FMN = flavin-mononukleotid

g (centrifuga) = a gravitacios gyorsulas jele (9,81 m/s?)

GALT = bélhez kapcsolodo limfoid szovet, gut associated lymphoid tissue
H = hiszton

HAT = hiszton-acetiltranszferaz

HDAC = hiszton-deacetilaz

MCT1 = monokarboxilat-transzporter-1

n = egyedszdm / mintaeclemszam

NADPH+H" = nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat redukalt forméja
NSP = nem keményitd poliszacharid, non-starch polysaccharide

p = tévedési valoszinliség

PBS = foszfat pufferolt fiziologias soéoldat, phosphate buffered saline
TCA = triklor-ecetsav

Vmax = maximalis reakciosebesség

ul = mikroliter



Bevezetés és irodalmi attekintés

Az illozsirsavak fogalma, élettani hatasai

Az allati szervezet szénhidratforgalmaba bekapcsolédni képes rovid szénlancu,
monokarbonsavakat nevezziik illozsirsavaknak. Ide tartozik a két szénatomos ecetsav (acetat),
a harom szénatomos propionsav, a négy szénatomos vajsav (butirdt), az 6t szénatomos
valeridnsav (valeridt) és a hat szénatomos kapronsav. Szamottevd mennyiségben termelddik
acetat, propionat ¢és butirat az allati szervezetben a strukturalis poliszacharidok anaerob

mikrobialis fermentacioja soran (Bergman, 1990).

A kérédzo allatokra jellemzO, hogy az elégyomraikban nagymértékii mikrobialis
tevékenység zajlik. Monogasztrikus emldsallatokban a colonban, madarakban a caecumban
folynak ugyanezek a bakteridlis folyamatok. Rostban ¢és nem keményitd tipusu
poliszacharidban (tovabbiakban: NSP) gazdag takarmédnyozas esetén a legjelentdsebb az
illozsirsavak képzddése. Ennek oka az, hogy a rostot az emldsallatok emésztéenzimei nem
képesek lebontani, de a colonban és a caecumban ¢é16 baktériumok altal termelt extracellularis
enzimek szamdara megfeleld szubsztratoknak bizonyulnak. A bélcsatorndban az illozsirsavak
szazalékos megoszlasa egymdashoz viszonyitva: acetat: propionat: butirat = 75 : 15 : 10.
A takarmany Osszetétele megvaltoztathatja az illozsirsavak egymashoz viszonyitott aranyat és
NSP-b6l keletkez6 illozsirsav-koncentracio a colonban 80-120 mmol/l k6zott valtozik

novényevo emlds fajokban (Bergman, 1990; Kristensen et al., 1995).

Az illozsirsavak felszivodasa a gyomor-bélrendszerbdl aktiv és passziv mddon
torténhet. Mivel vizsgalataim sordn a négy szénatomos n-butirat (tovabbiakban: butirat)
keletkezését és hatasat tanulmanyoztam, ennek az illozsirsavnak a transzportjat részletezem.
A passziv transzport sordan a vajsav nem disszocidlt formaban — lipofil tulajdonsdgnak
koszonhetden — kdnnyen penetral a citoplazmamembranon at a sejtekbe. A sejtben a vajsav
disszocial, igy a butirdt passziv transzporttal mar nem tud a sejtbdl kijutni, ezért az
intracellularis koncentracidja nagymértékben megemelkedik. Az aktiv format egy
fehérje-medialt folyamat jelenti, amikor a monokarboxilat-transzporter-1 (MCT1) H*/butirat

szinporttal juttatja a butiratot a sejtek belsejébe (Annus, 2010).



A tobbiiregli gyomorral rendelkezd allatokban a vércukor nagyrészt a propionat
gliilkogenetikus atalakitdsaval képzddik, ezzel biztositva az allando, kérddzdkre jellemzd,
viszonylagos alacsony vércukorszintet (2-3mmol/l). Az acetat és a butirdt a ketogenetikus
illozsirsavak kozé tartozik, energiahidny esetén ezekbdl a majban ketonanyagok keletkeznek,
melyek a perifériara kerlilve energiat biztositanak az extrahepatikus szoveteknek.
Az illozsirsavak koziil a butirdt az, melynek élettani, takarmanyozastani és gazdasagi

szempontbol a legnagyobb jelentésége van.
A butirat hatasai

A butirat a linearis, négy szénatombol all6 vajsav anionja. A B-oxidacioé egyik kiindulasi
vegyiilete, igy energiat biztosit az allati szervezet részére. A gastrointestinalis traktusban a
colonocytak szamara elsdleges energiaforrast jelent (Velazquez et al., 1997). Mindezek
mellett meghataroz6 biologiai aktivitassal, igy példaul epigenetikus és receptormedialt

hatassal is rendelkezik.

A butiratot elterjedten hasznaljak alternativ hozamfokoz6 szerként, mert pozitiv hatasa

van az allatok sulygyarapodasara és javitja a takarmanyértékesitést (Galfi és Bokori, 1990).

Hozzajarul a GALT (gut associated lymphoid tissue) kialakuldsahoz fiatal allatokban
(Friedman et al., 2005), azaltal hogy fokozza a sejtek Osszekapcsolasaért felelés ugynevezett
tight junction fehérjék (okkludin, cingulin) expresszidjat, igy a bél barrier funkcioja javul, s ez
gyorsabban kialakuld és jobban miikodé immunrendszert biztosit a fiatal allatok szdmara

(Bordin et al., 2004).

Korabban leirtak a butirat apoptozist okozd hatasat, ezért huméan daganatos sejteken
tobb kutatast végeztek, mely kedvezd eredményt adott a butirdt daganatellenes hatésait
igazolva (Medina, 1997; Leu, 2007). Ezen elonyos tulajdonsaganak leirasat kovetden a butirat
humangyogyaszati jelentdsége is lényegessé valt. A legfébb kutatasi teriiletet a butirat

colorectalis daganatokra gyakorolt hatasa jelenti.

A butirat csirkében a vékonybél nyalkahartydajan morfologiai valtozasokat okoz,
lesznek a Lieberkiihn-kriptak (Antongiovanni et al., 2007), hosszabba vallnak a villusok és
mérheté hipertrofia kovetkezik be a jejunum enterocytaiban (Nyary, 2013). Ezen
hisztometriai valtozasok egyiittesen megnovekedett felszivo feliiletet biztositanak, igy javul a

takarmanyértékesités (Hu and Guo, 2007).



A butirat egyik leglényegesebb tulajdonsdgat az antimikrobidlis hatdsa jelenti.
Ez a hatds azzal magyarazhatd, hogy a baktériumokba a butirat nem disszocialt vajsav
formaban, lipofil tulajdonsaganak koszonhetdéen passziv transzporttal jut be, majd az
extracellularishoz  képest magasabb intracellularis pH-ji  kornyezetben  disszocial
(Warnecke and Gill, 2005). Kovetkezményesen megndvekszik a sejtbeli disszocialt forma
koncentracidja, ami igy mar a sejtbdl nem tud a koncentracio kiilonbségnek megfelelden
kiaramlani. Ez az intracellularis pH szint csokkenéséhez vezet (Russel, 1992), amely hatasara
a baktériumban miikddni kezd a protonpumpa, mely aktiv transzporttal juttatja ki a sejtbdl a
H" ionokat. Ebb6l adoddan a sejt energiatartalékai felhasznalodnak, a baktérium elpusztul.
Az antimikrobialis hatds a vastagbélben lokalizalodé baktériumflora egyensulyanak
fenntartasaban fejez6dik ki. Brojlercsirkében Salmonella enterica serovar. Enteritidis
(tovabbiakban: S. Enteritidis), Escherichia coli (tovabbiakban: E. coli) és egyes Clostridium
fajok ellen szelektiv hatékonysagunak bizonyult. Csokkenti a fert6zodés utani
baktériumszaporodast, a bélsarral valo iriilést és a kornyezet S. Enteritidis terhelését
(Van Immerseel et al., 2005; Fernandez- Rubio et al., 2008). Campylobacter jejuni elleni

antibakterialis hatasat in vitro kisérletekben igazoltak (Kulcsar et al., 2013).

A butirat coccidiumellenes hatasat is leirtak vakcinazott (Leeson et al., 2005) és nem
vakcinazott (Antongiovanni et al., 2007) allatokon. Csirkéket Eimeria oocystakkal kisérletileg
fertoztek, majd butirat kiegészitést tartalmazo tap hatdsara, mindkét csoportban testtomeg

novekedést tapasztaltak.
A butirat epigenetikus hatasa

A butirat bioldgiai hatdsai részben az epigenetikus tulajdonsdgan alapulnak.
Az epigenetikus hatas jelentése az, hogy habar a DNS szekvenciaban nem torténik véltozas,
igy a genomban sem, de megvaltozik az adott fehérje génrdl torténd transzkripcid mértéke és
az adott gén transzkripcids mintazata. Ez azt jelenti, hogy az epigenetikus hatast vegyiiletek,
mint a butirat, regulacios tulajdonsaggal rendelkeznek, vagyis szabalyozzak az adott fehérjék

termelddésének sebességét €s milyenségét.

A butirat az epigenetikus hatasat elsésorban a hisztonok modulacidja soran fejti ki.
A hisztonok bazikus oldallanci aminosavakban gazdag fehérjék. Ot tipusit kiilonboztetjiik
meg: H2A, H2B, H3, H4 és H1. A H2A és H2B hisztonok felépitésében a lizinnek van fontos
szerepe, mig a H3-as és H4-es fehérjékben az arginin a kiemelkedd jelentdségli aminosav.

A hisztonfehérjék a DNS-re jellemzd szuperspiralizalt szerkezetért és az ezt felépitd
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nukleszomak kialakitasaért felelosek. A DNS tobbszordsen feltekeredett strukturijanak az
osztodasban és a génexpresszid szabalyozasaban egyarant kozponti szerepe van. A hisztonok
a DNS-t stabilizalni képesek, ezt a lancvégi g-aminocsoport és a guanidino-csoport biztositja
(Adam et al., 2001). Hatismechanizmusanak alapja az, hogy a lizin lancvégi
g-aminocsoportjanak egy, illetve az arginin guanidino-csoportjanak tébb nitrogénje
protonalddhat, igy a pH-tol fliggden jellemzden pozitiv toltéstiek lesznek. A DNS-t felépitd
cukor-foszfatgerincben a foszfat a pH-tol fliggden altalaban negativ toltési, igy az ellentétes
toltések révén tudja a hisztonfehérje stabilizalni a DNS lancot, ennek kdszonhetden alakul ki a
szuperspiralizalt, jellegzetes szerkezet. A hiszton-acetiltranszferaz (tovabbiakban: HAT)
hatasara acetilalalodnak a hisztonfehérjék lancvégi amino-cSoportjai, ezért a hiszton semleges
toltésti lesz, igy megsziinik a toltéskiilonbségbdl adodo elsddleges Osszetartd erd. Ez a DNS
stabil szerkezetének a megbomldsit eredményezi, amely moddositja a génexpressziot és a
molekula transzkripciés mintazatat. A HAT-tal antagonista hatasu enzim a hiszton-deacetilaz
(tovabbiakban: HDAC). A hisztonok acetilaltsagi egyensulyat a két enzim egylittes miikodése
tartja fent. A butirat az epigenetikus hatasat a HDAC gatlasaval fejti ki, ezért felborul a
hisztonok acetilaltsagi egyensulya, és az a hiperacetilalt forma irdnyaba toldodik el, ezaltal
fokozva a transzkripciot (1. abra). A butirat HDAC gatld hatasa in vitro bizonyitott
(Candido et al., 1978). Az in vivo csirkén végzett kutatasokat a Szent Istvan Egyetem
Allatorvostudomanyi Karan (SZIE-AOTK) az Elettani és Biokémiai Tanszéken végezték,
ennek eredményei soran kideriilt, hogy a butirat bolusban adva a majban a H3 és H4-es

hisztonokra dozisfiiggé modon, a H2A-ra mindegyik alkalmazott dozisban hat.
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1. abra: A rovid szénlanct illozsirsavak hatésa a transzkripciora.
SCFA: rovid szénlanc illdzsirsav, short-chain fatty acid; Ac: acetil-csoport
HAT: hiszton-acetiltranszferaz ; HDAC: hiszton-deacetilaz
CpGs: citozin-foszfat-guanin régio, cytosine-phosphate-guanine site

(forras: http://www.med.unc.edu/genetics/faculty/bultman)



A citokrom P450 enzim szupercsalad tulajdonsagai, lokalizacioja kiilonos tekintettel a

bélrendszerre

A citokrom P450 (tovabbiakban: CYP450) szupercsalad a hemoproteidek kozé tartozo,
monooxigendz tulajdonsaggal rendelkezé izoenzimek csoportja. A hemoproteidek kozé
soroljuk, mert egy kozponti vas-(Il) ion adja miikodésének alapjat. A CYP450 igen sokrétii
funkcioval rendelkezik mind az allati, mind az emberi szervezetben. Létfontossdgu szerepe
van a szteroid hormonok szintézisében, metabolizmusaban, illetve az epesavak eldallitasaban.
A méregtelenitésben betoltott szerepe adja kiemelt gyakorlati jelentdségét. A detoxikacid
célszerve a maj, ebbdl kovetkezik az, hogy ebben a szervben a legnagyobb az izoenzimek
mennyisége és  diverzitasa.  Aktivitasukra  jellemz6, hogy  igen  alacsony
szubsztrat-koncentracio mellett mitkddnek (107°-10° mol/dm®), ami az intermedier
anyagcsere enzimjeire nem igaz (Adam et al., 2001). Ez az érzékenység azért indokolt, mert a
szervezetbdl eltavolitando xenobiotikumok koncentracidja is hasonloan alacsony. A CYP450
lokalizaciojat tekintve a majon kiviil jelen van még a béltraktusban ¢és a szteroid
metabolizmusban fontos szerepet jatszo szervekben, mint a here, a petefészek vagy a

mellékvese.

A CYP450 csoportjaba sok fajta enzim tartozik, ezért sziikséges a rendszerezéstik.
Az enzimek jelolésének szabalya az, hogy az adott géncsalddot szdmmal, az alcsalddot
betlivel ¢és az egyes izoenzimeket az alcsalddon belill ismét szammal jelzik

(példaul: CYP3A4) (Adam et al., 2001).

A detoxikacionak két fazisa van: az elsé fazis, mely soran az apoléris molekuldkat az
egyes enzimek elokészitik a konjugaciora azaltal, hogy arra alkalmas funkcios csoportokat
alakitanak ki. Ezt koveti a masodik fazis, amikor konjugalédnak a korabban atalakitott
molekuldk és kitiriilnek a szervezetbdl a vizelettel vagy a bélsarral. A CYP450 feladata az
elsd fazisti reakcidban a konjugaciora alkalmas funkcids csoportok kialakitdsa aromads
hidroxilacié, N-dezalkilalas vagy oxidativ dezaminalas soran (Adam et al., 2001).
A detoxikaciot katalizalo, kevert funkci6jii monooxigenazok szaméara a NADPH+H" biztosit
elektronokat. A NADPH-citokromP450-reduktaz oxidalja a NADPH+H"-t, igy az elektronok
a riboflavin tartalmia FAD és FMN miikodésén keresztiil jutnak el a hem részhez, ahol annak

vas-(I11) ionjat redukaljak vas-(11) formava, igy a hem képessé valik az O, megkdotésre.



Az O, molekula egy tovabbi elektron megkdtésével O anionna alakul, igy a megkotott
szubsztratra keriil egy oxigénatom, a masik pedig viz formajaban tavozik a rendszerbdl

(2. abra).

Citokrom P450 reduktaz
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2. abra: A CYP450 enzimcsalad mtikodése.
NADPH-+H": nikotinamid-adenin-dinukleotid-hidrogénfoszfat; NADP™: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszf4t
FAD: flavin-adenin-dinukleotid; FADH,: FAD redukalt formaja
FMN: flavin-mononukleotid; FMNH,: FMN redukalt formaja
(forras: http://watcut.uwaterloo.ca/webnotes/Metabolism/drugsCypActionMode.html)

Az enzimtermelddést befolyasoljdk a takarménnyal elfogyasztott vegyliletek.
A CYP450 enzimek legfébb induktorai a kovetkezé novények: a kaposzta, a fokhagyma és a
zeller (Adam et al., 2001). Azonban szamos gyogyszer is hasonlo hatast valt ki. A nyugtato
hatasu és epilepsziaellenes barbituratok hasonloképpen indukaljak az enzimeket, koziilik a
legmarkansabb hatdsti a phenobarbital. Egyes vegyiiletek pontosan ellentétesen hatnak, és
meggatoljak az enzimek termelddését. Ilyen példaul az immunszupressziv szerként
alkalmazott cyclosporin-A, tovabba a dermalis mycosisok kezelésére szisztémasan

alkalmazott ketoconazol (Kageyama et al., 2005).

A korabban leirt epigenetikus hatdsu butirat tobbek kozt a CYP450 enzimekre hat,
amiknek fontos szerep jut a méreganyagok atalakitasdban. Az epigenetikus hatdson kiviil a
butirdt receptormedialt ton is hathat a CYP450 termelddésre. Az epigenetikus ut és a
receptormedialt Gt mitkodése szorosan sszekapcsolodik. A receptormedialt hatast kiilonbozo
tipusu magreceptorok révén fejtheti ki a butirat. A magreceptorok mindegyike intracellularis
jelatviteli utat indit el, melyeknek kovetkeztében fokozddhat vagy csokkenhet a CYP450
termelddése. A hatasmechanizmus alapja az, hogy a sejtfeliileti receptorhoz egy megfeleld

ligand (példaul: butirat) kapcsolodik, ezaltal indul el a jelatvitel. Ezt kdvetéen aktivalodik a



konstitutiv androsztan receptor (tovabbiakban: CAR), ami megkot egy koaktivator molekulat,
¢és az igy kialakult heterodimer kacsolodik egy transzkripcios faktorral (retinsav-X-receptor).
Ez a komplex aktivalja a CYP gén megfeleld aktivator moduljat, és ez eredményezi a

transzkripcids intenzitas megvaltozasat.

Tobb kutatasra is sor keriilt, melyek azt vizsgéltdk, hogy a butirat rendszeres
alkalmazasdnak ¢és az emellett alkalmazott gyogyszeres kezeléseknek van-e
¢lelmiszerbiztonsagi jelentdsége. Ez azért fontos, mert a butirat CYP450 enzimekre gyakorolt
feltételezett hatasa kovetkeztében egyes gyogyszerek farmakokinetikai tulajdonsagait
befolyasolhatja, ezért az allatok gyogyszeres kezelése soran bizonyos esetekben feltehetéen

Gijabb élelmezés egészségiigyi varakozasi idét (tovabbiakban: EEVI) kellene megéllapitani.

A SZIE AOTK-n az Elettani és Biokémiai Tanszék és a Gyogyszertani és Méregtani
Tanszék kozos kutatasai soran kideriilt, hogy a butirat csirke primer majsejttenyészeten in
vitro szignifikdnsan hat a majban 1évé CYP1A, CYP2H ¢és a CYP3A enzimek
génexpressziojara (Csiko et al., 2014). Az in vivo vizsgalatok azonban azt igazoltak, hogy
habar mRNS szinten hatott a CYPIA és CYP2H enzimekre, de nem eredményezte az
enzimaktivitas valtozasat sem takarmanykiegészitként (Matis et al., 2013a), sem bolusban
adva (Matis et al., 2013b). Patkanyon elvégzett in vivo vizsgalatok alatamasztottak, hogy a
butirdt nem gyakorol hatist a méajbeli CYP2B ¢és CYP3A enzimek aktivitisara
(Matis, 2013).

A gyogyszerek metabolizmusat tekintve fontos szerep jut a CYP450 enzimeknek a
first-pass mechanizmus soran, amikor a szajon at adott hatéanyagok a bélbdl felszivodva a
portalis keringéssel a majba keriilnek, és ott a detoxikacios folyamatoknak koszonhet6en
csokken a hatékony koncentracio. A first-pass mechanizmus jelentdségteljes szerve a maj,
azonban a folyamat mar a vékonybélben elkezdddik. Emberben a CYP3A4 ¢s CYP2C
(Zhang et al., 1999), brojlercsirkében a CYP3A (Osselare et al., 2013) enzimek aktivitasat
igazoltdk a vékonybél teljes hosszan. A CYP450 aktivitds a duodenumtdl az ileum felé
csokkend tendenciat mutat (Obach, et al., 2001). Arra vald tekintettel, hogy ugyanazok az
enzimek megtaldlhatok gy a vékonybélben, mint a mdajban, meg kell emliteni, hogy a
CYP450-ek mennyisége joval csekélyebb a bélben. Az enzimaktivitdsok mérése soran a

maximalis reakciosebességet (vmax) Vvizsgalva is eltéréseket talaltak, amit a bélben
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A butirat kiegészités szerepe a brojlercsirke takarmanyozasaban

A brojlercsirke hizlalasa 35-40 napig tart, ekkorra altalaban az allatok elérik a 2 kg
feletti testsulyt. Ezt intenziv 3 fazisos takarmanyozassal biztositjak. A 3 fazis azt jelenti, hogy
harom kiilonb6z6 Osszetételti tdpot kapnak a nevelés ideje alatt. A kelés utani napokban
inditotapot, majd nevel6tapot €s a 25. napot kdvetden fokozatos attéréssel befejezdtapot
etetnek az allatokkal. A kiilonb6z6é beltartalm@ tapokra azért van sziikség, mert az allatok
novekedési intenzitdsa az életkorral valtozik, és amig az élet kezdetén a fehérjeépités a

szdmottevd, addig a befejezdtdp etetése idején mar a lipogenezis a jellemzd

(Fekete et al., 2004).

A Dbrojlercsirkét ad libitum etetik, mert ,energiara eszik”, ami azt jelenti, hogy
meghatarozott energia tartalmi takarmanyt fogyaszt el. A takarmanyfelvétel nd, ha
energiadban szegényebb, és csokken, ha dasabb a takarmany. Ezért fontos, hogy az
energiatartalomhoz igazitsuk a tovabbi beltartalmi értékeket, igy semmilyen taplaldoanyagbol
nem lesz hiany a szervezetben, ezzel biztositjuk a megfeleld erélyi ndovekedést

(Fekete et al., 2004).

A brojlercsirke takarmanyat nagy részben gabonamagvak teszik ki. Legelterjedtebben
kukoricara és takarmanybuzéara alapozzék a tdpokat. A kukorica metabolizmusat tekintve
gyorsan lebomlo szénhidratforrast jelent, a keletkezett monoszacharidok gyorsan felszivodnak
a bélszakasz proximalis részérdl, igy a colonban nem termelddik beldle jelentds mennyiségii
illozsirsav. Azonban a takarmanybuzara alapozott takarmany kiegészitve rostbontasra
alkalmas enzimekkel, inkdbb az illozsirsav termelddésnek kedvez, és a szervezet ebbdl nyer
késObb energidt. A gabonamagvak koziil bojlercsirke takarméanyozasdhoz korlatozott
mennyiségben, de hasznalnak még zabot, arpat és tritikalét. A takarmanyok fehérjetartalmat
az olajos magvak adjak, mint a napraforgd, a repce és a csillagfiirt magvai (Fekete et al.,
2004).

Az intenziv, XXI. szdzadi baromfitakarméanyozasi technol6giabol sosem maradhatnak
ki a megfeleld alternativ takarmanykiegészitések. A nagyiizemi baromfitartasban elterjedten
hasznaljak a butirat alapu termékeket, ilyen a natrium-butirat, a kalcium-butirat vagy a védett
formaju butirat. Tobb lehet6ség van a butirat védetté tételére, ilyen eljaras az észteresités
rovid szénlanct alkoholokkal (gyiimdlcsészter készitése), a gliceridek eldallitasa, illetve a

mikrokapszulazas (Butipearl).
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A ,Butipear]” mikrokapszulazott kalcium-butiratot tartalmazé takarmanykiegészitd
termék (Kemin). Porlasztasos, fagyasztasos technikaval allitjak el6. A kapszulazott formanak
koszonhetden egyenletesen oldodik €s szivodik fel a bélben, ezéltal eljut a vékony- és

vastagbélbe, s ott lokalisan tudja kifejteni jotékony, hozamnoveld hatasait.

Az alternativ hozamfokozok hasznélata azutan valt szamottevové, miutan az Eurdpai
Unié 2006. januar 1-jén betiltotta a korabban széles korben elterjedt antibiotikumok
hasznalatat termelésfokozasra (Phillips, 2007). Ennek egyik oka az volt, hogy Osszefiiggésbe
hoztdk azt, az Eurdpaban kimutatott, terjedd antimikrobidlis szelektiv rezisztenciaval.
Tovabba fontossa valt, hogy Eurdpa-szerte maradékanyagoktdl mentes, egészséges allati
termékeket (hus, tej, tojas) allitsanak elé. Ez a rendelkezés azonban az iparszeri allattartasban
jelentOs visszaesést okozott, ugyanis korabban a nem megfelelé technoldgiabol, higiéniabol
ered0 termeléscsokkenést tudtak az antibiotikumokkal ellensulyozni. Az antibiotikumok
hasznéalatanak elve az volt, hogy fenntartotta a bélflora egyenstlyat, ezért javulast
eredményezett a fajlagos takarmany felhasznalasban, igy az ¢lelmezésre szant allati termékek
eloallitasa gazdasagosabb volt. Ezt a kiesést részben lehetne potolni alternativ hozamnoveld

szerekkel, mint példaul a butirat.

A nagylizemi allattartas egyik jelentds problémaja, hogy rovid idé alatt sok allatot
nevelnek fel, ezért nagy az iizemen beliili zsufoltsag. A fiatal allatok bélcsatornaja még nem
tokéletesen fejlett, s ezzel magyarazhatod az, hogy fogékonyabbak a korokozé agensek ellen.
A fakultativ patogénekkel valo fert6z6dés gondot jelent, mely a zstfoltsag miatt konnyen a
teljes  4llomédny megbetegedéséhez  vezethet. Az ilyen esetekben  hatékony
takarmanykiegészitd lehet a butirat, mert jelentds antimikrobialis (Warnecke and Gill, 2005)
¢és coccidiumellenes (Leeson et al., 2005; Antongiovanni et al., 2007) hatasa van. Tovabba
noveli a napi sulygyarapodast (Galfi és Bokori, 1990), segiti a GALT kialakulasat
(Friedman et al., 2005), és jotékony valtozasokat eredményez a bélnyalkahartya
szerkezetében (Antongiovanni et al., 2007; Hu and Guo, 2007).
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Célkitiizés

A Na-butiratot elterjedten hasznaljak alternativ hozamfokozdoként szertedgazd pozitiv
hatdsai miatt. Segiti a bélflora egyensulyanak fenntartdsat €s hipertrofiat eredményez a
bélbolyhok felszinén, igy novekszik a felszivasra alkalmas feliilet, és ennek koszonhet6en
javul a fajlagos takarményhasznositas. Kordbbi kutatdsok kimutattak, hogy a butirat
epigenetikus hatéassal is rendelkezik, mely hiszton-hiperacetilaciot okoz a majsejtekben, és in
vitro az mRNS szintjén fokozza a CYP450 enzimek termelddését. A takarmanykiegészitéként
alkalmazott Na-butirat in vivo csak a génatirddas szintjén eredményezett valtozast, a
majsejtek CYP450 aktivitasat nem befolyasolta, igy valdsziniisithetéen nem modositja annak
méregtelenitd tevékenységét sem. Kiemelendd, hogy kisebb mennyiségben, de a bélben is

vannak CYP450 enzimek, melyek akar befolydsolhatjak a detoxikaciot.

Kutatasunk célja az volt, hogy megvizsgaljuk a CYP450 enzimaktivitast brojlercsirke
vékonybelében Na-butirattal és védett formaju butirattal (Butipearl) kiegészitett kukorica,
illetve bliza alapu takarméanyozas mellett. A Na-butirat a gyomorbdl képes felszivodni, igy a
vékony- €s vastagbélbeli butirat koncentraciot vélhetden nem befolyasolja. A védett butirat
azonban csak a késobbi bélszakaszokbol szivodik fel, igy a vékonybél lumenében képes lehet
megemelni a butirat koncentraciot és lokalisan is kifejteni hatasat. A buza és kukorica alapt
takarmanyozast azért alkalmaztuk, hogy megvizsgaljuk azt, hogy az adott gabonafélébdl
milyen mennyiségben termelddik endogén modon butirat, €s hogy az befolyasolja-e a bélbeli
CYP450 enzimek milkodeését. A bluza alapu takarmany mellé xilandz, glilkanaz
enzimkiegészitést adtunk, hogy eldsegitsilk a buzaban nagy mennyiségben jelenlévé NSP
lebontéasat. A brojlercsirke nem kizarolag modellallatként, hanem a Na-butirat alkalmazéasat
tekintve célallatfajként is szolgalt. Feltételeztiik azt, hogy a vékonybélben lokalisan hatd
butirdt jobban befolydsolja a CYP450 enzimtermelddést, ugyanis ha megvédjik a
Na-butiratot a korai felszivodastol, akkor a vékonybél distalisabb szakaszaiba is eljut, és
ezaltal hangstlyosabb4a valhat a biologiai hatds. Mindez megvaltoztathatja egyes
parhuzamosan hasznalt gyodgyszerek farmakokinetikdjat, illetve az egyéb xenobiotikumok
metabolizmusat. Ezért gazdasagi, terapias ¢€s ¢élelmiszerbiztonsagi jelentdsége is lehet.
Befolyasolhatja az élelmezés egészségligyi varakozasi idok terjedelmét és a terdpidsan
alkalmazott gyogyszerek hatasidejét. Mindezért a biztonsdgos butirat alkalmazashoz indokolt

megismerni, hogy fenn all-e farmakoepigenetikus interakcio.
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Anvyag és modszer

A Kkisérleti allatok tartastechnoldgiaja és annak szabalyai

A Kkisérletre szant 160 darab ROSS 308-as tipusu brojlercsirkét a keszthelyi Pannon
Egyetem Georgikon Karanak Kisérleti Baromfitelepén neveltiik fel. A kisérleti allatok
nevelése 2013.04.16-an kezdodott €s 2013.05.21-ig tartott. Az elhelyezésiiket betonpadozatos,
almozott ketrecben biztositottuk. Az allatokat 35 napig neveltiik, majd levagésra keriiltek
mintavételezés céljara. Az éllatvédelmi torvényeket mind a nevelés, mind a ledlés soran

betartottuk.

A kisérleti csirkék takarmanyozéasa a brojlereknél hasznalt haromfazisos rendszer
szerint tortént; inditd takarmannyal (0-10. napig), nevelStappal (11-24. napig) és befejezd
takarmannyal (25-35. napig) lattuk el az allatokat. A kisérleti takarmanyoknak két
alapdsszetételét alkalmaztuk az egyes csoportokban. Az alaptakarmanyokat (buza, kukorica)
kiilonb6z6 formaju butirattal (Na-butirat és Butipearl) egészitettiik ki. Eszerint a kisérleti

allatokat hat csoportba soroltuk, amelyeket az 1. tablazatban tiintettem fel.

1. tablazat: A brojlercsirkék taplalasahoz hasznalt kisérleti (btiza, kukorica) alapu takarmanyok hozzaadott

butirat tartalma (g/kg). A bliza alapt takarmany xilanaz, glitkanaz enzimkiegészitést tartalmazott.

. .| Kukoricaval taplalt Buzaval és

Hozzaadott butirat formaja enzimkiegészitéssel taplalt
csoportok csoportok

Eie;gészittaél:flmamtt butirdt kontroll csoport (0g/kg) kontroll csoport (0g/kg)
Natrium-butirat 1,5 g/kg 1,5 g/kg
Butipearl
( védett, mikrokapszulazott 0,2 g/kg 0,2 g/kg
forma)

Az allatok egyik fele klasszikus kukorica alapu csirketapot kapott, a masik fele buza
alaput enzimkiegészitéssel. Az enzimkiegészitést tartalmazé takarmdnyokban az
alaptakarmanyhoz 0,15 g/kg-nyi Xxilanaz és glilkkanaz enzimkeveréket adtunk, mely
elosegitette az NSP hasznosulast. A kisérleti takarmanyokat ugy allitottuk Gssze, hogy az
energia és nyersfehérje tartalmuk azonos legyen. A takarmany ad libitum allt az allatok
rendelkezésére, a vizforrast is ugyanilyen modon biztositottuk a nevelés teljes ideje alatt.
A kontroll takarményok részletes Osszetétele a 2. tablazatban, beltartalmi értékei a

3. tablazatban olvashatok.
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A ,Butipear]”-t  tartalmazé  takarmanyok  specialis = mikrokapszulazott,
kalcium-butiratot tartalmaztak. A mikrokapszulazas biztositja, hogy a butirat ne szivodjon fel
a gyomorbol, annak alacsony pH-janak kovetkeztében. Ezaltal egyenletesen tudja leadni a

butirat tartalmat, és igy nagy mennyiségben jut el a vékony- és vastagbelekbe.

A Kkisérleti allatok megvilagitasat az élet els6 napjan 24 oran at biztositottuk, majd
7 napig folyamatosan csokkentettiik, igy a 8. napra 20 orara valtozott a megvilagitas ideje.
Ezt az értéket a 10. napig biztositottuk, majd a ledlés idejéig 16 Oras megvilagitast

alkalmaztunk.

A relativ takarmanyhasznosulas (tovabbiakban: FCR) megadja, hogy a felvett
takarmanybol az allat mennyi terméket (itt: his) képes eléallitani. Ezért megmértiik az allatok
takarmanyfogyasztasat és testtomegét az élet elsd, tizedik, huszonnegyedik és harmincotodik
napjan. Ezen adatok alapjan szamoltuk ki az FCR értékét ugy, hogy a sulygyarapodast (Kg)
elosztottuk a felvett takarmany mennyiségével (kg). Ezt a termelési paramétert sok allando
(genetikailag meghatarozott) és valtozo tényezd befolydsolja. A valtozo tényezdk kozé

tartozik az allatok faja, fajtaja, életkora és a takarmanyok mindsége.
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2. tablazat: Az egyes nevelési fazisokban hasznalt keveréktakarmanyok dsszetétele:

(a butirat kiegészités nincs feltiintetve, Na-butirat kiegészitésnél minden csoportban 1,5 g/kg mennyiségben,

védett butiratnal 0,2 g/kg mennyiségben volt hozzdadva a megfelel$ anyag, a kontroll takarmany nem

tartalmazott butirat kiegészitést) MCP: monokalcium-foszfat, L-Lys: L-lizin, DL-Met: DL-metionin,

L-Thr:L-treonin,

Indito Nevel6 Befejezo
(o/kg) Kukorica | Biza Kukorica | Bilza Kukorica Biza
biiza 0,00 300,0 0,00 400,00 0,00 500,00
kukorica 456,00 172,00 519,00 138,00 564,00 88,00
ext.sz0jadara 351,00 272,00 309,00 204,00 333,00 202,00
fullfat széja 99,00 162,00 79,00 164,00 4,00 109,00
napraforgéolaj 45,00 45,00 50,00 50,00 60,00 60,00
mész 18,00 18,00 15,00 16,00 15,00 15,00
MCP 16,00 15,00 14,00 13,00 13,00 12,00
L-Lys 1,00 2,00 1,00 2,00 0,00 2,00
DL-Met 4,00 4,00 3,00 3,00 2,00 3,00
L-Thr 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 0,00
NaCl 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Na-bikarbonat 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Vig'r;nr]ri‘)i(”' 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Osszesen 1000,00 | 1000,00 | 1000,00 | 1000,00 | 1000,00 1000,00
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3. tablazat: Az egyes nevelési fazisokban hasznalt keveréktakarmanyok beltartalmi értékei:

(a butirat kiegészités nincs feltiintetve, Na-butirat kiegészitésnél minden csoportban 1,5 g/kg mennyiségben,

védett butiratnal 0,2 g/kg mennyiségben volt hozzaadva a megfeleld anyag, a kontroll takarmany nem

tartalmazott butirat kiegészitést) AME;,: nullanitrogén retenciora korrigalt latszolagos metabolizalhatd energia,

Lys:lizin, Met: Metionin, Ca: kalcium, P: foszfor

Indito Nevel6 Befejezo

Kukorica Buza Kukorica Buza Kukorica Buza
AME,
(KIIQ=(MI/kg) 12,60 12,60 13,00 13,00 13,20 13,20
?&f(gs)fehe”e 220,00 | 220,00 | 200,00 | 200,00 190,00 190,00
nyersrost 31,50 32,44 30,60 31,20 28,74 29,50
(9/kg)
nyerszsir (g/kg) 85,00 92,60 85,00 97,20 84,50 96,28
Lys (g/kg) 14,30 14,30 12,40 12,40 11,20 11,20
Met (g/kg) 7.20 7.20 6,20 6,20 5,40 5,40
Ca (g/kg) 10,50 10,50 9,00 9,00 8,50 8,50
fy‘;‘es”he“’ Pl 500 5,00 4.50 4.50 4.20 4,20
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A mintavételezés folyamata

A kisérleti csirkék levagasa a nevelés 35. napjan tortént. A lehetd legkisebb szenvedést
okozva, az allatvédelmi torvényeknek megfeleléen végeztik az allatok ledlését.
A szén-dioxidos narkdzis 5 bar nyomason tortént, mely utan az allatok dekapitalasara keriilt
sor. Kovetkezd 1épésként felnyitottuk a testlireget, a sternumot eldrefejtettiik, végiil

eltavolitottuk a bélcsatorna teljes egészét. A béltraktust jégre helyeztiik és ugy dolgoztunk.

A butirat koncentraciéo meghatarozasahoz csoportonként 10 allatbol béltartalom mintat
vettiink. A mintavételezés helyéiil a dudoenum, az ileum és a caecum szolgalt (3. abra).

A mintakat Eppendorf csdvekbe helyeztiik és a mérések elvégzéséig -80°C-on taroltuk.

A Dbélhdm mikroszoma CYP450 aktivitasanak meghatarozasa céljabol egyes

bélszakaszok nyalkahartyajabol is mintat gylijtottiink a késébbiekben leirtak szerint.

3. abra: Brojlercsirke bél. CYP450 enzimaktivitas méréshez mikroszoéma (a=duodenum), illozsirsav

koncentracié méréshez béltartalom (a=duodenum, b=ileum c=caecum) mintavételezési helyei. (Sajat felvétel)
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Az illozsirsav-koncentracio mérése gazkromatografias modszerrel

A gazkromatografias illozsirsav-koncentracidé mérés a keszthelyi Pannon Egyetem

Georgikon karan Dr. Wagner Laszl6 kdzremiikddésével tortént.

........

hasznaltunk, mely tartalmazott acetitot, propionatot, butiratot, izobutirdtot, valeriatot és
izovaleriatot. A vékonybél kiilonb6z0 szegmenseibdl vett béltartalom mintdkat az

illozsirsav-koncentracid meghatarozasaig -80°C-on taroltuk.

A mintak el6készitéséhez a protokollt az Atteh és munkatarsai (2008) altal leirtak
modositasaval allitottuk Ossze a kovetkez6 modon: a duodenumbdl és ileumbdl szarmazod
béltartalom mintakbol 700 pl-t 6sszekevertiink 150 ul reagenssel, mely 8%-0s HCI desztillalt
vizes oldatot és 1 mg/ml pivalinsavat tartalmazott a bels¢ standardnak megfeleléen. A caecum
minta eldkészitése eltéré modon tortént, ott ugyanis 500 pl mintat kevertiink hozza 600 pl
reagenshez, mely Osszetétele a kovetkezd volt: 0,1 mg/ml pivalinsav és 2% HCI desztillalt
vizes oldata. A gazkromatografias késziilékbe az el6készitett oldatokbol 1ul-t cseppentettiink.
A mintak injektalasa 220°C-on, a detektalasuk 250°C-on tortént. A gazkromatografia soran a

vivogaz hélium, a nyomas 83 kPa volt.

A gazkromatografia sordn a minta alkotdit a retencids idejiik alapjan valasztottuk el
egymastol, detektalasukat a kromatogramon megjelend cstcsok jelezték. Az egyes

komponensek (itt: butirat) koncentraciojat a gorbe csucsok alatti teriileteibdl tudtuk

kiszamitani.
A bélmikroszoma izolalas modja

Az enterdlis CYP450 aktivitds meghatarozadsahoz bélnyalkahartya mintakat vettiink
csoportonként 6 allatbol az alabbi mddon: kozvetleniil a mirigyes gyomor pylorusa utan
atmetszettiik a duodenumot és dtmostuk 20 ml PBS-sel. A duodenum proximalis részének
5 cm hosszu részét levagtuk és hosszaban felnyitottuk (3. abra). A duodenum
nyalkahartyajanak fels6 rétegét steril targylemezzel lekapartuk és 2 ml-es Eppendorf
csovekbe helyeztiik majd a mintdk sulyat lemértiik és folyékony nitrogénbe helyezve
lefagyasztottuk azokat. A mikroszoma izolalas idejéig -80°C-on taroltuk Oket, hogy
megakadalyozzuk a post mortem autolizist azért, hogy a mintdk enzimaktivitasa a

mikroszoéma izolaléas idején ugyanolyan értékili legyen, mint a vagas pillanataban.
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A mikroszéma frakciot differencialé centrifugdldssal izoladltuk. Els6é Iépésként a
mintainkat  felolvasztottuk, és hozzaadtunk 10 ml szachar6z-EDTA  oldatot.
A szachar6z-EDTA oldat 0,25 mol/dm® szacharézt és 5 mmol/dm® EDTA oldatot
tartalmazott, aminek hasznalata biztositotta a megfeleld koriilményeket az enzimek szamara.
Megvédte azokat az esetleges denaturaciotdl, koagulaciotdl, illetve egyéb irreverzibilis
valtozastol, mely enzimaktivitds csokkenést eredményezhet. Homogenizatumot készitettiink
Potter-féle homogenizatorral, majd azt 600 g-n 1 percig 4°C-on centrifugaltuk, ezzel kertilt
kitlilepitésre a sejtmag frakcid. A centrifugalds sordn keletkezett feliiliszot hasznaltuk fel a
bélhamsejtek kefeszegélyének eltavolitdsahoz egy ujabb centrifugéalassal 1500 g-n, 10 percen
at 4°C-on. Az igy kapott feliiliszokat hasznaltuk a tobblépcsds ultracentrifugalashoz az MTA
Allatorvos-tudomanyi Kutatointézetben. A mintdkat az egyes l1épések kozott jégen tartottuk,
igy biztositottuk azt, hogy az enzimaktivitds az eredeti — a vagés pillanatdnak megfeleld —

maradjon.

Az ultracentrifugalas két 1épésbol allt. Elsé 1épésként minden mintat 12 000 g-n 15
percig 4°C-on centrifugaltunk, ekkor a mitokondrium frakcié keriilt az tiledékbe. A masodik
1épés soran a feliilluszot 105 000 g-n 60 percig 4°C-on centrifugaltuk, amikor végiil a
mikroszoma és citoplazma frakciot kiilonitettiik el. Ennek a végsé mintanak az iiledékét
hasznaltuk fel, és 3 ml foszfat puffert adtunk hozza. A foszfat puffer koncentricidja
0,1 mol/dm?, a pH-ja 7,4 volt. Ezen kiviil tartalmazott még 0,1 mmol/dm*-es EDTA-t és
20%-0s glicerint. A glicerin szerepe az volt, hogy krioprotektiv komponensként

megakadalyozta a mikroszomak sériilését a folyékony nitrogénes fagyasztas soran.

Az iiledéket a foszfat pufferben dvatosan reszuszpendaltuk, majd homogenizaltuk
ultrahangos szonikatorral. Az igy kapott szuszpenziobol 800 pl-t pipettaztunk az egyes
Eppendorf csovekbe. Ezeket a mintdkat is folyékony nitrogénnel  torténd

,,shock-freezing” ala vetettiik, majd -80°C-on taroltuk.
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A CYP450 enzimaktivitas mérésének modszere
Mikroszomalis osszfehérje-koncentrdacio meghatdarozdas BCA modszerrel

A BCA (bicinchoninsavas) fehérje meghatarozasi modszer elméleti alapja az, hogy a
mérni kivant fehérje a réz (I1)-iont réz (I)-ionna redukalja. Az oldatban a réz (l1)-szulfat felel
a mérhetd szinvaltozas kialakulasaért. A réz (I)-ion Kimutatasara szolgal a bicinchoninsav
komponens a BCA reagensben, mely tartalmaz dinatrium-bicinchoninatot, natrium-karbonat-

monohidratot, natrium-tartaratot, natrium-hidroxidot és natrium-hidrogén-karbonatot.

Els6 1épésként higitasi sort készitettink a standard sorhoz 2 mg/ml-es BSA
(szarvasmarha szérum albumin: fehérje kontroll) torzsoldatbol. Ezt kovetden bemértiik a
standard sor elemeit és 200 pul BCA reagenst a microplate lemez minden lyukaba. Az
elébbiekben leirt differenciald centrifugalassal izolalt mikroszéma mintakbol 25 pl-t mértiink
be a microplate lemez reagenst mar tartalmazé mélyedéseibe. Minden mintabdl és standardbol
3 parhuzamos sort készitettiink. A bemérések befejeztével a microplate lemezt 37°C-0S
termosztatba helyeztiik 30 percre, majd szobahOmérsékleten lehiitottik és megmértilk az

abszorbanciat ELISA olvasoval 562 nm-en.

A kapott értékekbdl a fehérje koncentraciot a standardsor segitségével szamoltuk ki.
A koncentracio és az abszorbancia egyenesen aranyos egymassal, igy a mérési pontokra
linearis regresszioval egyenes illeszthetd. Az egyenes egyenletének segitségével szamitottuk

ki (Bi jelolje az i-edik pont helyvektorat, ezek alapjan a linearis kapcsolat:

crer

Aminopirin-N-demetildcios préoba (Nash protokoll szerint)

Az aminopirin-N-demetilacios enzimkinetikai spektrofotometrids vizsgalattal a
mikroszomalis CYP3A ¢és CYP2C tipusi enzimek aktivitdsat mértik meg.
A spektrofotometrias vizsgalati protokollt a Garcia-Agindez és munkatarsai (1990) altal

leirtak modositasaval allitottuk Ossze.

Az abszorbancia mérése a reakcid soran keletkezé formaldehid miatt valik lehetové.
A CYP3A ¢és CYP2C alcsaladba tartozd enzimek miikddésébdl adddoan ugyanis a
dimetil-aminoantipirin (tovabbiakban: aminopirin) monometil-aminoantipirinné alakul at.
Az abbdl Kilép6 metilcsoport viz felhasznalasaval formaldehiddé alakul, mely aranyos az

enzimaktivitassal. Az igy keletkezett formaldehid mérésére keriilt sor Nash (1953)
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modszerével. A formaldehid két acetilaceton ¢és egy ammonia molekuldval
3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidin vegyiiletté¢ alakul at. A képzodott molekula sarga szinti, mert
konjugalt kett6skotés rendszert tartalmaz. A szines vegyiiletek koncentracidja kvantitativan,

fotometrias médon mérhetd, itt 415 nm-es fényelnyelési maximumot hasznaltunk.

4. tablazat: Az aminopirin-N-demetilacios mérés 1épései:

»A”, ,,B”: parhuzamos sorok, Gatolt sor : negativ kontroll csoport, RV: Reagensvak, PP: Foszfat puffer,
KM: Kofaktor mix, AP: aminopirin oldat( kiilénb6z6 koncentracidkban: Ommol/l, 1,25 mmol/l, 2,5 mmol/l,
5mmol/l, 100mmol/l) TCA: Triklorecetsav

Az eppendorf csovek szamozasa

»A” sor »B” sor Gatolt sor Reagensvak
x/1 x/2 x/3 -
x/4 x/5 x/6 -
xI7 x/8 x/9 -
x/10 x/11 x/12 xXIRV
x/13 x/14 x/15 -
1.1épés | 150 pl foszfat puffert mértiink be minden eppendorf csobe. itt: 250 pl PP

2.Jépés | 50 pl kofaktor mixet mértiink be minden eppendorf csdbe.

3.1épés | 50 pl TCA-t mértiink be a gétolt sor eppendorf csdveibe.

4.16pés 50 pul megfelelé koncentracioji AP oldatot mértiink be 50 ul AP

minden eppendorf cs6be, majd vortexeltiik azokat. 5mmol/I
12 , . , . .,. | nem mértiink
., | 37°C-o0s eldinkubalas utan, 100 pl mikroszoma mintat | . .
5.1épés e . . mikroszomat
mértiink minden eppendorf csdbe, hozza

6.1épés | Egy 37°C-os inkubalast végeztiink 10 percig. 37°C 10 perc

50 ul triklor-ecetsavat pipettaztunk az ,,A” és ,,B” sor itt:

7-1epés eppendorf csoveibe, a keverés vortexxel tortént. 50 ul TCA

8.1épés | Ezt egy 10 perces centrifugalas 2260 g-n kovette.

300 pl feliiluszot vittiink 4t egy ) Eppendorfcsd garniturdba, a korabbi

9-1épés szamozasnak megfelelden cimkéztiik fel.

150 pl Nash-reagenst adtunk minden eppendorf csé tartalmdhoz, vortexxel

10.1épés elkevertik a mintakat

11.1épés | A végs6 inkubacié 60°C-on 30 percig tartott, hiités utan abszorbancia mérés.

Allatonként 1500 pl mikroszéma mintat hasznaltunk a vizsgalathoz. Harom sorban
mértiik az enzimaktivitdst kiilonb6zé aminopirin szubsztrat koncentraciok és mikroszéma
mintdk hozzdadasaval. Az els6 két ugynevezett ,,A” €és ,,B” sorban (parhuzamos ismétlések)
5-5 db Eppendorf csovet hasznaltunk, melyekbe bemértiink foszfat puffert, kofaktor mixet,
aminopirint a megfeleld koncentraciéban (0 mmol/l, 1,25 mmol/l, 2,5 mmol/l, 5 mmol/l,
10 mmol/l), majd hozzdadtuk mindegyikhez a bélmikroszoma mintdkat. (A részletes
mennyiséget és Iépéseket a 4. tablazat tartalmazza.) Ezt kovetéen 37°C-on 10 percig

inkubéltuk a mintdkat, majd triklorecetsavat (tovabbiakban: TCA) adtunk az elegyhez, hogy
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leallitsuk az enzimatikus reakciot. A kicsapddott fehérjéket 10 perces 2260 g centrifugéléssal
tilepitettiik ki.

A centrifugatum feliiliszojanak 300 pl-éhez adtuk hozza a Nash reagenst, majd forrd
(60°C-o0s) vizfiirdobe helyeztiik (részletes 1épések a 4. tablazatban olvashatok). A féloras
inkubaci6 letelte utan a vizsgalandé mintdkat jégen lehiitottik, és megmértik az

abszorbanciat 415 nm-en.

A nem specifikus fényelnyelés kikiiszobolése céljabol a méréshez egy ,,gatolt” sort is
készitettiink, mely negativ kontrollként szolgalt. A gatolt sor lényege az volt, hogy minden
1épés megegyezett az ,,A” és ,,B” sor Iépéseivel, azzal a kiilonbséggel, hogy a foszfat puffer és
a kofaktor mix hozzaadasa utan TCA-t adtunk az elegyhez. Ennek eredményeként a
hozzéaadas pillanatdban denaturalodtak a CYP 450 enzimek, igy az inkubacid alatt mar nem

tudtak a hatasukat kifejteni.

A relativ abszorbancia értékek kiszamitasara azért volt sziikség, hogy a pontos
formaldehid koncentracidkat meg tudjuk hatirozni. Ezt Gigy szdmitottuk ki, hogy a gétolt sor
abszorbancia értékekeit kivontuk az aktiv ,,A” és ,,B” sorok abszorbancidjdnak atlagabol,
majd az igy kapott eredménybdl kivontuk a 0 mmol/l-os aminopirin koncentracional kapott

crer

formaldehid koncentraciét a relativ abszorbancia értékekbdl ismert formaldehid

crer

modon. Az igy  kapott  koncentraciot  elosztottuk az  adott  mikroszoma
produktum mennyiséget értjiikk, amit 1 gramm fehérje 1 perc alatt termel. Az atlagos CYP450
enzimaktivitast az egyes dallatokbdl szdrmazdé mintdkbol, a kiilonb6zé aminopirin

koncentraciok hozzaadéasa soran mért enzimaktivitas atlagaként hataroztuk meg.
Statisztikai modszerek

Az eredmények kiértékelése az R program 2.14.1-es verzidjaval tortént.
A tablazatokban és az dbrakon az eredményeket atlag + standard hiba formaban adtuk meg.
Az adatok eloszlasat hisztogram segitségével vizsgaltuk, ahol indokolt volt, ott az
elemzéseket az értékek 10-es alapu logaritmusaval végeztik. Az atlagokat két utas
ANOVA-val, ezt kovetéen paronként Dunnett Post Hoc teszttel hasonlitottuk 0Ossze.
A kontroll csoporttol vald eltérést szignifikansnak értelmeztiik, ha p <0,05, illetve nem

szignifikans trendnek, ha p <0,1 értéki volt.
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Eredmények

Termelési paraméterek

A testtomeget megvizsgalva azt kaptuk, hogy az altalunk alkalmazott takarmanyozasi
rendszerben a butirat kiegészités sem védett (Butipearl), sem Na-butirat formaban nem
eredményezett novekedést a testtomeg-gyarapodasban a butirattal nem kiegészitett megfeleld
csoporthoz képest. A takarmany NSP tartalmanak azonban volt hatisa a testtomegre, az
enzimmel kiegészitett biza alapu takarmannyal taplalt allatok szinte a teljes kisérleti id6szak
alatt nagyobb tomegliek voltak, és a novekedési periodus kezdetén nagyobb volt az
idokozonkénti testtomeg gyarapodasuk is, mint a kukoricaval taplaltaknak (5. tablazat).
Habar a kukoricéval taplalt allatok napos korban nagyobb tomegliek voltak, mint amelyek
buzat ettek, ez a kiilonbség mar a tizedik napra megfordult, és ezt az elényét a bliza alapu
takarmanyozasu csoport tartotta is, egészen a vagas napjaig. Az FCR értékeket kiszdmitva is
lathato a kiilonbség: a buzaval ellatott csoportokban a tizedik nap utan mindig alacsonyabb

volt az FCR értéke, mint a kukoricaval taplaltaknal (6. tablazat).

5. tablazat: Testtomeg gyarapodas a takarmanyozasi Csoportok és az id6 fiiggvényében:

Mivel a butirat kiegészitésnek nem volt hatasa a testtomeg gyarapodasra, ezért a tablazatban az azonos
takarmanyozast csoportokat 6sszevontan abrazoltam (grammban megadva + standard hiba,

n;=25 db allat /csoport; n,= 75db allat /takarmany tipus #P<0,1; *P<0,05;**P<0,01; ***P <0,001).

A szignifikancia a kétféle takarmanyozasi csoport kozotti kiilonbségre vonatkozik

Takarminycsoportok | Kukorica | Biiza +enzim | Testtomeg (p) Gyar(?)[)’ odas
naposcsibe (g) 40,1+0,3 39,5+0,2 0,045 * -
10. nap (g) 243,345,3 256,5+4,4 0,057 # 0,046 *
24. nap (g) 11532419,1 | 1246,1+18,9 | <0,001 *** 0,003 **
35. nap () 2261,6£31,9 | 2421,1+34,0 0,001 *** 0,153

6. tablazat: Az FCR értékek valtozasa a takarmanyozasi csoportok és az id6 fliggvényében:
Mivel a butirat kiegészitésnek nem volt hatasa a testtdmeg gyarapodasra, ezért a tablazatban az azonos

takarmanyozasu csoportokat dsszevontan abrazoltam (n;=25 db allat /csoport; n,= 75db allat /takarmany tipus).

FCR (kg/kg) Kukorica Biiza + enzim
0-10. nap 1,23 1,23
10-25. nap 1,50 1,42
25-35. nap 1,81 1,76
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A butirat tartalmu takarmanykiegészitok és a takarmany NSP tartalmanak hatasa a

erevr

duodenum, az ileum és a caecum béltartalmanak butirat koncentracidjara

Az illozsirsav-koncentraciot  gazkromatografids modszerrel mértik meg a
duodenumban, az ileumban és a caecumban. A duodenumban a butirat koncentraciét nem
befolyasolta a takarmany Osszetétele (takarmanyozasi csoportok), de a kiilonb6zo
takarmanykiegészitések igen. A kontroll csoporthoz viszonyitva a védett butirat a duodenum
lumenében szignifikdns (p=0,035) butirat koncentracidé emelkedést eredményezett.

A Na-butirat kismértékii novekedést okozott, de ez a valtozas nem volt szignifikans (4. abra).

DUODENUM

log butirat koncentracié (Atlag+-SEM) pmol/g

KONTROLL NATRIUM-BUTIRAT VEDETT BUTIRAT

4. abra: A butirat koncentraci6 valtozasa a duodenumban kiilonb6z6 butirat kiegészitések hatasara.
Mivel a takarmany tipusdnak nem volt hatasa a butirat koncentraciora, ezért az abran az azonos butirat kiegészitésti
csoportokat Gsszevontan abrazoltam.Mérés: gazkromatografids modszerrel; Mértékegység: pmol/g

(=10 db 4llat /csoport; n,=20 db allat /kiegészités tipus) P*<0,05
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Az ileumban a duodenumhoz hasonldéan csak a takarmanykiegészités okozott valtozast
a butirat koncentracio tekintetében. A kontroll csoportot Osszehasonlitva a védett butirat
kiegészitést kapott allatok csoportjaval a koncentracio emelkedés itt is szignifikans (p <0,001)

volt. A Na-butiratnak ezen a bélszakaszon nem volt hatasa (5. abra).
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KONTROLL NATRIUM-BUTIRAT VEDETT BUTIRAT

5. abra: A butirat koncentrdci6 valtozdsa az ileumban kiillonb6z6 butirdt kiegészitések hatasara.
Mivel a takarmany tipusanak nem volt hatdsa a butirat koncentraciora, ezért az abran az azonos
butiratkiegészitésii  csoportokat  Osszevontan  abrazoltam. Mérés:  gazkromatografias = modszerrel,

Mértékegység: umol/g (n;=10 db allat /csoport; n,=20 db allat /kiegészités tipus) ***P <0,001
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A gazkromatografias mérések eredményeként azt kaptuk, hogy az ileumban (p<0,001),
¢s a dudenumban (p=0,049) a butirat kiegészitésnek volt hatasa. Ezzel szemben a caecumban
a takarmény befolyésolta a butirat képzodést. A vizsgalatunkbol kidertiilt, hogy a buza alapt
takarmanyozas hatasara szignifikansan (p=0,023) tobb illozsirsav keletkezik a caecumban,

mint a kukorica alapu takarmanyozasnal. (6. abra).

CAECUM

log butirat koncentracié (Atlag+-SEM) pmol/g

KUKORICA BUZA

6. abra: A butirat koncentracio valtozasa a caecumban kukorica és buza alapu takarmanyozas hatasara.
Mivel a butirat kiegészitésnek nem volt hatdsa a butirat koncentraciora, ezért az abran az azonos takarmanyozasu
csoportokat 6sszevontan abrazoltam. Mérés: gazkromatografias modszerrel; Mértékegység: pmol/g

(n;=10 db allat /csoport; n,=30 db allat /takarmanyozas tipus) *P <0,05
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Atlagos enzimaktivitas mérés aminopirin-N-demetilaciés médszerrel

A CYP3A4 és a CYP2C enzimcsaladok aktivitasat aminopirin-N-demetilacios
modszerrel mértiik meg, melynek eredménye a kiilonb6z6 csoportokban 1ényeges eltéréseket
mutat. A kukoricaval takarményozott kontroll csoport vékonybélbeli atlagos CYP450
enzimaktivitisa minimalis volt. Ezzel szemben a buzaval és enzimkicgészitéssel etetett
kontroll csoportban az atlagos enzimaktivitds trendszertien megemelkedett (p=0,086) és a
kukoricaval etetett kontroll csoport eredményeinek megkozelitdleg a haromszorosa lett
(7. abra).

A kukoricaval takarmanyozott csoportokndl a Na-butirat nem okozott mérhetd
valtozast. Azonban a védett butirat szignifikdns (p=0,018) emelkedést eredményezett, ebben a
csoportban az atlagos enzimaktivitds a kontroll csoport eredményeihez képest tobb, mint

Otszorose volt (7. abra).

A buzaval taplalt allatok csoportjaiban is megvizsgaltuk a Na-butirattal és a védett
butirattal kiegészitett takarmanyozas hatasait a vékonybélbeli CYP450 atlagos aktivitasara.
Eredményként azt kaptuk, hogy nem okoz szamottevd emelkedést sem a Na-butirat, sem a

védett butirat kiegészités (7. abra).
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CYP450 ATLAGOS AKTIVITAS

0
|

1

nmol/min/mg protein

o )

O_ ’ ’ ’
KUKORICA ~ KUKORICA ~ KUKORICA  BUZA BUZA BUZA
KONTROLL NA-BUTIRAT ~ VEDETT KONTROLL NA-BUTIRAT  VEDETT
BUTIRAT BUTIRAT

7. abra: A vékonybélben 1évé CYP450 enzimek atlagos aktivitasi értékei a kiillonbdzo takarmannyal
ellatott csoportokban.
Enzimaktivitds mérése: aminopirin-N-demetilacios modszerrel Nash protokoll szerint.

(n= 6 db allat/ csoport) *P <0,05, #P <0,1
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Megbeszélés

A vizsgalatunkbol kideriilt, hogy a mi modelliinkben, ennél a takarmanyozasnal, ilyen
butirat adagolasnal és alkalmazasi formanal a butirat kiegészitésnek a testtomeg novekedésre
nem volt hatasa, de a takarmany Osszetételének igen. Eredményként azt kaptuk, hogy a buza
alap takarmany hozzaadott enzim (xilandz és gliikkandz) kiegészitéssel jobb novekedési
paramétereket mutatott, mint a kukorica alapu takarmany. Ennek oka az lehet, hogy az
enzimek segitik a buzaban talalhato NSP vegyiiletek oligoszacharidra bontasat, amely a
vastagbélflora szaméra gyorsan fermentdlhatd szubsztrat. Ezért, ha enzimkiegészitéssel
tamogatjuk a nagyobb mennyiségli oligoszacharid képzddést, akkor tobb jut el a vastagbélbe
¢és a bakterialis fermentacié eredményeként vélhetéen gyorsabban, tobb endogén butirat fog
keletkezni. Enzimkiegészités nélkiil valoszintileg kevesebb lett volna az NSP-bdl termel6dott
illozsirsavak mennyisége. A megndvekedett endogén butirat koncentrdci6 magyarazhatja a
buzéaval taplalt allatok testtomeg-gyarapodasat. Ugyanis a butirat elsddleges energiaforras a

crer

colonocytak szamara (Velazquez et al., 1997), fokozza az enterocytak regeneracidjat és
proliferaciojat (Roediger, 1982), segiti a vastagbélflora egyensulyanak fenntartasat
(Warnecke and Gill, 2005; Van Immerseel et al., 2005; Fernandez- Rubio et al., 2008) és
gyorsitja a GALT kialakulasat (Friedman et al. ,2005). Ezeknek a tényezéknek fontos szerepe
van az allatok novekedése soran, mert biztositjdk az elegendd mennyiségli energiat és az

immunrendszer megfelel6 mitkodését, mely védelmet nyujt a patogén korokozokkal szemben.

A  méréseink soran arra kerestik a valaszt, hogy mi befolydsolja az
illézsirsav-koncentracio emelkedését. A duodenum- és ileumbeli butirat koncentraciora a
takarmany Osszetételének, illetve NSP tartalmanak nem volt hatdsa, de a butirat
kiegészitésnek igen. A butirat kiegészitések koziil is kizarolag a védett formaju butirat okozott
szignifikans koncentracié emelkedést. Ugyanis a Na-butirat a mirigyes gyomor alacsony
pH-jan nem disszocialt, lipofil formaban van, ezért konnyen és gyorsan felszivodik, igy a
vékonybélbe mar nem tud eljutni szdmottevd mennyiségben. A védett butirat egy specidlis
gyomorsavnak ellenalld6 mikrokapszulaban van, mely megvédi a gyomorbol torténd

felszivodastol, ezért a Na-butirattal ellentétben nagyobb aranyban kertil a vékonybélbe.

A duodenum és az ileum lumenében a kontroll csoport és a Na-butirattal kiegészitett
kozel hasonld értéket adott, de a védett butirattal kiegészitett csoport eredményei nagy
kiilonbséget mutatnak. A duodenumban a Na-butirat kisebb emelkedést okozott, de ez az

érték nem volt szignifikans. Az ileumban a védett butirattal kezelt csoportban joval magasabb
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volt a mért butirat koncentracioja, mint a duodenumban. A védett butirat ugyanis a
duodenumba iiriil6 emésztdenzimek hatisara szabadul fel fokozatosan, igy a felszabaduld
butirat mennyisége ¢és a bélbeli koncentracidja nagyobb lehet a vékonybél distalisabban

helyez6d6 szakaszaiban példaul: az ileumban.

A caecumtartalmat megvizsgalva eltéré eredményt kaptunk, mint az ileum- és
duodenumtartalomnal. A caecumban ugyanis a takarmanyozas befolyasolta szignifikans
mértékben a butirdt koncentraciot. A koncentracid emelkedést az enzimkiegészitéssel
rendelkezd buza alapu takarmany okozta. A butirat kiegészitéseknek egyik forméban sem volt
mérhetd hatdsa, mert a Na-butirdt és a védett butirdt is egyarant felszivodik a kordbbi
bélszakaszokbol, igy a caecumba mar nem tud eljutni. A blza alapu takarmany sok NSP-t
tartalmazott, mely az enzimkiegészitések hatasara jobban tudott hasznosulni, ezért a caecum
kolonizacié nagyobb mennyiségili butiratot tudott termelni ebbdl a fajta takarmanybdl, mint a

kukorica alapubdl.

Kovetkeztetésként levonhatd, hogy a kiilonb6zd bélszakaszokban kiilonb6z6 modon
adott butirat hat. A proximalis vékonybélszakaszokban, mint a duodenum vagy az ileum, az
exogén modon adott butirat kiegészités okoz butirat koncentracié emelkedést. Ezzel szemben
a distalisabban helyez6d6 caecum teriiletén, az endogén modon, NSP vegyiiletekbdl keletkezd
butirat emeli meg a butirat koncentraciot. A kiilonbozo bélszakaszokban a butirat hatasai is
eltéréek. Az ileum és a duodenum teriiletén a bélhamsejtek (Roediger, 1982) és a
caecumban a mikrobialis flora fenntartasat segiti (Warnecke and Gill, 2005; Van Immerseel
et al. ,2005; Fernandez- Rubio et al.,2008). Tehat figyelembe kell venni, hogy hol szeretnénk,
hogy a butirat jotékony hatasait kifejtse, és ez alapjan kell kivalasztani az ennek megfeleld

modu alkalmazast.

Az atlagos CYP450 (CYP3A, CYP2C) enzimaktivitast aminopirin-N-demetilacios
modszerrel (Nash) mértiik meg. A CYP450 enzimaktivitdsa a majban a legnagyobb mértékdi,
ugyanis ez a detoxikacio elsddleges szerve, de a bélben is kimutathaté ezen enzimek jelenléte.
A SZIE AOTK Elettani és Biokémiai Tanszék kutatdsai soran igazolta, hogy a majbeli
CYP450 enzimek aktivitdsdra nem fejt ki hatdst a butirat. A majban a CYP450 enzim értéke a
kontroll csoportban 75 nmol/perc/mg protein volt (Pleva, 2012), ezzel szemben a bélben a

kukoricaval etetett allatoknal kb. 1 nmol/perc/mg protein, a buzaval taplaltaknal pedig
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7 nmol/perc/mg protein. A Na-butirat sem a majban, sem az altalunk vizsgalt bélszakaszon

nem okozott szignifikans valtozast a CYP450 enzimek atlagos aktivitasaban

Az eredményeink azt mutatjdk, hogy a CYP450 enzimaktivitds szintjén a majjal
ellentétben a vékonybélben van hatasa a butiratnak. A butirat védett formaja szignifikans
atlagos CYP450 (CYP3A, CYP2C) enzimaktivitis emelkedést okoz. Ennek oka
feltételezhetden az, hogy a majba a butirat a vérkeringésen keresztiil jut el, igy id6kozben a
butirat felhasznalasra keriil egyéb metabolikus folyamatokban, mint példadul a ketogenezis
vagy a P-oxidaci6. Ezért a majba mar nem a felszivodott eredeti mennyiség jut el, hanem
annak csak egy része. Ezzel szemben a gyomorbdl a védett butirat alkalmazasakor, csokken a
felszivodas, ezért nagyobb mennyiségben jut el és szabadul fel a vékonybélben, ahol igy
lokalisan tudja Kkifejteni a bélhamsejtekre epigenetikus és receptormedialt hatasat.
Feltételezziik azt, hogy a helyi hatas mellett a szisztémas keringési rendszer altal is keriilhet
butirdt a bélhdmsejtekhez. Vélhetden a szisztémds keringésen keresztiil indirekt moédon is
Kifejtheti hatasait a butirat kiilonb6zé mediatorok aktivalasaval. Ebb6l adodoan a helyi, a

direkt és az indirekt szisztémas hatas egylittesen eredményezhette a szignifikans novekedést.

A szignifikans atlagos CYP450 enzimaktivitas emelkedést vizsgalatunkban csak
kukorica alapt takarmanyozas mellett lehetett igazolni. A buza alapl takarményozas mellett a
védett butirat nem okozott szignifikdns emelkedést. A lehetséges magyarazat erre az, hogy a
btza alapt takarmany enzimekkel volt kiegészitve, melyek segitették az NSP hasznosulast. A
buzaval és kukoricaval taplalt kontroll csoportok értékeit 6sszehasonlitva a buzaval taplalt
csoportoknal nagyobb butirat koncentracié volt jelen a caecumban, mint a kukoricaval
taplaltaknal, ami a szisztémas keringésbe felszivodva el tudott jutni a vér utjan a duodenum
sejtjeihez és igy vélhetden az ottani CYP450 enzimek atlagos aktivitasat is meg tudta emelni.
Az enzimaktivitas ndvekedése telitddési gorbe szerint torténik, ez azt jelenti, hogy egy adott
fels6 korlat folé nem tud emelkedni. A buzara alapozott takarmanyozas kontroll csoportjanak
értékei a telitddési gorbe inflexios pontja mogott helyezddnek, igy az exogén modon adott
Na-butirat és védett butirat kiegészités mar nem tud szignifikdns enzimaktivitas emelkedést
okozni. Ezzel szemben a kukorica alapu takarményozas kontroll csoportjanak értékei a gorbe
inflexios pontja el6tt, a kezdeti lasstt novekedés teriiletén helyezkednek el, ami miatt a gyors

felfutéasi szakasz soran szignifikans mértékii emelkedés igazolhato.
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A védett butirat altal megemelkedett atlagos enzimaktivitdsra a magyarazat az, hogy a
duodenumban és az ileumban védett butirat hatasara megnétt a butirat koncentracio, ezért a

butirat ki tudta fejteni epigenetikus hatésat.

A védett butirdt kiegészités hasznalata a nagyiizemi allattartisban és a
takarmanyozasban az eredményeink alapjan 1jabb ¢lelmiszerbiztonsagi és gazdasagi
Tehat az egyidejiileg alkalmazott védett butirat és barmely olyan gyogyszer, mely a CYP450
enzimek altal eliminalodik a szervezetbdl farmakoepigenetikus koélcsonhatasba 1éphet.

A megnovekedett CYP450 enzimaktivitdsnak lehetnek pozitiv és negativ hatasai.

Pozitiv hatasként a gazdasagi jelentdség emlithetd. A butirat altal megnovelt CYP450
enzimaktivitas a gyogyszerek gyorsabb metabolizacidjat és eliminacidjat eredményezheti,
melyre igy akar rovidebb élelmezés egészségiigyi varakozasi idot lehetne megallapitani, ami
jelentds koltségesokkenést eredményezhetne az élelmezésre szant allati termékek eldallitasa

soran.

A bélben megndvekedett CYP450 enzimaktivitds negativ  hatdsai az
allategészségiigyben  nyilvanulhatnak meg, mert az  alkalmazott gyogyszerek
farmakokinetikajat ~ befolyasolhatjak. A gyodgyszer  metabolizmusbeli  first-pass
feltételezhetden a bélben elkezdddik, igy az ott lokalizalodé CYP450 enzimek megkezdik
azok lebontasat, még mieldtt a terdpids hatas kifejezddhetne. A védett butirat kiegészités
mellett a bélbeli CYP450 enzimaktivitds megnd, ezért valdsziniisithetd, hogy a bélbdl
csekélyebb mennyiségii hatdéanyag jut a keringésbe, mint amennyi a hatasos gydgykezeléshez
sziikséges lenne. Ezért az egyidejii védett butirat, és a szajon at adott gyogyszeres kezelések
alkalmazésa soran indokolttd valhat az addig alkalmazott dozisok esetleges moddositasa a
kivant terdpias hatdsok eléréséhez. A CYP450 enzimek jelenléte a vékonybélben
(1-7 nmol/perc/mg fehérje) a majhoz (75 nmol/perc/mg fehérje) (Pleva, 2012) képest joval
csekélyebb, a mennyiségiik és az aktivitdsuk is alacsonyabb. Tovabba egyetlen vizsgalati
modszerrel (aminopirin-N-demetilacios modszer) egyes CYP450 enzimeket (CYP3A,
CYP2C) vizsgéltunk, igy nem biztos, hogy ez a hatas altalanos érvényli minden CYP450
enzimre. Ezek miatt a lehetséges gazdasagi, allategészségiigyi és farmakologiai hatasok

esetleges gyakorlati jelentdségének megallapitasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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Osszefoglalas

A takarmédnyhoz kevert Na-butiratot széleskorli, jotékony hatdsai miatt gyakran
hasznaljak hozamfokozoként nagylizemi csirke- €s sertéstelepeken. Epigenetikus hatasa révén
egyes enzimek termelddését a transzkripcid szintjén fokozhatja. Korabbi vizsgalatok
igazoltdk, hogy a butirdttal kiegészitett takarmdny befolydsolta a mdj méregtelenitd
tevékenységében jelentds szerepet jatszo citokrom P450 (CYP450) enzimek génexpresszidjat,
viszont azok aktivitasaban nem okozott valtozast. A m4aj enzimkészlete mellett egyre nagyobb
jelentéséget tulajdonitanak a vékonybélben talalhato CYP450 enzimeknek is. A per os adott
butirdt a majsejtekhez képest a bélnyalkahartya sejtjeire kozvetlenebben fejtheti ki hatdsat,

ezért feltételeztiik, hogy az enteralis citokrémok aktivitasat is jobban tudja befolyasolni.

Vizsgdlatunkban ROSS 308 tipusu brojlercsirkéket kukorica vagy buza alapu
takarmannyal etettiink, mely az endogén butirat termelést befolyasolja, Na-butirat vagy védett
butirat kiegészitésekkel, illetve butirat kiegészités nélkiil (kontroll csoport). Az allatok
le6lését kovetden a duodenum-, az ileum- és a caecumtartalombdl mintat vettiink, amikbol
gazkromatografias modszerrel hatdroztuk meg a butirat koncentraciot. A duodenum
nyalkahartyajabol szarmazé mintabol, az enterocytdk differencidld centrifugalasa révén,
1zolaltuk a mikroszoma frakciot, melybdl a bélben legjellemzobb CYP450 enzimek (CYP3A,

CYP2C) atlagos aktivitasat aminopirin-N-demetilaciés modszerrel hataroztuk meg.

Eredményeink azt mutattak, hogy a duodenumban és az ileumban a béltartalom butirat
koncentracioja csak a védett butirat, mig a caecumban a bliza alapu takarmany hatdsara
novekedett. A CYP450 enzimaktivitast tekintve a kukorica alapu takarmdnyozéasnal a
Na-butirat kiegészitésnek nem volt hatasa, mig a védett butirattal kiegészitett csoportnal kozel
OtszOr0s enzimaktivitas emelkedést tapasztaltunk a bélnyalkahartya hamsejtjeiben. A buza
alapt takarméanyozasnal az enzimaktivitas kis mértékben magasabb volt a kukorica alaptihoz
viszonyitva, igy ahhoz képest mar sem a Na-butirat, sem a védett butirdt nem okozott

emelkedést.

Mindezek szerint, a per os adott védett butirat sokkal jobban megemeli a
duodenumban az atlagos CYP450 enzimaktivitast, mint a Na-butirat. Ennek oka az, hogy a
Na-butirat mar az emésztocsO elso szakaszabol felszivodik, ezzel szemben a védett forma
csak a késobbi szakaszban. Ezért a duodenumban viszonylag nagy mennyiségben lehet jelen,
befolyasolva ezzel a CYP enzimek expressziojat. Ebbol kovetkezen feltételezhetd, hogy a
védett butirat befolydsolhatja az egyidejileg alkalmazott gyogyszerek ¢és egyéb

xenobiotikumok metabolizmusat.
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Summary

Butyrate is a widely used feed additive due to its widespreading beneficial effects. It is
applied worldwide as an alternative growth promoter in intensive poultry and pig nutrition.
Based on its epigenetic effects butyrate can increase the production of certain enzymes at the
level of transcription. It is already proved that dietary butyrate supplementation influenced the
gene expression of hepatic cytochrome P450 (CYP450), which is one of the most important
detoxification enzyme systems of the liver; however, it did not cause any significant changes
in the activity of CYP450. Recent studies point to the importance of the CYP450 enzymes in
the small intestine as well. The oral administration of butyrate could cause more direct effects
on the intestinal mucosal cells than on hepatocytes. Hence we can hypothesize that butyrate

may have bigger influence on the enteral CYP450 enzymes.

In our study Ross 308 broiler chickens were fed with corn and wheat based diet, that
can influence the endogenous butyrate production; without and with sodium butyrate or
protected butyrate supplementation. After slaughtering, intestinal content samples were taken
from the duodenum, ileum and caecum, and butyrate concentration of them was determined
by gas chromatography. Samples were taken from the mucosa layer of the duodenum as well,
and microsomal fractions were isolated by multiple-step differential centrifugation. The mean
activity of CYP3A and CYP2C subfamilies, which are the main enzymes of

biotransformation in the duodenum, was determined by aminopyrine N-demethylation assay.

The results proved that the protected butyrate supplementation could increase the
butyrate concentration in the duodenum and ileum, while in the caecum it was enhanced by
the wheat based diet. Regarding the CYP450 enzyme activity in the intestine, our studies
showed that in the corn fed groups sodium butyrate had no effect, but protected butyrate
supplementation increased the activity of enzymes approximately fivefold compared to the
control group. However, sodium butyrate and protected butyrate did not cause any changes as
mixed into the wheat based diet, because wheat as carbohydrate source caused higher enzyme

activity level without any supplementations.

In conclusion we can state that protected butyrate supplementation causes more
increased CYP450 enzyme activity in the duodenum than the sodium butyrate. This is
because sodium butyrate is absorbed from the earlier section of the gut, while the protected
butyrate passes it. Therefore, butyrate can be presented in the lumen of the duodenum with a

relatively high concentration, so it is capable to affect the activity of enteral CYP450
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enzymes. As a consequence, it can be suggested that protected butyrate may modify the
metabolism of simultaneously applied drugs and xenobiotics.
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