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1. El®szó

A zsírsavakhoz köthet® részletes elemzéseket a kromatográ�ás tehnikák fejl®dése tette

lehet®vé. Az els®, elválasztáson alapuló eredmények Cvet (1872-1919) munkásságá-

hoz köthet®k, ám ekkor f®leg a növényi alkotók oszlopkromatográ�ás elválasztása volt

eredményes. A modern kromatográ�a alapjának Kuhn és Lederer (1931) növényi karo-

tinoidok folyadékkromatográ�ás elválasztására irányuló munkáját tekintik, mely mód-

szertan a lipidek területén a komplex kivonatok eltér® polaritású frakiókra bontását

teszi lehet®vé. A gázkromatográ�a, a hosszúlánú zsírsavak (származékainak) elvá-

lasztására kidolgozott leghatékonyabb módszer sak sokkal kés®bb, Martin és Synge

1940 és 1950 között végzett fejlesztései kapsán indult fejl®désnek, a megoszlási kroma-

tográ�a alapjainak lefektetését követ®en, melyért 1952-ben Nobel-díjban részesültek.

Ezen eljárás anyagmennyiséget tekintve a milligramm tartományban, esetenként alatta

is alkalamazható, bomlás nélkül illó anyagok elemzését szolgálja, ám elválasztási haté-

konysága olyan magas, hogy egymástól sak kis mértékben (pl. egy metilén soportban

vagy isz-transz izomériában) különböz® molekulák elkülönítésére is alkalmas.

A disszertáióban foglalt kísérletes munka közvetlen el®zménye két személyes él-

mény: graduális hallgatóként lehet®ségem nyílt Kovás Melinda Professzorasszony és

Sarudi Imre Professzor Úr mellett élettani és analitikai közelítéssel áttekinteni a ketó-

zis nev¶ anyagforgalmi betegséget. Vezetésükkel értettem meg, hogyan alkalmazható

egy nagy hatékonyságú (gázkromatográ�a és elektronbefogásos detektálás), azóta sze-

rensére egyre jobban elérhet® kromatográ�ás módszer egy élettani kérdés elemzésére.

Anthony Hulbert (University of Wollongong, Ausztrália) és Claude Leray (Montpel-

lier) professzorokkal történt rendszeres levelezésünk motivált, hogy a zsírsavpro�l, mint

rendkívül változatos tulajdonság vizsgálatát pontos élettani szereppel de�niált lipid-

frakiókhoz kössem, melyhez ismételten preparatív, kromatográ�ás háttér volt szüksé-

ges (vékonyréteg- és oszlopkromatográ�a). A bemutatandó eredmények a fentiek okán

sajátos élettani helyzetekben (pl. intenzív hústermelés vagy koplalás) adott, lipidfraki-

ókhoz kötött válaszreakiók kromatográ�ás adatértékelésén alapulnak. A dolgozatban

azt igyekeztem megmutatni, hogy a lipidek és zsírsavaik semmiképp sem statikus, ha-

nem �gyelemreméltóan dinamikus adaptáiót mutatnak, még a legszéls®ségesebb hely-

zetekben is.
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2. Bevezetés

Az állattenyésztési tudományok területén egyre hangsúlyosabb szerepet kapnak bio-

kémiai, illetve élettani szempontok, két f® területen is. A táplálkozástudomány és az

állatitermék el®állítás kapsolata mára igen szorossá vált, hiszen a jómin®ség¶ termék

alapja tagadhatatlanul az egészséges és hatástanilag is ismert körülmények között ter-

mel® állat. A modern állattartás a szelekió mellett számos olyan környezeti (pl. teh-

nológiai) faktort alkalmaz, melyek gyakaran kevésbé ismert módon hatnak az állatok

jólétére (welfare) vagy egyszer¶en az életmin®ségére. A táplálkozástudomány rohamos

fejl®désével összhangban az állati eredet¶ termékek összetétele, különösen a funkio-

nális komponensek fokozott jelenléte prioritást nyert, melynek már a termékel®állítás

során is egyre nagyobb jelent®sége van. Miután a humán zsírsavellátás egyharmadát

- felét az állati termékek biztosítják, fokozott �gyelem illeti meg az állati termékek

zsírsavösszetételét, különösen pedig az esszeniális zsírsavakat. A dolgozatba foglalt,

f®képp az állati szövetek zsírsavösszetételére vonatkozó közelítések közel sem tekint-

het®k átfogónak vagy teljesnek, mégis élzottan arra irányultak, hogy megmutassák a

zsírsavösszetétel bizonyos környezeti és genetikai tényez®k hatására bekövetkez® meg-

lep®en nagy változatosságát. A lehet®ségekhez mérten nem kizárólag a zsírsavakra,

hanem a zsírsav-, és esetenként a szervezetszint¶ lipid metabolizmus vizsgálatára is

vállalkoztam, illetve a legtöbb esetben lipid frakióhoz is megpróbáltam kötni a tapasz-

talt változásokat.

A Kaposvári Egyetem Állattudományi Karának Állatitermék Min®sít® Laboratóri-

umában az állati termékek min®ségét a lehet® legszélesebben értelmezi a munkasopor-

tunk. Kapsolódva a Karon folyó, els®sorban állattartási és takarmányozási kezeléseket

alkalmazó kísérletes munkához a dolgozatban bemutatandó kísérletes aktivitás arra irá-

nyult, hogy f®képp háziállatok (eml®sök, barom�fajok és halak) szöveteieben elemezze

az anyagsere intenzitás, a rendkívül intenzív növekedés, valamint a takarmányeredet¶

zsírsavak szöveti lipidekre, lipidfrakiók zsírsavaira és ennek folyományaként az oxidatív

stabilitásra gyakorolt hatásait. A dolgozatban ennek megfelel®en a 2004-2012 id®szak

támogatott kutatásait foglalom össze, melyek gazdasági és vadon él® állatokon, kont-

rollált kísérletek, illetve szisztematikus mintagy¶jtések keretében készültek, a KE ÁTK

Állatitermék Min®sít® Laboratóriumában.
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3. A kutatások élja

Az értekezés tárgyához kapsolódó vizsgálatok négy f® soportba sorolhatók, és

négy alapvet® kérdésre irányultak a élkit¶zések is.

1. A jelent®sen eltér® energetikai állapotok (intenzív növekedés, energiamegvonás)

metabolikus hatásai hogyan írhatók le szelektált barom�fajok (pulyka, brojlersirke,

tojótyúk) klinikai-kémiai vizsgálatával?

2. Az energetikai status milyen hatást gyakorol a szöveti lipidfrakiók zsírsavössze-

tételére madárfajokban? (Pulyka mellizomzat ontogenezis alatti membránlipid össze-

tételi elemzése, és barom�fajok komparatív, allometrikus vizsgálata (szív, máj, vese,

tüd® (parenhyma és surfatant) és agy).

3. A natív szöveti triglieridek összetételének helyzetspei�kus zsírsavösszetételi

elemzése alkalmas-e a faj- és fajta azonosításra hét eltér® faj és két sertésfajta esetében?

4. Milyen kinetikával jellemezhet® a takarmányeredet¶ zsírsavak szöveti lipidekbe és

lipidfrakiókba történ® beépülése édesvizi halakban, afrikai harsa és tilápia esetében?

3
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4. Irodalmi áttekintés

A disszertáióban bemutatott tudományos eredményeim a lipidek és az azokat al-

kotó zsírsavak anyagseréjéhez, illetve az állati szövetek teljes lipidtartalmának zsír-

savösszetételéhez, annak változásaihoz köthet®k. A releváns szakirodalom áttekintése

során a zsírok (és zsírsavak) szervezetbe kerülését®l azok szöveti inkorporáióján át a

mobilizáióra térnék ki, hiszen e három f® lépés az, melyek dönt® mértékben megha-

tározzák a szövetek zsírsavpro�lját. Tekintettel arra, hogy a zsírsavpro�lt az exogén

hányadon túl jelent®sen módosítja az endogén szintézis is, ennek részletes áttekintésére

is kitérek. Ismertetem továbbá azon f®bb lipidfrakiók (triglieridek és foszfolipidek)

szintetikus és lebontó folyamatait, melyekkel disszertáióm f®képp foglalkozik. Nélkü-

lözhetetlennek tartom továbbá részletesen ismertetni a membránalkotó lipidek és az

alap-anyagsere kapsolatát is, mely egy újszer¶, a �membránok, mint az anyagsere

ütemadói� elméletben fonódnak össze.

4.1. A lipidekr®l

4.1.1. A zsírsavak �története�

Nagy valószín¶séggel a lipidek voltak a táplálóanyagok els® olyan soportja, me-

lyet már az ®skori ember tiszta kémiai formában is megismert. Feltételezések szerint a

húsból a sütés közben kiseppen® zsír (triglierid), majd annak lángra lobbanása el®re

vetítette annak egyik felhasználási lehet®ségét, a méses készítését. Nemsak a zsírok,

hanem a zsírsavak megismerése is meglep®en régre tekint vissza. Otto Tahenius már

1673 -ban feltételezte, hogy az állati zsírok rendelkeznek savas komponenssel, miután

a szappanf®zés során a �lúg ereje elfogyott�. Érdekes, hogy ezzel közel egy id®ben,

1719 -ben Hensing már az agy foszfortartalmára is felhívta a �gyelmet, melyet azon-

ban akkor még nem kötött a lipidekhez. A neutrális lipidek területén tett következ®

nagy felfedezés Poulletier de la Salle nevéhez f¶z®dik, aki 1758 -ban epek®b®l vont

ki koleszterint. A kezdeti, f®képp tapasztalati tudást Mihel Eugene Chevreul (1786-

1889) szisztematikus kutatási eredményei helyezték megbízható alapokra. A 103 évet

élt tudós korai eredményei során már arra a következtetésre jutott, hogy a szappan-

f®zésben ún. zsírsavak is szerepet kapnak, és ezek semlegesítik a lúgot. Sertészsírból

f®zött szappan vizes visszaoldásakor savas karakter¶ sapadékot �gyelt meg, melyet

el®ször margarinnak, majd margarinsavnak nevezett el (Chevreul, 1813). Továbbra is

szappannal dolgozva izolálta az olajsavat, majd a glierint is a vizes fázisból, melynek

nevét is ® adta (glukeros görögül édes). Az elszappanosítási folyamat részletes vizs-

gálata során leírta, hogy a zsírsavak jellegzetes savas karakter¶ molekulák, melyek jól

de�niálható nehézfémsókat képeznek. A továbbiakban a sertészsír mellett egyéb lipi-

deket is vizsgált, és igazolta a zsírsavak jelenlétét koleszterin észterekben is, melyek

elszappanosításakor azonban nem keletkezett glierin (Chevreul, 1815). Munkássága

során nemsak hosszúlánú, hanem illózsírsavakat is sikerrel izolált, pl. a del�nzsírból

származó valeriánsavat (C5:0, Chevreul, 1817 ). Bár Chevreul 1824-ben felhagyott a

zsírokra irányuló kutatással, tapasztalatait összefoglalva megalkotta a zsírok soporto-

sítására vonatkozó els® rendszert is, melyben a (zsír)savtartalmú és nem savtartalmú

lipidek két nagy osztályán belül hat kategóriát állított fel, és összesen hat zsírsavnak

még ma is elfogadott nevet adott.
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4.1.2. A lipidek osztályozása

Az él® szövetekben lev® zsírszer¶ anyagok, más néven lipidek közös tulajdonsága,

hogy vízben nem vagy sak nagyon gyengén oldódnak, apoláros oldószerek segítségével

viszont rendszerint könnyen kivonhatók a biológiai mátrixokból. Az idetartozó vegyü-

letek kémiai szerkezete, �zikai és kémiai tulajdonságai, valamint élettani funkiói meg-

lehet®sen sokfélék. Csoportosításuk egyik leglényegesebb szempontja a lúgos közeg¶

hidrolizálhatóság, melynek megléte esetén összetett, annak hiányában pedig egyszer¶

lipidekr®l (azaz elszappanosítható, illetve el nem szappanosítható lipidekr®l) beszélünk.

Az utóbbiak közé tartoznak a szabad zsírsavak, a különböz® izoprénvázas vegyületek

(szterinek, karotinoidok, monoterpének, stb.) és a tokoferolok. Az ailglierideket (azaz

a glierin mono-, di- és triail-észtereit), a foszfolipideket vagy más elnevezéssel foszfati-

dokat (foszfatidil-kolin, foszfatidil-szerin, foszfatidil-etanolamin, foszfatidil-inozit, stb.),

a glikolipideket, a diollipideket, a viaszokat és a szterinésztereket viszont az összetett

lipidek közé soroljuk (Belitz és Grosh, 1985). Ezen egyszer¶ osztályozás a napja-

inkban alkalmazott molekuláris alapú lipidomikai közelítésnek megfelel® részletességre

nem alkalmas, így ma leginkább Fahy és mtsai (2005) átfogó osztályozása tekinthet®

elfogadottnak. Ezen rendszerben az összes osztály és alosztály pusztán matematikai

alapú kombináiójával a. 1,68 x 10

6

egyedi lipid forma képezhet®. Valójában ennél

kevesebb fordul el® a természetes lipidekben (1-7. osztály), de a teljes bemutatás

eltúlzott él lenne. A napjainkban elfogadott rendszer nyol osztályt és azokon belül

több alosztályt különít el, melyek bemutatásánál kiemeltem a disszertáióban foglalt

kísérletes munka szempontjából is jelent®s soportokat. Az osztályozás vázlatosan a

következ®:

1. Zsírsavak A komplex lipidek legalapvet®bb épít®kövei és leggyakoribb formá-

juk az egyenes szénlánú, telített zsírsav, egy, lánvégi karboxil soporttal. Elkülönül®

alosztályba sorolandók az egy vagy több telítetlen kötést tartalmazó, de nem elágazó

lánú telítetlen zsírsavak, melyekben a telítetlen kötések között metilén (-CH

2

-) so-

port található. A dolgozatban bemutatásra kerül® zsírsavak ezen alosztály részei. Spe-

iális alkategóriát képeznek a nem-metilénsoport által elválasztott kett®s kötéseket

tartalmazó zsírsavak (konjugált soport), melyek szintén relatív gyakoriak az állati szö-

vetekben és több esetben ezek meghatározására is sor került kutatásaim során. A

természetes lipidekben a zsírsavak lánhossza 1 és 30 közötti, ahol 5-ig rövid, 5 és 12

között közepes, 12 felett pedig hosszúlánú savakról beszélünk. Fontos azonban megje-

gyezni, hogy vizsgálataink során nem tértünk ki az osztály elágazó lánú vagy gy¶r¶t

tartalmazó képvisel®ire, sak a hosszúlánú savakkal foglalkoztunk. A dolgozatban is

alkalmazott zsírsav nomenklatúra egységesen a szénatomszámot, a telítetlen kötések

számát és az els® telítetlen kötés omega-terminálistól (-CH

3

) számított helyzetét adja

meg (pl. C18:3 n3, ahol 18 a szénatomszám, 3 a kett®s kötések száma és az els® omega

3 helyzetben található). A nomenklatúra nem tér ki a isz és transz izomerizáióra; ezt

a dolgozatban a kritikus estekben  és t jellel jeleztem (pl. C18:1 n11 t).

2. Glierolipidek A soport tagai közül a dolgozatban kiemelt �gyelmet szentel-

tem a tri(ail)glierideknek (TG), valamint a 2-mono(ail)glierideknek (2MG), melyek

a tároló lipidekben gyakori molekulák, és melyekben a zsírsavlánok észterkötéssel kap-

solódnak a glierin vázhoz (�bakbone�). Ezen magas energiatartalmú molekulák a

növény- és állatvilágban is jellegzetes tároló (�storage�) funkiót töltenek be (olajok,

zsírok). A zsírsavaik között a telített és egyszeresen telítetlen formák a leggyakoribbak,

melyek oxidatív érzékenysége relatív alasony. Nagyon fontos biológiai tulajdonsága

a triglierideknek, hogy vízben egyáltalán nem oldódnak, és spontán seppes formába
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rendez®dnek (�lipid droplet�), mely meg�gyelhet® in vitro vagy a itoplazmában is.

A TG-ek speiális tulajdonsága, hogy az azt felépít® zsírsavak eloszlása a természetes

lipidekben nem random, hanem fajfügg® �mintázatot� (��ngerprint�) mutat, mellyel a

disszertáió egy (6.1.3.) fejezete részletesen foglalkozik.

3. Gliero-foszfolipidek A dolgozat témaválasztása szempontjából talán a második

legfontosabb soportnak tekinthet®k a gliero-foszfolipidek (PL), melyek a biológiai

membránok legjelent®sebb komponensei. A természetben rendkívül széles körben el®-

forduló molekulasoport, mely am�patikus karakter¶, azaz egy hidro�l fejsoporttal és

egy ún. �hidrofób farokkal� rendelkezik. A gerines háziállatok szöveteiben legnagyobb

mennyiségben a két zsírsavat tartalmazó formák gyakoriak, melyek óriási variabilitását

a zsírsavak és a fejsoporton található nitrogéntartalmú bázis sokfélesége adja. Fontos

kiegészítés még, hogy a glierin váz sn-1 és sn-2 pozíiója is mutat zsírsav spei�itást,

ezzel tovább növelve a lehetséges kombináiók lehet®ségét. Biológiai szempontból je-

lent®s, hogy vizes fázisban spontán aggregálódnak a foszfatid molekulák, vagy egyszer¶

miellát vagy ún. lipid kett®sréteget (biológiai membrán, bilayer) képezve (1. ábra).

1. ábra A miella és a membrán kett®sréteg zsírsavainak elrendez®dése

A disszertáió tárgyát képz® kísérletes munka során sem a foszfolipid osztályokat

(PL-kolin, PL-szerin, PL-etanolamin), sem a biológiai membránok két oldalát, sem a

glierin váz 1 és 3 pozíióján található zsírsavakat nem kezeltem külön, ezek az extrakió

és a származékképzési reakiók során �egybe mosódtak�.

További osztályok:

4. Sz�ngolipidek

5. Szterol lipidek

6. Prenol lipidek

7. Szaharolipidek (hagyományosan glikolipidek)

8. Poliketidek

A 4-8. osztály tagjai a témaválasztás szempontjából kevésbé jelent®sek, ezért ezek

kémiai aspektusú ismertetésére nem térek ki. A lipidek kategorizálásában, analitiká-

jának segítségére napjainkra igen gazdag elektronikus források is rendelkezésre állnak,

melyek közül sak a disszertáióba foglalt munka során is felhasznált forrásokat sorolom

fel: www.lipidbank.jp, www.yberlipid.org, www.lipidlibrary.o.uk.

4.2. A zsírsavak élettani � biokémiai szerepe

A szervezetben megtalálható zsírsavtartalmú lipidek zsírsavai vagy endogén szinté-

zissel keletkezhetnek vagy a táplálékból származhatnak. Egyfajta �köztes megoldást�

jelent, hogy a zsírsavak módosítása (lánhosszabbítás és telítetlen kötés beillesztése,

elongáió és deszaturáió) mind az endogén, mind pedig az exogén savak esetében jár-

ható út. Az irodalmi áttekintésben el®ször a de novo szintézist (4.2.1. fejezet), majd
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a zsírsavlánok említett módosítását, végül pedig a táplálékeredet¶ zsírsavak (külö-

nös tekintettel az esszeniális savakra) szervezetbe jutását és metabolizmusát mutatom

be. A folyamatok áttekintése során kiemelten kezelem azon pontokat, melyek szoros

kapsolatban állnak a kés®bbiekben bemutatott eredményekkel (pl. lánhosszabbítás,

zsírsavak inkorporáiója). Bár az elongáió és deszaturáió hagyományosan nem a szin-

tézis fogalomkörébe tartozik, napjainkban a zsírsavszintézis a de novo szintézist és a

zsírsavlánok további módosítását is magába foglalja, melyet sematikusan a 2. ábrán

mutatok be .

2. ábra A zsírsavszintézis f®bb útvonalai

Forrás: Gurr és mtsai (1991)

4.2.1. A zsírsavak endogén, de novo szintézise

4.2.1.1. Aktiváió

A zsírsavak szintetikus és degradáióval járó reakióiban azok a termodinamika �sza-

bályai� szerint aktivált és vízoldható formában vesznek részt, ami a legtöbb esetben

tiolészter formát jelent. A zsírsav tiolészterek koenzim-A-val kondenzálódva válnak

vízoldékonnyá. A természetes zsírsavak leggyakrabban páros szénatomszámúak, így

szintézisük kapsán magától értet®d®en merült fel a C

2

-es egységekb®l történ® képz®-

dés. Rittenberg és Bloh (1945) olyan jelölt eetsavat etetett patkányokkal, melyben a

karboxil soportban a szénatom (

13

C), míg a metil soportban a H (

2

H) volt izotóp. A

szervekb®l kivont zsírsavakban a kétféle jelet alternálva nyerték vissza, ezzel igazolva,

hogy a hosszúlánú zsírsavak tisztán eetsavból is felépülnek gerinesekben. Ez az el-

mélet indította el a lánhosszabbítás (elongáió) felé a kutatást, ám érdekes módon

nem a szintézis, hanem el®bb a β-oxidáió szintén C

2

-es lépéseit sikerült részleteiben

felderíteni az 1950-es években. Az aktivált, vízoldható zsírsav-tiolészter-KoA komplex

szállításáért az �ayl arrier protein� (ACP) molekulák felelnek, maga az ail-KoA pedig

ail-KoA-szintetáz enzimek segítségével képz®dik. Az enzimsoport tagjai egymástól

szubsztrát-spei�itásban (eltér® lánhosszúságú zsírsav prekurzorok) és sejtbeli loka-

lizáióban különböznek. Tekintettel az enzimsalád jelent®s szubsztrát �átfedésére�,

valójában minden 2 és 22 közötti szénatomszámú zsírsavlán aktiváiójára mód nyílik

a zsírsavszintézis szempontjából aktív állati szövetekben (Gurr és mtsai, 1991). Az en-

zimsalád legrövidebb lánra speializált képvisel®je az aetil-KoA-szintetáz, mely az
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eetsav és kisebb mértékben a propionsav aktiválására is képes, és legnagyobb szerep-

pel a kér®dz®kben rendelkezik. A 3-7 szénlánhossz-tartományban el®forduló zsírsavak

aktiváiójáért a butiril-KoA-szintetáz felel, míg a középhosszú lánú savakat aktiváló

enzim aktivitása heptanoátra nézve maximális. A hosszúlánú zsírsavakat aktiváló

szintetázok legtöbbször membránhoz kötve fordulnak el®, a sejtben leginkább az endo-

plazmatikus retikulumban (ER), a küls® mitokondriális membránon és kisebb mérték-

ben a peroxiszómákon. Miután a zsírsavak aktiváiója nemsak a szintézis, hanem a

β-oxidáió során is szükséges, nem bizonyos, hogy az egyes kompartmenteken meghatá-

rozott enzimaktivitás értékek mely folyamatra irányulnak. Állatok esetében elfogadott,

hogy a mitokondriális és a peroxiszómális enzimek oxidáióban, míg az ER enzime a

felépít® folyamatban (�bio assembly�) vesz részt (Gurr és mtsai, 1991; Smith, 1994).

Zsírsavak aktiváiójakor az ACP-hez kapsolódás azok szerin aminosaván történik.

Az ACP-ek jellegzetes tulajdonságait Majerus és mtsai (1964) foglalták össze, és érde-

kes módon az ACP prosztetikus soportja meglehet®sen hasonlít a KoA-hoz. Az ACP-k

kisméret¶ (8.8 kDa), α-hélix formájú fehérjék, melyek aminosav összetétele és szerke-

zete a fajokban jelent®s hasonlóságot mutat. Az ACP szerepe, hogy a zsírsav szintetáz

enzimkomplexhez kovalens kötéssel kapsolódjon, valamint hogy a foszfo-pantetein ol-

dallána annak �exibilitása által biztosítsa a kapsolatot a felépít® enzimek és a felépül®

zsírsavlán között. Az ACP és a zsírsavlán közötti kapsolat bontását a folyamat vé-

gén egy dehidráz enzim végzi ( www.lipidlibrary.aos.org/lipids/oa/index.htm).

4.2.1.2. A zsírsavak de novo szintézisének tényleges folyamata

A de novo szintézis folyamatát olyan szövetekben tárták fel, melyekben az igen

aktív (máj, tejmirigy). A de novo szintézis szigorúan értelmezve a C

2

-es (eetsav) pre-

kurzorból szintén C

2

-es lánhosszabbító lépésekkel C16-os (palmitinsav) hosszig történ®

zsírsavképzés. A szükséges szénatomok eredete fajonként eltér®, eml®sökben azok legin-

kább szénhidrátokból, ritkábban aminosavakból származnak. A szintézisben felhasznált

szénatomok piruvát formában állnak rendelkezésre (�piruvát pool�), f®leg a itoplazmá-

ban, míg abból aetil-KoA a mitokondriumokban képz®dik, piruvát-dehidrogenáz által.

Az aetil-KoA, mint termék oxálaetáttal itrátot képez, mely a mitokondriumból ki-

lépve alakul ismét aetil-KoA-vá; a reduktív folyamat NADPH igényét a itoszólbeli

pentóz-foszfát útvonal biztosítja. A zsírsavlán-szintézis két f®, komplex enzim, az

aetil-KoA-karboxiláz és a zsírsav szintetáz nyomán valósul meg. A két enzimkomplex

katalizálta iklikus reakiósorozatot a 3. ábra (9. oldal) mutatja be.

A iklikus felépít® folyamat C

2

-es egységenként hosszabbítja meg a zsírsavlánot,

végterméke állatokban legtöbbször szabad palmitinsav, miután a folyamat záró lépesét

(a tiolészter kötés bontását) egy észteráz enzim katalizálja. A szintézis szabályozásában

érdekes módon integráns szerepet kap a tiolészteráz enzim, emellett azonban szintén

fontos faktor azon transzferáz aktivitása, mely a KoA-észter felbontását és a tiolészter-

enzim kapsolat kialakítását végzi. Ezen enzim spei�itása az aetát és a butirát

soportok felé fokozott, ami a folyamat során azt eredményezi, hogy a C4-es lánhossz

felett a zsírsav-szintetáz enzimrendszerr®l való �leválás� nehezebb. A szabályozás ki-

�nomultságára jellemz® továbbá, hogy az egymást követ®, ún. repetitív elongáiós

(lánhosszabító) lépések sokkal nagyobb reakiósebesség¶ek közepes lánhosszú savak

észterei esetében. Ez végs® soron azt eredményezi, hogy a már elkezd®dött iklikus

lánhosszabbító folyamat a termináió el®tt a lehetséges leghosszabb szénlánot állítja

el® (C16:0). Érdekes kitétel, hogy a lánhossz szabályozása tulajdonképpen a terminá-

iós folyamat szabályozásán át valósul meg (Gurr és mtsai, 1991; Smith, 1994).
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3. ábra A zsírsavak de novo szintézisének iklikus szakasza, az ail arrier protein

(ACP) szerepének jelölésével (1: kondenzáió; 2: redukió; 3: dehidráió; 4: redukió)

Forrás: Gurr és mtsai (1991)

Sok eml®s faj szöveteiben a palmitátnál rövidebb zsírsavak is jelent®sebb mennyi-

ségben el®fordulnak, így például a nyúl és patkány tejmirigyében a C8:0 és C10:0 is

magas arányban képz®dik. Smith (1994) igazolta, hogy a középhosszú lánú zsírsavak

leválasztásáért egy második észteráz enzim felel®s, a tiolészteráz II. Érdekes módon az

állatvilágban a tiolészteráz II el®fordulása nem univerzális, keske tejmirigyében, mely-

ben szintén jelent®s a középhosszú lánú zsírsavak szintézise, egy transzailáz felel ezen

zsírsavlánok triglieridekre való közvetlen áthelyzéséért (Knudson és Grunnet, 1982).

4.2.2. A zsírsavak lánhosszabbítása, az elongáió

Bár a zsírsav szintetázok legjellemz®bb terméke palmitát, sok szövet, és f®leg azok

membránlipidjei ennél jelent®sen hosszabb zsírsavakat is tartalmaznak. Az idegszövet-

ben a mielinhüvely membránjainak több mint kétharmadát C18 vagy annál hoszszabb

zsírsavak építik fel, míg a sz�ngolipidekben a C24 telített zsírsavak jelenléte is gyakori.

Ezen kifejezetten hosszúlánú zsírsavak szintézisét az ún. 3-as típusú szintetázok (más

néven elongázok) végzik, melyek nemsak a de novo szintézis termékeit, hanem az exo-

gén zsírsavakat is képesek hosszabbá alakítani. Az eukarióta sejtekben jellemz®en kéféle

módon valósul meg a lánhosszabbítás. A Wakil (1989) által leírt mitokondriális rend-

szerben C

2

-es, aetil-KoA, és nem malonil-KoA egységenként történik meg az elongáió.

Ebben a folyamatban nemsak a telített, hanem preferált módon a monoén szubsztrá-

tok is satlakozhatnak a zsírsavlánhoz. A másik, térben is elkülönül® útvonalon (az

endoplazmatikus retikulumban, ER) a C

2

-es egységeket malonil-KoA szolgáltatja. E

folyamat az agyban kifejezett fontosságú, ahol a C22 és C24 telített zsírsavak a sz�ngo-

lipidek fontos felépít®i. Érdekes példa a zsírsav elongáió defektusára a mozgászavarral
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terhelt �japán tánoló egér�, melyben a korai, intenzív mielinizáiót gátolja a C16 - C18

elongáiós lépés er®s redukiója (Goldberg és mtsai, 1973). Az elongáió legfontosabb,

biológiai szerepe a táplálékeredet¶, f®leg esszeniális zsírsavak hosszabb, többszörösen

telítetlen savakká (PUFA) való átalakítása, melyek a biológiai membránok alapvet® és

nélkülözhetetlen molekulái.

4.2.3. Telítetlen kötés bevitele a zsírsavlánba, a deszaturáió

Eltér®en a bakteriális, anaerob útvonaltól a növények és állatok a Nagai és Bloh

(1966) által leírt, oxidatív (aerob) módon illesztenek telítetlen kötést a telített zsírsav-

lánokba. Érdekes módon az aerob és anaerob útvonal egyszerre sosem fordul el®, és

el®bbi f® terméke a Δ9 helyzet¶ kett®s kötést tartalmazó monoén zsírsav. Maga az

elongáz enzimrendszer membránhoz kötött formájú, míg a szubsztrátjai miellárisak.

Az enzimrendszer háromtagú: egy �avoproteint (itokróm b5 reduktáz enzim), egy hem

tartalmú fehérjét (itokróm b5) és magát a deszaturázt tartalmazza (Shimakata és mt-

sai, 1972). A Δ9 deszaturáióért felel®s enzimkomplex C14 és C18 lánhossz között

nagy hatékonyságú, és állatokban sztearoil-KoA deszaturáz néven vált ismertté (SCD).

A Δ9 deszaturáió lépéseit sematikusan a 4. ábra mutatja be.

4. ábra A Δ9 deszaturáió folyamata állati sejtekben

Forrás: Mead és mtsai (1986)

A SCD enzimnek emberben 2, egérben 4 izoformja ismert. A SCD1 gén kiütése

(�knok out�) megemelkedett anyagsere sebességhez vezet, mely az állatokat kvázi

megóvja az ad libitum táplálás mellett gyakori elhízástól. Az SCD1 májbeli génjének

hiánya egyértelm¶en gátolja a fokozott szénhidrátbevitel által indukált lipogenezist

(Ntambi és Miyazaki, 2004). A membránlipidek összetételében a kés®bbiekben bemu-

tatott szisztematikus és testtömegfügg® olajsavszint változás (6.1.2.3. és 6.1.2.4. feje-

zetek) és a SCD1 anyagsere szabályozó tulajdonsága nagy valószín¶séggel összefüggést

mutat, melynek részletes elemzését a membránok, mint biológiai ütemadók fejezetben

(4.8.) adom meg.

A deszaturáió lehet®sége nemsak azért fontos, mert ezáltal telítetlen zsírsavak el®-

állítására nyílik endogén mód, hanem azért is, mert nemsak egy, hanem több kett®s

kötés beillesztése is lehetséges, mellyel a többszörösen telítetlen zsírsavak nem esszeni-

ális hányada el®állítható. A gyakorlatban ezt a folyamatot polideszaturáiónak nevezik.

Az állatokban a leggyakoribb a Δ9, Δ6, Δ5 és Δ4 helyzet¶ kett®s kötés beillesztése,

de az ezeknek megfelel® enzimaktivitást sak az els® három esetben sikerült igazolni.

Spreher (2002) mutatta meg, hogy a dokozahexaénsavban (C22:6 n3) a Δ4 helyzet¶

kett®s kötés valójában nem közvetlen deszaturáióval, hanem egy C

2

-es elongáiót kö-

vet® Δ6 deszturáióval, majd egy C2-es egységet lehasító β-oxidáiós lépéssel keletkezik
(C22:5 n3 � C24:5 n3 � C24:6 n3� C22:6 n3), mely az ún. Spreher shunt-ként vált

ismertté. A polideszaturáió sajátossága, hogy az els® telítetlen kötés szinte kizárólag a

Δ9 helyzetbe kerül, majd a további kett®s kötéseket metilén (-CH

2

-) soportok szakít-

ják meg, melyek szinte mindig isz kon�guráiójúak. A polideszaturáió legfontosabb
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szubsztrátjai C18-as savak, olajsav (C18:1 n9 a táplálékból vagy a de novo szintézis-

b®l), vagy a küls® (táplálék) forrásból felvett esszeniális savak, a linolsav (C18:2 n6)

vagy α-linolénsav (C18:3 n3). A polién zsírsavak szintézisét a 5. ábra mutatja be össze-

foglalóan.

5. ábra A többszörösen telítetlen zsírsavak metabolizmusa az állati szervezetben

Forrás: Gurr és mtsai (1991)

4.2.4. A gerinesek számára esszeniális zsírsavak

Az esszenialitás kérdése a zsírsavak területén gyakran bizonytalanságokkal terhelt.

A deszaturáz enzimek fent bemutatott �limitáiója�, hogy a zsírsavakba a Δ9 hely-

zetbe illesztenek kett®s kötést, de azon túl (azaz a Δ6 és Δ3 helyzetbe) már nem

(Guba, 1988). A több telítetlen kötést tartalmazó �zsírsavszármazékok� (pl. C20:4

n6 vagy C22:6 n3) a táplálékeredet¶ esszeniális zsírsavakból (linolsav és α-linolénsav
prekurzorokból) keletkeznek. Fontos kitétel, hogy az egyszeres vagy a polideszaturáió

során is az újabb telítetlen kötés vagy kötések helye kizárólag a már meglev® kötés és a

karboxilán vége között alakulhat ki. A vonatkozó zsírsavlánokat és a kett®s kötések

lehetséges beillesztési helyeit a 6. ábrán (12. oldal) mutatom be.
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6. ábra Az eml®s szervezet által el®állítható és a számára esszeniális zsírsavak,

illetve azok kett®s kötéseinek helye

Forrás: Mead és mtsai (1986)

4.2.5. A zsírsavak lebontása, β-oxidáió

A zsírsavak degradáiós folyamatai közül talán a legjelent®sebb az energiatermelést

szolgáló ún. β-oxidáió. A β-oxidáió els®sorban a triglierid formában tárolt zsírsa-

vak C

2

-es egységenként történ® degradáióját jelenti, és Knoop már 1904 -ben leírta a

folyamat alapjait, jóval az abban résztvev® enzimek megismerése el®tt. Szervek szint-

jén a máj, a vesék, a szív- és vázizom, valamint a depózsír jelent®s, a sejtben pedig a

mitokondrium az oxidáiós folyamat helye. A β-oxidáió kisebb mértékben a peroxiszó-
mákban és a glioszómákban is zajlik. Az utóbbi két sejtalkotó jelent®sége állatokban

abban áll, hogy a hosszúlánú zsírsavakat középhosszú lánúvá oxidálják, majd a végs®

lebontás a mitokondriálisan történik meg. A zsírsavak, mint energiatároló vegyületek

legtöbbször nem közvetlenül az oxidáió helyéhez közel fordulnak el®, hanem valamilyen

lipid �pool"-ban (lásd 4.4.1. fejezet). A véráramban történ® lipoprotein vagy szabad

zsírsav szállításról, illetve a sejtbe való bejutásról a 4.2.6.3. és 4.3.2. fejezetekben

található részletes informáió. Hasonlóan a szintetikus folyamatokhoz, a lebontásban

is aktivált formájú zsírsavak vesznek részt, leginkább KoA-hoz kötött formában, mely

ligáz enzim közrem¶ködésével képz®dik. A β-oxidáióba kerül® zsírsavak aktiváló enzi-

mei ATP-függ®k. Érdekes módon a β-oxidáióban mind szabad, mind KoA-hoz kötött

zsírsavak képesek részt venni, melyek speiális szállítófehérjékhez kötve jutnak el a

tényleges reakió helyére. Tekintettel arra, hogy sem a KoA, sem származékai nem

jutnak át a bels® mitokondriális membránon, felmerült egy szállító-molekula szerepe.

Bremer (1962) igazolta, hogy a karnitin vesz részt a reakióban, bár nem önmagában,

hanem a karnitin-palmitoil-transzferáz (CPT) enzimmel együtt. A hosszúlánú zsírsa-

vak mitokondriumba jutásának folyamata ennél azonban összetettebb: a sav-karnitin

molekula a küls® mitokondriális membránon a porinon keresztül, míg a bels® memb-

ránon a karnitin-ail-karnitin-transzlokáz enzim segítségével jut át. A tíz szénatomnál

rövidebb lánú zsírsavak karnitintól függetlenül is bejutnak a mitokondriumba. A 4-

10 szénlánhosszú telített zsírsavak (páros szénatomszám esetén) igen könnyen jutnak

át a mitokondriális membránon; az anyagserében azonban sak aktivált formában

vehetnek részt, melyet egy tiokináz (ail-SKoA-szintetáz) enzim katalizál. Az aktivá-

iót követ®en transz-ail-SKoA keletkezik, amit az ail-SKoA-dehidrogenáz katalizál,

ezt követ®en pedig a krotonáz enzim segítségével β-hidroxiail-SKoA képz®dik. Az
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oxidáió befejez® lépése a képz®dött ail lán két utolsó szénatomjának lehasítása. A

hosszabb (C10<) lánú telített zsírsavak oxidáiója a fenti iklusok számában, valamint

a mitokondriumba jutás módjában különbözik, hiszen a membrántranszport ott karri-

ermediált folyamat. A páratlan szénatomszámú zsírsavak leggyakrabban szintén karrier

molekula segítségével jutnak a mitokondriumba, oxidáiójuk azonban nem C

2

-es, ha-

nem egy C

3

-as egységet is jelent, azaz propionil-SKoA válik le a folyamat végén. Ez

metil-malonil-SKoA köztes lépést követ®en izomerizáióval szukinil-SKoA-vá alakul,

ami pedig szukináttá, a itrát iklus egyik vegyületévé alakul. A telítetlen zsírsavak

β-oxidáiója a telítetlen kötésig a telített zsírsavakkal azonos módon történik, innen

pedig két lehet®ség áll fenn: a kett®s kötés nem ∆2, hanem ∆3 pozíiójú vagy az nem

isz állású. Els® esetben az enoil-SKoA-izomeráz a ∆3-ból ∆2 pozíiót alakít ki. Az

α-β helyzet helyett az enoil-SKoA-hidratáz ∆-3-hidroxiail-SKoA-t állít el®, mely egy

epimeráz segítségével β-hidroxiail-SKoA-vá alakul (Guba, 1988).

4.2.6. Emésztés � a táplálékeredet¶ zsírsavak szervezetbe jutása (mono-

gasztrikus állatfajokban)

4.2.6.1. A lipidek intesztinális hidrolízise

Kapsolódva a 4.2.1. fejezethez, a de novo szintézis mellett a szervezetben meg-

található zsírsavak második forrása a táplálék. Wood és mtsai (2003) ajánlása sze-

rint optimálisan a napi energiabevitel egyharmada származik zsírokból. A zsiradékok

ilyen mérték¶ fogyasztása nagyon hatékony felszívódást feltételez, melyet részleteiben

a következ® fejezetben mutatok be. Fontos megjegyezni, hogy a táplálékban fellel-

het® lipidek mintegy 90-95%-a triglierid, és tekintettel arra, hogy a táplálék leginkább

természetes forrást jelent, a fennmaradó 5%-ot leggyakrabban strukturális lipidek (ko-

leszterin, foszfatidok) teszik ki. (A foszfolipidek intesztinális hidrolízisét a 4.6.2. fejezet

tartalmazza részletesebben.)

A zsíremésztés �alapelve� a táplálékeredet¶ lipidek épít®kövekre bontása, melynek

els®dleges helye a vékonybél, és mely dönt®en enzimes folyamatokat jelent. Bár a zsírok

emésztése során kulsfontosságú a hasnyál eredet¶ lipáz, ennek szekréiója �atal kor-

ban, a posztnatális id®szakban még sekély mérték¶. Ezt az eml®sökben a tejtáplálás

idején bizonyos mérték¶ pregasztrikus és gasztrikus lipolítikus aktivitás is kiegészíti.

Ezek a lipázok (linguális és gasztrikus lipáz) nem kolipáz függ®k, pepszinrezisztensek,

aktivitásuk pedig gyakorlatilag sak a tej triglieridjeinek el®zetes hidrolízisében jelen-

t®s. Érdekes ugyanakkor, hogy bár a gasztrikus lipáz pH optimuma 4 és 6 közötti,

az még 1-es pH-n is aktív. Emberben ennél �ki�nomultabb�, lényegében materná-

lis eredet¶ lipázt is leírtak (Hernell és Oliverona, 1974), mely a tejben található, és

amit az epesavas sók aktiválnak (�bile salt stimulated lipase�). A korán is meg�gyel-

het® lipázok feladata els®sorban a rövidlánú zsírsavak hidrolízise. Fontos megjegyezni,

hogy a tejzsír lipidjeiben f®leg a középhosszú lánú zsírsavak dominálnak, ezek felszí-

vódása pedig ab ovo igen hatékony, így a �korai� lipázaktivitás termékei nem tisztán

2-monoail-glieridek, hanem jelent®s mértékben diail-glieridek is (1,2 és 2,3 forma).

A zsírok emésztése szilárd táplálék felvétel idején mindazonáltal inkább a vékony-

bélben hatékony, különösen a duodenumban. Érdekes, hogy emberben feln®ttkorban is

jelent®s szerepet kap a gasztrikus lipáz, mely ugyanakkor inkább a lipid seppek (el®-

zetes emulzióképzés) kialakításában aktív. A gyomor szerepe a lipidek emésztésében

inkább mehanikai és indirekt jelent®ség¶. A gyomor motilitása keveri a táplálékot, és

bizonyos mértékig feltárja a lipideket, ugyanakkor a proteolítikus enzimek hatására a
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lipid-fehérje asszoiáió gyakran felbomlik, mintegy indirekt segítve a lipidek feltárását.

A gyomorban el®álló, részben feltárt termék kifejezetten savas karakter¶, egyfajta savas

lipid emulzióként értelmezhet®. A triglieridek intralumináris emulgeálását és részleges

hidrolízisét a 7. ábra mutatja be vázlatosan.

7. ábra A triglieridek gyomor- és vékonybélbeli emulgeálása és hidrolízise

Forrás: Mead és mtsai (1986)

A duodenumban a savas tartalom (hymus) a hasnyállal és az epével keveredve neut-

ralizálódik (f®leg a hasnyál bikarbonát tartalma révén). Az epe monogasztrikusokban

f®képp a kolsav gliin- és taurinszármazéka, melynek alapvet® épít®kövei a koleszte-

rin és a foszfolipidek. Érdekes, hogy az epe foszfatidtartalma, a napi termel®d® epe

mennyiségre vetítve messze meghaladja a táplálékkal felvett foszfatidok mennyiségét.

El®bbi érték 7-22 g/nap, míg táplálékkal a. 4-8 g foszfatid jut az átlagos feln®tt

szervezetbe (Gurr és mtsai, 1991). A duodenumban a májból származó epesavak els®

lépésben emulgeálják a zsírokat, a savak sói pedig aktiválják a hasnyál lipázt. Mind a

hasnyál, mind pedig az epe szekréióját a koleisztokinin indítja meg, melyet a duode-

nális muosa szerketál. Az epe által képzett emulzió partikulummérete és �zikokémiai

tulajdonságai alapján részben mielláris oldatnak is tekinthet®. A mielláris oldat

összetételére a diglieridek és a zsírsavak jellemz®k, emiatt mind a mielláris oldat,

mind az olajsepp �állapot� is jellemz® a vékonybél folyadék ezen lipidjeire, azaz a mi-

elláris oldat is kétfázisú. A miellaképzést az epesavak segítik, a miellák és a vizes

fázisban diszpergált lipidek (liposzómák formájában) mennyisége végs® soron az epe-

savak mennyiségét®l függ. Határoló kett®sréteg a miellák és a liposzómák esetében is

kimutatható (Borgström, 1985).

A hasnyál lipáz nem feltétlen sak kolipázzal együtt hatékony, elválasztása már ak-

tív formában történik. A kolipáz valójában a lipáz és a lipid partikulum felszíne közötti
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kapsolatot teremti meg, a lipáz pedig az észterkötést hidrolizálja. A hidrolízis az 1

és 3 helyzet¶ zsírsavakat nagy arányban, a 2 (β) helyzet¶eket azonban sak mintegy

20%-ban érinti (Ganguly és mtsai, 1972). A lipáz hatása a lipid részeskéken való meg-

tapadást követ® zsírsav hidrolízis, mely mono- és diglierideket eredményez. Az emul-

zióképzésben nemsak az epesavak, hanem az epe foszfolipidjei és a táplálékeredet¶

fehérjék is aktívak; ugyanilyen szerep¶ek a hidrolízis során keletkez® mono- és diglieri-

dek, ezáltal egyfajta �autokatalizált� folyamatnak tekinthet® a hidrolízis. A hasnyálban

lev® foszfolipázok membrándestruktív hatásuknál fogva mint pro-lipázok termel®dnek,

aktiváiójukhoz Ca

2+

szükséges. Legnagyobb részük �A� típusú foszfolipáz, melyek

vízben oldható lizo- származékokat állítanak el®. A foszfatidok és a triglieridek hidro-

lítikus bontásából származó képletek 4-6 nm-es ún. kevert miellákként, diszpergálva

fordulnak el® a duodenumban. A mielláris diszperzió stabilizálásában az am�patikus

vegyületeknek, különösen a foszfatid származékoknak, a monoail-glierideknek (f®leg

2MG) és az epesavas sóknak van kiemelt jelent®ségük.

4.2.6.2. Celluláris abszorpió és lipoprotein szintézis

A fenti folyamatok során keletkez® molekulák a bélhámon kémiai formájuktól függ®

transzport által jutnak át. Abszorpió els®dlegesen a duodenumban történik, de még

a jejunum disztális szakaszán is folytatódik. A zsírsavak, a monoglieridek és a lizo-

foszfatidok f®ként di�úzióval, a diglieridek, és kis mennyiségben a TG-ek is sima fel-

szín¶ vakuolumokban jelennek meg a bélepithelsejt itoszóljában, ez azonban nem pi-

noitózis eredménye. A hidrolítikus termékek felszívódása sejtszinten alapjában két

barrieren való átjutást jelent (Mead és mtsai, 1986). A bélepithelsejt mikrobolyhainak

felszínén egy ún. stabil �lm (�unstirred water layer�, f®leg mukopoliszaharidokból álló

réteg) található, melybe azonban a termékek, különösen a kevert miellák jól di�un-

dálnak. Ezen �lm savas pH-jú, mely jelent®s mértékben segíti a szabad sav formában

jelenlev® zsírsavak protonáióját, így azok a miellát elhagyva, töltés nélkül jutnak be

a bélepithelsejt membránjába (Shiau, 1990). A második barrier a kefeszegély memb-

rán, melyen nagy valószín¶séggel mégsem passzív di�úzióval, hanem transzportfehérje

segítségével jutnak át a zsírsavak. Az enteroitákban izoláltak is két ilyen fehérjét,

a FABPpm-et (fatty aid binding protein_plasma membrane) (Gurr és mtsai, 1991;

Shoeller és mtsai, 1995) és a zsírsav transzlokázt (FAT: fatty aid transloase). Nap-

jainkban a két említett fehérje zsírsav felszívódásban betöltött pontos szerepe még

nem ismert. A lipolítikus termékek hatékony abszorpiójához elengedhetetlen fontos-

ságú egy, a sejt itoplazmája felé fennálló di�úziós gradiens (Cardell és mtsai, 1967).

Ezt az biztosítja, hogy a bélepithelsejt itoszoljában nagy hatékonyságú zsírsavköt®

fehérjék találhatók (FABP, itt intesztinális, azaz I-FABP), melyek legtöbbször sak

1-2 hosszúlánú zsírsavat kötnek meg. Érdekes módon a FABP szerepe hármas: a

hosszúlánú zsírsavak megkötésén és szállításán túl szabályozóként is funkionálnak. A

zsírsavak irányításában (�targeting�), és els®sorban konentráiójuk révén a felvett zsír-

savmennyiség szabályozásában is fontos molekulák a köt®fehérjék (MArthur és mtsai,

1999). Érdekes, hogy az intesztinális FABP sokkal nagyobb a�nitást mutat a telítet-

len zsírsavakra, mint a telítettekre, emiatt a hatékonysága el®bbi esetben fokozott. A

di�úziós gradiens fennállását nemsak a FABP, hanem a TG re-észteri�káió folya-

mata is támogatja.

A TG-ek hidrolízissel leváló �épít®kövei� (a zsírsavak) a bélhámsejtben a kefesze-

gélyt®l távolodva KoA-tiolészter köztes állapoton át re-szintetizálódnak triglieridekké.

E folyamat a bélhámsejt endoplazmatikus retikulumában történik; valójában ugyan-
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itt képz®dik a kilomikron is (madarakban portomikron), apolipoprotein B segítségével.

Fontos tudni, hogy még a FABP mediálta zsírsav megkötés sem energiaigényes. Ugyan-

akkor a di�úziós gradiens fenntartásában a következ® lépés, a TG-ek re-észteri�káiója

már igen energiaigényes, a tiolészter forma ugyanis ATP felhasználásával alakul ki. A

monogasztrikusokban a re-észteri�káióban legnagyobb hányadban a 2-monoglieridek

és a szabad zsírsavak vesznek részt. A táplálékeredet¶ lipidek dönt® része TG, de a

foszfatidok abszorpiójais hasonlóan történik. A lizo-származékok 1-es helyzet¶ zsír-

sava �épül vissza� a re-észteri�káió során, egy ail transzferáz enzim segítségével.

A re-szintetizált triglieridekkel kapsolatos els®dleges követelmény, hogy azok �vi-

zes közegben� (a nyirokban, majd a vérplazmában) juthassanak el felhasználásuk he-

lyére. A bélhámsejt sima felszín¶ endoplazmatikus retikulumának (SER) iszterná-

iban a felszívódást követ®en zsír seppek jelennek meg; a SER iszternákban a 2-

monoglierid útvonal enzimei találhatók meg, valójában itt re-szintetizálódnak a TG-

ek. Ezzel szemben a durva felszín¶ endoplazmatikus retikulumban a foszfolipidek re-

észteri�káiója valósul meg, valamint az apolipoprotein szintézis, mely végs® soron a

re-szintetizált lipidek f® fehérjekomponensének kialakításáért felel. Az apolipoprotein

B ugyanakkor már a kialakuló, még nem teljes lipoproteinekben is jelen van, egyfajta

vázalkotóként. A kilomikronok �érésük� során nagyobb mennyiség¶ triglieridet vesz-

nek fel, majd a Golgi-apparátusban szénhidrátokkal is �b®vülnek�. A kilomikron a

Golgi membránstruktúrából exoitózissal jut a nyirokkeringésbe, a bélhámsejt sero-

sus oldalán. A TG re-szintézist mintegy �megkerülve� a rövidlánú zsírsavak bizonyos

hányada azonban nem épül be a TG-ekbe, hanem albuminhoz kötött formában közvet-

lenül (NEFA-ként) a keringésbe jut (Mead és mtsai, 1986). A bélepithelsejtben zajló

f® folyamatokat a 8. ábra foglalja össze vázlatosan.

8. ábra A bélepithelsejtbeli TG re-szintézis és a kilomikronok szintézise

Forrás: Mead és mtsai (1986)

4.2.6.3. A lipoproteinek összetétele és vérbeli transzportja

A hidrofób anyagok vizes fázisban történ® transzportja fehérjékkel kombinálva, f®-

leg emulzió formában történik. A lipoproteinek (itt kilomikronok) TG és koleszterin
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észter aggregátumokként tartalmazzák a lipideket, melyeket am�patikus molekulák be-

vonatként (�oat�) vesznek körül. Ezek közül a foszfolipidek, a szabad koleszterin és

a fehérjék dominánsak. Itt a fehérje megnevezés túlzottan általános: valójában apoli-

poproteinekr®l van szó, melyek a lipoproteinek stabilizálásán túl azoknak jellegzetes és

spei�kus struktúrát biztosítanak; ez által válik lehetségessé a lipoproteinek reeptoro-

kon való megköt®dése. Az egyes lipoproteinek összetételbeli sajátosságait az 1. táblázat

foglalja össze röviden.

1. táblázat A f®bb lipoprotein formák összetételi adatai

Forrás: Gurr és mtsai (1991); * Gri�n és mtsai (1982)

A felszívódást követ®en a táplálékeredet¶ lipidek transzportjáért f®leg a kilomik-

ronok felelnek. Ez a frakió a legdúsabb TG-ben és egy hidro�l monolayer határolja.

A kilomikron �magja� nem tiszta TG; zsíroldható vitaminokat, karotinoidokat, és pl.

a zsírokat szennyez® pesztiideket is tartalmazhat. Az enteroiták liporotein szekréi-

ója szinte folyamatos; táplálékfelvétel id®szakában nagyobb és magasabb zsírtartalmú

partikulumok keletkeznek. A táplálékfelvétel szüneteiben f®leg az epéb®l származó

foszfolipidek, az elhalt bélhámsejtek lipidjei szekretálódnak, kisebb partikulumokban.

A lipoproteinek közül gyakorlatilag sak a kilomikronok feladata az exogén lipidek szál-

lítása, a többi frakió endogén, leginkább a májban konvertált lipidet szállít.

A VLDL (very low density lipoprotein) triglieridekben gazdag (1. táblázat), és a

májból az extrahepatikus szervek felé szállít lipideket. Magjában szabad koleszterin és

kevés foszfolipid is megtalálható, és összesen egy ApoB100 apolipoprotein molekulára

épül a partikulum. A VLDL TG-ek zsírsavai a hepatoitákból mobilizálódnak; ezek

vagy a májban, de novo szintézissel termel®dtek, vagy a májba szabad zsírsavként

vagy kilomikronokban jutottak. A VLDL szintézise és szekréiója a hapatoitákban

hasonlít a kilomikronok intesztinális folyamataihoz, annak szabályozása viszont eltér®.

Meghatározza egyrészt az ApoB100 mennyisége, valamint az apolipoproteinhez való

köt®dés mértéke is, a nasens VLDL egy része sak igen kevés TG-et vesz fel (Tiwari

és Siddiqi, 2012).

Az LDL (low density lipoprotein) a koleszterin f® szállítója, és eml®sökben az LDL

alapvet®en nagy hányadot (50% felett) tesz ki az összes lipoproteinben. Ezzel szemben

több eml®sben a HDL (high density lipoprotein) részaránya 80% feletti, melyben nem

az ApoB a domináns apoprotein (ún. HDL és LDL állatok). Az LDL kialakulására

jellemz®, hogy a májból történ® szekréiót követ®en a plazmában degradáiós lépések-

kel válik meg TG-tartalmának jelent®s részét®l. Ennek során a magbeli ApoB stabil

komponens, míg a lipid-összetétel relatív változásokat mutat, a köztes állapot pedig az

IDL (intermediate density L) nevet kapta.

A HDL általában domináns a plazmában, de emberben napjainkig sem derítették

fel a HDL partikulum pontos eredetét. Az apoproteinek közül ApoAI található meg

a hepatoitákban, mely a szekréió során foszfolipidekkel asszoiálódik. A HDL parti-

kulum további felépítése a plazmában, egyrészt annak szabad koleszterin tartalmából,

másrészt a többi lipoproteinb®l történik (Rader, 2006).
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4.2.6.4. A lipoproteinek reepiója és felvétele perifériás szövetek sejtjei

által

Alapvet®en a lipoproteinek �apo� része és a sejtfelszíni reeptorok kapsolódása

teszi lehet®vé azok élzott felhasználását. A lipoproteinek közül a VLDL és a kilomik-

ronok olyan mérettartományba esnek, melyek a kapillárisok fenesztráióin nem tudnak

átjutni, ezért azok el®bb részleges lipolízisen esnek át (Gurr és mtsai, 1991). Ennek

megfelel®en a lipoprotein reeptoroknak sak kis hányada található endothelsejteken, a

nagyobb hányad parenhymasejteken expresszálódik. Az eltér® lipoproteineknek azokra

spei�kus, sejtfelszíni fehérjereeptoraik expresszálódnak a sejteken, melyek közül az

LDL reeptor funkiója a legjobban ismert (Lestavel és Fruhart, 1994). A reeptort a

durva felszín¶ ER szintetizálja és a sejtmembránhoz (annak lathrinnal borított részle-

téhez) a Golgi készülékben történ® poszt-transzláiós módosítást követ®en köt®dik. Az

LDL és a reeptor az ApoB100 molekula révén kapsolódik, a ligandum pedig valódi

endoitózissal jut a sejtbe, ahol leválik a reeptorról, és a továbbiakban endoszómaként

viselkedik. A VLDL reeptort 1992 -ben Takahashi és mtsai izolálták nyúlban, és több

extrahepatikus szervben is kimutatták jelenlétét. Érdekes módon els®sorban az endo-

thelsejteken expresszálódik, ott, ahol nagyméret¶, TG-ben gazdag lipoproteinekre van

igény: a vázizomban, a szívizomban és a zsírszövetben. A VLDL és az LDL reepto-

rok egy reeptorsalád tagjai, míg a HDL partikulumok esetében egy eltér® felépítés¶

reeptor köti meg a ligadumot. Ezek az ún. savenger reeptorok, melyek B soportjá-

ban található az ún. CD36 antigén, mely nagy a�nitással köti meg a HDL-t (Gurr és

mtsai, 1991).

Érdekes módon a kilomikronok is rendelkeznek bizonyos apolipoprotein hányaddal,

melyet azonban nem szintézisük, hanem a plazmában való többi lipoproteinnel való

�zikai interakiójuk során �szereznek meg�. Ezek f®leg ApoE és ApoC soportbeli

apolipoproteinek. A kapillárisok endotheljén található a kilomikronok lipid magjának

hidrolíziséért felel®s lipoprotein lipáz (LPL) enzim, mely az endothelhez heparán-szulfát

lánokkal kapsolódik. A kilomikronbeli TGmag hidrolízisében az ApoCII kofaktorként

hat, és a hidrolízis az egy partikulumhoz kapsolódó akár 10-40 LPL molekula miatt

nagyon hatékony (Merkel és mtsai, 2002).

A lipoproteinek triglieridjeinek hidrolíziséb®l keletkez® szabad zsírsavak egyszer¶

vagy failitált (FABPpm) di�úzióval juthatnak át a szöveti sejtek plazmamembrán-

ján. A kilomikron a teljes TG hidrolízist (a. 80%) követ®en mintegy összeroskad

(ún. remnáns kilomikron), és a felszíni komponensek a keringésben más, f®képp HDL

partikulumokra helyez®dnek át. A kilomikronok lebontása (�disassembly�) rendkívül

hatékony, a kilomikron partikulum fél-életideje sak mindössze 12-15 per. Érdekes mó-

don a VLDL megkötés-lebontás sémája meglehet®sen hasonló a kilomikronokéhoz; ezen

lipoproteinek szintén a LPL által hidrolizálódnak, supán lassabban (12 h fél-életid®).

A lebontási lépések során nemsak a TG dönt® hányadát, hanem az apolipoproteinek

egy részét is elveszítik a VLDL partikulumok, mely által végül LDL-é alakulnak át.

Fontos azonban annyi kiegészítést tenni, hogy a VLDL egy része nem kizárólag a LPL-

hoz, hanem kis arányban az endotheliális VLDL reeptorokhoz is kapsolódhat. Az LD

lipoproteinek megkötése leginkább a májbeli LDL reeptorokon történik, bár az LDL

szerepe kétségkívül a sejtek koleszterin-ellátása, így a hepatikus reepió nem kizáróla-

gos. Az LDL reeptorok expresszióját a sejtek koleszterintartalma szabályozza (Vaziri

és Liang, 1996). Az HD lipoproteinek esetében a reepió sajátosságai összefüggnek a

szekréió spei�kus pontjaival. A poszt-szekréiós, éretlen HDL a sejtmembránokhoz

kapsolódik, hogy szabad koleszterint �vegyen fel�. Ez a kapsolódás természetesen
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nem véletlenszer¶, hanem az ún. ABC fehérje (ATP binding asette) révén jön létre.

ATP hidrolízis biztosítja az energiát ahhoz, hogy a sejt � HDL irányú koleszterin

transzport megtörténhessen, melynek f® forrása a sejtmembrán koleszterin raft régiója.

A szabad koleszterin a HDL partikulumban hosszúlánú zsírsavval észterez®dik, az

LCAT (leitin-koleszterin-ailtranszferáz) enzim révén. A reverz koleszterinforgalmat

els®sorban a májban, a mellékvesében és a petefészekben a SR-BI savenger reeptor

irányítja, míg szintén a máj és a zsírszövet termel egy koleszterinészter transzfer fehér-

jét (CETP); e két kötési és koleszterin-leadási mód ismert a HDL partikulum estében

(Aton és mtsai, 1996; Rader, 2006).

4.3. A szabad zsírsavak metabolizmusa

A NEFA anyagsere komplex megnevezés: magába foglalja a zsírszövetb®l történ®

mobilizáiót, a zsírsavak szállítását a plazmában (transzport), a zsírsavmolekula átju-

tását az azt felhasználó sejt plazmamembránján, a itoplazmában való transzportot és

az azt követ® intraelluláris NEFA anyagserét.

4.3.1. NEFA mobilizáió

A NEFA energiatermelésben való felhasználása leginkább a mobilizáió mértékét®l

függ. A szabad zsírsavak els®dleges forrása a különböz® perifériás szövetekben depo-

nált triglierid pool. A perifériás szöveti lipolízis eredményeképpen a vérplazmában

NEFA és glierin jelenik meg, utóbbi ugyanakkor kizárólag a lipolízis útján kerül a

vérbe. Miután a deponált zsír legnagyobb hányada triglierid, a plazmában mérhet®

glierin minden molekulája három zsírsavmolekula felszabadulásának (�appearane� a

plazmában) felel meg. A NEFA mobilizáió a gyakorlatban a glierin megjelenésével

jellemezhet® a legpontosabban; a vér összes NEFA tartalmának mérése hibával terhelt,

mivel az együtt kezeli a szöveti lipolízis során hidrolizált zsírsavakat, valamint az adi-

posa sejtekben zajló TG re-észteri�káió során a plazmából �elt¶n®�, ismét beépül®

(deponálódó) NEFA hányadot is. Energiade�it hatására a szöveti lipolízis határozot-

tan feler®södik (Wolfe és mtsai, 1990). A zsírszövetben, az extraelluláris térben a

glierin konentráiója a nyugalmi érték többszörösére is emelkedhet, melyet annak a

plazmában való megjelenése követ. Kutyákon végzett hosszúidej¶ terhelést követ®en

Shaw és mtsai (1975) 3-4-szeres glierinszintet mértek a vérplazmában; emberben 5-6-

szoros konentráió-emelkedés is mérhet® (Wolfe és mtsai, 1990). A NEFA mobilizáió

hormonális szabályozás alatt áll, adipoitákon végzett vizsgálatok alapján a katekola-

minok és az adenohipofízis hormonjai (szomatotropin, adenokortikotropin, tireotro-

pin, lipotropin) serkentik a lipolízist (Hales és mtsai, 1978). Az inzulin egyértelm¶en

antilipolítikus hatású, az adipoitákban zajló TG re-észteri�káiót stimulálja. A hor-

monális szabályozás a lipolízis esetében az ún. hormonszenzitív lipáz (HSL) komplex

enzimet is befolyásolja, annak foszforiláiós szintjét módosítják a lipolítikus hatású hor-

monok (Fredrikson és mtsai, 1981). Ezen enzim a triglieridek 1 és 3 helyzet¶ zsírsavait

hidrolizálja, hatását egy monoglierid lipáz egészíti ki. A hormonszenzitív lipáz foszfor-

iláiójának fokozódása annak lipolítikus aktivitását kétféle módon emeli: egyrészt az

enzim aktivitása n® ezáltal, másrészt az enzimkomplex helyzete módosul; a itoszólból

a tárolt lipid seppek felé �vándorol� (Egan és mtsai, 1992). Az egyértelm¶en antilipolí-

tikus hatású inzulin a HSL-t is befolyásolja, amennyiben az a foszforiláió alakításában

ellentétes hatású a lipolítikus hormonokkal. A lipolítikus hormonhatás valójában egy

AMP messenger rendszer által mediált jelátviteli útvonalon keresztül valósul meg.
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4.3.2. NEFA transzport a vérplazmában

A lipidmobilizáió folyamatában számos hormon és enzim vesz részt, érdekes mó-

don mégis igen er®s befolyást gyakorol rá a vérplazma szállító képessége. A plazmában

az adiposa eredet¶ NEFA albuminhoz kötött formában szállítódik, emiatt a plazma

NEFA szállító kapaitását annak albuminkonentráiója alapvet®en befolyásolja. Bár

egy albuminmolekula általában tíz NEFA köt®hellyel rendelkezik, ezek közül általában

három mutat er®s a�nitást a ligandummal szemben. Végs® soron e három köt®hely

telít®dése limitálja a szállítható NEFA mennyiségét (Spetor és mtsai, 1971). Emellett

természetesen a zsírszöveten átáramló vérmennyiség (perfúziós ráta) is meghatározó.

Az albumin konentráiója nem ingadozó, adaptáiós ideje hetekben mérhet®. A zsír-

szöveten egységnyi id® alatt átáramló vérmennyiség is jelent®s változásokat mutathat,

kutyákban és emberben is akár a nyugalmi érték négyszeresére is emelkedhet (Bulow

és Madsen, 1976), ami igen nagy arányban növelheti a NEFA szállító képességet. A

NEFA plazmából való mérése igazán pontosan jelölt zsírsavakkal végezhet® (

14

C pal-

mitát vagy oleát). A NEFA �elt¶nése� (�rate of disappearane�, Rd), azaz az izmok

vagy más szövettípus által történ® felvétel (�uptake�) határozottan gyorsabb, ugyan-

így az adiposa eredet¶ NEFA megjelenése a plazmában (�rate of appearane�, Ra) is

jelent®sen gyorsabb az edzett emberekben (Friedlander és mtsai, 1999). A NEFA mo-

bilizáiója mellett annak szöveti oxidáiója is fokozódik, a két folyamat pedig (NEFA

turnover = NEFA Ra/Rd) emelked® tendeniát mutat (Phillips és mtsai, 1996).

4.3.3. NEFA transzport a plazmamembránon át

Miután a sejtmembránon való áthaladás során a zsírsavak már nem albuminhoz

kötött formában vannak, valamint lipid természet¶ek, sokáig az ún. passzív di�úziós

membrántranszport elmélet volt mérvadó. Ez azonban sak relatív kis mennyiség¶ zsír-

sav transzportjára ad lehet®séget, továbbá a hosszúlánú és telítetlen zsírsavak passzív

di�úziója nem lehetséges. A di�úziós zsírsavtranszport kizárólagossága ellen szól még

a nem kötött zsírsavak relatív alasony konentráiója, illetve az izomsejtek NEFA up-

take folyamatának speiális (telít®dési) kinetikája is (Sorrentino és mtsai, 1989). A

karrier mediált folyamat bizonyítéka nemsak a telít®dési kinetika, a NEFA köt® fehér-

jét izolálták is. A plazmamembrán zsírsavköt® fehérjéje (FABPpm) különbözik az egyéb

szervekben vagy a itoszólban található zsírsavköt® fehérjékt®l. A plazmamembránon

való NEFA átjutás egyszer¶ di�úziós vagy háromfázisú, protein-mediált folyamat. Az

els® esetben a zsírsav �ziko-kémiai tulajdonságai szabályozzák a transzportfolyamatot.

Az utóbbi eset három lépése a következ®: adszorpió a szállítófehérjén, a lipid ket-

t®srétegen történ® átjutás (transzmembrán mozgás) és a szállítóproteinr®l való leválás

(deszorpió). Ezen összetett folyamat szabályozásában a zsírsav szénlánhossza és a

telítetlenség mértéke is dönt®, eszerint az egyes zsírsavak között nagy eltérések is lehet-

nek (Hamilton, 1998). A NEFA-albumin komplex molekulán belül az albumin a�nitása

igen sok tényez®t®l függ, számos szabad köt®hely is maradhat a molekulán. Sokáig a

sejtmembrán felszínén szintén feltételeztek egy köt®fehérjét, mely �fogadja�, reverzibi-

lisen köti az albumint, ilyen reeptort azonban sak a hepatoiták plazmamembránján

tudtak kimutatni (Weisiger és mtsai, 1981). Spetor (1969) eredményei szerint a sejtek

NEFA uptake folyamata els®dlegesen a pH-tól függ. Hamilton (1998) eredményei azon

részleteket is tisztázták, hogy mind az albumin-zsírsav komplex felbomlása, mind a zsír-

sav áthaladása a lipid bilayeren (a FABPpm segítségével) pH függ®. Ez a pH-függés

akkor is fennállt, ha modell membránon (foszfolipidek elegye vizes fázisban) végezte
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a szerz® a kísérletet. Valójában a pH a zsírsav ionizáiójának alakításában fontos té-

nyez®. A nem-ionizált zsírsavak passzív di�úziós (�ip-�op) áthaladása a membránon

jóval gyorsabb folyamat, mint az anion-forma transzportja. A teljes membrántransz-

port utolsó lépése a bilayerr®l való deszorpió. Ez a folyamat jóval lassabban zajlik,

mint a lipid kett®srétegen átjutás, a sebessége az adszorpióhoz hasonló. Igen er®s

befolyásoló tényez® itt az áthaladó zsírsav hossza és a telítetlenség mértéke is. Mi-

nél hosszabb és telítetlenebb egy zsírsav, a deszorpió annál lassabb. A deszorpió

alasony sebessége arra vezethet® vissza, hogy a hidrofób tulajdonságú zsírsavak ezen

folyamatot követ®en újra vizes közegbe, a itoszólba jutnak. A hosszúlánú zsírsavak

deszorpiójában a itoszól zsírsavköt® fehérjéje, a FABP bír nagy jelent®séggel.

4.3.4. NEFA transzport a itoszólban

A hidrofób anyagok (pl. zsírsavak) vizes fázisban történ® transzport folyamatai

leggyakrabban fehérjéhez kötötten zajlanak, ami itoszól esetében is meg�gyelhet®. A

plazmamembránhoz hasonlóan itt is FABP zsírsavköt® molekula található (FABP),

ennek izoformjait azonban számos más szövettípusban is leírták (Glatz és Veerkamp,

1985). Természetesen zsírsav-KoA és zsírsav-karnitin komplexek is jelen vannak a i-

toszólban. A FABP mennyisége az izomsejtben a rosttípustól függ. A vörös, oxidatív

rostú izomban a legtöbb, a glikolítikus izomban a legkevesebb, míg az átmeneti izom-

típus ebb®l a szempontból köztes pozíiót képvisel (Miller és mtsai, 1988). A FABP

molekulát a szérum-albumin intraelluláris analógjának tekintik, miután szerepe nem-

sak a transzportfolyamtokban van, hanem bizonyos enzimek aktivitását is módosítani

képes (Spener és mtsai, 1989).

4.3.5. A szabad zsírsavak intraelluláris anyagseréje

A NEFA intraelluláris oxidáiójának részletes vizsgálata azért indokolt, mert az

nemsak a deponált zsírból, hanem intramusularis (IM) TG forrásból is származhat.

Utóbbi Dyk és mtsai (2000) szerint el®nyösebb forrásnak tekinthet®, hiszen ez esetben

nins szükség a vérplazma útján történ® szállításra. Bár gazdasági állatokon végzett

vizsgálatokból származó adat nem található az intramusularis TG részarányára az

izomzat teljes energiaszükségletéb®l, humán vizsgálatok 20 és 50% közötti adatokat

írtak le (Friedlander és mtsai, 1998). A zsírsav a sejtben a re-észteri�káiót követ®en

triglierid formában tárolódhat vagy a bels® mitokondriális membránon is átjutva β-
oxidáió során bomolhat C

2

-es egységekre. Érdekes módon a �felvett� zsírsavak teljes

mennyisége soha nem oxidálódik. Vázizmokban az oxidáió során lebontott zsírsavak

eredete a terhelés intenzitásának emelkedésével változik, az adiposa eredet¶ zsírsavak

részvétele sökken; helyüket fokozatosan az IMTG eredet¶ szubsztrátok veszik át (Hen-

riksson, 1977). Ez az akut terhelés vagy energiade�it kezdeti szakaszában a plazma

NEFA szint sökkenését is okozhatja, de amennyiben hosszútávon fennáll a de�it álla-

pota, a mobilizáió ismét intenzívvé válik, mert az izom TG tartalma nem képes a teljes

igényt kielégíteni. Ez a fázis az, ahol a mobilizáió üteme meghaladja a szöveti oxi-

dáiót, a terheléses vizsgálatok valójában ezen szakaszban mutatnak ki magas plazma

NEFA-t (Potter és mtsai, 1989). Bár a plazmában relatív magas konentráióban

jelenlev® NEFA fokozza annak sejten belüli oxidáióját, bizonyos szint felett az oxidá-

ió intenzitásában egyfajta telít®dés mutatható ki (Kiens és mtsai, 1993). A FABP

nyilvánvalóan jelent®s szerepe mellett az oxidáió szabályozásában a β-oxidáió és a

Szentgyörgyi-Krebs iklus kulsenzimeinek aktivitása is meghatározó. E tekintetben
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a β-hidroxiail-KoA dehidrogenáz (EC 1.1.1.35 és hosszúlánú zsírsavak esetében EC

1.1.1.211), valamint a itrát-szintetáz (EC 4.1.3.7) említend®. A zsírok, mint szubszt-

rátok oxidáiójában a szénhidrátok is nélkülözhetetlenek, ezáltal bizonyos szabályozó

funkióval is rendelkeznek. In vitro kísérletben glükóz és inzulin hiányában Hopp és

Palmer (1990) a zsírsav (palmitát) oxidáió sökkenését mutatták ki. Összefoglalva

tehát a NEFA oxidáió mértékét az oxidatív anyagserében résztvev® enzimek aktivi-

tása, a NEFA rendelkezésre álló mennyisége és a szénhidrát anyagsere is befolyásolja.

Mindezek együttesen biztosíthatják az adiposa eredet¶ NEFA maximálisan 50-60%-os

részvételét az izomzat oxidatív energianyerési folyamataiban.

4.4. Szelektivitás a szabad zsírsavak anyagforgalmában

4.4.1. Depószelektív zsírmobilizáió

Caserta és mtsai (2001) in vitro, inkubált adiposasejteken végzett vizsgálatuk ered-

ményei alapján megállapították, hogy az adipoiták korai formája (preadipoita) a

di�ereniálódás során egyre emelked® palmitoiltranszferáz I aktivitást mutat, azaz a

NEFA-uptake képesség a fejl®dés során határozottan emelkedik. Az aktivitás növe-

kedésében a sejt �származásától�, eredetét®l függ®en (perirenális, epididimális, abdo-

minális, subutan perifériás) eltéréseket találtak. Amennyiben az adiposa-spei�kus

FABP (aP2) eloszlását vizsgálták, hasonló eltérések voltak mérhet®k; a di�ereniáló-

dott sejtekben minden esetben nagyobb mennyiség¶ zsírsavköt® fehérje (FABP) volt,

de a depótól függ®en különböz® mennyiséget mértek a szerz®k. A hosszúlánú zsír-

sav ail-KoA komplex esetében is különbségek mutatkoztak a sejt eredetét®l függ®en.

Arner (1997) szerint az eltér® zsírdepók a testben más-más metabolikus funkióval

rendelkeznek és igen nagy heterogenitást mutatnak. A különböz® helyekr®l származó

adiposasejtek méretben, inzulin-érzékenységben, lipoprotein lipáz (LPL) reakióban,

valamint a de novo zsírsav szintézis intenzitásában is különböznek. Emellett talán az

egyik legjelent®sebb eltérés a lipolítikus hatásokra adott er®sen eltér® reakiójuk. Mi-

után az egyes zsírdepók �mikrokörnyezete� (hormonális és parakrin környezet, lokális

tápanyagforgalom intenzitása, anatómiai sajátosságok) is igen változékony, nem meg-

lep®, ha a lokalizáió alapján a zsírdepók is elkülönülnek. A fenti szerz®k eredményei

kvantitatív bizonyítékot adtak számos olyan meg�gyelésnek, mely tapasztalatok alap-

ján régen ismert volt. Megállapították, hogy az abdominális zsírdepó sejtjeinek TG

turnovere jóval intenzívebb, mint a perifériás depók sejtjeié. A depóktól f¶gg®en más-

más LPL-érzékenységet mértek a sejteken, mely egyben a depóspei�kus NEFA-release

elméletet is alátámasztja. Az aP2 fehérje mRNSének mennyisége is sejtspei�itást

mutat, az aP2 mRNS expressziója és a sejt NEFAuptake szoros kapsolata pedig nyil-

vánvaló. Meg�gyeléseik alapján Caserta és mtsai (2001) a test egyes zsírdepóit elkülö-

nül® szervekként kezelik, melyekben a különbségek a preadipoitákban determináltak,

de végs® soron a sejtszám-növekedés teszi ezeket markánssá.

4.4.2. Zsírsavszelektív mobilizáió zsírsejtekb®l

Ralot és mtsai (1997) méréseik alapján a zsírsavak mobilizáiójára egy igen érde-

kes elméletet dolgoztak ki. Vizsgálataik az adiposa sejtekb®l történ® triglierid eredet¶

zsírsavmobilizáióra irányultak, az egyes zsírsavak mobilizáiós sorrendjének leírására.

A különböz® zsírsavak inkubáiós oldatban való id®egység alatti konentráióváltozá-

sában maximálisan 6-szoros eltérés volt mérhet®. A zsírsavak hidrolízisét a hormon-
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szenzitív lipázzal (HSL) szembeni a�nitásuk határozza meg, melyet azok �ziko-kémiai

tulajdonságai is befolyásolnak. Ennek megfelel®en er®s különbség mérhet® a telített, a

monoén, az n-3 és az n-6 zsírsavsoportok, valamint a soportok egyes zsírsavai között

is. A mobilizáió sorrendje általánosan úgy határozható meg, hogy adott szénlánhossz

mellett a több telítetlen kötést tartalmazó zsírsavak mobilizálódnak nagyobb mérték-

ben, míg azonos telítetlenség mellett a rövidebb lánhosszúságúak. A gyakorlatban

ez a mobilizáiós sorrend olyan élettani szituáiókban igazolható, mint az éhezés, ma-

gasabb szint¶ �zikai igénybevétel vagy intenzívebb alapanyagsere, melyek széls®séges

esetekben akár negatív energiamérleggel is párosulhatnak. Számos, els®sorban nagy

energiade�ittel járó kísérletben kimutatott eredmények, bizonyos esszeniális PUFA

preferált mobilizáiója és a monoén vagy telített zsírsavak �reteniója� ezen elmélettel

megmagyarázhatók (pl. linolsav, α-linolénsav és arahidonsav fokozott aránysökkenése
TG depóból (MClelland és mtsai, 1995; Phinney és mtsai, 1990; Ralot és Grosolas,

1995)). Helge és mtsai (1999) a rendszeres tréning hatását vizsgálva a vázizom foszfo-

lipid frakiójának zsírsavpro�ljában jellegzetes aránymódosulásokat írtak le. Eredmé-

nyeik magyarázatában a zsírsavak szelektív moblizáiója igen nagy jelent®ség¶, ugyanis

a plazma-zsírsavak a struktúrális lipidek egyik legjelent®sebb forrásának tekinthet®k.

Fontos, a TG zsírsavak szelektív felhasználására irányuló közlés az is, hogy madár emb-

rióban a szikmembránon át a zsírsavak lánhossztól és telítetlenségt®l függ®en jutnak

át, eltér® mértékben (Speake és mtsai, 1998).

4.4.3. A zsírsavak szelektív oxidáiója

Sidossis és mtsai (1998) vizsgálatai a NEFA oxidáió szabályozásával kapsolatosan

rámutattak, hogy az izombeli oxidáió egyik meghatározó tényez®je a mitokondriális

membránon való átjutás. E folyamatban a zsírsavak zsírsav-KoA és zsírsav-karnitin

komplexek formájában szerepelnek. Jelent®s különbséget mutattak ki a szerz®k a kö-

zepes és a hosszú szénlánú zsírsavak felhasználásának mértékében. A jelölt oktanoát

és oleát mennyiségét a kontroll (nem edzett) és a kezelt (edzett) emberekben exogén

úton szabályozták a terhelés ideje alatt. Az oleát oxidáiója a munkavégzés során az

edzett egyedekben jelent®s emelkedést (20%) mutatott, míg az oktanoát esetében nem

volt mérhet® különbség a soportok között. A szerz®k következtetése szerint az okta-

noát felhasználás mértéke azért nem tér el a soportok között, mert az di�úzióval jut

át a mitokondrium membránján, míg az oleát karrier-mediált úton. Utóbbi aktivált

oxidáiója e folyamat intezitásnövekedésére utal a rendszeres tréning következtében.

Kiens és mtsai (1999) a m. vastus lateralisban a hosszúlánú zsírsavak igen intenzív

oxidáióját mutatták ki, melyet az aktív mitokondriális β-oxidáióra vezettek vissza. A
hosszúlánú zsírsavak preferált felhasználása bizonyos analógiát mutat Ralot és mtsai

(1997) meg�gyeléseivel. Bár jóval távolabbi közelítésnek tekinthet® a plazma NEFA

összetételéb®l következtetni az egyes zsírsavak felhasználásának mértékére, MClelland

és mtsai (1995) adatai mind az adiposa, mind pedig az izomsejtek szelektív zsírsav

anyagforgalmát támasztják alá. Méréseiket a szerz®k kutyán és keskén is elvégezték,

az egyes zsírsavak plazmában való megjelenésének (Ra) igen hasonló sorrendjét írták le

a két fajban terhelés alatt (legnagyobb mennyiségben az oleát, majd a palmitát volt ki-

mutatható, majd a két fajban a sztearát és a linoleát fordított sorrendben jelent meg).

A szerz®k megállapítása alapján ezen sorrendet nem a takarmány zsírsavösszetétele

határozza meg, mivel azonban a négy említett zsírsav az eml®s szervezetben az összes

zsírsav több, mint 80%-át adja, preferált felhasználásuk tehát nem meglep®.
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4.5. A triglieridekr®l

A triglieridek a szervezet legtöbb sejtjében megtalálható, neutrális karakter¶, kife-

jezetten nagy energias¶r¶ség¶ lipidek, melyekben dominálnak a telített és monoén zsír-

savak. Oxidáióra mutatott érzékenységük viszonylag alasony, mobilizáiójuk pedig

nagy hatékonyságú és els®sorban NEFA felszabadulással jár. A következ® fejezetekben

a TG-eket felépít® és lebontó folyamatokat ismertetem röviden.

4.5.1. A triglieridek szintézise

A TG-ek szintézise állatokban több módon is megvalósulhat, és alapvet®en fontos

tény, hogy az állati TG-ek zsírsavösszetétele monogasztrikus fajokban nagyban függ a

táplálékkal felvett lipidekét®l. Ez a jelenség azt sugallja, hogy az állati TG szintézis

valójában inkább a táplálék TG-ek bizonyos mérték¶ módosítását jelenti. Végs® soron

az állatok szervezetében három TG szintetikus útvonal létezik, melyek a TG-ek de novo

el®állításáért felelnek.

4.5.1.1. A glierin-3-foszfát útvonal

Ezen útvonal �lényege� a glierin-3-foszfát lépésenkénti ailezése, mely során el-

s®ként foszfatidsav keletkezik. Az ún. Kennedy útvonal során keletkez® foszfatidsav

nemsak a TG, hanem a foszfolipid szintézisben is alapvet® épít®egység. A folyama-

tot (valamint a dihidroxiaeton foszfát és a monoailglierid foszfát útvonalakat is)

összegfoglalóan a 9. ábra szemlélteti.

9. ábra A triglieridek és foszfolipidek szintézisének sémája

Forrás: Gurr és mtsai (1991)

A szintézisben résztvev® enzimek jelent®s zsírsav spei�itást mutatnak, és utalva a

4.4.2. fejezetben leírtakra, ez az �épül®� TG molekulán határozottan helyzetspei�ikus
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felépítést fog jelenteni. A GPAT enzim (glierin-foszfát-1-O-ailtranszferáz) a glierin-

váz 1 és 2 helyzet¶ szénatomjára spei�kus, és leginkább telített zsírsavak ail-KoA tiol-

észtereit �szállítja�. Ezzel szemben az LPAT (glierin-foszfát-1-O-ailtranszferáz vagy

lizofoszfatidát-ailtranszferáz) kifejezett spei�itást mutat az egyszeresen- és többszö-

rösen telítetlen zsírsavakra, melyek f®leg a glierinváz 2-es pozíiójában akkumulálód-

nak. A GPAT az endoplazmatikus retikulumon és a mitokondrium küls® membránján

is megtalálható, és mindkét esetben a itoszól fel®li oldalon helyezkedik el. Az LPAT

dominánsan az endoplazmatikus retikulumon található. A szintézis egyik köztes lépé-

seként a PAP enzim (foszfatidát-foszfohidroláz) eltávolítja a glierin vázról a foszfát

soportot, mely által egy 1,2 diglierid molekula keletkezik. A folyamat befejez® lé-

péseként a diailglierid-ailtranszferáz (DAGAT) �helyez� egy harmadik zsírsavat a

keletkez® TG molekulára. Ezen enzim aktivitása a jelent®s TG szintézissel jellemez-

het® szövetekben magas, pl. a zsírszövetben, májban, tejmirigyben (laktáió idején). A

DAGAT enzim zsírsav spei�itása alasony, azaz viszonylag sokféle zsírsav szállítására

alkalmas. Gurr és mtsai (1991) szerint az ail-KoA szintetáz és a DAGAT zsírsav spe-

i�itása olyan alasony, hogy ez a xenobiotikus TG molekulák felépítésében is jelent®s

szerepet kaphat, mint pl. az ibuprofen tartalmú TG, mely végül � ismeretlen ideig � a

zsírszövetben tárolódik.

4.5.1.2. A dihidroxiaeton-foszfát útvonal

Ezen szintetikus útvonal, ahogy az a 9. ábrán (24. oldal) is látható, valójában a

4.5.1.1. fejezetben leírt glierin-3-foszfát útvonalnak egy kissé módosult variánsaként

értelmezhet®. A legkiemelend®bb eltérés a két út között az, hogy a dihidroxiaeton-

foszfát úgy is képes biztosítani a glierin vázat a TG molekulához, hogy az nem ala-

kul át el®zetesen glierin-3-foszfáttá. Maga a szintézis a dihidroxiaeton-foszfát egyes

pozíióban történ® ailezésével kezd®dik (2, a 9. ábrán), amit egy keto soport re-

dukiója követ az 1-ail- dihidroxiaeton-foszfátban (3); ezen lépés NADPH függ®. A

dihidroxiaeton-foszfát útvonal a továbbiakban a TG szintézis f® útvonalán halad to-

vább. Maga a szintézis érdekes módon a peroxiszómák membránjához kötve valósul

meg egészen a 3. pontig, melyet követ®en itoplazmabeli köt®fehérje (FABP) szállító

szerepe merül fel a további, mikroszomális folyamatok kapsán.

4.5.1.3. A 2-monoglierid útvonal

A 2-monglierid útvonal legnagyobb szerepe nem a �valós de novo� szintézisben, ha-

nem a bélepithelsejtekben, a felszívódott 2-monoglieridekb®l történ® TG re-szintézisben

van. Emiatt itt nem hagyományos szintézisr®l van szó, inkább sak a táplálékeredet¶

triglieridek részleges módosításáról. Az intesztinális, hasnyál lipáz mediált hidrolízis

egyik legf®bb sajátossága, hogy az enzim 1,3 helyzet spei�kus, azaz a 2-monoglieridek

hidrolízise gyakorlatilag nem vagy sak igen kis mértékben történik meg a vékonybél-

ben. A 2-monoglierid reakiósorozat a bélhámsejtek endoplazmatikus retikulumában

zajlik. Érdekes, hogy a 2-monoglieridekre történ® els® zsírsav ailezését els®sorban

az befolyásolja, hogy a 2-es helyzetben milyen zsírsav található. A leghatékonyab-

ban akkor megy végbe a folyamat, ha középhosszú lánú telített vagy hosszúlánú,

többszörösen telítetlen zsírsav van a 2-es pozíióban (Lehner és Kuksis, 1996). Bár a

2-monoglierid útvonal els®dlegesen a vékonybélben zajlik, azt a májban és a zsírszö-

vetben is sikerült igazolni (Coleman és Haynes, 1986). Fontos azonban megjegyezni,

hogy itt az intesztinális enzimek izoformjait sikerült sak izolálni, melyek szubsztrát
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spei�itása er®sen eltér®. Coleman és Haynes (1986) eredményei szerint a májbeli

enzim PUFA spei�kus. Ez egyfajta preventív körülményt jelent, miután nagy inten-

zitású β-oxidáió során ezen folyamat egyfajta PUFA reteniót biztosít.

4.5.2. A triglieridek lebontása

A triglieridek lebontásának áttekintése részben a táplálékeredet¶ lipidekkel foglal-

kozó fejezetben található (4.2.6.1), mely a hasnyál lipáz általi hidrolízisre szorítkozik.

Ugyanakkor a szervezetben tárolt energia legnagyobb hányada triglierid formában for-

dul el® a sejtekben, melynek lebontása eltér az említett hidrolízist®l. A lipidek annak

ellenére, hogy mint tároló vegyületek hosszútávú és nagy energiatartalmú raktárak,

valójában dinamikus rendszerek, melyek szintézise és katabolizmusa folyamatos. A

komplex lipidekb®l történ® energianyerés teljes lebontást igényel, mely az észterkötés

felbontásán túl a felszabaduló zsírsavak oxidáiójával jár (4.2.5. fejezet). Az ebben

résztvev® lipázok helyzetspei�itást mutatnak, a 2-es helyzet¶ zsírsav hidrolízisét nem

végzik el. Ezen zsírsav hidrolízise vagy enzimes (mutáz) vagy nem enzimes izomerizáiót

követ®en szintén az 1,3 helyzetb®l történik. A TG-ek lebontásának szabályozása igen

ki�nomult, els®sorban hormonok által befolyásolt élettani folyamat. Mivel a szervezet

szénhidrát raktározó képessége relatív alasony, a fehérjék lebontása pedig széls®séges

energiaínség idején jelent®s, a legnagyobb és legkönnyebben mobilizálható készlet a ne-

utrális lipideken alapul. Érdekes, hogy az alapvet® táplálóanyagok �interkonverziója�

sak részben lehetséges: a feleslegben felvett szénhidrát vagy fehérje zsírokká alakulhat,

valamint aminosavból lehetséges a szénhidrát képz®dés, de zsírsavakból nem képz®dik

szénhidrát és a zsírsavak az aminosavaknak sem jelent®s prekurzorai. Az interkonver-

ziós lépések szabályozásában f®leg a táplálék energiatartalma és táplálóanyag összeté-

tele, valamint a szervezet energiaigénye dönt®. Az inzulin konentráiója az a primer

szabályozó, mely a táplálékeredet¶ energia raktározását vagy közvetlen felhasználását

irányítja. A TG-ek lebontásához vezet® energiade�it alasony vér-inzulin konentrái-

óval jellemezhet® állapot, mely a TG szintézis útvonalait leállítja (�down-regulation�).

Az inzulin ezzel egyidej¶leg megindítja az adipoitákban az ún. hormonszenzitív lipáz

enzim (HSL) felszabadulását (10. ábra).

10. ábra A HSL aktiváiója

(TG: triglierid, DG: diglierid, MG: monoglierid, PDE: foszfodiészteráz, Gs és Gi:

stimuláló és gátló G protein)

Forrás: Gurr és mtsai (1991)
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Az aktivált HSL az aktiváió pillanatában a itoszólból az abba foglalt zsírseppre

satlakozik, melyben a zsír partikulum felszínén található perilipin nyújt segítséget. A

HSL nagyon nagy hatékonyságú TG-ek és diglieridek hidrolízisében, de a monoglie-

rideket már kisebb hatékonysággal bontja. Utóbbiak hidrolízisét a zsírszövetben egy

monoglierid lipáz végzi. A keletkez® szabad zsírsavak és a glierin is elhagyják a zsír-

sejtet, bár napjainkig sem tisztázott, hogy ez szállítófehérjék vagy passzív di�úzió útján

történik-e. A HSL m¶ködése és funkiója a zsír- és izomszövetben teljesen hasonló. A

HSL által felszabaduló NEFA és glierin lehetséges szállítását és felhasználását a 4.3.

fejezet tartalmazza.

4.6. A foszfolipidekr®l

4.6.1. A foszfolipidek szintézise

A foszfolipidek (PL) (az adott fejezetben foszfoglieridek), bár alapvet® funkióbeli

különbséget mutatnak a fentiekben bemutatott TG-ekt®l, szintézise közös molekulá-

ból, a foszfatidsavból indul ki (9. ábra). A foszfolipidek történetében a kezd® lépés a

leitin izoláiója volt, tojássárgájából (Gobley, 1847). Érdekes módon egészen Hevesy

1940 -ben

32

P izotóp tehnikával nyert eredményéig a foszfolipideket lassú turnoverrel

jellemezhet® strukturális lipidekként tartották számon. A foszfolipidek szintézisében

valójában nem a glierin-foszfát alapstruktúra, hanem a sokféle lehetséges oldallán

eredete a spei�kus pont. A kolin például a fehérjékb®l, pontosabban a szerinb®l szár-

mazik, dekarboxilezés és metilezés során. Valójában a foszfolipidek négy reakió során

keletkeznek, és a reakiósorozat (11. ábra) nagy részben egyezik a TG-ek el®állításával

is.

11. ábra A foszfolipidek szintézisének sémája

Forrás: Gurr és mtsai (1991)

A szintetikus folyamat különlegessége, hogy az els® két ailtranszferáz jelent®s

zsírsav-spei�itást mutat. Ennek megfelel®en az 1-es helyzetbe preferáltan telített,
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míg a 2-es pozíióba leginkább telítetlen zsírsavak épülnek be. A glierin-3-foszfát-

ailtranszferáz enzim felel®s ezen lépésért, melynek állatokban a mitokondriumban és

az ER-ban van két ismert izoformja. Az összes, foszfolipid szintézisben résztvev® szerv

közül sak a májban jelent®sebb a mitokondriális izoform aktivitása. A lizofoszfatidát-

ailtranszferáz a legtöbb eukarióta sejtben a telítetlen zsírsavakra spei�kus. Emberben

több izoformja is ismert, és els®sorban ott nagyon aktív az enzim, ahol kifejezetten in-

tenzív a proliferáió: pl. preadipoitákban és a herében (Koeberle és mtsai, 2010).

A harmadik lépésben aktív foszfatidát- foszfohidroláz a defoszforiláióért felel, valójá-

ban diailglieridet hoz létre. A foszfatidát-foszfohidroláz által létrehozott diglierid

többféle úton hasznosulhat a további szintézis során; leginkább a foszfatidilkolin és

�etanolamin szintézisében vesz részt (12. ábra).

12. ábra A foszatidilkolin szintézise

Forrás: Gurr és mtsai (1991)

4.6.2. A foszfolipidek degradáiója

A foszfolipidek (PL) intesztinális (és részleges) lebontásának egy példája a 4.2.6.1.

fejezetben található. Ugyanakkor mint strukturális lipidek a membránképz®k számos

oxidatív vagy egyéb destruktív hatásnak vannak kitéve, melyek mind a degradáió

irányában hatnak (mintegy megbontják a biológiai membránok integritását). A lebon-

tásért felel®s foszfolipázokat aszerint nevezi el a hivatalos nomenklatúra, hogy melyik

pozíióban bontják meg a PL molekulát. Az A típus monoail PL-t (lizo-PL) ered-

ményez, míg a C és D típusok zsírban, illetve vízben oldható termékeket (diglierid és

foszfatidsav) képeznek. Az összes ismert foszfolipáz közös tulajdonsága, hogy a mono-

merként jelenlev® PL-ekkel szemben kisi, míg a struktúrába foglalt PL-ekkel (miella,

bilayer) szemben jelent®s aktivitást mutatnak. Ellentétben a leggyakoribb észteráz en-

zimekkel, melyek jellegzetes Mihaelis-Menten kinetikával rendelkeznek, a PLázok a

szubsztrát kritikus mielláris konentráiójának elérésekor mutatnak hirtelen jelent®s

aktivitásemelkedést (Cev, 1993).

A foszfolipáz A enzimsoportot aszerint osztjuk fel tovább, hogy melyik ailsopor-

tot bontják. Az A1 soport viszonylag sok enzimet foglal magába, melyek spei�itása

olyan alasony, hogy pl. a neutrális lipideket is képesek kis mértékben hidrolizálni.

Az állati foszfolipáz A1 a sejtekben a lizoszomákban található és viszonylag alasony

pH optimummal (4 körül) jellemezhet®. Maga az enzim nem Ca

2+

aktivált, viszont a
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Ca

2+

nagyban hozzájárulhat szubsztrát felszíni töltésviszonyainak módosításához. A

foszfolipáz A2 enzimsoport négy alsoportra bontható, melyek közül az els®t a pank-

reászból és a kobraméregb®l is izolálták. A pankreatikus foszfolipázok inaktív, zimogén

formában termel®dnek, melyekr®l a tripszin egy heptapeptidet hasít le az aktiváiókor.

Az aktiváió nemsak molekuláris átalakítást jelent, hanem az aktivált termék egyben

hidrofób is lesz, mely el®segíti az enzim-szubsztrát kapsolat létrejöttét. A foszfolipáz

A2 szerepe nem pusztán a PL molekula élzott hidolízise, hanem az enzimsoport egyik

képvisel®je a mitokondriális energiaállapot (�state�) szabályozásában is részt vesz. A

PLáz A2 igen széles körben elterjedt enzimsoport, mely lehet®vé teszi, hogy az egyes

szövettípusok bizonyos mértékig módosítsák saját membrán-összetételüket (Lands me-

hanizmus, Lands, 1960 ). A IV-es típusú foszfolipázok szerepe inkább mint a jelto-

vábbító molekulák hasításában jelölhet® meg, miután arahidonsavra spei�kus ezen

enzimsoport, de bizonyos antioxidáns hatásuk is ismert, mután az oxidálódott zsír-

savakra is mutatnak spei�itást (Kuo és mtsai, 1994). A B típusú foszfolipázok f®leg

a lizofoszfolipidek további hidrolíziséért felel®sek, ugyanakkor úgy t¶nik, ezen enzimek

két köt®hellyel rendelkeznek, melyek az 1-es és 2-es helyzet¶ ail soportokra spei-

�kusak. A B típusú foszfolipázok m¶ködése els®dlegesen arra irányul, hogy a PL-ek

lizo-származékainak felszaporodását meggátolják, mely els®sorban a májban és a szív-

ben igen fontos. Érdekes módon a Lands mehanizmus révén ezen lizo-foszfolipázok

képesek bizonyos mérték¶ transzailáió végrehajtására is (Lands, 1960). A C és D

típusú foszfolipázok vízoldható molekulákat hasítanak le a foszfolipidekr®l. A C típusú

PLázok f®leg baktériumokban gyakoriak (pl. a gázgangrénát okozó Clostridium per-

fringensben). Eukarióta sejtekben a C típusú enzim a itoszólban és a lizoszomákban

fordul el®. El®bbi izoform neutrális pH optimummal jellemezhet®, Ca

2+

igényes, míg a

lizoszomális forma kismérték¶ szubsztrát spei�itást mutat és savas a pH optimuma

(4,5). A D típusú foszfolipázok bizonyos mérték¶ foszfatidát áthelyezésre is képesek,

pl.: foszfatidilkolin + glierin = foszfatidilglierin + kolin. A D típusú foszfolipázok

leginkább a jeltovábbító molekulák szintézisében jelent®sek. Másrészt a felszabaduló

foszfatidsav bizonyos mennyisége kapsolódhat a PLáz C-hez, mely azáltal aktiválódik.

Többek között ez is az egyik kereszt-kommunikáiós lehet®ség a jelviv® molekulák szin-

tézise között (Gurr és mtsai, 1991).

4.7. Az ailglieridek szintézisének szabályozása � a TG és PL szinté-

zis összefüggései

A TG és PL frakiókat adó komplex lipid molekulák szintézise és degradáiója

mintegy folyamatos. A turnover üteme a különböz® funkiójú lipidfrakiók között el-

tér®. Többlet energiafelvétel idején a TG szintézis válik dominánssá. Az ailglieridek

szintézisének legfontosabb helye a vékonybél (TG re-szintézis), a máj (szénhidrátból

történ® lipid szintézis és redisztribúió), a zsírszövet és a tejmirigy, valamint kisebb

mértékben ugyan, de a vázizmok TG turnovere is kimutatható. A bélhámsejtekben

a turnover mértékét a táplálékeredet¶ lipidek mennyisége szabályozza, els®sorban a

2-monoglierid útvonal szubsztrát ellátottságán és szabályozásán keresztül. Úgy t¶-

nik, hogy az enteroitákban zajló glierin-3-foszfát útvonali TG szintézis biztosítja az

�alapszintet� a táplálékfelvételek között. Az ailglieridek szintézisét a májban és a

zsírszövetben vizsgálják a legintenzívebben. Mára már egyértelm¶en úgy t¶nik, hogy

az ailglieridek glierin-3-foszfát útvonali szintézisét legmarkánsabban az ailtranszfe-

ráz enzimek szubsztrát-ellátása befolyásolja. Tekintettel arra, hogy a glierin-3-foszfát

dihidroxiaeton-foszfátból képz®dik, mely a glikolízis és a glükoneogenezis intermedi-
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ere is, nem meglep®, hogy a glükóz anyagsere er®s hatással van a lipidek szintézisére

(Mead és mtsai, 1986). Az adiposasejtek TG szintézisét kétségkívül a glierin-3-foszfát

mennyisége határozza meg, melyet közvetve (a glükóz felvétel által) szabályoz az in-

zulin konentráiója. Ezzel szemben a májban nem egyértelm¶ a glierin-3-foszfát

domináns szabályozó szerepe; itt sokkal inkább a zsírsavakért �verseng®� kompetitív

útvonalak (ailglierid szintézis vagy β-oxidáió) egymáshoz való viszonya lesz a szabá-
lyozás alapja. A szabályozás révén megvalósuló lehetséges útvonalak a 9. ábrán (24.

oldal) követhet®k nyomon.

4.8. A membránok, mint az anyagsere ütemadói (�metaboli pae-

maker�)

A 4.6.1. fejezetben utalás található arra, hogy a membránokat felépít® PL-ek varia-

bilitása kifejezetten nagy. Azt azonban, hogy a membránok összetétele és az anyagsere

intenzitása között szoros (allometrikus) kapsolat áll fenn, nem régóta tudjuk. Az alap-

anyagsere (basal metaboli rate, BMR) intenzitásának meghatározása standard körül-

mények között történik, és endotherm állatokban ez a koplaló, kifejlett állat termone-

utrális zónában értelmezett anyagsere intenzitása (MNab, 1997). Az alapanyagsere

nem tartalmazza a növekedés, a mozgás, az emésztési folyamatok és a h®szabályozás

energiaigényét, így végs® soron mint az alapvet® életfunkiók energiaszükséglete (�ost

of living�) értelmezhet®. Ismert, hogy az állandó testh®mérséklet¶ állatok testméreté-

nek növekedésével párhuzamosan az egységnyi tömegre (g) vetített energiafelhasználás

sökken. Rubner (1883) igen korán megállapította, hogy a BMR és a testsúly (mass,

M) összefüggése a következ®képpen alakul: BMR=M

2/3

. Ezen számítás alapja egysze-

r¶en az volt, hogy míg a testfelszín négyzetesen, addig a testméret köbösen változik és

a BMR alapvet®en a testfelszínen távozó h®vel jellemezhet®. Kleiber (1932) ennél pon-

tosabb, BMR=M

3/4

értékben adta meg a fenti összefüggést. A BMR és M összefüggése

igen nagy kontrasztot mutat, hiszen pl. egy kb. 4 t-s elefánt és egy 20 g-os házi-

egér BMR értéke között 50-80-szoros eltérés van. Hulbert (2007) szerint eml®sökben

a testsúly kétszeres növekedésével párhuzamosan 15-20% többlet BMR jelentkezik. A

bels® szervek energetikai hozzájárulása a BMR-hez jelent®s: a máj és vese 26-26%-kal,

a vázizomzat 10-15%-kal, míg az agyszövet teljes egésze mintegy 7%-kal járul hozzá a

BMR-hez, melyeket egységesen �metabolikusan aktív szerveknek� neveznek (Hulbert,

2008). A szervek szintjén egyértelm¶en a elluláris folyamatok, különösen pedig a

membránhoz között enzimatikus reakiók járulnak hozzá jelent®sen a BMR-hez. Bár a

legtöbb homeoterm állatban még nem, patkányban már részletesen fellelhet® az egyes

sejt-folyamatok BMR-hez köthet® alap oxigénfogyasztás hányada, melyben 15% a nem

mitokondriális oxigénfogyasztás, 20% a mitokondriumok által az ún. protonveszteségé-

hez (�proton leak�) köthet®, míg 65% feleltethet® meg a mitokondriális ATP termelés

oxigénigényének. Az összes ATP-igényl® folyamat megoszlása a fentieknek megfele-

l®en a következ®: 25%-ot fed le a Na

+

/K

+

ATPáz, 18% jut a fehérjeszintézisre, 5%

a Ca

2+

pumpa aktivitásra, 5% az izomkontrakióra és 7% a glükoneogenezisre (Rolfe

és Brown, 1997). Figyelembe véve a fentieket, a transzmembrán iongradiensek fenn-

tartása az alapanyagserének legalább 50%-áért felel, melyek közül a legfontosabb a

plazmalemmán fenntartott Na

+

, és a bels® mitokondriális membránon lev® H

+

gradi-

ens. Érdekes, hogy míg az egységnyi testtömegre vetített BMR a homeoterm állatok

testméretével fordított arányban változik, addig az egyes szub-elluláris folyamatok re-

latív hozzájárulása a BMR-hez közel állandó (Porter és Brand, 1995). Amennyiben

a domináns Na

+

/K

+

ATPáz aktivitás által lefedett BMR hányadot tekintjük, úgy t¶-
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nik, ez is viszonylag állandó komponense a szöveti BMR-nek, különösen a vesében és

a májban (Couture és Hulbert, 1995). Úgy t¶nik, hogy míg a BMR er®s és szabá-

lyos testméretfüggést mutat, addig a szubelluláris, energiaigényes folyamatok relatív

megoszlása meglehet®sen kiegyenlített (Hulbert és Else, 2000). A valós kapsolat a

sejt funkionális paraméterei és a sejt kémiai értelm¶ összetétele között sak kés®n

vált jól áttekinthet®vé. Az els® utalás arra, hogy a sejtmembrán lipid összetétele és

a szervi funkió, illetve annak üteme (az anyagsere intenzitása) összefügg Gudbjar-

nason és mtsai (1978) munkája révén született. Szerz®k egért®l a bálnáig a szívizom

membrán-összetételét és a nyugalmi szívritmust elemezték, utóbbi mutató pedig az

alapanyagsere egyik indikátora. A miokardiális membrán-összetételben (összes fosz-

folipid) a nyugalmi szívritmus és a dokozahexaénsav részarány között szoros negatív

allometrikus összefüggést írtak le, mely az els® direkt kapsolati pontnak tekinthet®

az alapanyagsere intenzitás (szervi funkió) és a sejt(membrán) összetétele között.

Couture és Hulbert (1995) igazolták, hogy ez a jelenség nemsak a szívizomban �gyel-

het® meg, hanem további, metabolikusan aktív szervekben is, pl. májban, vesében

és vázizomban. Valójában az alapanyagsere intenzitása és a szubelluláris frakiók

összetétele közötti kapsolat kib®vített értelmezése tekinthet® a �membránok, mint az

anyagsere ütemadói� elmélet alapjának, melyet Hulbert és mtsai. (2002 a, b) el®ször

eml®sök, majd madarak szerveiben igazoltak. Hulbert és mtsai (2002 a, b) a homeoterm

állatok (madarak és eml®sök) metabolikusan aktív szerveinek membránjaiban részletes

zsírsavösszetételi elemzést végeztek. Azt találták, hogy míg az összes telítetlen zsírsav

aránya meglehet®s kiegyenlítettséget mutat, addig az egyszeresen telítetlen zsírsavak,

különösen az olajsav er®sen pozitív allometrikus kitev®vel jellemezhet®. A többszörösen

telítetlen zsírsavak két f® soportja, az n6 és n3 zsírsavak közül utóbbi negatív allomet-

rikus összefüggést mutat, melyben kiemelt szerepet kap a dokozahexaénsav. Érdekes

módon a fenti összefüggések nemsak a teljes szervi foszfolipid tartalomban, hanem a

szub-elluláris frakiókban és PL osztályokban (Hulbert, 2008) is meg�gyelhet®k vol-

tak. Brand és mtsai (2003) madarak májának mitokondriális foszfolipidjeiben, míg

Turner és mtsai (2005) eml®s és madár vese mikroszomáiban is igazolták a fenti sza-

bályosságokat.

Hulbert és mtsai (2007) összesen hét pontban fogalmazták meg a �membránok, mint

ütemadók� elméletet:

1. A fajok közötti, BMR-beli eltérés együtt jár mind a metabolikusan aktív szervek

méretének, mind pedig a sejtszint¶ anyagsere sebességének változásával.

2. A sejtszint¶, membránhoz kötött anyagsere-folyamatok adják a sejt alapanyagse-

réjének jelent®s hányadát.

3. A BMR fajok közötti változása feltételezi az azt felépít® rész-folyamatok hasonló

irányú változását.

4. Azon fajok, melyek egységnyi tömegre vetített anyagsere sebessége magas, nagyon

nagymérték¶ membránlipid telítetlenséggel jellemezhet®k.

5. A dokozahexaénsav jelent®s, de nem kizárólagos szerepet tölt be az említett memb-

ránlipid telítetlenség kialakításában.

6. A jelent®s mérték¶ membránlipid telítetlenség a membrán �zikai tulajdonságait

olyan módon befolyásolja,hogy emeli a membránba �ágyazott� (intrinzik) enzimek mo-

lekuláris aktivitását.

7. Ez következésképpen emeli a membránhoz kötött anyagsere folyamatok sebességét,

fokozza a sejtszint¶ anyagserét, mely emeli a metabolikusan aktív szervek, végs® soron

pedig a teljes szervezet alapanyagsere intenzitását.
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A 6. pontban megfogalmazott összefüggés szerint a membránlipid összetétel és a

membrán intrinzik enzimeinek molekuláris aktivitása összefügg. Eszerint a BMR-ben

meg�gyelhat® allometrikus változás nemsak a lipidek, hanem a fehérjék szintjén is

fenn kell álljon. Wu és mtsai (2001) igazolták, hogy a BMR jelent®s hányadáért felel®s

Na

+

/K

+

ATPáz molekuláris aktivitását a membránlipid mili® korrelatív módon befo-

lyásolja. Azt, hogy ez az összefüggés milyen szorosságú allometrikus adatértékelésre

támaszkodva Turner és mtsai (2006) igazolták, eml®s és madár szívizomban. A mito-

kondriális H

+

gradiens kapsán pedig Brand és mtsai (2003) azt tapasztalták, hogy a

kisebb testméret¶ madarak májában a protonveszteség jelent®sebb, mely együtt járt

a mitokondriális foszfolipidek zsírsavpro�ljában a korábban említett allometrikus sza-

bályosságokkal. Wu és mtsai (2001) eredményei szerint a meg�gyelt zsírsavösszetételi

sajátosságok hátterében az áll, hogy a membrán kett®sréteg �zikai tulajdonságai és

annak zsírsavlán összetétele szorosan összefügg® tulajdonságok, melyek közül kiemelt

tényez® a membrán �vastagsága� (�paking�).

Az állandó testh®mérséklet¶ állatok testsúlya, alapanyagsere intenzitása és várható

maximális élettartama jelent®s variabilitást mutat, míg a BMR és a várható élettartam

közötti direkt összefüggés nem áll fenn (Speakman és mtsai, 2004). A fentiek alapján

feltételezhet®, hogy fennáll egyfajta, legalább indirekt, korrelatív kapsolat a BMR és

a várható élethossz között is. A kapsolat alapja valójában a foszfolipidek zsírsavlán-

ainak összetétele. Ismert ugyanis, hogy az egyes zsírsavak azok telítetlen kötéseinek

helyzetét®l és számától függ®en közel exponeniálisan emelked® peroxidatív érzékeny-

séget mutatnak (Pamplona és mtsai, 2000). Tekintettel arra, hogy a zsírsavösszetétel

a membránok peroxidatív károsodását er®sen befolyásolja, már igen korán megfogal-

mazódott az ún. �oxidatív stressz� fogalma, mely végs® soron a sejtek és az egész

szervezet �öregedéséért� felel®s. A reaktív oxigén származékok (ROS, reative oxygen

substanes) ugyanis oxidatív károsodást okoznak nemsak a fehérjékben és a nuklein-

savakban, hanem a lipidekben is. A biológiai membránokban okozott oxidatív kár igen

nagymérték¶ is lehet, hiszen a ROS képz®désének helye dönt®en épp a mitokondrium,

másrészt a lipidperoxidáió autokatalítikus folyamat. A membránlipidek peroxidáiója

révén nagyon sokféle termék keletkezik, melyek közül a hidroxil-, a lipid-peroxil gyö-

kök, valamint a hidroperoxidok és az aldehidek a kiemelend®k (Halliwell és Gutteridge,

1999). Hulbert (2005) a 13. ábra szerint foglalta össze a BMR és a várható maximális

élethossz összefüggését.

13. ábra Az alapanyagsere intenzitás és a várható maximális élettartam

összefüggése (Forrás: Hulbert, 2005 )
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5. Anyagok és módszerek

Az egyes kísérleti beállításokban, az összehasonlíthatóság lehet®ségét szem el®tt

tartva a lehet® legtöbb paramétert igyekeztem standardizálni. Ennek megfelel®en a

minden vizsgálatban közös módszertani lépéseket sak egyszer adom meg. A disszertá-

ió tematikailag négy vizsgálati kört ölel fel. Els®ként eltér® energetikai állapotok hatá-

sának felmérésére irányuló kísérleteket ismertetek barom�fajok klinikai-kémiai vizsgála-

tával (5.1.1., illetve 6.1.1. fejezetek), majd ezen élettani állapotok (illetve eltér® BMR)

szöveti lipidfrakiók zsírsavösszetételére gyakorolt hatásaival foglalkozom (5.1.2.). A

továbbiakban a szöveti triglieridek összetételének natív alakulásával, illetve a faj- és

fajtafügg® zsírsavösszetételi eltérésekre irányuló munkát mutatom be (5.1.3.), majd pe-

dig a takarmányeredet¶ zsírsavak szövetekbe történ® beépülésének (inkorporáió) vizs-

gálatát predikiós modellre alapozva (5.1.4.). Az egyes vizsgálat sorozatokban szerepl®,

esetenként több faj tartási, takarmányozási és kezelési sajátosságait a négy témakör sze-

rint soportosítottam. Az Anyagok és módszerek (5.) és az Eredmények és értékelésük

(6.) f® fejezetek alfejezetei minden esetben azonos deimális számozással szerepelnek,

a jobb áttekinthet®ség érdekében.

5.1. Vizsgálatba vont állatok, tartás, takarmányozás

5.1.1. Eltér® energetikai állapotok metabolikus hatásainak jellemzése ba-

rom�fajok klinikai-kémiai vizsgálatával

5.1.1.1. Tojótyúk mesterséges vedletése, a koplalás vérparaméterekkel tör-

tén® nyomonkövetése

A tojótyúkok Hy-Line Brown (n=30, 608 napos kor, 2,04±0,07 kg induló testsúly)

genotípusba tartoztak és 12 napos, teljes takarmánymegvonáson estek át. A madara-

kat mélyalmon helyeztük el, a h®mérséklet 14±1,2

o

C volt, a fényprogram pedig 16 óra

sötét és 8 óra/8 lux világítás volt. Ezen periódusban a vérvételeket a bal szárnyvénából

3 naponta (0., 3., 6., 9. és 12.) végeztük, klinikai-kémiai szérum analízis (5.2.1. fejezet)

éljából, mely id®pontokban a madarak testsúlyát is lemértük (2. táblázat).

5.1.1.2. Hústermelésre szelektált pulyka vér biokémiai paramétereinek nyo-

mon követése, a kelést®l a vágásig

A BUT Big 8 hímivarú madarakat a Kaposvári Egyetem Tan- és Kísérleti Üzemé-

nek istállójában helyeztük el, a vérvételeket pedig 3 naposan, majd 4, 8, 12, 16 és 20

hetes korban végeztük, minden esetben a bal szárnyvénából (testsúly adatok: 4. táblá-

zat), alkalmanként 6-6 madárból (n= 6 id®pont x 6 egyed = 36). A pulykák 0-4 hetes

korukig starter, 5-8 hétig nevel®1, majd 9-14 hétig nevel®2, végül 15 és 20 hét között

befejez® takarmányt kaptak, melynek táplálóanyag tartalmát és zsírsavpro�lját az 1.

melléklet tartalmazza. Ugyanezen madarak izommintáit elemeztem az 5.1.2.2. (illetve

6.1.2.2.) fejezetben.

5.1.1.3. A brojlersirke kliniko-kémiai vizsgálata (�follow-up�) a teljes fel-

nevelés alatt

A vizsgálatba Ross 308 hímivarú brojlereket vontunk be. A madarak tartása meg-
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egyezett az 5.1.1.2. fejezetben megadottakkal. A vérvételeket 0, 1, 2, 3, 4 és 5 hetesen

végeztük, az analízis részleteit az 5.2.1. fejezetben adtam meg. A madarak id®pon-

tonkénti testsúlyát az 5. táblázat tartalmazza, míg a tojássárgája, valamint a nevel®

és befejez® takarmányok táplálóanyag tartalmát és zsírsavösszetételét a 2. melléklet

foglalja össze (n = 6 id®pont x 4 egyed + 4 tojás).

A barom� vérvételeket (5.1.1.) (és az ezekkel egyidej¶leg elvégzett próbavágásokat)

a KE MAB 23/2005 nyilvántartási számon engedélyezte.

5.1.2. Az energetikai status hatása a szöveti lipidfrakiók zsírsavösszetéte-

lére madárfajokban

5.1.2.1. Tojótyúkok mesterséges vedletése, a drasztikus energiamegvonás

hatása a máj és szív eltér® lipidfrakióinak (triglierid és foszfolipid) össze-

tételére

A vizsgálatban az 5.1.1.1. fejezetben ismertetett madarak vettek részt. A koplalta-

tás id®szakát megel®z®en és annak végén 10-10 tyúkot próbavágtunk, és a teljes szívet

és májat lipidfrakiókhoz kötött zsírsavösszetételi analízis (5.2.2.a.,b.,d.,e.) éljából -20

o

C-on tároltuk.

5.1.2.2. Pulyka mellizom membránlipidek ontogenezis alatti változásainak

leírása

Az 5.1.1.2. fejezetben megadott körülmények között tartott és takarmányozott

pulykákból próbavágást követ®en felszínes és mély mellizmot (m. petoralis super�-

ialis és profundus) elemeztem. A vizsgálat élja az volt, hogy leírjam az ontogenezis

alatti jelent®s testsúly (és feltehet®en BMR) változás során tapasztalható változásokat

a membránlipid (5.2.2.a.,b.,d.,e.) összetételben (zsírsav adatok: tömeg%-os összetétel),

allometrikus adatelemzés (5.3.a.) segítségével.

5.1.2.3. Eltér® kifejlett kori testsúlyú madárfajok szívizmának membránli-

pidjei, allometrikus analízis

Az elemzésbe pulyka, lúd, tyúk, fáán, húsgalamb, balkáni gerle és japánfürj fa-

jok 5-5 kifejlett egyedét vontuk be (n = 7 faj x 5 egyed x 1 lipidfrakió = 35). A

madarak testsúlyát és szívtömegét a 13. táblázat mutatja. A mintavétel el®tti takar-

mányok zsírsavpro�lja ismeretlen volt. A szívmintákat az analízisig -70

o

C-on tároltuk,

a membránlipidek kivonása, frakionálása és zsírsav analízise az 5.2.2.a.,b.,d.,e. feje-

zetek szerint történt (adatmegadás: mol%), az adatértékelés pedig allometrikus volt

(5.3.a.).

5.1.2.4. Eltér® kifejlett kori testsúlyú madárfajok tüd®, vese, máj és agy

foszfolipid zsírsavpro�ljának allometrikus elemzése

A vizsgálatba a korábbi fajokon (5.1.2.3.) túl foglyot is bevontunk (n = 8 faj x 4

szerv x 5 egyed = 160). A vizsgálatban a tüd®, vese, máj és agy minták teljes foszfolipid

zsírsavösszetételét határoztuk meg (5.2.2.a.,b.,d.,e.), az eredményeket pedig itt mol%-

ban adtuk meg. A madarak takarmányainak, illetve ahol az nem volt hozzáférhet®, ott

a zúzógyomor tartalom zsírsavpro�lját is megadtuk a 3. mellékletben.
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Az 5.1.2.3. és 5.1.2.4. fejezetekben a szöveti malondialdehid konentráió megha-

tározása is megtörtént, az 5.2.5. fejezet szerinti módszertannal.

5.1.2.5. A tüd® parenhymális és surfatant foszfolipidjeinek allometrikus

elemzése barom�fajokban

Az 5.1.2.4. fejezetben említett fajok estetében, de attól eltér® egyedeken a teljes

tüd® és kibonolt tüd®b®l mosott surfatant (5.2.6.) foszfolipidjeinek zsírsavpro�lját

határoztuk meg. A mintael®készítés során a tüd® parenhymát úgy értelmeztem, hogy

a surfatant nélküli tüd®szövet analízise is megtörtént (�natív� és �mosott� forma). A

vizsgálat kérdésfeltevése az volt, hogy kiterjeszthet®-e a �membránok, mint metabolikus

ütemadók� elmélet a membránlipideken túl a szekretált foszfolipidekre is. A mintavétel

el®tt etetett takarmányok zsírsavpro�lját a 4. melléklet tartalmazza.

5.1.3. A szöveti triglieridek összetételének natív alakulása; a faj- és fajta

azonosítás lehet®ségei a TG molekulaszerkezet részletes analízisére alapozva

(regiospei�kus analízis)

5.1.3.1. A fajspei�kus tulajdonságok elemzése triglieridek molekulaszer-

kezeti vizsgálatára alapozva

A kifejezetten összehasonlító jelleg¶ elemzés keretében gímszarvas, jávorszarvas,

vaddisznó, extenzíven nevelt hússertés, borz, húsnyúl és lúd subutan zsírmintái ke-

rültek elemzésre, fajonként 3 egyedi mintára alapozva (n= 7 faj x 1 szövettípus x 3

ismétlés x 2 lipidfrakió (TG, 2MG) = 42). Az állatok takarmánya a legtöbb esetben

ismeretlen volt. A vizsgálat élja az volt, hogy a természetes él®helyi körülmények mel-

lett kialakuló fajspei�kus és a triglierid molekulában helyzetspei�kus zsírsavpro�lt

jellemezzük a lehet® legtöbb fajban. A feltárt eltéréseket a fajazonosítás lehet®ségét

szem el®tt tartva elemeztük (5.3.b.).

5.1.3.2. A fajtaszint¶ eltérések vizsgálata sertés genotípusok triglieridjei-

nek molekulaszerkezeti vizsgálatával

Az 5.1.3.1. fejezet módszertanára építve jelen vizsgálatban a fajtaszint¶ eltérésekre

konentráltunk. Magyar nagyfehér (MNF) és sz®ke mangalia (M) egyedek (n=6/fajta)

szöveteit (szív- és vázizom, hátszalonna, tüd®, vese, máj és lép) elemeztük (n= 2 fajta

x 7 szövettípus x 6 ismétlés x 2 lipidfrakió = 168). Az állatokat 130 ± 8 és 132 ± 9 kg

él®súlyban vágták, amikor azok 228 és 310 naposak voltak (MNF és M). A takarmányok

táplálóanyag tartalmát és zsírsavpro�lját az 5. melléklet tartalmazza.

5.1.4. A takarmányeredet¶ zsírsavak szöveti lipidekbe és lipidfrakiókba

történ® beépülésének (inkorporáió) vizsgálata, halakban

5.1.4.1. Afrikai harsa (Clarias gariepinus) �lé zsírsavösszetétele és húsmi-

n®sége, növényi olajok etetését követ®en

A vizsgálat élja az volt, hogy megállapítsuk, a halolaj részleges helyettesítése a

harsa takarmányban milyen változásokat idéz el® a húsmin®ségben, a hús kémiai össze-
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tételében, illetve hogy jellemezzük a zsírsavak izomszövetbe (annak teljes lipidtartal-

mába) történ® beépülési kinetikáját. Az intenzíven nevelt afrikai harsa állományt a

Tuka Halframról (Szarvas) szereztük be és a halakat a Kaposvári Egyetem Hallabora-

tóriumában kádakba telepítettük. A kísérleti egyedeket (alkalmanként 5-5 egyed; n= 3

kezelés x 3 id®pont x 5 egyed = 45) 0, 3 és 6 hetes kezelést követ®en lemértük, amikor

próbavágást is végeztünk. A kísérleti takarmányok összeállítása során az alaptakar-

mányba, melynek 6% volt a nyerszsír tartalma további 6 % szója-, len-, illetve halola-

jat kevertünk. A kísérlet megkezdéséig a halak az alaptakarmányt fogyasztották. A

takarmányok táplálóanyag tartalmát és zsírsavösszetételét a 6. melléklet tartalmazza.

A halak induló és mintavételi testúly értékeit a húsmin®ségi mutatókat is tartalmazó,

33. táblázatban foglaltam össze. A teljes takarmányozási kísérlet 42 napig tartott, me-

lyet 14 nap szoktatási periódus el®zött meg, mely során az alaptakarmányt etettük. A

halakat összesen 6, egyenként 1000L-es, reirkuláiós rendszerben üzemeltetett kádban

helyeztük el. A vízh®mérséklet 28 ± 0,5

o

C volt, a fényprogram pedig 18 óra vilá-

gításból (7-10 lux a vízfelszínen) és 6 óra teljes sötétségb®l állt. A telepítési s¶r¶ség

60g/L volt a teljes kísérlet során. A mintavételi id®pontokban (0., 3. és 6. hét) 5-5

halat altatást követ®en (Noraium, Egis, Budapest) próbavágtunk, majd a �lé minták

egy részét -70

o

C-on tároltuk zsírsavanalízis (5.2.2.f.) éljából, illetve egy-egy hányadot

(≈ 25 g) a húsvizsgálatokra (5.2.5.) frissen és Weendei analízisre (5.2.4.) -20

o

C-on

eltettünk. Az adatelemzést az egyszer¶ zsírsav kihígulási modell segítségével végeztük

(5.3.b.).

5.1.4.2. Növényi olajok szöveti lipidfrakiókba való beépülésének elemzése

Nílusi tilápia (Oreohromis nilotius) szerveiben

A vizsgálat élja az volt, hogy jellemezzük egyes növényi olajok és a halolaj zsír-

savainak beépülési ütemét tilápia szövetek lipidfrakióiba. A teljes etetési kísérlet hat

hétig tartott, és a tartási, valamint a takarmányozási körülmények is alapvet®en meg-

egyeztek az 5.1.4.1. fejezetben ismertetettekkel. A kísérlet megkezdéséig a halak az

alaptakarmányt fogyasztották, melyet +6% szója-, len-, illetve halolajjal egészítettünk

ki (összetétel: 7. melléklet). A mintavételeket 0, 2, 4 és 6 hetes kezelést követ®en vé-

geztük, 6-6 tejes és ikrás tilápiából (n= 3 kezelés x 4 id®pont x 6 hal x 2 ivar x 3 szerv;

gonádok sak 3-3 halból, ivaronként). A bal �lé, a teljes has¶ri zsír, a máj és a gonádok

(here és petefészek) triglierid és foszfolipid zsírsavösszetételi analízise (5.2.2.a.,b.,d.,e.)

történt meg a vizsgálat keretében, mintavételi id®pontonként. Az adatelemzést az egy-

szer¶ zsírsav kihígulási modell segítségével végeztük (5.3.b.).

5.2. Mintael®készítés és laboratóriumi vizsgálatok

5.2.1. Vérminták

A vérmintákat (2 mL) az 5.1.1.1. fejezetben minden esetben a bal szárnyvénából

vettük, majd azokat 40

o

C-on alvadni hagytuk. A szérum elválasztását entrifugálással

(1500 g / 10 per) végeztük. Az 5.1.1.2. fejezetben bemutatott kísérletben plazmával

dolgoztunk, melyet 20 IU/mL vér heparin (Heparibene Na, Ratiopharm, Budapest) fel-

használásával nyertünk. A plazmát vagy szérumot minden esetben -20

o

C-on tároltuk.

A biokémiai analízis az 5.1.1.1. és 5.1.1.2. részekben Konelab

®

20i berendezésen,

míg az 5.1.1.3. esetben Hitahi 917 automata analizátoron, gyári reagensekkel.
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5.2.2. Extrakió, hidrolízis, frakionálás, származékképzés lipidek esetében

A nyers állati szövetek zsírsavanalízise éljából minden esetben Folh és mtsai

(1957) hideg extrakiós módszerét alkalmaztuk. Az extrakiós oldószer elegyhez 100

mg/L BHT-t adtunk antioxidánsként.

5.2.2.a. A lipidek kivonása

A Folh-féle extrakióval nyert összes vagy komplex lipideket vagy egyben használtuk

fel (szöveti összlipid, 5.1.4.1.) vagy frakionálással (5.2.2.b.) választottuk szét eltér®

polaritású soportokra. A disszertáióban foglalt munka szempontjából kiemelt fon-

tosságú triglieridek és foszfolipidek elválasztása oszlop- és vékonyréteg kromatográ�ás

tehnikákkal történt.

5.2.2.b. A lipidek frakionálása

A foszfolipidek frakionált vizsgálatát Leray és mtsai (1997), valamint ugyanazon mun-

kasoport (http://www.yberlipid.org/phlipt/pl3b0009.htm) kissé módosított metodi-

kájával végeztem. A módszer Folh és mtsai (1957) gyors extrakióját követ®en kloro-

form, aeton:metanol (9:1 vol:vol), végül tiszta metanol elúiós lépésekb®l áll, alasony

nyomású oszlopkromatográ�a során. A 24 mm bels® átmér®j¶ üvegs®ben 300 mg

szilikagél G60 (230-400 mesh) töltetet alkalmaztam 10 mg komplex lipidre. A kro-

matográ�ás eljárás során ugyanennyi lipidet 10, 15, majd 10 mL oldószerrel eluáltam

a fenti sorrend szerint. A harmadik frakiót (foszfolipidek) 60

o

C-os vízfürd®n, N

2

alatt teljesen bepároltam, majd származékképzés alapozta meg a zsírsav analízist. Az

5.1.3. fejezetben vizsgált triglierideket szintén Folh-féle extrakióval nyert komp-

lex lipidekb®l választottuk el, szilikagél oszlopon, itt azonban az eluens sorozat egyre

emelked® etil-aetát arányú izooktán volt. A 80:1 térfogatarányú izooktán: etil-aetát

elegy a koleszterin észtereket, míg a 80:4 arányú eluens a tiszta triglierideket oldotta

(http://www.yberlipid.org/yberlip/home0001.htm), melyek közül utóbbi frakió to-

vábbi hidrolízise az alábbiak (5.2.2..) szerint történt. A triglieridek egyéb frakióktól

történ® elválását vékonyrétegkromatográ�a (kloroform:aeton 96:4 vol:vol) alkalmazá-

sával teszteltük, étolaj standard felhasználásával. A vékonyrétegen a lipidek jelölésére

minden esetben primulin oldat (5 mg 80+20 mL aeton+víz elegyben) szolgált, mely

UV fény alatt jól láthatóvá teszi a lipideket, nem károsítva azokat.

5.2.2.. Triglierid molekulaszerkezeti vizsgálat

Az 5.1.3. fejezet a triglieridek részleges hidrolízisén alapul. A hidrolízis során 50 mg

tisztított triglieridet sertés hasnyál lipáz (Fluka, 62300) jelenlétében 4 ml TRIS-HCl

pu�erben (pH=8), 0.2 w/v% CaCl

2

és 0.1% NaCl hozzáadásával 15 perig 40

o

C-on hid-

rolizáltunk. Az enzimreakiót 2 ml 6M HCl állította le, majd a lipideket a vizes közegb®l

3 x 5 mL dieteil-éterrel extraháltuk. A lipideket 30

o

C-on bepároltuk, majd Merk G60

vékonyrétegkromatográ�ás lemezekre vittük fel. A lemezeket az elválasztás el®tt 2,3%

etanolos bórsavoldatba merítettük majd 110

o

C-on aktiváltuk (2 óra). A lemezek kifej-

lesztése kloroform:aeton (96:4 vol:vol) elegyben történt, a lekapart 2-monoglierid frak-

iót pedig 3x extraháltuk dietil-éterbe (www.yberlipid.org/aylglyt/ayl0008.htm).
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5.2.2.d. Származékképzés

Az eltér® frakiók zsírsavainak gázkromatográ�ás analízise metilészter-származékokként

történt meg. Mind a komplex, mind pedig a frakionált lipidek esetében bázis-katalizált,

gyors módszert alkalmaztam. A módszer (Christie, 1982) során NaOCH

3

éter közegben

reagál a zsírsavakkal, fontos tudni viszont, hogy szabad zsírsavakkal egyáltalán nem,

koleszterin észterekkel pedig sak nagyon lassan megy végbe az észterképzés. Kifejezett

nehézséget okoz továbbá a víz és szilikagél jelenléte a reakióközegben, viszont gyors,

egyszer¶, és nagyon hatékonyan átméretezhet® a reakió. A metilésztereket hexánban

tároltuk az analízisig, -70

o

C-on. (A disszertáióban bemutatott eredmények mind-

egyike min®ségi közelítés szerint készült, bels® standard alkalmazása nélkül.)

5.2.2.e. Gázkromatográ�a

A gázkromatográ�ás analízis (Állattenyésztési és Takarmányozási Kutatóintézet, Her-

eghalom) egy tanulmány (5.1.4.1., illetve 6.1.4.1.) kivételével Shimadzu 2100 készü-

léken történt, SP-2380 (Supelo, Bellefonte, USA) típusú kolonnán (30 m x 0.25 mm,

0,20 µm �lm), lángionizáiós detekióval. A program a következ® volt: injektor h®mér-

séklet: 270

o

C, detektor h®mérséklet: 300

o

C, hélium áram: 28 m/se. A h®program

során 80 és 205

o

C között 2,5

o

C/per volt az emelkedés, majd 5 per 205

o

C-on, ezután

pedig 205 és 250

o

C fok között 10

o

C/per, majd 5 per 250

o

C-on. A kolonna a transz

zsírsavak elválasztása esetén (5.1.3.) eltér® volt, itt 120 m x 0.25 mm, 0.20 μm �lm

paramétereket alkalmaztunk. Az egyes zsírsav súsok azonosítása a kromatogrammon

ismert összetétel¶ küls® standard (Mixture Me100, Larodan Fine Chemials) segítségé-

vel történt, a reteniós id®k alapján. Az egyes zsírsav metilészterek relatív mennyiségét

tömeg%-ban, illetve sak az allometrikus, komparatív vizsgálatokban (5.1.2.3., 5.1.2.4.

és 5.1.2.5.) mol%-ban adtuk meg.

5.2.2.f. Zsírsavanalízis harsa mintákból

Az 5.1.4.1. és 6.1.4.1. fejezet zsírsav analízise a Nyugat Magyarországi Egyetemen ké-

szült, egy Agilent Tehnologies (Santa Clara, CA, USA) 6890 N készüléken, SP-23804

kolonnával (30 m x 0.25 mm, 0,20 μm �lm, Supelo, Bellefonte, PA, USA).

5.2.3. Szöveti malondialdehid konentráió

A malondialdehid konentráiót natív, -70

o

C-on tárolt szövetekb®l vagy vérplaz-

mából a SziE MKK Takarmányozástani Tanszékén határozták meg. A módszer foto-

metriás, alapja pedig Plaer és mtsai (1966) közleménye.

5.2.4. Táplálóanyag tartalom

A Weendei analízis során szabvány módszereket követtünk a felsoroltak szerint:

szárazanyag (MSZ-08-1783-1: 1983), nyersfehérje, N alapon, Kjeldahl módszer (MSZ

6367-11:1984), nyerszsír (6830-6:1984) és nyershamu (MSZ ISO 5984). Az analízisek

minden esetben az Állattenyésztési és Takarmányozási Kutatóintézetben készültek, ki-

véve egy vizsgálatot (5.1.4.1.), mely a Nyugat Magyarországi Egyetemen történt.

5.2.5. Húsmin®ségi vizsgálatok

A hagyományos húsmin®ségre irányuló vizsgálatokat a KE Állatitermék Min®sít®

Laboratóriumában végeztük. A pH-t Testo 205 típusú szúróelektródás m¶szerrel mér-

tük a vágást követ®en 45 perel és 24 órával (pH45 és pH24). A színt Minolta Chro-
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maMeter 300 készülékkel mértük és CIE Lab koordinátákkal adtuk meg (L: fényesség;

a*: pirosság; b*: sárgaság). A sepegési veszteséget Honikel (1998) szerint, f®zési vesz-

teséget pedig 75

o

C/20 peres f®zést követ®en adtuk meg. A felengedési veszteséget -20

o

C tárolást követ®en adtuk meg az eredeti mintatömeg %-ában. A f®zött halszeletek

(15 x 15 mm) nyíróer®vel szembeni ellenállását (Warner-Bratzler er®) ZwikRoell Z005

készülékkel határoztuk meg 3 ismétlésben, és az eredményeket N/mm

2

egységekben

adtuk meg.

5.2.6. Surfatant mosás madártüd®b®l, foszfolipid zsírsavpro�l elemzés él-

jából

A vizsgálatokban a teljes, hörg®vel együtt kibonolt tüd®t 3-szoros térfogatmennyi-

ség¶, 40

o

C-os 0,9% NaCl oldattal mostam át, a mosóoldat (bronho-alveolar lavage

�uid, BALF) összegy¶jtésével, Bernhard és mtsai (2001) módszere szerint. A BALF

teljes mennyiségét 10 perig 400 g-n entrifugáltam a szövetmaradványok és a sejtes

elemek ülepítése érdekében, majd a felülúszó 10 mL-éhez 40 mL Folh-féle extrakiós

elegyet adtam és a folyadékfázisban lev® lipideket 500 mL-es választótölsében extra-

háltam. A frakionálás és a származékképzés az 5.2.2.a.,b.,d.,e. fejezetek szerint történt.

5.3. Statisztikai értékelés

5.3.a. Csoportok összehasonlítása, allometrikus analízis, kihígulási modell

A zsírsavpro�l alapadatok értékelése során soportonként, illetve kezelésenként a

kétszeres szórástávolságon kívül es® adatokat (els®dleges és származtatott esetekben

is) kihagytam az elemzésb®l. Az 5.1.1. fejezetben a vérparaméterek id®pontonkénti

összehasonlítása során többtényez®s varianiaanalízist (kezelés id®tartama, testsúly)

alkalmaztam, Tukey-féle �post ho� teszttel. Az energiamegvonás hatásának elemzé-

sekor (5.1.2.1.) a kezd® és záró id®pontokban felvett adatok (zsírsav, malondialdehid)

összevetésére kétmintás független T próbát alkalmaztam. Az allometrikus elemzések

során (5.1.2.2.-5.1.2.5.) a zsírsavpro�l primer és származtatott adatait mint a testsúly

x-edik hatványait határoztam meg (zsírsav mol% = konstans+testsúly

x

).

A 6.1.4. fejezetben alkalmazott predikiós modell során Jobling (2004) ún. kihígulási

modelljét vettem alapul. A modell szerint a zsírsavak beépülése legtöbbször a szerve-

zetben fellelhet® �készlet� kihígulásával jellemezhet® folyamat, ennélfogva az viszonylag

egyszer¶ modellel leírható, az alábbiak szerint:

Pt = Pr + (Pi � Pr) / (Qt - Qi),

ahol

Pt : t id®pontban az adott zsírsav %-a

Pi: a kiindulási id®pontban mért zsírsav arány

Pr: a referenia soport zsírsav-részaránya

Qi: kvantitatív mutató (pl. szerv tömeg) a kiinduláskor

Qt: és t id®pontban
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5.3.b. A triglierid zsírsavak helyzeti megoszlásának elemzése

Az 5.1.3. fejezetben a triglieridek helyzeti megoszlását a triglieridek és 2-monoglieridek

zsírsavpro�ljának direkt adataiból az alábbiak szerint határoztam meg:

1,3 helyzet zsírsavpro�lja, zsírsavanként:

1,3%=(3 x TG% - 2MG%)/2 (Lith�eld, 1972)

Helyzeti megoszlási faktor (HMF): HMF=log(1,3%/2%).

A fajonkénti helyzeti megoszlási faktor értékek átlagát egytényez®s (faj) variania-

analízissel hasonlítottam össze.

A statisztikai elemzésekben minden esetben SPSS 10 for Windows (1999) progra-

mot használtam, az ábrázolást pedig az allometrikus modellek esetében QtiPlot 0.9.7.6.

(2009) szoftverrel készítettem, egy Linux munkaállomáson.
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6. Eredmények és értékelésük

6.1. A szöveti lipidek zsírsavösszetételi elemzése eltér® élettani álla-

potokban

6.1.1. Eltér® energetikai állapotok metabolikus hatásainak jellemzése ba-

rom�fajok klinikai-kémiai vizsgálatával

6.1.1.1. Tojótyúk mesterséges vedletése, a koplalás vérparaméterekkel tör-

tén® nyomonkövetése

A vizsgálat kett®s élt szolgált: a hosszan tartó koplalás vér biokémiai paraméte-

rekkel való jellemzése mellett referenia adatokat kívántunk szolgáltatni az azóta már

betiltott gyakorlatnak számító teljes takarmánymegvonáson alapuló mesterséges vedle-

tési tehnológiához. Ennek megfelel®en kis létszámon ugyan, de teljesen az ipari szinten

alkalmazott vedletési módszert vizsgáltuk. Az állatokkal és a kezelésükkel kapsolatos

részleteket a 5.1.1.1. fejezetben adtam meg. A teljes takarmánymegvonást követ®en a

tyúkok tojástermelése már a 3. naptól teljesen leállt. A madarak testsúlya a kísérlet

során 2,04 ± 0,07 kg-ról 1,62 ± 0,09 kg-ra sökkent (2. táblázat, 42. oldal).

A háromnaponkénti vérvételek eredményeinek elemzése kapsán a koplalásban töl-

tött id® volt meghatározó faktor, ugyanakkor a testsúly-veszteség hatását - melyet

kovariánsként vontam a statisztikai modellbe - is bemutatom. A szérum metabolitok

közül kiemelten kezeltük a zsír- és fehérje anyagserére utalókat. A meghatározott

metabolit- és ionkonentráiókat a 2. táblázatban foglaltam össze.

A szérum lipid metabolitok közül a triglierid jelent®s sökkenést, míg az összes

és a HDL koleszterin konentráiója folytonos emelkedést mutatott a takarmánymeg-

vonás idején. El®bbi változás nyilvánvalóan a takarmányeredet¶ lipid-felvétel teljes

hiányára utalt. A kísérletben töltött id® (azaz a takarmánymegvonás id®tartama) szig-

ni�káns hatást gyakorolt a szérum triglierid konentráiójára. Az energiahiány okán a

vitellogenezis igen nagy lipidigénye minden bizonnyal sérült, így a triglierid konentrá-

iósökkenés meghatározó faktor lehetett a tojástermelés említett, 3. napi leállásában.

Az összes koleszterin konentráiójának emelkedése hátterében egyrészt a HDL

frakió folytonos növekedése állhatott, de a konentráióértékek vizsgálata alapján egy-

értelm¶, hogy nem kizárólag ezen frakió alakította a tapasztalt jelent®s konentráió

növekményt. Marniemi és mtsai (1984) mutatták ki, hogy a HDL/összes koleszterin

arány, különösen pedig annak emelkedése, mintegy indikátorként jelzi az energiade�i-

tet. Ezt saját vizsgálatunkban is sikerült igazolni, amennyiben a HDL/összes koleszte-

rin arányban a kezdeti gyors emelkedést egyértelm¶ plató követte a hatodik naptól.

A HDL koleszterin konentráióváltozásának hátterében e frakió szintetikus

sajátosságai állhattak (4.2.6.3.-4.2.6.4.), hiszen ezen lipoprotein szekréióját priméren

nem a felvett táplálékeredet¶ lipidek mennyisége, hanem a sejtmembránok koleszte-

rin anyagseréjének statusa befolyásolja. Emberen Verdery és Walford (1998) végzett

hosszan tartó energiamegvonásos tanulmányt, melyben a HDL

2

szub-frakió konent-

ráiójának folytonos emelkedését írták le.

A nitrogéntartalmú metabolitok egyike sem mutatott tendeniózus változást,

sak a kreatinin konentráióban volt tapasztalható bizonyos sökkenés, melyet a

testsúly hatása befolyásolt. Megítélésem szerint a jelent®s izomszöveti katabolizmus,

melyet komputer tomográ�ás felvételezéssel is igazoltunk (Romvári és mtsai, 2005)

állhatott a kreatinin konentráió sökkenésének hátterében. Hozzájárulhatott ezen
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eredményhez a sökkent �zikai aktivitás (a tojóperiódusnál kétszer hosszabb volt a

sötét órák száma a kezelés alatt) is. Érdekes, hogy a húgysav, mely igen jó indikátora

a takarmánnyal felvett fehérjemennyiségnek (Thrall, 2004) egyáltalán nem reagált a

teljes fehérjemegvonásra.
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A kissé, sak tendeniaszer¶en megemelkedett húgysavszint háttere részben annak

antioxidáns karaktere is lehetett (Thrall, 2004). Norambuena és Bozinovi (2009) fe-

ketenyakú hattyúban (Cygnus melanooryphus) is a fentiekhez hasonló húgysavszint

emelkedést írt le tíznapos takarmánykorlátozást követ®en. Az albumin kvázi kons-

tans szintjének oka az lehetett, hogy az albumin a plazma kolloid-onkotikus nyomását

tartja állandó szinten. Meglep® ugyanakkor, hogy az albumin szabad zsírsav szállító

szerepe (Spetor és mtsai, 1971) nem tükröz®dött vissza az eredményekben, pedig meg-

emelkedett NEFA forgalom idején ez kifejezetten jellemz® (Szabó és mtsai, 2003), és

jelent®s lipid mobilizáiót (a kiinduló zsírdepó tömeg 60,5%-ának elvesztését) tapasz-

taltunk a makroszkópos, képalkotó eljárás segítségével meghatározott testösszetételben

is (Romvári és mtsai, 2005).

A szérum ionok közül a kalium és vas konentráiója egyértelm¶ sökkenést

mutatott, bár egyik esetben sem volt igazolható sem a koplalás id®tartamának, sem a

testsúlynak ezirányú hatása. El®bbi ion konentráióváltozása minden bizonnyal össze-

függött a tojástermelés leállásával, ugyanakkor mindenképpen érdekesnek számít ezen

eredmény, hiszen mészk®grit a madaraknak a koplaltatás idején is ad libitum állt rendel-

kezésére. Gildersleeve és mtsai (1983) hasonló változásról számoltak be mesterségesen

vedletett tojótyúkokban. Vizsgálatunkban a szérum vastartalma folyamatosan sök-

kent. Norambuena és Bozinovi (2009) feketenyakú hattyúban számoltak be vedlési

id®szakban (és a kapsolódó energiade�it idején) végzett vérvételi vizsgálatról, ahol

hasonlóan eredményeinkhez a szérum vastartalma tíznapos intervallumban már jelen-

t®sebben sökkent.

A metabolitok és az ionok mellett a legáltalánosabb szérum enzimek aktivitását is

meghatároztuk (3. táblázat, 42. oldal).

A szérum metabolitokkal összehasonlítva az enzim aktivitás értékek enyhébben je-

lezték az adaptáiót, mely valószín¶leg a viszonylag rövid kísérleti id®tartammal függött

össze. Bár a laktát dehidrogenáz (LDH) id®- és testsúlyfügg® aktivitás-növekedést

mutatott és ez a változás nagy valószín¶séggel a katabolikus folyamatokkal függött

össze, a f® májenzimek (AST, ALT) nem utaltak jelent®s diszfunkióra. Ez azért

is meglep®, mert nemsak a májtömegben, hanem a májsejtek membránlipidjeiben is

komolyabb károsodást igazoltunk a 12 napos kezelés során, melyet az in vivo lipidper-

oxidáió emelkedése is kísért (6.1.2.1.e. fejezet). Megítélésem szerint a γ-GT szigni-

�káns, testsúly- és id®függ® aktivitás-emelkedése összefügg a hepatoiták lipidjeiben

leírt degradáiós folyamatokkal. Fontos megjegyezni, hogy a γ-GT aktivitás-emelkedés

jelen vizsgálatban statisztikailag igazolt volt ugyan, de annak mértéke messze elmarad

pl. a gyulladásos vagy egyéb hepatopátiás megbetegedések során tapasztalt, gyakran

több nagyságrendbeli aktivitás-emelkedést®l (Thrall, 2004). Éppen emiatt merült fel a

hepatoita membrán sérült integritásának szerepe az emelkedett szérum enzimaktivitás

magyarázataként. Bár a vázizomra vonatkozóan jelen vizsgálatban membránlipid elem-

zést nem végeztem, az említett katabolizmus véleményem szerint szerepet kaphatott a

LDH (izoformokat nem különítettünk el) emelked® szérumbeli aktivitásához, melyet

Guglielmo és mtsai (2001) vándormadarakon leírt mérési eredményei is alátámasztot-

tak.

Összefoglalva megállapítható, hogy a teljes takarmánymegvonás okozta általános

energiahiány esetén tojótyúkban a tojástermelési iklus, azaz a szaporodási folyamat

gyorsan megszakad, amit a vérben legérzékenyebben a szérum metabolitok jeleznek. A

máj esetében tapasztalt, kés®bbiekben bemutatásra kerül® jelent®s károsodás, illetve

katabolizmus az intraelluláris enzimek szérumban mért aktivitásának növekedésében

sak a γ-GT és a LDH esetében t¶nt igazolhatónak. Fontosnak tartom megjegyezni,
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hogy a fentiekben bemutatott vizsgálat indirekt élja az volt, hogy a teljes takarmány-

megvonásos vedletési módszerekkel kapsolatosan olyan, refereniaként is értelmezhet®

eredményeket tegyen közzé, melyek alapján annak háttérbe szorulása volt várható.

Id®közben ezen vedletési módszer már betiltásra került hazánkban is.

A vér biokémiai paraméterekre irányuló további elemzések már nem a koplalás, ha-

nem a nagy intenzitású hústermelésre szelektált madárfajokban a felnevelés nyomon

követésére irányultak. Ezek közül els®ként a hústípusú pulyka (6.1.1.2.), majd a broj-

lersirke (6.1.1.3.) vizsgálatából származó eredményeket mutatom be.

6.1.1.2. Hústermelésre szelektált pulyka vér biokémiai paramétereinek nyo-

mon követése, a kelést®l a vágásig

Az egyirányúan hústermelésre szelektált madaraknál nagyon gyakran fordulnak el®

miopátiás esetek, melyek közül az ún. mély mellizom elhalás (�deep petoral myo-

pathy�) az egyik legismertebb degeneratív kórkép. Az izomra (6.1.2.2.) és a vérre

(6.1.1.2.) irányuló elemzések során kimondottan ezen esetleges kórkép, vagy a nagyon

intenzív izom hipertró�a okozta jelenségekre konentráltam.

A vizsgálatba egy, hazánkban is elterjedt genotípust, BUT Big 8 pulykákat vontunk

be. Az állatokkal és a kezelésükkel kapsolatos részleteket a 5.1.1.2. fejezetben adtam

meg. A vérvételeket 3 naposan, majd 4, 8, 12, 16 és 20 hetes korban végeztem, az

adatelemzés során pedig a testsúly és a kor hatását vizsgáltam. A hímivar kiválasztását

a pulyka fajban fennálló nagy ivari dimor�zmus indokolta.

A testsúly esetében a hústípusú madárnak megfelel®, igen intenzív növekedés volt

tapasztalható (4. táblázat, 45. oldal). A növekedés során meghatározott vér biokémiai

paramétereket is a 4. táblázatban foglaltam össze.

A lipid metabolitok, melyek az energia metabolizmussal a legszorosabban össze-

függ® vegyületek a korai, kelést követ® és a kés®bbi, növekedési fázisban jelent®s elté-

réseket mutattak. A vér triglierid konentráiójában jól tükröz®dött a korán is in-

tenzív fejl®dés¶ madarak jellegzetessége, a korai triglierid sús, mely a remnáns szik,

mint lipid forrás felhasználásából fakad. Ez a fajta, ún. kelést-követ® (�post-hath�)

lipid sús a vérben jellegzetesen a korai érés¶ (�preoial�), fészekhagyó madarak sa-

játossága (Vlek és Vlek, 1987, koraér® madarakban; Noble és Cohi, 1990, tyúk-

ban; Stark és Riklefs, 1998, koraér® madarakban). A kés®bbi, jelent®sebb triglierid

konentráió sökkenés egyezést mutatott Ding és Lilburn (2002) eredményeivel, akik

pulykában igazolták az intesztinális zsírsavköt® fehérje (I FABP) aktivitásának kelést

követ® gyors visszaesését. Fontos továbbá azt a tényt is �gyelembe venni, hogy a korai

triglierid sús idején a magas zsírtartalmú szik, míg kés®bb az annál kevésbé �zsíros�

takarmány tekinthet® a triglieridek forrásának. Érdekes, hogy bár minden esetben

éhezési metabolit konentráiókat határoztunk meg, a korai súsértékek meglehet®sen

magasnak t¶ntek (4. táblázat). Ennek magyarázata szintén a nagy zsírtartalmú szik,

mint táplálék jelenléte lehetett, és ami nemsak a koraér® tyúk fajban (Noy és Sklan,

1999), hanem a kés®n ér® (�altriial�) királypingvinben (Grosolas és mtsai, 2003) is

meg�gyelt jelenség.

Mind az összes, mind pedig a HDL koleszterin a triglieridhez hasonló konent-

ráióváltozást mutatott, bár a 8. héten ezen lipoproteineknél újra kissé emelkedett

szintet mértünk. Vasiek és mtsai (1991) végeztek a jelen vizsgálathoz hasonló �sree-

ning� jelleg¶ felmérést, de a 8. heti magasabb értékeket adataik nem támogatták. Ezzel

szemben Spekmann és Ringer (1965), valamint Lisano és Kennamer (1977) szintén

beszámoltak hasonló, a kelést kés®bb követ® konentráió súsokról. A két lipopro-
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tein nagyon szoros együttes konentráió-változásainak hátterében az áll, hogy a HDL

pulykában a vér összes koleszterin tartalmának mintegy 75%-át adja (Kelley és Alau-

povi, 1976). A 8. heti konentráió �peakek� oka a pulykák vedlése lehetett, mely 8

és 12 hét között történik és megemelkedett energiaszükséglettel (és takarmányfelvétel-

lel) jellemezhet® id®szak. Ennek megfelel®en úgy t¶nik, hogy a pajzsmirigy aktiváió,

és az ennek következtében intenzívebbé vált anyagsere befolyásolta a pulykák vér-

koleszterinszintjét.
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A nitrogéntartalmú vegyületek között az összfehérje konentráiója a 3. kelést

követ® napon volt a legalasonyabb, majd az intenzív növekedés szakaszában magasabb

és egyben kiegyenlítettebb értékeket vett fel (4. táblázat). A plazma albumin szintje

a 8. hétig emelked®, majd azt követ®en sökken® tendeniát mutatott, mely az össz-

fehérje és az albumin különbségeként számított globulin értékekre is igaz volt. A

plazma összfehérje és albumin konentráiók korai és egészen a 8. hétig tartó emelke-

dése a nagyon intenzív szomatikus fejl®déssel állhatott összefüggésben, melyet nemsak

háziasított (emu: Costa és mtsai, 1993 ; pulyka: Vasiek és mtsai, 1991 ), hanem vad

fajokban is (seregély: Juráni és mtsai� 2004 ; fehér gólya: Montesinos és mtsai, 1997 )

leírtak. A nyoladik hetet követ®, viszonylag kiegyenlített értékek jelent®s hasonlóságot

mutattak mind a Vasiek és mtsai (1991) által hústípusú, mind pedig Bounous és mtsai

(2000) által vadpulykákban mért eredményekkel. Az albuminszint kezdeti emelkedésé-

nek élettani háttere az lehetett, hogy az anabolikus folyamatok és növekedési hormon

ismert módon pozitívan befolyásolják annak plazma-konentráióját. Ezzel szemben

a 12. héten tapasztalt, id®legesen alasonyabb értékek a pulykák második vedlésének

idejére estek. A vedlés különösen a tollváltás megemelkedett energia- és fehérjeigénye

miatt bizonyos mértékig visszaveti a növekedést, melyet az albumin szintje jól tükrö-

zött vizsgálatunkban. A számított globulinszint kelést követ® emelkedése véleményem

szerint a madarak egyre javuló immunológiai statusából adódhatott, melyet Lisano és

Kennamer (1977) vadpulykákban mért eredményei is alátámasztottak.

A kreatinin izom eredet¶, inaktív nitrogéntartalmú termék, melynek konentrá-

iója leginkább a szomatikus összetétellel, az �izmoltsággal�, illetve a �zikai aktivitás

mértékével függ össze. A kelést követ® 3. napi magas értékek minden bizonnyal a kis-

pulykák ún. remegésb®l fakadó termogenezisével (�shivering thermogenesis�) függött

össze, melyben a legnagyobb izomsoportok, a mell és a omb részvétele meghatározó

ezen korai id®szakban (Dietz és Drent, 1997). Az utolsó két mintavételi id®ponthoz

köthet® kiemelked®en magas értékek hátterében leginkább a kifejezetten intenzív izom-

hipertró�a állhatott, mely különösen a mell és omb izomzatát érinti hímivarú pulyka

vonatkozásában. (Az utolsó négy, kísérletben (a második kreatinin sús idején, a

16.-20. hét között) töltött hét során az említett két izomsoport +16,8% és +16,4%

növekedést mutatott.)

A húgysav nemsak antioxidánsként, hanem a táplálékeredet¶ fehérjemennyiség

indikátoraként is értelmezhet® madarakban (Thrall, 2004). A felnevelés során etetett

négy, egymást követ® (1. melléklet) takarmányban a fehérje mennyisége folyamatosan

sökkent (29,2 � 26,2 � 21,9 � 16,7%). Ezt a változást a húgysavszint nagyon érzé-

kenyen jelezte és követte. Juráni és mtsai (2004) hasonló jelenséget közöltek vadon él®

madarakban (seregély), ahol a húgysavszint er®s sökkenésének a fészekb®l való kire-

pülés és az azzal együtt járó takarmányváltás volt az oka. Bár a mérési eredmények jól

látható kapsolatban álltak a takarmány fehérjetartalmával, fontos megjegyezni, hogy

a kelés körüli id®szakban a húgysav mint antioxidáns is nagy szerepet kap (Smith és

Lawing, 1983), mivel ilyenkor a szik eredet¶, jelent®s PUFA tartalmú lipidek peroxidá-

iója igen intenzív lehet.

A plazma enzimek aktivitásának nyomon követése jellegzetes nagy test¶, gyors nö-

vekedés¶ hústermel® madárra utaló adatállományt eredményezett. Az alkalikus fosz-

fatáz aktivitás tiszta és egyértelm¶ sökkenést mutatott a felnevelés alatt, egészen a

vágósúly eléréséig, amikorra a madarak szomatikus fejl®dése jelent®sebben lelassult (14.

ábra, 47. oldal).
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14. ábra A hímivarú BUT Big 8 pulykák plazma alkalikus foszfatáz aktivitás értékei

Ugyanezen szakaszban (20. hét) a plazma kalium és szervetlen foszfát konentrái-

ója is alasonyabb volt, mely együttesen arra utal, hogy a sontok hosszanti növekedése

ekkorra már lelassult (Vasiek és mtsai, 1991). Ezen folyamatokkal pontosan ellen-

tétesen a mellizom súly gyakorlatilag lineáris növekedést mutatott a felnevelés teljes

id®szakában (mellizom súly = 0,2787 testsúly� 123,67; R

2

= 0,9935, P < 0,001, n =

30).

Az egyedfejl®dés során a sont eredet¶ és az intesztinális ALP izoform is testsúly-

függ® aktivitás-sökkenést mutat, melyet King és mtsai (2000) kasában igazoltak. A

tyúkalakúak (Galliformes) alapanyagsere intenzitása a korai és kés®bbi fejlettségi fázi-

sokban eltér (Buher, 1987), így a fent említett sökken® tendenia mintegy szabályoz-

hatja (limitálhatja is) is a szomatikus fejl®dést. A legjelent®sebb májenzimek, az ALT

és az AST hasonló aktivitás-emelkedést mutattak. Az AST növekedés alatti aktivitás-

emelkedéséért a rendkívül intenzív hipertro�kus izomnövekedést és a jelent®sebb �zikai

aktivitást teszik felel®ssé (Sobak és mtsai, 1985). Eredményeinkkel szemben Vasiek és

mtsai (1991) nem találtak tendeniózus változást a plazma ALT aktivitásában pulyká-

ban. Mérési eredményeink egy korai súsot követ®en aktivitásbeli visszaesést, majd a

vágásig folyamatos emelkedést tükröztek, mely nagy valószín¶séggel az intenzív szoma-

tikus fejl®déssel és izom hipertró�ával függött össze. A kreatin kináz (CK) volt azon

enzim, mely a legjellemz®bb aktivitás-változást mutatta a hústípusú madár növekedése

alatt (15. ábra). Hagiwara és mtsai (1989) in vitro, izomsejtekb®l, valamint Guglielmo

és mtsai (2001) vándormadarakból származó eredményei szerint az extraelluláris CK

aktivitás mind az intenzív izom hipertró�a, mind pedig a nagymérték¶ izommunka

(terhelés) esetében indikátor jelleg¶. Saját eredményeink is ezt tükrözték; a CK aktivi-

tása gyakorlatilag a növeked® test- és izomtömeggel párhuzamosan emelkedett a teljes

felnevelési id®szakban.

15. ábra A plazma kreatin kináz aktivitásának emelkedése a hímivarú pulykák

felnevelése során
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A mérési adatok, illetve azok egy nagyságrendbeli növekedése alapján nagyon in-

tenzív (�over-expressed�) mellizom hipertró�a, illetve esetleges sejtmembrán (szarko-

lemma) károsodás is felmerült. Wilson és mtsai (1990) lassú és gyors növekedés¶ puly-

kák összehasonlítása során mutatták meg, hogy a nagyobb növekedési erély együtt jár

a CK enzim emelkedett plazma-aktivitásával. Úgy t¶nik tehát, hogy a nagy izomtömeg

növekedéssel jellemezhet®, intenzív növekedésre szelektált pulyka genotípus kakasai je-

lent®sebb szarkolemma károsodást szenvednek el a felnevelés során, melyet Mills és

mtsai (1998) adatai is alátámasztottak. Szerz®k, hasonlóan a bemutatott eredmé-

nyekhez 20000 IU/L értékeket mértek vágáskor, hímivarú madarakban. (Fontos annyi

kiegészítést tenni, hogy jelen elemzésünk nem tért ki a szívizom és vázizom eredet¶

izoformok elkülönített meghatározására.)

A laktát dehidrogenáz (LDH) eredményeink részben egybevágnak a CK esetében

leírt fokozott izom hipertró�a kapsán tapasztaltakkal. A 4. táblázatban bemutatott

értékek messze meghaladták a Bounous és mtsai (2000) által vadpulykákban mért érté-

keket. A magas LDH aktivitás nem kizárólag a nagy és gyorsan emelked® izomtömeggel

függ össze, az ezzel párhuzamosan kialakuló fehér izomrost dominania (anaerob rost-

típus) is szerepet játszhat ezen folyamatban (Yost és mtsai, 2002). Végs® soron tehát

nem maga az izomtermelésre irányuló szelekió, hanem az azzal együtt járó fokozott

anaerob anyagsere kapaitás indikátora a kifejezetten magas LDH aktivitás. Mind-

azonáltal az intenzív hipertró�a vezethetett a szarkolemma sérült integritásához, mely

végül az intraelluláris enzimek er®sen emelkedett plazma-aktivitását okozta.

A plazma ionok közül a kalium konentráiója az els® mintavételi id®ponton kívül

alapvet®en megegyezett az irodalomban növekedésben lev® (Vasiek és mtsai, 1991) és

kifejlett pulykákra (Kohne és Jones, 1975) vonatkozóan fellelhet® adatokkal. A ke-

lést követ® alasonyabb plazma kalium konentráió más fajokban is el®fordul, pl.

seregélyben (Juráni és mtsai, 2004) és tojótyúkban is (saját, nem publikált meg�-

gyelés). A jelenség hátterében leginkább az ezen korai fázisban kimerül® (�depléió�)

tojáshéj-eredet¶ kalium forrás állhatott (Rihards, 1991), melyet a madarak kés®bb a

takarmányból kompenzálnak.

A plazma kálium konentráiója enyhe �uktuáiót mutatott a teljes vizsgálat ide-

jén, melyben azonban egyértelm¶en felismerhet® tendenia nem volt jelen. Vasiek és

mtsai (1991) adataival összevetve kissé alasonyabb értékeket tapasztaltunk a vizsgált

állományban, különösen az utolsó két mintavétel alkalmával. (A 6.1.1.3. fejezetben

brojlerekre vonatkozó hiperkalémia a pulykákban nem volt jellemz®.) A plazma vas

konentráiója a 12. hétig egyértelm¶en emelkedett, majd sökken® trendet mutatott.

Utóbbi fázis a már a nitrogéntartalmú metabolitokkal kapsolatban is említett vedléssel

(8.-12. hétig) állhatott kapsolatban, melyet Diez és mtsai (1987) kasákban tapasztalt

eredményei is alátámasztottak.

A plazma kloridion konentráiója alapjaiban jelent®s hasonlóságot mutatott Va-

siek és mtsai (1991) eredményeivel, nemsak a mért abszolút értékek, hanem azok

korfügg® emelkedése tekintetében is. Érdekes, hogy mind a plazma nátrium, mind

pedig a kloridion konentráiója egyértelm¶en emelkedett, ám egyik ion esetében sem

tudtuk sem a kor, sem a testsúly tiszta statisztikai hatását igazolni. Valószín¶, hogy

a 6 minta/id®pont elemszám volt túlzottan alasony a modell megbízhatóságához. A

plazma emelked® nátriumkonentráiója hátterében leggyakrabban dehidratáió szo-

kott el®fordulni, mely esetünkben az ad libitum vízellátás miatt kizárható volt. Meg-

ítélésem szerint a kor el®rehaladtával sökken® test-szárazanyagtartalom okozhat ilyen

változást, melyet saját, eddig nem közölt, tojótyúkokban rögzített eredményeink, illetve

Vasiek és mtsai (1991) adatai is alátámasztanak.
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A szervetlen foszfát konentráiója kisebb ingadozást mutatott a kísérlet idején,

ám az végig a referenia tartományban maradt. A 20. héten, a kifejlett kori testmére-

tet közelítve alasony foszfát konentráióértékeket tapasztaltunk, ami az osszi�káió

lassulására és az oszteoblaszt tevékenység sökkenésére utalt. Nagy valószín¶séggel

azonban nemsak a sontfejl®dés, hanem a takarmányban biztosított foszfát mennyi-

sége is befolyásolhatta a plazma értékeket, hiszen az is fokozatos sökkenést mutatott

a négy takarmányban (1. melléklet).

A plazma in vivo lipidperoxidáióra utaló mutatója, a malondialdehid, melynek

konentráióját madarakban is igen gyakran határozzák meg. Érdekes módon eredmé-

nyeink a 8. hétig, az intenzív növekedés szakában sökken® tendeniát mutattak, majd

a 12. héten egy id®szakos, átmeneti konentráió-súsot rögzítettünk. Nagy valószín¶-

séggel utóbbi magas érték a vedléssel összefügg® pajzsmirigy aktiváióhoz volt köthet®.

Ezen id®szakot követ®en szinte folytonos sökkenés volt látható, mely az antioxidáns

enzimrendszer és a glutation redox rendszer adaptáióját is feltételezi (Weber és Mézes,

2002), illetve a kismolekulájú antioxidánsok akkumuláiója (pl. tokoferolok) is felme-

rült, ám ezek meghatározására nem került sor . Összefoglalva, a plazma elemzése olyan,

korán ér® madár sajátosságaira utalt, melynél jellemz® a korai, szik felhasználásból fa-

kadó triglierid sús, majd az igen intenzív izomfejl®dés (laktát dehidrogenáz, kreatin

kináz), és végül igen nagy kifejlett kori testméretet ér el (alkalikus foszfatáz, ALP).

Érdekes tapasztalat, hogy a petoralis izomzat lineáris növekedését er®s ALP aktivitás-

sökkenés kíséri, mely a sontrendszer és az izomzat aszinkron fejl®désére utal ebben

a széls®ségesen szelektált állományban. Bár az alkalmazott metodika és közelítés nem

tekinthet® kifejezetten újnak, a szelekió el®rehaladtával a hústermel® állományok folya-

matosan távolodnak a kiindulási ponttól (bronzpulyka), így eredményeink, különösen

a szelekió hátrányos következményei kapsán újszer¶nek tekinthet®k.

6.1.1.3. A brojlersirke kliniko-kémiai vizsgálata (�follow-up�) a teljes fel-

nevelés alatt

A brojlersirke felnevelése napjainkra 5-6 hétnél nem tart tovább, mely id®szak

alatt a napos sirke 2-2,5 kg él®súlyú, igen intenzív hústermeléssel jellemezhet® ma-

dárrá fejl®dik. A nagy növekedési erély és az intenzív izom hipertró�a számos, már

az 1980-as években felismert rendellenességgel jár együtt, pl. mély mellizom elhalással

(Wight és Siller, 1980). Napjainkra nyilvánvalóvá vált, hogy a brojler mellizom olyan

mérték¶ volumetrikus növekedést mutat ezen szelektált madarakban, mely szinte min-

den esetben a szarkolemma károsodását is el®idézi (Sanderok és Mithell, 2003). A

6.1.1.2. fejezethez tematikáját tekintve is hasonló, egyszer¶ nyomon követéses elem-

zésünk élja tehát egy nagyon nagy hústermelési kapaitással rendelkez® brojler vonal

szérum kliniko-kémiai elemzése volt, els®sorban a szelekió hátrányos hatásainak meg-

mutatását szem el®tt tartva, a teljes felnevelés alatt.

A vizsgált állomány Ross 308 brojlervonal volt. A vizsgálat állatokra, azok tartására

és a minták analízisére vonatkozó adatokat az 5.1.1.3. fejezetben adtam meg. A vérvé-

teleket 0-5 hétig hetenként végeztük, a statisztikai elemzésbe a kort mint �x faktort, a

testsúlyt pedig mint kovariánst vontam be. A testsúly esetében a hústípusú madárnak

megfelel®, igen intenzív növekedést tapasztaltunk (5. táblázat, 50. oldal). A növekedés

során meghatározott vér biokémiai paramétereket az 5. táblázatban foglaltam össze,

melyben az irodalomban fellelhet® referenia tartományokat is feltüntettem.

A lipid metabolitok közül a triglierid konentráió, hasonlóan a pulykák ered-

ményeihez, kifejezett korai, kelést követ® súsértékeket vett fel. Az ezt követ® mintavé-
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teli id®pontok alkalmával normál, éhezési értékeket tapasztaltunk, melyek a referenia

tartományba estek. Az els® mintavételkor nagy valószín¶séggel a remnáns szik kelést

követ® felhasználása alakíthatta az eredményeket, melyek a pulykáknál (6.1.1.2. fejezet)

is hasonlóan alakultak.
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A koraér® barom�fajok napos korban általában metabolikus szempontból érettebb-

nek bizonyulnak, mint a kés®n ér® madarak (Stark és Riklefs, 1998), emiatt a szik

eredet¶ energiakészleteik viszonylag gyorsan merülnek ki. Ezt a tényt támasztotta alá

a kor, mint �x faktor szigni�káns hatása is a triglierid esetében. Természetesen a fenti

okok miatt nemsak a triglierid, hanem a többi lipid komponens (össz- és HDL ko-

leszterin) �készlete� is hasonlóan gyors kimerüléssel volt jellemezhet®, melyek az els®

hetet követ®en a referenia tartománybeli értékeket vettek fel (Thrall, 2004), egyfajta

sökken® tendeniát követ®en. Az összkoleszterin konentráiót befolyásoló tényez®k

közül a statisztikai modellben a kor hatása szigni�kánsnak bizonyult, ugyanakkor fon-

tos megjegyezni, hogy a HDL frakió összkoleszterin értékekhez való hozzájárulása a

teljes vizsgálati id®szakban egyre emelkedett (16. ábra).

Az összkoleszterin szint sökkenése különösen érdekes eredménynek tekinthet®, mi-

után a takarmányeredet¶ lipid felvétel a felnevelés alatt növekedett (2. melléklet).

Ismert tény, hogy mind a felvett lipidek abszolút mennyisége, különösen pedig annak

telített zsírsav részaránya er®sebben emelheti a vér koleszterinszintjét, anélkül, hogy

annak triglierid konentráiója jelent®sebben változna (Feoli és mtsai, 2003).

16. ábra A brojlersirkék szérum koleszterin frakióinak változásai a felnevelés alatt

A bemutatott vizsgálatban feltehet®en a takarmányeredet¶ lipidek telítetlen zsír-

savainak fokozódó részaránya (telítetlenségi indexe; 2. melléklet) vezethetett a szérum

összkoleszterin szintjének kelést követ® jelent®s sökkenéséhez, melyhez hasonló jelen-

séget és indoklást publikáltak Yuan és mtsai (1998) fürjekben, Feoli és mtsai (2003)

sirkékben, valamint Szabó és mtsai (2004b) húsnyulakban. A naposok életében a to-

jássárgája eredet¶ szikr®l a szilárd takarmányra való áttérés jelent®s mértékben emelte

a táplálék lipidjeinek telítetlenségét. Bár a többszörösen telítetlen zsírsavak (PUFA)

hipokoleszterinémiás hatása nem minden részletében tisztázott, Mizuguhi és mtsai

(1993) eredményei szerint a hatást a zsírsavak a 3-hidroxi-3-metilglutaril-KoA-reduktáz

gátlásával érik el, mely a koleszterinszintézis kulsenzime. Tekintettel a fentiekre, bár

az összkoleszterin konentráióban a HDL frakió részaránya folyamatosan n®tt, és az

utóbbi frakió abszolút mennyisége sak minimálisan változott, úgy t¶nik, az arány-

szám emelkedése végs® soron szintén a táplálékeredet¶ telítetlen zsírsavaknak, illetve

azok elemked® arányának volt tulajdonítható.

A plazma nitrogéntartalmú metabolitjai között az összfehérje szintjében egy

korai emelked® szakaszt igazoltunk, majd a kés®bbiekben a referenia tartományon be-

lüli normál �uktuáiót. A szérum albumin és számított globulin konentráiójában az

összfehérje esetében is mért változások voltak kimutathatók, míg az albumin-globulin

arány az els® mintavételt követ®en er®sen megemelkedett. Az összfehérje és albumin
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esetében mért magas korai szintek hátterében nagy valószín¶séggel a nagy intenzitású

szomatikus fejl®dés áll (Vasiek és mtsai, 1991), mely a hústermel® fajok estében a

szelekió eredménye. Természetesen nem maga a testméret növekedése, hanem az ezzel

együtt járó, fokozódó takarmányfelvétel lehetett a szérum-fehérjék magas szintjének

okozója. Thrall (2004) szerint a sirkék kelést követ®en igen nagy növekedési hormon

szinteket mutatnak, mely szintén hozzájárul a magas fehérjekonentráióhoz. Whit-

tow (2000) eredményei szerint az IGF I szintje és expressziója is súsal jellemezhet®

sirkékben 3 és 7 napos kor között, mely a további fejl®dési szakaszban kifejezett vissza-

esést mutat. Noy és Sklan (1999) megítélése szerint a hormonális háttér hatásán túl

sirkénél a kelést követ® négy nap a fehérje anyagsere intenzitás-növekedésének ideje,

amikor a szikfehérje felhasználása meghatározó és amit a vékonybél korai fejl®dése is

er®sen befolyásol. Az albumin és globulin arány már a második mintavételi id®pontban

a kiindulási érték kétszeresét mutatta, melyben dönt® szerepet az emelked® albumin-

szint kapott. Az albumin korai konentráió-növekedése hátterében a növekedési hor-

mon hatása, valamint a fokozódó takarmányfelvétel állhatott. Szemben az albuminnal

a globulin plazma-konentráiója a korai fázisban is sak nagyon enyhén emelkedett,

majd egészen kiegyenlített szinteket mutatott a felnevelés alatt, mely a pulykáknál ta-

pasztaltakkal (6.1.1.2. fejezet) mutatott egyezést. A közvetlen kelést követ® (0. heti),

id®legesen alasony albuminszintet támasztják alá Morris és mtsai (1984) eredményei,

akik ezen periódusban hirtelen sökkenést mértek e frakió mRNS konentráiójában,

az embrionális májban.

A nitrogéntartalmú, de nem fehérje metabolitok közül a kreatinin konentrá-

iója a referenia tartományon belüli enyhe �uktuáiót mutatott, egy, a második héten

mért peak-kel. Ehhez hasonlóan a húgysav szintje a második hétig tartó emelkedés

és sús után er®sen sökkent. A húgysav konentráió-változásának els®dleges oka

a takarmányeredet¶ fehérje felvett mennyisége lehetett, melyet a 6.1.1.2. fejezetben,

pulykákban mért eredmények is alátámasztottak. Érdekes, hogy a húgysav, mint anti-

oxidáns is felmerül. Jenni és mtsai (2000) a fokozott fehérje-anyagsere id®szakában,

mint amilyen a nagy ütem¶ testnövekedés vagy a költöz® madarak vándorlása is, utób-

biakban a testszint¶ oxidatív stressz és a húgysav fordított arányosságát �gyelték meg.

Mahín és mtsai (2004) brojlerekben azt tapasztalták, hogy a megemelt fehérjebe-

vitel fokozott húgysavszinttel, és sökken® oxidatív stresszel jár. Megítélésük szerint

az intenzív szomatikus növekedés és a megváltozott összetétel¶ táplálék módosítja a

takarmányeredet¶ fehérjék felhasználásának irányát (�hannelling�).

A plazma enzimek közül az AST aktivitása emelkedést, míg az ALT enyhe ingado-

zást mutatott. Fontos megjegyezni, hogy az AST emelkedése bár statisztikai értelemben

jelent®s volt, annak abszolút értékei mindvégig a referenia tartományba estek (> 275

IU/L; Thrall, 2004 ). A legkifejezettebb változást a kreatin kináz egy nagyságrend-

beli aktivitás-emelkedése jelentette (17. ábra, 53. oldal). Thrall (2004) szerint a CK

refereniaérték tartománya madarakban 100-tól 500 IU/L-ig terjed, melyet a vizsgált

brojlerek már a kelést követ®en meghaladtak. Az egyoldalúan hústermelésre szelek-

tált madarakban ez nem tekinthet® ritka jelenségnek, hasonló eredményeket kaptunk a

6.1.1.2. fejezetben bemutatott pulyka elemzésben, illetve Spano és mtsai (1987) roaste-

rekben is. Vadon él® madarakban normál élettani állapotban hasonlóan magas értékek

nem jellemz®k (seregély: Juráni és mtsai, 2004 ), de vándormadarakban a fokozott

izommunka okozhat kifejezetten magas (1500-2500 IU/L) szérum aktivitást. Végs® so-

ron tehát a nagyon er®s izom hipertró�a okozhatta azt a szarkolemma sérülést, mely

az intraelluláris enzim extraelluláris megjelenését (�leakage�) eredményezte.
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17. ábra A kreatin kináz aktivitás-emelkedése a brojlersirkék felnevelése során

Az ionkonentráiók között a Na semmiféle jelent®sebb vagy tendeniózus válto-

zást nem mutatott, supán a második heti mintavételkor tapasztaltunk kissé magasabb

értékeket, melyek még szintén a referenia tartományba estek (5. táblázat). Ismert,

hogy a szérum Na konentráiót végs® soron a glomeruláris �ltráió, a re-abszorpió,

illetve a madárvese általi extrakió együttesen alakítja (Thrall, 2004). A nátrium és a

klorid ionok re-abszorpiójának mértéke a mindenkori élettani igényekt®l függ. Jelen

elemzésben mindkét ion konentráiója az élettani normál értékeknek megfelel®en ala-

kult, egyezést mutatva Simaraks és mtsai (2004) tojótyúkokra, valamint Imaeda (1999)

brojlerekre vonatkozó közlésével. Megítélésem szerint a kismérték¶ konentráió inga-

dozás a madarak kifejezett koraérésével, ennélfogva nagyon �atal korával függhet össze,

hiszen hosszabb élettartamú barom�akban a test szárazanyag és Na konentráiója szo-

rosan korrelálva emelkedik a kor el®rehaladtával (tojótyúkban Gyenis és mtsai, 2004 ;

R

2

= 0,914). A brojlerekben a 2. és 3. héten enyhe hiperkalémiát igazoltunk, mely a

4. héten egy kimondottan magas konentráiósúshoz is vezetett. Simaraks és mtsai

(2004) Thai sirkék esetében tapasztalt mérési eredményeit (4,8-5,8 mmol/L) a 2-4.

heti adatok nem haladták ugyan meg, sem Imaeda (1999) brojleren mért adatait (5,8-

12 mmol/L), de Thrall (2004) szerint (5. táblázat) mindenképpen hiperkalémia állt

fenn a madaraknál. Ennek oka szerz® véleménye szerint nagy valószín¶séggel valami-

lyen elégtelen szöveti funkió, esetleg membrán sérülés, mely az intraelluláris kation

magasabb szérum szintjéhez vezet. Jelen elemzésben is ezen ok merült fel, hiszen egyéb

klinikai tünetet (pl. hasmenés) nem tapasztaltunk.

A plazma összes kalium konentráiója a felnevelés alatt kisebb �uktuáiót mu-

tatott, mely azonban mindvégig a referenia tartományon belül történt. A kalium a

plazmában ionos és albuminhoz kötött formában is megtalálható, utóbbi forma az összes

kalium a. egyharmadát adja (Thrall, 2004). A mi elemzésünk az összes kaliumra

irányult, mely nem tojásrakó fázisban a 2,15�2,75 mmol/L referenia tartományban in-

gadozik. Fontos megjegyezni még, hogy a brojlereket öthetes korukig vizsgáltuk, mely

igen korai életszakasz, és ami Bishop és mtsai (2005) szerint a nagyon gyors szomatikus

fejl®dés miatt kissé magasabb szérum kalium értékekkel jár együtt, ahogy azt mi is

tapasztaltuk a nevelés kés®bbi szakában (4. hét).

A plazma kloridion konentráiója a második hétig emelkedést mutatott, mely

kés®bb az élettani normálértékek szintjére sökkent vissza. Hasonló sökken® szakaszt

mértünk a plazma vas konentráiójában is, egy korábbi, a kelést követ® sökken® fázis-

sal. A plazmában a vasat extraelluláris köt®fehérjék, különösen a transzferrin szállítja,

melyet igen korán még a szikzaskó szintetizál, majd annak szerepét fokozatosan átve-

szi a máj (Kram és Klein, 1976). Úgy t¶nt tehát, hogy a szikzaskó �kimerülése� és a
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máj esetlegesen korai, kissé alasonyabb szintetikus képessége alakíthatta a fentiekben

tapasztalt eredményeket.

A szervetlen foszfát konentráió kissé alasonyabb korai érték (0. heti) után

semmilyen rendkívüli értéket vagy ingadozást nem mutatott. A foszfát konentráiója

leginkább kor- és táplálékfügg®, valamint az osszi�káió intenzitása is befolyásolja. A

jelen elemzésben a korai alasonyabb értékeket a tojáshéj, mint foszfát-forrás kimerülése

eredményezhette.

Az eredményeket összegezve egy jellegzetesen korai érést mutató (korai triglierid és

összkoleszterin konentráiósúsok és gyorsan emelked® konentráiójú plazma fehér-

jék) madár adatait sikerült rögzíteni. A hústermelésre irányuló szelekió olyan mérték¶

izom hipertró�át eredményezett a Ross 308 genotípusban, mely enyhe hiperkalémiához,

magas AST és extrém magas CK aktivitáshoz vezetett. Érdekes módon a nagyon rövid

nevelési id®szak nem tette lehet®vé a kor hatásának hagyományos értékelését (szer-

vetlen foszfát és Na), ám mind a koraérés, mind pedig az extrém magas hústermelési

kapaitás jól kimutatható volt.

6.1.2. Az energetikai status hatása a szöveti lipidfrakiók zsírsavösszetéte-

lére madárfajokban

A 6.1.2. fejezetben olyan, széls®ségesen eltér® energetikai állapotok hatását ele-

meztem, melyekr®l feltételezhet® volt, hogy jelent®s mérték¶ változást idéznek el® a

élszervek membránlipidjeiben, illetve triglieridjeiben. El®bbi lipidfrakió változásait

els®sorban a lipid-protein interakiók (pl. enzimaktivitás), utóbbi esetben pedig a rend-

kívüli mérték¶ kimerülés (intenzív zsírmobilizáió, 6.1.2.1.) voltak azon faktorok, me-

lyek meghatározó szint¶ befolyást gyakorolhattak a lipidfrakiók zsírsavpro�ljára, mint

min®ségi tulajdonságra.

6.1.2.1. Tojótyúkok mesterséges vedletése, a drasztikus energiamegvonás

hatása a máj és szív eltér® lipidfrakióinak (triglierid és foszfolipid) össze-

tételére

A tojótyúkok ipari szint¶ tartása és termelése a múltban nemsak egy, hanem több

iklusban valósult meg, melyeket hagyományosan mesterséges vedletési programok sza-

kítanak meg (Keshavarz és Quimby, 2000). Napjainkban egyre ritkábban alkalmazzák

a több iklusban történ® termelést, emellett a teljes takarmánymegvonás sem követ-

het® gyakorlat, ugyanakkor a részleges megvonás, illetve az ún. alternatív módszerek

hatékonysága is hasonlónak t¶nik (Ruszler, 1998; Park és mtsai, 2004). Tekintettel

arra, hogy a vedlési folyamat megindítása priméren az energiaraktárak kimerülésének

köszönhet®, lipid anyagsere szempontjából kiemelked®en érdekes ezen élettani helyzet.

A korábbiakban az energiamegvonás területén számos tanulmány született, melyek el-

s®sorban a zsírsavak szelektív mobilizáióját vagy retenióját elemezték, pl. patkány-

ban (Renaud és mtsai, 1980; Chen és Cunnane, 1992) vagy gyíkban (Gillett és Lima,

1984), illetve eltér® szervek (máj: Lefkowith, 1990 ; szív, triglieridek: Cunnane és

Karmazyn, 1988) eltér® lipidfrakióiban (membránlipidekben: Renaud és mtsai, 1980,

Lefkowith, 1990 ). Chen és Cunnane (1992) eredményei szerint koplalás okozta draszti-

kus energiade�it során mind az eml®s máj, mind a szív triglieridjei gyors mennyiségi

sökkenést (�replenishment�) mutatnak, a foszfolipidek zsírsavpro�lja pedig inkább a

hosszan tartó energiahiányra reagál érzékenyen (Renaud és mtsai, 1980). A fentiekre

alapozva a vizsgálatban viszonylag hosszú, egészen intenzív energiade�it el®idézésével
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a májat, mint a zsírsav anyagsere központi szervét, illetve a szívet, mint a zsírsa-

vak oxidáiójának egyik legjelent®sebb szervét azok szelektív zsírsav anyagforgalmára

irányulóan elemeztük.

A kísérlet keretében az 5.1.1.1. fejezetben bemutatott teljes takarmánymegvonásos

vedletést indítottunk, mely során a vér biokémiai paraméterek (6.1.1.1.) mellett a szív-

és a máj membránalkotó, illetve tároló lipidjeinek min®ségi analízisét (5.2.2.a.,b.,d.,e.),

valamint ezen szervekb®l malondialdehid analízist (5.2.3.) végeztünk. A máj és a szív

foszfolipid és triglierid zsírsavösszetételének módosulásait kétmintás független T pró-

bára alapozva értelmeztem, az induló és a 12 napig koplaltatott állomány mintáinak

összevetésével (5.3.a.).

6.1.2.1.a. A máj triglieridek zsírsavpro�lja

A 6. táblázatban foglaltam össze a máj neutrális lipidjeinek koplalásra adott f®bb

reakióit a zsírsavösszetétel vonatkozásában.

6. táblázat A 12 napos teljes takarmánymegvonás hatása a tojótyúk máj

triglieridek zsírsavpro�ljára
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A máj triglieridekben a koplalás hatására a pentadekánsav (C15:0), a gondoén-

sav (C20:1 n9) és a nervonsav (C24:1 n9) részaránya emelkedett, míg a palmitinsav

(C16:0) aránya és az n6/n3 hányados er®sen lesökkent. A madarak és eml®sök a tar-

tós energiade�itre els®sorban a zsírdepókból történ® mobilizáióval reagálnak, és a

fehérjék katabolizmusa általában ezt sak igen kés®n követi (Cherel és mtsai, 1992).

E folyamatban a triglierid készletek depléiója a legjelent®sebb lépés, mely pontosan

leírt zsírsav prefereniával jellemezhet®. A zsírsavszelektív hidrolízis els®sorban a savak

molekuláris tulajdonságaival, illetve a hormonszenzitív lipáz szubsztrát spei�itásával

függ össze (Ralot, 2003 ; 4.4.2. fejezet). Végs® soron ezen zsírsav preferenia jelent®sen

hozzájárul az eltér® funkiójú szervek di�ereniált TG zsírsavpro�ljához, ugyanakkor

fontos megjegyezni, hogy az oxidálható szubsztrátok relatív mennyisége jelent®s mér-

tékben takarmányfügg® is.

A fenti, a máj TG zsírsavpro�ljában tapasztalt módosulások részben megegyeznek

a korábban már eml®sökben is közöltekkel. Chen és Cunnane (1992) koplaló patkányok

esetében írták le a palmitinsav részarány sökkenését, mely nagy valószín¶séggel ezen,

preferáltan oxidált zsírsav energiatermelésben betöltött kulsszerepével (Cunnane és

Karmazyn, 1988; Cunnane, 1990) függ össze. Érdekes módon míg az összes polién

zsírsav részaránya változatlan volt, addig az azt felépít® n6 és n3 zsírsavak egymáshoz

viszonyított részaránya er®sen lesökkent. Ezen jelent®s arányeltolódás arra utal, hogy

a máj az extrahepatikus szervek n6 és n3 zsírsav ellátásában meghatározó szerepét még

teljes takarmánymegvonás idején is fenntartotta. Ezt támasztja alá az tény is, hogy

a szív TG-ek n6/n3 aránya mindvégig változatlan maradt. Fontos még megjegyezni,

hogy a C20< PUFA el®állításának legjellemz®bb helye a máj, mely a koplalás kapsán

az extrahepatikus szervek PUFA ellátásában szinte kizárólagos szerep¶, miután a rak-

tározott, adiposa eredet¶ triglierid ezen zsírsavakban meglehet®sen szegény. Érdekes

módon bizonyos ellentmondásban az irodalmi adatokkal jelen beállításban nem igazol-

tuk az eikozapentaénsav készlet kimerülését, melyet Cunnane (1990) patkányokban írt

le, míg mind az arahidonsav, mind pedig a dokozahexaénsav határozott retenióját

(�paradoxial onservation�) mi is tapasztaltuk.

Bár kísérletünkben sem a sztearinsav, sem az olajsav arányát nem befolyásolta je-

lent®sebben a koplaltatás, a két zsírsav arányából besült Δ9 deszaturáz index értéke

sökken® tendeniát mutatott. Bár az összes n9 zsírsav részaránya nem változott, azok

közül kett® (C20:1 n9 és C24:1 n9) közel szigni�káns arányemelkedést mutatott. Ered-

ményeink utalás szinten azt tükrözik, hogy esszeniális zsírsavhiányos állapotban az n9

zsírsavak aránya emelkedést mutat, melyet Lefkowith és mtsai (1985) egérben �gyeltek

meg. Az eredmények együttesen azt jelzik, hogy teljes energiamegvonás és esszeniális

zsírsavhiány idején a májbeli triglieridek meghatározó szerepet kapnak az extrahepa-

tikus szervek zsírsav-, különösen pedig PUFA ellátásában.

6.1.2.1.b. A máj foszfolipidek zsírsavpro�lja

A máj foszfolipidjeinek energiamegvonásra adott reakiói közül kiemelend® a pal-

mitinsav, a palmitoleinsav (C16:1 n7), az olajsav (C18:1 n9) és a dokozahexaénsav

(C22:6 n3) és az összes n3 zsírsav aránysökkenése. Mindezekkel szemben a sztearinsav

(C18:0), a transz-linolsav (C18:2 n6 t), az α-linolénsav (C18:3 n3), a gondoénsav, az

eikozadiénsav (C20:2 n6), az arahidonsav (C20:4 n6), az eikozapentaénsav (C20:5 n3)

és a nervonsav aránya emelkedett. Emelkedett továbbá az összes polién, az összes n3

és n6 zsírsav részaránya, az n6/n3 arány, a C20-C22 PUFA arány, valamint a besült

elongáz és Δ5 deszaturáz indexek értéke is (7. táblázat, 57. oldal).
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7. táblázat A koplaltatás hatása a tojótyúk májának

foszfolipid zsírsavösszetételére

A fenti eredmények azt tükrözik, hogy a hosszan tartó energiahiány meghatá-

rozó mértékben befolyásolja a máj membránlipidjeinek összetételét. Chen és Cunnane

(1992) eredményei szerint patkányban a koplaltatás már 24-48 óra alatt módosulásokat

idéz el® a membránlipidek összetételében. Megítélésem szerint nemsak a koplaltatás,

illetve annak hossza, hanem maga a vedlési folyamat is hozzájárulhatott a nagy mérték¶

változásokhoz, az ugyanis együtt jár a reprodukiós iklus bizonyos megszakításával. Is-

mert, hogy ezen fázisban a vér ösztrogén konentráiója er®sen lesökken, mely szintén

befolyásolja a máj lipid metabolizmusát. A részletes zsírsav összetételi eredményekben

jelent®s hasonlóságot tapasztaltunk a Chen és Cunnane (1992) által publikáltakkal,

különösen a sztearin- és arahidonsav emelked® aránya kapsán, mely e két sav pre-

ferált reteniójára utal. Lefkowith (1990) szerint a máj az esszeniális zsírsavak akár

részleges hiányára is igen érzékenyen reagál, mely együtt jár a membránlipidekben az

arahidonát egyfajta �visszatartásával� (�paradoxial onservation�). Szemben a fent

említett telített és n6 zsírsavakkal, a dokozahexaénsav aránya a máj foszfolipidekben

jelent®s mértékben lesökkent, ami nem tekinthet® korábban már leírt jelenségnek.

Érdekes módon az összes polién zsírsav együttes részaránya szigni�káns emelkedést
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mutatott, f®képp a monoén zsírsavakkal szemben, miután az összes telítetlen zsírsav

aránya nem változott. A polién zsírsavak kis mértékben megváltozott �bels®� egyensú-

lyára utalt az n6 /n3 arány emelked® tendeniája. Összességében a polién soporton

belül az n6 zsírsavak reteneiója volt jellemz®, mely kevésbé volt igaz az n3 savakra.

Az n6 és n3 zsírsavak metabolizmusa során a deszaturáióért és elongáióért felel®s

enzimek azonosak, és a szubsztrátok bizonyos kompetíiót mutatnak az enzimekért. A

Δ5 deszaturáz index (arahidonsav / dihomo-γ-linolénsav (C20:3 n6)) szigni�kánsan

megemelkedett értékét, melyet a tyúkok májának foszfolipidjeiben igazoltunk Matsu-

zaka és mtsai (2002) szerint a koplalás idézi el®, szerz® eredményei szerint egérben

is. A foszfolipid zsírsavpro�lt tekintve összességében úgy t¶nt, hogy a máj a �normál,

élettani� membránlipid integritását nem képes 12 napos koplalás alatt fenntartani, és a

jelent®s szervsúly veszteség (24,3±4,5 g �18,5±2,2 g) mellett membrán károsodással,

illetve módosulással is számolni kell (mely bizonyos vérparaméterekkel is igazolható

volt, 6.1.1.1. fejezet).

6.1.2.1.. A szív triglieridek zsírsavpro�lja

A miokardiális triglieridekben, melyek sak igen sekély válaszreakiót mutattak,

az α-linolénsav aránya sökkent, míg a γ-linolénsav részaránya szigni�kánsan emelkedett
a 12 napos kezelés következtében (8. táblázat).

8. táblázat A teljes takarmánymegvonáson alapuló vedletés hatása a tojótyúk

szívizom triglieridjeinek zsírsavpro�ljára
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A miokardiális triglieridek szerepe dedikáltan a szívizomsejtek oxidálható szubszt-

rát zsírsavainak biztosítása (Lewin és Coleman, 2003). Érdekes módon az éhezési álla-

pot általában megemeli szívizom triglierid konentráióját (Chen és Cunnane, 1992),

ahogy azt jelen vizsgálatban is igazoltuk. A szívizombeli triglieridek hosszúlánú zsír-

savainak oxidáiójában Bressler és Friedberg (1964) szerint jól de�niálható szubsztrát

sorrend áll fenn, mely a palmitinsav, az olajsav és a linolsav kompetíiójával jellemez-

het®. Miután a tyúkok miokardiális triglierid zsírsavpro�lja sak minimális arányválto-

zásokat mutatott, feltételezhet®, hogy a szívizom által oxidált zsírsavak forrása f®képp

extrakardiális lehetett, mint pl. a vér NEFA tartalma vagy a máj TG eredet¶ zsírsavai,

mely Lewin és Coleman (2003) szerint pato�ziológiás folyamatokban igen gyakori.

Nemsak a domináns extrakardiális TG hidrolízis volt meg�gyelhet® a szív TG �vé-

delme� érdekében, hanem e frakió egyfajta mennyiségi akkumuláióját is leírtuk. A

májnak általánosan, és speiálisan a szív viszonylatában kardioprotektív hatása merült

tehát fel a vedletés során, melyben saját TG tartalma jelent®s veszteségeket szenvedett

el (-24,3%), míg a szívben ellentétes irányú változás történt (+12%).

6.1.2.1.d. A szív foszfolipidek zsírsavpro�lja

A szív membránlipidjeinek összetételi változásait a 9. táblázat tartalmazza.

9. táblázat A mesterséges vedletési protokoll hatása a tojótyúk szívizmának

foszfolipid zsírsavösszetételére
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A mirisztinsav (C14:0), a pentadekánsav (C15:0), a transz-linolsav, a gondoénsav

(C20:1 n9), az eikozadiénsav, az eikozatriénsav (C20:3 n6) és a dokozahexaénsav rész-

arányok szigni�káns sökkenést mutattak, míg a C20:4 n6 / C20:3 n6 hányadosként

megadott Δ5 deszaturáz index értéke jelent®sen emelkedett. Az eredmények hátteré-

ben minden bizonnyal az áll, hogy a miokardiális membrán összetétele nagyon érzékeny

ishemiás (Ivanis és mtsai, 2001) vagy energiade�ites állapotokra (Van der Vusse és

mtsai, 1997). A membránlipidek fokozott arahidonát retenióját (hasonlóan a máj-

hoz) a szívben is tapasztaltuk. Bár maga az arahidonsav részaránya nem változott,

annak prekurzora, a dihomo-γ-linolénsav aránya a 12. napra jelent®sen alasonyabbnak
bizonyult. A két zsírsav arányából besült Δ5 deszaturáz index emelkedett szintjéért

úgy t¶nik, hogy a prekurzor zsírsav sökken® részaránya felelt, mely eredményeink

szerint jelen kontextusban sokkal érzékenyebb volt egy kifejezetten negatív tápláltsági

helyzetben.

A foszfolipidek min®ségének elemzésekor fontos �gyelembe venni, hogy a szívizom

ezen frakiója ≈ 22%-os mennyiségi sökkenést mutatott a koplaltatás hatására. Ez-

zel párhuzamosan a százalékos zsírsavpro�lban is számos esetben sökken® tendeniát

igazoltunk, mely a membránlipidek de-ailezési folyamatainak feler®södésére utalt. A

re-ailezés visszaesése, valamint a membránlipidek fokozódó hidrolízise is hozzájárul-

hatott a fenti eredményekhez. A tyúkok teljes takarmánymegvonásos kezelése bizonyos

mértékig hasonló lehet a miokardiális ishemiához, mely szintén jelent®s foszfolipid hid-

rolízissel jellemezhet® degradáiós folyamat (Van der Vusse és mtsai, 1997). Feltételez-

het® tehát, hogy az energiamegvonás tojótyúkokban a membránlipidek degradáiójával

jár a szívizomsejtekben is, mely a foszfolipidek zsírsavainak �homeosztázisát� negatívan

befolyásolja.

6.1.2.1.e. A máj és szív redukált glutation és malondialdehid konentráiója

Sem a máj, sem a szív redukált glutation konentráiója nem változott jelent®sebben

a koplalás során (0. vs. 12. nap), míg a máj malondialdehid konentráiója igen er®sen

megemelkedett a 12. napra (18. ábra). Pikul és mtsai (1985) szerint �atal pulykák szí-

vében és májában a MDA a szöveti lipidperoxidáió egyik leginformatívabb mutatója.

Érdekes módon Naziroglu és mtsai (2000) rövidebb idej¶ takarmánymegvonás kapsán

sökken® TBARS értékeket írtak le, melyet szerz®k a többszörösen telítetlen zsírsavak,

mint szubsztrátok hiányának tulajdonítottak.

18. ábra A szív és a máj malondialdehid konentráiója a koplaltatás el®tt és után

Ezzel szemben az általunk alkalmazott 12 napos koplaltatás nemsak az abszolút

és a relatív májtömeget, hanem annak zsírtartalmát is sökkentette. A jelent®sen meg-
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emelkedett szöveti MDA szint háttere megítélésem szerint a magas PUFA részaránnyal

rendelkez® strukturális lipidek degradáiója lehetett, miután a MDA f®leg a három

vagy több telítetlen kötést tartalmazó zsírsavakból keletkezik. Bár a rövid idej¶ ta-

karmánymegvonás nem feltétlenül fokozza a májszöveti lipid peroxidáiót (Naziroglu

és mtsai, 2000), patkányban (Tanigawa és mtsai, 1999) és halban (Pasual és mtsai,

2003) a hosszú idej¶ takarmánymegvonás igazoltan fokozza annak mértékét.

A fent bemutatott eredményeket összefoglalva azt tapasztaltuk, hogy a vedletési

program a májban mind a tároló, mind a strukturális lipidekben mennyiségi és min®-

ségi változásokat is el®idéz. Úgy t¶nik, 12 napos teljes takarmánymegvonás komolyabb

májsejt membrán károsodást idéz el®, melyet a fokozott lipid peroxidáió is jelzett.

Míg a máj triglieridek kiemelt szerepet játszottak a polién zsírsavak homeosztázisá-

nak fenntartásában, addig a szív triglieridek szinte semmilyen min®ségi változást nem

mutattak. A szív triglieridek mennyiségi növekedése, és változatlan zsírsavösszetétele

kapsán a máj speiális kardioprotektív szerepe merült fel a koplaltatás idején.

6.1.2.2. Pulyka mellizom membránlipidek ontogenezis alatti változásainak

leírása

A hústermelésre szelektált madarak közül napjainkra talán a pulykában történt a

legnagyobb változás a testösszetétel és a növekedési ütem vonatkozásában. Tekintettel

a rendszeresen és egyre nagyobb gyakorisággal el®forduló miopátiás esetekre, a pulyka

mellizommal, annak növekedésével kapsolatos vizsgálatok egyre indokoltabbnak t¶n-

nek. A pulyka mellizom már a korai, kelést követ® id®szakban igen fontos szerepet

kap, különösen a termogenezisben (Dietz és mtsai, 1997). A mellizom ontogenikus

fejl®désével kapsolatosan meghatározó informáió, hogy a tyúkalakúak (Galliformes)

jellemz®en koraérés¶, fészekhagyó fejl®désmenetet mutatnak, mely során az embrio-

nális és a kifejlett kori energetikai tulajdonságok jelent®sen eltérnek (Buher, 1987).

A pulykák alapanyagsere intenzitása is változik az ontogenezis során, melyben Dietz

és mtsai (1997) szerint három f® fázis különíthet® el. Érdekes, hogy ezzel szemben

a petoralis izomzat fejl®dési üteme az irodalom szerint az ontogenezis során lassuló

trenddel jellemezhet®, mely együtt jár az izom funkionális érettségének fokozódásával

(Dietz és Riklefs, 1997). Feltételezhet® tehát, hogy az ontogenezis teljes folyamata

idején a petoralis izomzat összetétele, anyagsere intenzitása jelentékenyen változik.

Miután az anyagsere intenzitása szöveti szinten korrelál a membránlipidek zsírsav-

pro�ljával (4.8. fejezet), indokoltnak t¶nt a mellizom membránlipidjeinek ontogenezis

alatti, �follow-up� típusú analízise.

A vizsgálatban a fentiekre alapozva hústípusú pulykák mellizomzatának (m. pe-

toralis super�ialis és profundus) membránlipidjeit (és triglieridjeit) elemeztük, a tel-

jes ontogenezis lefedésével, a testsúlyváltozás függvényében, allometrikus adatelemzés

(5.3.a. fejezet) segítségével.

Az eredmények közül kiemelend®, hogy a felszíni mellizom (m. petoralis super�ia-

lis) súlya a felnevelés alatt lineárisan növekedett (MPS súly = 0,2787 testsúly � 123,67;

R

2

= 0,9935, P < 0,001, n = 30; allometrikus kitev®: 1,17).

6.1.2.2.a. A mellizom membránlipidjeinek zsírsavpro�lja

A mellizom membránlipidek mintegy 62-63% telítetlen zsírsav arányt mutattak,

vizsgálati id®ponttól (azaz az életkortól) függetlenül. Ezen eredmény alapvet® egye-

zést mutat Hulbert és mtsai (2002a) releváns adataival. A zsírsavpro�l adatokban (10.
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táblázat, 63. oldal) bizonyos esetekben határozott allometrikus trendek voltak meg�-

gyelhet®k (11. táblázat, 64. oldal), fontos azonban, hogy a �logenetikus összevetésben

megállapított (Hulbert és mtsai, 2002a) összefüggésekkel jelen eredmények közül szinte

semmi nem egyezett meg. A takarmányozás hatása a PL zsírsavpro�lra nem volt iga-

zolható, az adatértékelést allometrikus módszerre alapozva végeztem. A 19. ábra azt

mutatja, hogy a felnevelés alatt az összes telített zsírsav aránya, valamint a telítetlen-

ségi index (UI) ellentétesen alakult.

19. ábra A telített zsírsavak és a telítetlenségi index (UI) változásai a pulyka

mellizom foszfolipidjeiben, a testsúlytól függ®en

AC20-22 PUFA soport enyhe arányemelkedése is kimutatható volt, melyet f®leg

az összes n3 zsírsav alakított, különösen a DHA. Emiatt a felnevelési id®szakban az n6

és n3 zsírsavak aránya módosult, az n3 zsírsavak javára. A pulyka ontogenezise során

nyert adatok testsúly-alapú elemzése azonban jelent®s eltéréseket mutatott a Hulbert

és mtsai (2002a) kis- és nagy testsúlyú madarakra értelmezhet® allometrikus, �logene-

tikus összefüggéseit®l. A zsírsavak teljes telítetlensége (telítetlenségi index (UI)) a

pulykákban jelent®sen meghaladta az allometrikus elemzésb®l származó adatokat. Az

UI 173,1 ± 31,2 és 212,6 ± 8,7 között változott, enyhe emelked® tendeniával. Ez azért

meglep®, mert irodalmi adatok szerint állandó testh®mérséklet¶ gerinesekben a kifej-

lett kori testméret elérése mind az alapanyagsere intenzitásának (Stark és Riklefs,

1998), mind pedig a membránok telítetlenségének sökkenésével jár (Hulbert és mt-

sai, 2002a; Hulbert és mtsai, 2002b). Az ellentmondás oka kett®s lehet: feltételezhet®,

hogy az ontogenezis alatti anyagsere-sebesség módosulás a mellizomzatban sekély

(Hulbert, személyes közlés), felmerül ugyanakkor, hogy e széls®ségesen szelektált geno-

típus atípusos változásokat mutat. Az említett, releváns irodalmi adatoktól eltér®en a

membránok telítettsége szinte folyamatosan sökkent a felnevelés alatt. Dietz és Rik-

lefs (1997) szerint a nyugalomban mért anyagsere (�resting metaboli rate�, RMR)

intenzitás a felnevelés alatt fokozódik. Amennyiben ez a vizsgálatba vont pulyka állo-

mányra is igaz, ez magyarázatot adhat mind az emelked® telítetlenségi indexre, mind

pedig az allometrikusan sökken® telítettségre. A többszörösen telítetlen zsírsava-

kat felépít® n3 és n6 zsírsavak esetében egyértelm¶en igazoltuk az irodalomból is ismert

(Hulbert és mtsai, 2002a) kompetíiót, ugyanakkor esetünkben az fordítva (n3 növe-

kedéssel és n6 sökkenéssel) jelentkezett (10. táblázat). Bár irodalmi adatok szerint a

takarmányeredet¶ lipidek is rendelkeznek bizonyos módosító hatással a PL zsírsavössze-

tételre vonatkozóan, jelen vizsgálat ezt nem igazolta, s®t, a takarmányozási protokoll

sökken® összes n3 zsírsav részarányt biztosított (1. melléklet).
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11. táblázat A pulykamell foszfolipidek azon zsírsavai, melyek szigni�káns

allometrikus arányváltozást mutattak a felnevelés során

A zsírsavak prekurzor-termék viszonylatában az α-linolénsav és a dokozahexaén-
sav ellentétes tendeniát mutatott (20. ábra) míg, érdekes módon az n6 soportban

mind az el®anyag linolsav, mind pedig a termék arahidonsav sökken® részarányt mu-

tatott. Míg az el®anyag α-linolénsav B exponense �0.26 volt, addig a dokozahexaénsav

+0,09 értéket vett fel. A �logenetikus alapú irodalmi adatok szerint pontosan fordított

tendenia volt várható, a DHA esetében -0,2 vagy annál is negatívabb allometrikus

kitev® értékekkel. Adataink összességében arra utaltak, hogy az ontogenezis folyamán

emelked® részarányt mutatnak az n3 zsírsavak a pulyka mellizom membránlipidjeiben,

melyhez hasonló irodalmi adat a korábbiakban nem állt rendelkezésre.

Az allometrikus adatelemzési módszer jól szemléltette az n9 monoén zsírsavak

arányváltozásait is. Az olajsav esetében pozitív allometrikus kitev® (ún. B exponens)

volt kimutatható (B=0,04), míg minden további, lánhosszabbítással nyert terméke

esetében negatív B értéket tapasztaltam (�0.15 és �0.27 között).

20. ábra Az α-linolénsav (prekurzor) és a dokozahexaénsav (termék) alakulása a

pulyka mellizom foszfolipidjeiben a felnevelés alatt

A többszörösen telítetlen zsírsav soportban az n6 zsírsavak aránya folyamatos sök-

kenést mutatott. Érdekes módon az alapanyagsere intenzitás fokozódása általában
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együtt jár az n6 zsírsavak részarányának sökkenésével, melyet növekedés alatt patká-

nyokban Hamplova és mtsai (2003) hypertiroid állapotban rögzítettek.

A primer zsírsav eredmények allometrikus feldolgozása meglep®en sok esetben sta-

tisztikailag megbízható modellhez vezetett, melyek biológiai értelmezése viszont sok

esetben bizonytalannak t¶nt. Az egyedi zsírsavak (primer adatok) eredményei (10.

táblázat) között megállapítható volt, hogy az n3 zsírsav soportban a DHA volt do-

mináns, messze meghaladva az összes lehetséges prekurzorának részarányát, a teljes

vizsgált periódusban. Túl a DHA relatív nagy részarányán annak szintje folyamatos

emelkedést mutatott, ellentétben az α-linolénsavval. Irodalmi adatok szerint a ma-

gas anyagsere intenzitás magasabb DHA részaránnyal jár együtt (Hulbert és Else,

2000), míg az alasonyabb aktivitás sökken® DHA szinttel és az olajsav (C18:1 n9)

emelked® részarányával párosul. Az olajsav esetében, mely az összes n9 zsírsav leg-

meghatározóbb képvisel®je, igazoltunk bizonyos kismérték¶ szigni�káns allometrikus

arányemelkedést, melyet azonban a többi n9 zsírsav határozottan negatív allometrikus

kitev®je ellensúlyozott. Ezzel szemben a DHA arány allometrikus emelkedése fokozódó

anyagsere intenzitásra utal, mely a növekedés alatt is folytonos emelkedést mutat,

amennyiben azt Dietz és Riklefs (1997) eredményei is alátámasztották. Érdekes mó-

don az n6 zsírsavsoport nem �termék dominaniájú� volt, ott a prekurzor (linolsav)

részaránya bizonyult meghatározónak, míg a termék zsírsav (arahidonsav) részaránya

a felnevelés alatt sökken® trendet mutatott. Fontos megjegyezni, hogy a DHA és

az arahidonsav indukáltan megemelt pajzsmirigy aktivitás mellett emelked®, illetve

sökken® részarányt mutat patkányok miokardiális membránlipidjeiben (Hamplova és

mtsai, 2003), mely egyértelm¶en arra utal, hogy az emelked® DHA részarány a memb-

ránokban hatékonyan és pozitívan befolyásolja az anyagsere intenzitását. Érdekes

kiegészítés, hogy az említett irodalmi forrás szerint patkányban az ontogenezis során a

máj és a szív membránlipidek emelked® összes n3 és DHA részarányt mutattak mind a

leitin, mind pedig a foszfatidil-etanolamin frakiókban, melyek a membránlipidek leg-

nagyobb részarányát adják. Madár szervekben ilyen jelleg¶ közelítés a korábbiakban

nem állt rendelkezésre.

6.1.2.2.b. A mellizom triglieridek zsírsavpro�lja

A mellizom triglieridjeinek zsírsavpro�lját a 12. táblázatban (66. oldal) foglaltam

össze az egyes vizsgálati id®pontokban. Miután a triglieridek zsírsavösszetételét dönt®

mértékben a takarmány határozza meg, ezen adatok allometrikus értékelését®l eltekin-

tettem. Az adatok takarmány összetételt®l való függését a monoén zsírsavak (palmito-

leinsav, olajsav, erukasav) esetében a statisztikai elemzés is meger®sítette, ugyanakkor

a testsúly hatása minimálisnak bizonyult. A TG eredményeket emiatt sak kiegészít®

jelleggel mutatom be.

Adataink bizonyos monoén zsírsavak esetében (C16:1 n7, C18:1 n9) egyfajta atipi-

kus változást mutattak, amennyiben a kezd® id®pontot és a további fejl®dési szakaszt

tekintjük. A korai fázis és a kés®i szakasz komolyabb eltéréseinek oka az lehet, hogy

a kezdeti szik eredet¶ lipideket kés®bb a takarmány lipidjei váltották fel. Tekintettel

arra, hogy a pulyka jellegzetesen koraér®, fészekhagyó faj, esetében a korai, szik eredet¶

lipid katabolizmus igen intenzív folyamat és ezt a takarmány lipidjeinek pool-ként való

raktározása (intramuszkuláris TG depozíió) sak kés®bb követi. Érdekes, hogy király-

pingvin �ókában, mely jellegzetesen kés®n ér® típus (�altriial�), a takarmányeredet¶

lipidek jelent®sen kés®bb deponálódnak, sak a 15. nap körül válnak kimutathatóvá a

szövetekben (Thil és mtsai, 2003).
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A mellizom TG-jeiben a zsírsavak tömeg%-ban kifejezett részarány sorrendje a kö-

vetkez® volt: C18:1 n9 > C16:0 > C18:2 n6 > C16:1 n7. Amennyiben ezt a takarmány

hasonló adataival (C18:2 n6 > C18:1 n9 > C16:0 > C22:6 n3) összevetve tekintjük, az

els® három helyen részleges egyezés látható.

Megítélésem szerint az, hogy a takarmány hatását sak relatív kevés zsírsav adat

esetében sikerült igazolni leginkább a limitált mintaszámnak volt köszönhet®.

A fenti eredményeket összefoglalva a hústípusú pulyka ontogenezise alatt a mellizom

membránlipidjeinek zsírsavai közül számos jól de�niált allometrikus trendet mutatott.

Az allometrikus módszertan hatékonynak bizonyult a mellizom ilyen aspektusú jellem-

zésére, különösen a prekurzor-termék zsírsavak reláiójában. A bemutatott, ontogenezis

alatt rögzített eredmények eltértek a kora- és kés®n ér®, kis- és nagy test¶ madarak

összevetéséb®l nyert irodalmi összefüggésekt®l. A fenti eredmények felvetik, hogy va-

jon sak a hústípusú pulyka membránlipid összetételének alakulása ilyen speiális, vagy

maga az ontogenezis alatti fejl®dési menet tér el nagy mértékben a �logenetikus össze-

függésekt®l.

6.1.2.3. Eltér® kifejlett kori testsúlyú madárfajok szívizmának membránli-

pidjei, allometrikus analízis

A komparatív vizsgálat keretében eltér® kifejlett kori testsúlyú madarak szíviz-

mának membránlipidjeit elemeztem, allometrikus módszertannal. A munkahipotézis

alapja az volt, hogy a �membránok, mint metabolikus ütemadók� elméletet (4.8. fe-

jezet) eml®sök és részben madarak esetében számos szervben (eml®s szív, máj, vese,

Hulbert és mtsai, 2002b) és már szub-elluláris szinten, pl. madár máj mitokondriális

membránokban (Brand és mtsai, 2003), valamint eml®s és madár vese mikroszómáiban

(Turner és mtsai, 2006) is igazolták. Ezzel szemben az állandó testh®mérséklet¶ gerin-

esek másik nagy soportjában, a madarakban sak a mellizom membrán-összetételben

sikerült a bemutatandó tanulmányt megel®z®en allometrikus zsírsavpro�l sajátosságo-

kat kimutatni (Hulbert és mtsai, 2002a).

A kísérlet állatokra, analízisre és adatértékelésre vonatkozó részleteit az 5.1.2.3., az

5.2.2.a.,b.,d.,e., az 5.2.3. és az 5.3.a. fejezetek és a 13. táblázat tartalmazza.

13. táblázat A vizsgált hét madárfaj testsúlya és szívtömege

A zsírsavösszetételi eredmények (14. táblázat, 68. oldal) azt tükrözték, hogy egyes,

vizsgálatba vont fajok között jelent®sebb eltérések állnak fenn (egytényez®s variania-

analízis), a vizsgálat során azonban nem ezeket, hanem a testsúlyfügg®, allometrikus

sajátosságokat emeltem ki. Érdekes módon a fajok mindegyikében az összes telítetlen

zsírsav aránya 60% körüli volt, a többszörösen telítetlen zsírsavak pedig mintegy 50%-

ot tettek ki. Nemsak a telítetlenség mértéke, hanem az összes n6 zsírsav jelenléte is

meglep®en kiegyenlített volt a fajok között (14. táblázat).

67

               dc_534_12



68

               dc_534_12



A fenti eredmények alapvet® egyezést mutattak Hulbert és mtsai (2002a) madár

mellizomra vonatkozó adataival.

Az egyedi zsírsavak közül a palmitoleinsav, az olajsav, a vakénsav, a gondoénsav

és az eikozatriénsav (C20:3 n3) allometrikus arányemelkedést mutatott, míg a palmitin-

sav, a sztearinsav, a dokozapentaénsav (C22:5 n3) és a dokozahexaénsav allometrikus

aránysökkenéssel volt jellemezhet® (24. ábra). Érdekes módon egy egyedi n6 zsírsav

esetében sem állt fenn igazolható szint¶ allometrikus összefüggés.

Az els®dleges mérési eredményekb®l (zsírsav mol%) számított, származtatott ada-

tok közül a telítetlenségi index (UI, unsaturation index) és az összes PUFA aránya

allometrikus sökkenést mutatott (21. és 22. ábra).

21. ábra A többszörösen telítetlen zsírsav (PUFA) és a monoén zsírsavak arányának

allometrikus alakulása

22. ábra A telítetlenségi index és az átlagos zsírsav lánhossz testsúlyfügg® változása

a vizsgált madárfajok miokardiális membránlipidjeiben

Utóbbi soportban a nagyobb test¶ madarak alasonyabb n3 részarányt mutattak

(23. ábra, 70. oldal), míg az összes monoén (21. ábra) és az összes n9 monoén zsírsav

allometrikus emelkedést mutatott. Az összes n3 zsírsav szívizombeli részarányának

allometrikus arányváltozása (B=-0,36) megegyezett az irodalomban fellelhet® eml®s

máj, vese, vázizom (B=-0,13), szívizom (B=-0,14) foszfolipidekre vonatkozó adatokkal,

bár azoknál kissé negatívabb volt.
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23. ábra Az összes n6 és n3 zsírsav �kompetíiója� a madárszív

membrán-összetételében

Madarak esetében a mellizomban B=-0,12 allometrikus kitev®t publikáltak Hulbert

és mtsai (2002a), míg a madár máj mitokondriális foszfolipidekben az összes n3 zsírsav

nem mutatott szigni�káns allometrikus változást (Brand és mtsai, 2003). Az egyedi n3

zsírsavak között a DHA az eml®s (-0,60 szívizomban) és a madár (-0.28 mellizomban)

szövetek egy részében, illetve a madár és eml®s vese mikroszómákban (-0,26 és -0,21;

Turner és mtsai, 2005, 2006 ) talált B exponenseknél negatívabb értéket vett fel (24.

ábra).

24. ábra A dokozapentaén- és dokozahexaénsav negatív testsúlyfüggése

Feltehet®en ez a kifejezetten er®s allometrikus sökkenés a limitált vizsgálati állo-

mánynak volt tulajdonítható (n=35, 7 faj), bár az eredmény jelent®sége annak tenden-

iózus egyezése a korábban már publikált adatokkal, egy eddig nem vizsgált szervben. A

DHA metabolikus szabályozó szerepére szélesebb értelemben Infante és mtsai (2001)

világítottak rá, mely szerint a DHA a plazmamembrán Ca

2+

gradiensének fenntar-

tásában kap meghatározó szerepet, els®sorban a transzmembrán, ATPáz aktivitással

rendelkez® ionpumpák molekuláris aktivitásának befolyásolásán keresztül. Brand és
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mtsai (1994) arról számoltak be, hogy a DHA részaránya eml®s és hüll® fajok máj mi-

tokondriális liposzómáiban nagyon szorosan korrelál a transzmembrán proton áramlás

ütemével. Ennek megfelel®en a hivatkozott szerz®k úgy ítélték meg, hogy a magasabb

membránbeli DHA arány közvetlenül hozzájárul az eml®sök magasabb BMR értékeihez.

Fentiek arra utalnak, hogy a kisebb testsúlyú állatokban kimutatható magasabb DHA

részarány (és telítetlenség) együtt jár a mitokondriális membránok magasabb proton

vesztésével (�proton leakage�), mely végs® soron fokozott nyugalmi energiafogyasztás-

hoz vezet. Vizsgálatunkban az egyedi n3 zsírsavak között érdekes módon a végs® ter-

mékként értelmezett DHA volt a domináns, melynek részaránya minden prekurzoráét

meghaladta. Az n3 soportban egyébként minden egyedi zsírsav negatív allometrikus

kitev®t mutatott, kivéve az eikozatriénsavat (C20:3 n3). Az eukarióta sejtekben az n3

zsírsavak szintézise során számolni kell a Spreher shunt m¶ködésével (Spreher, 2000 ;

4.2.3. fejezet), melyben a DHA �el®állítása� indirekt úton zajlik. Ezen folyamatban

az eikozapentaénsav két, egymást követ® lépésben történ® elongáiója C24:5 n3 savat

eredményez, majd annak mikroszómális ∆6 deszaturáiója (24:6 n3) el®zi meg a C22:6

n3-á való C

2

-es lánrövidítést. Fontos tehát megjegyezni, hogy a vizsgálatunkban meg-

határozott összes n3 zsírsav közül sak a eikozatriénsav szintézise történik meg egy, a

többit®l eltér®, bypass útvonalon, így ezen sav arányának allometrikus értelmezése nem

indokolt.

Az n6 zsírsavsoport allometrikus kitev®je (B=0,03) egyezést mutatott Hulbert

és mtsai (2002a,b) eml®s szövetek (szív- és vázizom) és madár mellizom B=0,05) vonat-

kozásában publikált adataival, melyek szerint úgy t¶nik, az n6 savak nullát közelít®, de

pozitív allometriával jellemezhet®k, mely egyértelm¶en alátámasztja az n3 és n6 savak

jól ismert kompetíióját (23. ábra, 70. oldal). Érdekes kiegészítés, hogy szub-elluláris

frakiókban, nevezetesen máj mitokondriumban kismérték¶, de negatív allometrikus

változás (�0,047; Brand és mtsai, 2003 ) volt tapasztalható az n6 zsírsavaknál. A fent

említett n6 és n3 zsírsavsoportok kompetitív allokáiója végs® soron határozottan pozi-

tív allometrikus kitev®t (B=0,40) eredményezett a két soport reláióját kifejez® n6/n3

arány esetében. Az n6 zsírsavak anyagsere szabályozó szerepével kapsolatban mada-

rakban (Field és mtsai, 1990; Cheema és mtsai, 1992) mutatták ki, hogy ezen savak

fokozzák az inzulin reepiót és a hormonhatás intenzitását. A táplálékeredet¶ n6

zsírsavak a sejtmembránba jó hatékonysággal beépülnek, megváltoztatva annak �zi-

kokémiai tulajdonságait, végs® soron pedig az energia-metabolizmust is (Newman és

mtsai, 2002 a,b). Patkányokban az n6 zsírsavak igazoltan sökkentik a teljes test zsír-

tartalmát, jól kifejezve ezen savak anyagserére gyakorolt jelent®s hatását (Shimomura

és mtsai, 1990). A PUFA teljes test zsírtartalmát sökkent® hatásának hátterében

részben azon hatásuk áll, hogy sökkentik a májban a zsírsav szintetáz gén-klaszter

expressziját, ennek révén a zsírszintézist (Clarke, 2001).

Az egyszeresen telítetlen zsírsavak esetében kapott B exponens (B=0,2) na-

gyobb meredekséget jelentett, mint ami a vonatkozó szakirodalom alapján feltételez-

het® volt, például madár mellizom (B=0,07), eml®s vese (0,07) vagy madár máj mi-

tokondrium (0,058) membránlipidjeiben. A monoén zsírsavak, különösen az olajsav,

és a telített savak közül a sztearinsav ellentétes irányú allometrikus változása a Δ9
deszaturáió aktivitásának allometrikus alakulására utalt. Bár a termék és prekurzor

zsírsavak részarányából számított deszaturáz index érték sak közelít®nek tekinthet®,

fontos megjegyezni, hogy a számítás során �gyelembe vett zsírsavak a releváns iroda-

lomban is hasonló irányú allometrikus változásokat mutattak. A Δ9 deszaturáz ismert
módon szabályozza az alapanyagsere intenzitását (Dobrzyn és Ntambi, 2005), miu-

tán ezen enzim egyik génjének (SCD1, stearoyl-CoA-desaturase) kiütése (�knok out�)
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megemelkedett energiafogyasztáshoz vezet, els®sorban a β-oxidáió és a termogenezis

fokozásán keresztül. Elméletben tehát a nagyobb testméret¶ madarak magasabbΔ9 de-
szaturáz index értéke a β-oxidáió alasonyabb intenzitásával jár együtt, mely a lassúbb
alapanyagsere sebesség jellemz®je. Ntambi és Miyazaki (2004) szerint a Δ9 deszaturáz
a monoén zsírsavak szintézisének ütemét alapvet®en szabályozza, melynek expresszióját

azonban a megemelkedett táplálékeredet¶ PUFA szint jelent®sen visszaveti (�down re-

gulation�). Bár Ntambi (1992) szerint ez a közvetett kapsolat nem egyértelm¶ hatású

az anyagsere sebességre nézve, úgy t¶nik, a zsírsav oxidáió ütemének befolyásolása,

illetve a megváltozott membránlipid összetétel lehet azon két faktor, mely a SCD1 gén

kiütése esetén végs® soron mégis módosítja az energia metabolizmust.

A membránlipidek min®ségének jellemzésére gyakran alkalmazott mutató a telí-

tetlenségi index (UI), mely a 100 zsírsavlánban lev® telítetlen kötések számát mu-

tatja. Az eml®s szívizomban (B=�0,03), vázizomban (�0,01) (Hulbert és mtsai, 2002

b), míg madár mellizomban B=-0,04 exponens értékek �gyelhet®k meg (Hulbert és mt-

sai, 2002a) az UI esetében, mely alapvet®en hasonlít jelen adatunkhoz (-0,017), az

sugallva, hogy a nagyobb testméret alasonyabb mérték¶ membrán telítetlenséggel pá-

rosul. Couture és Hulbert (1995a) véleménye szerint a membránlipidek telítetlenségét

f®leg a deszaturáz és elongáz enzimek alakítják, melyek aktivitása feltételezhet®en szin-

tén testsúly- és így anyagsere intenzitás függést is mutat. A membrán telítetlenségének

mértéke, illetve az anyagsere intenzitás kapsolata vonatkozásában Pilarska és mtsai

(1991) azt közölték, hogy a hypertiroid m¶ködés szigni�kánsan emeli a vázizom memb-

ránlipidek telítetlenségét és �uiditását is. Guderley és mtsai (2005) pozitív összefüggést

találtak vázizom mitokondriális membránok többszörös telítetlensége és az organellu-

mok oxidatív kapaitása között, mely arra utal, hogy a magasabb szint¶ metabolikus

aktivitás magyarázata részben legalábbis a membránok többszörös telítetlensége lehet.

A szívizom malondialdehid konentráiója szigni�káns allometrikus sökkenést

mutatott (25. ábra).

25. ábra A malondialdehid konentráiójának allometrikus változása

a madár szívizomban

A malondialdehid biológiai jelent®ségét részletesen Pamplona és mtsai (1999, 2002)

elemezték. Eredményeik szerint a miokardiális mitokondrium membránlipidek maga-

sabb telítetlensége nem feltétlenül jár együtt fokozott MDA termeléssel, de az alaso-

nyabb telítetlenségi index érték kvázi megvédi a szerveket a peroxidáióval kapsolatos
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membrán-károsodástól. A lipidek, különösen pedig a PUFA-ban gazdag membránli-

pidek oxidatív károsodással szembeni érzékenysége fokozott, mely a membránalkotó

zsírsavak telítetlenségének mértékével függ össze. Az oxidatív érzékenység a kett®s kö-

tések számával párhuzamosan exponeniálisan emelkedik (Pamplona és mtsai, 2000),

melyet a bemutatott vizsgálatban még viszonylag alasony mintaszám mellett is sike-

rült igazolni.

A fenti eredményeket összegezve a madárszív membránlipidek zsírsavpro�ljában ta-

pasztalt, testsúlyfügg® szabályosságok alapvet® egyezést mutattak a madár mellizom és

eml®s szívizom esetében korábban publikált adatokkal. Ismert, hogy a BMR allomet-

rikus változást mutat (Couture és Hulbert, 1995 a, b), melyet f®leg a sejtmembránok,

azokon belül pedig leginkább a lipidek szabályoznak. A korrelatív, testsúlyfügg® memb-

ránlipid összetételi szabályosságok, különösen a többszörös telítetlenség mértéke (UI)

és DHA részaránya, azaz a membránlipid mili® er®sen befolyásolja a membránhoz kö-

tött enzimek, f®leg a Na

+

/K

+

ATPáz molekuláris aktivitását (Turner és mtsai 2003).

Bemutatott eredményeink arra utalnak, hogy a szívizomban is igazolt zsírsavösszetételi

szabályosságok egy szélesebb összefüggés részeiként értelmezhet®k, melyek madárban

nemsak a szívben, de a vázizom (Hulbert és mtsai, 2002 b) és a vese mikroszómális

membrán esetében (Turner és mtsai, 2005) is fennállnak.

A szívizomban tapasztalt új eredményekre alapozva a továbbiakban a madarak

több, metabolikusan aktív szervére is kiterjesztettük a vizsgálatot, arra keresve a vá-

laszt, mennyire általános a madár szervekben a membránlipidek zsírsavainak allomet-

rikus elrendez®dése.

6.1.2.4. Eltér® kifejlett kori testsúlyú madárfajok tüd®, vese, máj és agy

foszfolipid zsírsavpro�ljának allometrikus elemzése

Hasonlóan az 5.1.2.3. és 6.1.2.3. fejezetekben bemutatott, fajok összehasonlítására

alapozott vizsgálathoz, jelen fejezetben nyol madárfaj eddig nem elemzett szerveinek

membránlipidjeivel foglalkoztam. Sem a munkahipotézis, sem az állatok tartása, sem a

laboratóriumi analízis módszertana nem tért el a 6.1.2.3. pontban alkalmazottaktól. Az

elemzés újszer¶sége abban állt, hogy a mellizom (Hulbert és mtsai, 2002b) és szívizom

(Szabó és mtsai, 2006) mellett több további, metabolikusan aktív szerv (teljes tüd®,

máj, vese és agy) teljes szöveti foszfolipid tartalmának analízisére került sor. Fontos

megjegyezni, hogy a vese esetében a mikroszómális frakióban Turner és mtsai (2006)

már korábban igazolták a zsírsavak egy részének allometrikus elrendez®dését, máj ese-

tében pedig a mitokondriális membránok esetében álltak rendelkezésre releváns adatok

(Brand és mtsai, 2003). Rolfe és Brown (1997) szerint a fent említett, metabolikusan

aktív szervek (vese, zsigeri szervek, szív, tüd® és agy) együtt a BMR-nek mintegy 70%-

át adják, míg érdekes módon a testsúlynak sak a. 8%-át teszik ki. A bemutatott

vizsgálat befejezésének id®pontjáig ugyanakkor sak egy utalás (Hulbert, 2007) állt ren-

delkezésre arra vonatkozóan, hogy a már vizsgált szerveken túl más szövetekre is igaz

lehet a �membránok, mint metabolikus ütemadók� elmélet. Ezen a területen kívántuk

újabb eredményekkel igazolni, hogy a membránlipidek szabályozó szerepe meglehet®sen

univerzális az állandó testh®mérséklet¶ állatok szervezetében.

Az 6.1.2.3. fejezethez képest egy újabb fajt, a foglyot sikerült bevonni az elemzésbe,

illetve minden esetben meghatároztuk az egyes fajokkal a mintavételt megel®z®en etetet

takarmány zsírsavpro�lját is (3. melléklet). A vizsgálat tehnikai részleteit az 5.1.2.4.

fejezet tartalmazza, míg a testsúlyokat és a szervek súlyát a 15. táblázatban (74. oldal)

adtam meg.
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15. táblázat A vizsgált fajok egyedeinek átlagos test- és szervsúlyai

A négy, funkionálisan teljesen eltér® szerv primer foszfolipid zsírsavösszetételi ered-

ményeit szervenként lebontva ismertetem, illetve az allometrikus adatelemzésb®l szár-

mazó összefüggéseket is hasonló tagolásban mutatom be az alábbiakban.

6.1.2.4.a. Vese

Bár a vizsgált fajok között jelent®s varianiát tapasztaltunk a szöveti foszfolipid

zsírsavpro�lban (16. táblázat, 75. oldal), a továbbiakban f®leg a zsírsavösszetétel allo-

metrikus elemzéséb®l nyert összefüggéseket kívánom részletesen bemutatni. A vesében

az összes telítetlen zsírsav, az arahidonsav, valamint a telítetlenségi és a peroxidáiós

index esetében pozitív allometrikus összefüggéseket igazoltunk (20. táblázat). Az át-

lagos szénlánhossz értéke közel szigni�káns szinten negatív allometriát mutatott. A

linolsav, a dokozapentaénsav és a dokozahexaénsav er®sen negatív allometrikus kitev®-

vel volt jellemezhet® (26. ábra, 76. oldal), míg, érdekes módon egyik n9 zsírsav sem

mutatott értékelhet®, allometrikus változást (20. táblázat, 82. oldal).

A vese foszfolipidek zsírsavösszetételi adatainak értékelése során fonos támpont,

hogy ezen szervben már történt hasonló analízis (Turner és mtsai, 2006), bár nem a

teljes, hanem a mikroszómális foszfolipidekben. Ezen organellumokban a teljes több-

szörös és egyszeres telítetlenség, a DHA és ezekkel párhuzamosan a Na

+

/K

+

ATPáz

enzim allometrikus változásait tapasztalták a szerz®k, meglehet®sen széles testsúly tar-

tományban (13 g � 35 kg). Jelen vizsgálatunkban egy sz¶kebb skálán (150 g � 20 kg),

f®leg koraér®, fészekhagyó madarakat (�fowl�) elemeztünk, melyek esetében a szöveti

in vivo lipidperoxidáió fokozottabb és ennek folyományaként ezen madarak maximális

várható élettartama is rövidebb (Buttemer és mtsai, 2008). Ennek ellenére alapve-

t®en hasonló összefüggéseket találtunk ebben a soportban is, melyek közül talán a

legfontosabb a DHA negatív B exponense (-0,18) volt. Turner és mtsai (2006) a DHA

esetében -0,21-es B exponenst írtak le a mikroszómális membránban, míg eml®sök tel-

jes renális foszfolipidjeiben Hulbert és mtsai (2002b) B=-0,26 értéket írtak le. Jelen

vizsgálat a vesében nem igazolt negatív allometrikus összefüggést az összes n3 zsírsav

esetében, a DPA a DHA-hoz hasonlóan negatív kitev®vel volt jellemezhet®. Fontos azt

is megjegyezni, hogy az összes n3 zsírsav közül a DHA mutatta a legnagyobb allomet-

rikus változást (26. ábra), mely megítélésem szerint jelent®sen hozzájárult az átlagos

szénlánhossz szintén negatív allometrikus alakulásához. Ehhez alapvet®en hasonlónak

bizonyultak a szívben a fentiekben bemutatott eredmények (B=-0,003 a szénlánhossz

esetében), míg madár máj mitokondriumokban Brand és mtsai (2003) B=-0,14 értéket

tapasztaltak. Turner és mtsai (2005) az egyedi zsírsavak mol%-ban kifejezett rész-

aránya és a Na

+

/K

+

ATPáz molekuláris aktivitása között madárvesében nem találtak

összefüggést. Érdekes, hogy ezen enzim eml®sökben a vese teljes energiafelhasználásá-

nak 50-70%-áért felel®s (Clausen és mtsai, 1991).
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26. ábra A dokozahexaénsav (DHA) testsúlyfügg® (allometrikus) változásai a

vizsgált fajok vese, máj, teljes tüd® és agy foszfolipidjeiben

Turner és mtsai (2003) korábbi eredményei szerint a membránlipidek összetétele,

különösen pedig a DHA részaránya nagyon er®sen befolyásolja a Na-pumpa molekuláris

aktivitását. A zsírsavpro�l és az enzimaktivitás kapsolatának hiányát az magyarázza

madarakban, hogy itt a Na

+

/K

+

ATPáz enzim konentráiója szintén negatív kap-

solatban áll a testsúllyal (B=-0,12; Turner és mtsai, 2005 ). Nagy valószín¶séggel

ezen jelenség magyarázza azt is, hogy a madárvesében a foszfolipidek zsírsavai a többi

szervhez képest kevesebb esetben mutattak igazolható allometriát. Amennyiben a zsír-

sav soportok eredményeit irodalmi adatokkal vetjük össze (Turner és mtsai, 2005),

alapvet® hasonlóság áll fenn, miután az összes telítetlen zsírsav az összes fajban megle-

het®s kiegyenlítettséget mutatott. Ezzel szemben Turner és mtsai (2005) az egyszeres

telítetlenség, különösen az olajsav szigni�káns és pozitív testsúlyfüggését, valamint a

többszörös telítetlenség ellentétes változását igazolták a mikroszómákban. Saját ered-

ményeink ezt nem er®sítették meg a vese összes foszfolipidben. A jellegzetes n3-n6

kompetíiót a fent idézett szerz®k és saját eredményeink is alátámasztották, különö-

sen a hosszabb lánú n3 és n6 zsírsavak (arahidonsav és DHA) mutattak ellentétes

allometrikus változást (26. ábra és 20. táblázat).

Az n6 soportban kifejezetten érdekes volt az arahidonsav pozitív B exponense,

mely együtt járt a prekurzor linolsav ellentétes irányú változásával (20. táblázat).

Ehhez meglehet®sen hasonló �arányeltolódásról� számoltak be Portero-Otín és mtsai

(2001) eml®s máj mitokondriális membránokban, mely jelenség nagy valószín¶séggel

arra irányul, hogy a kett®s kötések számát módosítsa (UI) a szervezet. Fontos azonban

megjegyezni, hogy a teljes n6 részarány esetünkben nem mutatott szigni�káns allometri-

kus összefüggést (B=0,016; P=0,31; n=40). Az arahidonsav allometrikus változásával

kapsolatban fontos tény, hogy az, illetve annak a lipoxigenáz, a foszfolipáz A2 és a

P-450 monooxigenáz útvonalakban képz®d® metabolitjai jelent®s mértékben befolyá-

solják a Na

+

/K

+

ATPáz aktivitását (Li és mtsai, 2000).

6.1.2.4.b. Máj

A madárveséhez hasonlóan az arahidonsav pozitív, míg a dokozapentaénsav és

a dokozahexaénsav negatív testsúlyfügg® változást mutatott (26. ábra) a máj összes
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foszfolipidjében. Ezen felül az összes n3 zsírsav részaránya is negatív allometrikus

összefüggést mutatott, míg, érdekes módon a behénsav (C22:0) esetében semmilyen

testsúly függés nem volt kimutatható (17. táblázat).
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Az irodalmi forrásokban els®ként fellelhet® utalás arra, hogy a madár máj mitokond-

riális membránlipidekben fennáll a zsírsavak egy részének allometrikus elrendez®dése

Brand és mtsai (2003) nevéhez f¶z®dik. Munkájukban negatív allometrikus össze-

függést igazoltak az összes n3 zsírsavnál, míg pozitív összefüggést állapítottak meg az

összes n9 zsírsav és az egyszeres telítetlenség esetében, mely részben megegyezik a fenti,

máj teljes foszfolipidekb®l származó adatokkal. A májban tapasztalt összefüggések ha-

sonlítanak Hulbert és mtsai (2002a) vázizomban meghatározott B exponens adataihoz,

különösen az összes n3 zsírsav és a DHA esetében (-0,2 és -0,28; -0,12 és -0,12, rendre).

A DHA szabályozó szerepével kapsolatosan Infante és mtsai (2001) azt közölték, hogy

ez a sav a plazmamembrán Ca

2+

gradiensének fenntartásában kap legnagyobb szerepet,

azáltal, hogy az ATPáz aktivitással rendelkez® transzmembrán ionpumpák aktivitását

módosítja. Brand és mtsai (1994) eml®s és hüll® máj mitokondriális liposzómákban a

DHA részaránya (mol%) és a transzmembrán proton áramlás (�proton �ux�) mértéke

között szoros korreláiót közöltek, és úgy találták, hogy a fokozottabb proton áramlás

felel®s az állandó testh®mérséklet¶ állatok magasabb BMR értékeiért.

Ennek megfelel®en a magasabb alapanyagsere aktivitás (mely a kisebb testmé-

ret¶ eml®sök és madarak sajátja) emelt szint¶ telítetlenséggel és DHA részaránnyal

jár együtt. A membránok utóbbi két tulajdonsága Brand és mtsai (2003) eredményei

szerint nemsak a proton áramlás mértékével, hanem a bels® mitokondriális memb-

rán protonvesztésének ütemével is szorosan korrelál, ami pedig az energiafogyasztást

(�energy expenditure�) szabályozza. Az irodalmi források és saját eredményeink együt-

tes értékelése arra utal, hogy a máj mitokondriális és összes foszfolipidjeinek zsírsavpro-

�ljának összetétele olyan szabályozás alatt áll, melyben a többszörösen telítetlen zsírsa-

vak, különösen az n3 soport, azon belül pedig a DHA a kisebb kifejlett kori testsúlyú

(és magasabb BMR-rel jellemezhet®) madarakban mutat magasabb arányt. Érdekes

módon bár a máj eredmények jelent®sebb hasonlóságot mutattak a többi szervben ta-

pasztaltakkal, addig az olajsav allometrikus emelkedése nem volt igazolható. Ennek

legvalószín¶bb oka az lehet, hogy a májban a Δ9 deszaturáiót a magas PUFA szint

negatívan befolyásolja (�down regulation�), melyet Ntambi (1992) egér májban iga-

zolt. Saját vizsgálatunk is ezt sugallja, hiszen éppen azon két szervnél, ahol a PUFA

részarány a legmagasabb volt (máj és vese) nem találtunk allometrikus emelkedést az

olajsavnál.

6.1.2.4.. Tüd®

A teljes tüd® foszfolipidekben a linolsav, a DHA, az összes n6 zsírsav, az összes

többszörösen telítetlen zsírsav, valamint az átlagos szénlánhossz negatív allometri-

kus összefüggést mutatott. Ezzel ellentétben az arahidonsav és a f®bb monoén savak

(C18:1 n9 és C20:1 n9), sak úgy mint a teljes egyszeres telítetlenség és az összes n9

zsírsav esetében pozitív testsúlyfüggést igazoltunk (20. táblázat). Meglep® módon az

összes többszörösen telítetlen zsírsav, az összes n6 sav és az átlagos szénlánhossz nem

tért el a fajok között (varianiaanalízis szerint), a balkáni gerle kivételével (18. táblázat,

79. oldal).

A tüd® mintákkal kapsolatos primer informáiónak tekinthet®, hogy allometrikus

módszertannal végzett foszfolipid elemzés sem madárban, sem eml®sben az eddigiekben

nem történt. Új eredményeink mégis igen jól illeszkednek az eddig vizsgált szervekben

tapasztalt szabályszer¶ségekhez, miután er®s hasonlóságokat igazoltunk. A legjelent®-

sebb eredmény a DHA negatív (26. ábra) és az olajsav pozitív testsúlyfügg® változása

a teljes tüd® PL-ekben.
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A DHA esetében meghatározott B exponens (-0,24) érdekes módon nagyon hason-

lít a mellizom membránlipidekben közölt értékhez (B=-0,28, Hulbert és mtsai, 2002a).

Az egyedi n9 zsírsavak (olajsav és gondoénsav) allometrikus változásai (20. táblázat)

hasonlóan alakultak a korábban elemzett mellizom (B=0,1 olajsav esetében Hulbert és

mtsai, 2002a) és szívizom (B=0,236 és 0,216, rendre, Szabó és mtsai, 2006 ) foszfoli-

pidek adataihoz. A testsúllyal párhuzamosan növekv® olajsavszintet ellentétes irányú

változással követte a sztearinsav részaránya, így a két zsírsav arányából számított Δ9
deszaturáz enzim besült aktivitása is emelkedett. Ezen enzim Dobrzyn és Ntambi

(2005) szerint er®s befolyást gyakorol az anyagsere sebességére, miután az SCD1 gén

kiütése fokozott β-oxidáióhoz vezet. Eszerint az intenzívebb Δ9 deszaturáió (és ma-

gasabb olajsav szint) alasonyabb szint¶ β-oxidáióval párosul, mely a nagyobb test¶,

homeoterm állatokra jellemz® állapot. Nemsak a DHA és az olajsav, hanem az ara-

hidonsav esetében is az irodalmi adatoknak megfelel® B exponenst (0,09) kaptunk az

eddig nem elemzett tüd® PL frakióban, mely összességében arra utal, hogy hasonlóan

a váz- és szívizomhoz, valamint a veséhez és májhoz a madár tüd® foszfolipidekre is

kiterjeszthet® a �membránok, mint metabolikus szabályozók� elmélet. Az egyszeres telí-

tetlenség esetében meghatározott B=0,14 allometrikus exponens alapvet®en hasonlított

a vese mikroszómákban (B=0,07; Turner és mtsai, 2006 ) és máj mitokondriumokban

(B=0,113; Brand és mtsai, 2003 ) leírt értékekhez. De nemsak itt, hanem a PUFA

szint meglep® kiegyenlítettségében (B=-0,06) is az említett két szervhez hasonló (vese

mikroszóma: -0,01; máj mitokondrium: -0,061) eredményt számítottunk. Az összes n6

zsírsav esetében nullához igen közeli meredekség mutatkozott a tüd® foszfolipidekben,

míg a soportot alkotó két f® zsírsav, a linolsav és az arahidonsav jelent®s arányelto-

lódásokat mutatott a testsúly változásával párhuzamosan (a veséhez hasonlóan).

Amennyiben a vizsgált fajok biológiai sajátosságait vesszük �gyelembe, a balkáni

gerle az egyetlen, amely kitartó és hosszútávú repülésre (�endurane �y�) képes, míg a

tyúkalakúak röpképtelenek vagy sak rövidtávon röpképesek (pl. fáán). A tüd® fosz-

folipid zsírsavösszetételi alapadatok (18. táblázat) azt tükrözik, hogy a gerle magasabb

PUFA és n6 zsírsav arányokkal rendelkezik. Egy eml®sökben végzett releváns tanul-

mány (Ruf és mtsai, 2006) hasonló jelenséget ír le, amennyiben a vázizom ilyen jelleg¶

teljesít®képessége pozitívan korrelál a szarkolemma PUFA és különösen annak n6 rész-

arányával. Megítélésem szerint kifejezetten érdekes, hogy több, funkionálisan teljesen

eltér® szerv, mint a máj, a vese és a tüd® eml®sökben és madarakban (az állandó test-

h®mérséklet¶ gerinesekben) a f®bb zsírsavsoportok és a kiemelt fontosságú egyedi

zsírsavak esetében igen hasonló PL összetételi sajátságokat (B exponenseket) mutat-

nak. Jelen tapasztalat azt bizonyítja, hogy a madarakban a korábban analízisbe vont

szervek mellett legalább további egy olyan, metabolikusan aktív szerv létezik, melyre

kiterjeszthet® a �membránok, mint ütemadók� elképzelés. Hulbert és mtsai (1999) ve-

zette be a �metabolikusan fokozottan aktív rendszer� elnevezést ezen szervezetekre,

melyek szerveinek membránjaiban alasonyabb az egyszeres és magasabb a többszörös

telítetlenség, meglep® módon viszonylag kiegyenlített telítetlenségi szint (összes telítet-

len zsírsav aránya) mellett. Az ismertetett újszer¶ eredmények értelemszer¶en felvetik

a kérdést, hogy vajon eml®sökben is fennáll-e a tüd® esetében hasonló szabályosság,

illetve az is további vizsgálatot igényelt (6.1.2.5.), hogy a teljes tüd® melyik kompart-

mentje (parenhyma, surfatant?) érintett az allometrikus sajátosságok terén.

6.1.2.4.d. Agy

Az agyi foszfolipidekben (19. táblázat) a palmitinsav, az eikozadiénsav (C20:2 n6)
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és a peroxidáiós index negatív allometrikus kitev® értéket mutatott, és bár a DHA B

exponense is negatív volt, a statisztikai modellben ez nem bizonyult szigni�kánsnak.
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A testsúllyal párhuzamosan emelkedett az olajsav, az egyszeres telítetlenség, az

összes n9 zsírsav, és a dokozapentaénsav részaránya (20. táblázat). Nem találtunk

interspei�kus eltéréseket (n.b.: 8 faj között, varianiaanalízissel) a sztearinsav, a lino-

lénsav, az arahidsav, az arahidonsav, az EPA és az összes n6 zsírsav részarányában,

valamint az átlagos szénlánhossz is megegyezett a vizsgált fajok agyi foszfolipidjeiben.

20. táblázat A négy szerv foszfolipidjeiben szigni�káns allometriát mutató zsírsavak

és az allometrikus modellek paraméterei

Az agyi foszfolipidekben mért adatok arra utalnak, hogy a jelent®s testsúlykülönb-

séggel rendelkez® madarak is meglehet®sen hasonló zsírsavöszetételt mutatnak (19. táb-

lázat d®lt sorai), míg maga az agy B=0,43 allometrikus exponenssel rendelkezett. Ma-

darakban az agy hozzájárulása a BMR-hez elérheti a 19%-ot is (Stark és Riklefs,

1998), melyben a dönt® szerep (60%) a Na

+

/K

+

ATPáz aktivitásának jut. Turner és

mtsai (2005) szerint madarakban a erebrális Na-pumpa molekuláris aktivitása jelent®s

allometrikus sökkenést mutat, mely emiatt nem korrelál a meglehet®sen állandó PUFA

szinttel. A kvázi konstans PUFA részarány arra utal, hogy az idegszövet membránlipid-

jeinek összetétele nagyon pontosan szabályozott összetétel¶ rendszer. Starke-Peterkovi

és mtsai (2005) a membrán dipólus poteniálja és a Na

+

/K

+

ATPáz aktivitás között

agyban nagyon szoros korreláiót írtak le madarakban, míg a dipólus poteniál fajok

közötti változását minimálisnak találták. A vizsgált fajokban (urrawong, kasa, lúd,
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emu) mind a membránlipid zsírsavpro�lja esetében, mind pedig a Na

+

/K

+

ATPáz ak-

tivitás nagyban eltért. Úgy t¶nik tehát, hogy a membránlipid összetételt számos faktor

befolyásolja, és nagy valószín¶séggel nemsak a zsírsavlánok (melyek allometrikus vál-

tozása az agyban minimális volt), hanem a PL fejsoportok (a poláris rész) szintjén is

érvényes ez a megállapítás (Clarke, 1997).

Jelen elemzésben bizonyos szint¶, ám a többi szervhez viszonyítva jelenetéktelen

változást sikerült igazolni a zsírsavlánok esetében is. Madár agyszövetben Turner és

mtsai (2006) a dihomo-γ-linolénsav allometrikus sökkenését írták le, míg esetünkben

az n6 soportban a C20:2 n6 zsírsav mutatott hasonló változást. Érdekes módon a f® n9

zsírsav, az olajsav részaránya szigni�káns allometrikus emelkedést mutatott (B=0,007),

hasonlóan a mellizomzatban (B=0,1; Hulbert és mtsai, 2002a) és szívizomban tapasz-

taltakhoz (B=0,236; Szabó és mtsai, 2006 ), bár nullához igen közeli meredekséggel.

Egy eml®sökben, agyi PL-ekben végzett elemzés (Hulbert és mtsai, 2002b) szerint a

zsírsavak igen kis hányada jellemezhet® allometrikus változással, míg az egyszeres te-

lítetlenség ez alól kivétel. A fenti tapasztalatok arra utalnak, hogy az agy a többi

metabolikusan aktív szervvel szemben speiális helyzetben van, és a metabolikus adap-

táió ez esetben inkább térfogat növekedéssel jár együtt, nem a tömegegységre vetített

energiafelhasználás emelkedésével (Hulbert, 2008). Összefoglalva tehát megállapítható,

hogy a madarak kifejezetten állandó membránlipid összetételt �tartanak fenn� az agy-

szövetben, minimális faj- és testsúlyfügg® változások mellett.

6.1.2.4.e. Szöveti malondialdehid konentráió

A malondialdehid (MDA) konentráiója az agy kivételével mindhárom szervben

er®sen negatív allometrikus kitev®t vett fel (27. ábra). Az egyes zsírsavak és a MDA

eredmények közötti korreláió elemzése a DHA esetében a vesében és a májban szig-

ni�káns eredményt adott (r=0,57 és 0,42), míg az agyban negatív korreláió állt fenn

(r=-0,301).

27. ábra A négy vizsgált szerv malondialdehid konentráiójának testsúlyfüggése

A nem enzimes lipidperoxidáió mértékét leggyakrabban a szöveti malondialdehid

konentráióval jellemzik, mely egy karakterisztikus, sejttoxikus és mutagén végtermék-

nek tekinthet®, és a legalább három kett®s kötést tartalmazó zsírsavakból keletkezik
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(Mead és mtsai, 1985). Pamplona és mtsai (1999) szerint a szöveti MDA konentrá-

ió nagyon szorosan összefügg az adott szövet foszfolipid telítetlenségének mértékével,

mely az állandó testh®mérséklet¶ állatokban a kisebb testméret felé fokozódik (Hulbert,

2007). A szívizomban a MDA B exponense -0,16 volt, mely jól illeszkedik a jelen tanul-

mányban tapasztaltakhoz az agytól eltekintve. Az irodalomban a MDA allometrikus

változását a szívizom, vese, máj és tüd® szövetekben még nem írták le szisztematikus

vizsgálatokban. A szöveti PL telítetlensége és a várható maximális élettartam között

viszont igen szoros, allometrikus összefüggést sikerült igazolni (Pamplona és mtsai,

2000), eml®sökben. Az agyban az MDA testmérett®l független szintje egybevág Barja

és mtsai (1994) eredményeivel, akik nem találtak az agyi MDA és a várható maximális

élettartam között értékelhet® összefüggést, madarakban. Érdekes további meg�gyelést

tettek Pamplona és mtsai (2005), akik azt találták, hogy a madár agy MDA-lizin szár-

mazékának konentráióját az eml®sök felülmúlják, els®sorban a reaktív oxigén gyökök

mérsékelt mitokondriális termel®dése miatt az el®bbi soportban. Nagy valószín¶ség-

gel ezen jelenség az agy funkiójával függhet össze, melyhez elengedhetetlen egy na-

gyon magas, és meglehet®sen állandó szint¶ zsírsav telítetlenségi szint fenntartása, ami

Pamplona és mtsai (2005) szerint független az élettartamtól.

Összegezve az eredményeket, a vese, a máj és a tüd® foszfolipidek allometrikus össze-

függései nagyban hasonlítottak a korábban váz- és szívizomban, valamint szub-elluláris

frakiókban is igazolt szabályosságokhoz. Érdekes és fontos tény, hogy ezen összetételi

sajátosságokat még a PL zsírsavpro�lra szigni�káns hatást gyakorló takarmányeredet¶

zsírsavak sem fedték el. Ennek megfelel®en megállapítható, hogy az agy kivételével

a legtöbb metabolikusan aktív szervben jól nyomon követhet® a �membránok, mint

ütemadók� elv biokémiai szabályozó szerepe. A MDA testsúlyfügg® konentráióvál-

tozása a vesében, májban és tüd®ben arra utal, hogy a membránlipidek telítetlensége

peroxidáióval szemben érzékennyé teszi ezen szervek lipidjeit, melyben kulsszerepet

kap a dokozahexaénsav.

6.1.2.5. Eltér® kifejlett kori testsúllyal rendelkez® madárfajok tüd® paren-

hyma és surfatant elemzése, allometrikus módszertannal

A madár légz® szervrendszerén végzett vizsgálat kérdésfelvetése a 6.1.2.4.. feje-

zetben egy részleteiben nem vizsgált ponthoz kapsolódott. Az említett fejezet szerint

ugyanis a teljes madár tüd® összes foszfolipidjének zsírsavpro�ljában a �membránok,

mint az anyagsere ütemadói� elmélet igazolhatónak bizonyult. A madár tüd® azon-

ban foszfolipidekben igen gazdag (≈ 80%) surfatant-ot is tartalmaz, melynek a teljes

PL zsírsavpro�lhoz való hozzájárulása a fenti fejezetben ismeretlen maradt. A surfa-

tant szintézise a II-es típusú pneumoitákhoz köthet®, melyekben az lamelláris testek

formájában tárolódik, majd exoitózissal ürül a f®leg foszfatidilkolin bázisú felületak-

tív szekrétum (Bernhard és mtsai, 2001a). A madár tüd® szerkezete eltér az eml®s

tüd®ét®l, el®bbi nem alveoláris, hanem tubuláris felépítés¶. Ennél fogva az alveolu-

sok bevonatát képez® surfatant összetétele sem teljesen egyezik a madártüd®ben lev®

surfatant-éval, utóbbival inkább az eml®s légutakra jellemz®, ún. �airway surfatant�

tekinthet® analógnak (Bernhard és mtsai, 2001a). A surfatant alapvet® feladata a

légz® felszínek összetapadásának meggátlása, valamint a felületi feszültség sökken-

tése. Bár összetétele meglehet®sen funkió-spei�kus, bizonyos változatosság is fennáll

a PL-ek zsírsavpro�ljában, els®sorban a telítetlenebb zsírsavak arányában (Daniels és

Orgeig, 2001). A surfatant funkionális komponense dönt® hányadban dipalmitoil-

foszfatidilkolin (16:0/16:0-PC), melynek érdekes módon a légzési frekvenia (mellyel
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az alapanyagsere sebessége igen jól korrelál) befolyásolja a mennyiségét. A madár

surfatant-ban a palmitoil-mirisztoil-PC nins jelen, míg a palmitoil-palmitoleoil-PC

sak igen kis arányt képvisel (Bernhard és mtsai, 2001a). Végs® soron tehát úgy t¶nik,

hogy a légzési frekvenia mind a funkionális, mind pedig a �másodlagos� (�assistive�)

komponensek arányát befolyásolhatja (Warburton és mtsai, 1987; Sloombe és mtsai,

2000). A bemutatandó vizsgálat élkit¶zése az volt, hogy elemezze a madár surfatant

PL zsírsavpro�ljában esetlegesen testsúly-függést (áttételesen pedig alapanyasere in-

tenzitás) mutató zsírsavakat, valamint külön felmérje a surfatant-tól mentesített tüd®

parenhyma szerepét a teljes tüd®re kapott allometrikus összefüggések kialakításában.

Az 6.1.2.4. fejezethez képest egy újabb fajt, a házikasát sikerült bevonni az elem-

zésbe, míg a fogoly és fáán minták nem voltak elérhet®k. A tüd®minták és a surfatant

el®készítését a 5.2.2.a.,b.,d.,e., illetve az 5.2.6. fejezetek szerint végeztük el, a statisz-

tikai értékelést pedig az 5.3.a. fejezetben megadott allometrikus módszertan szerint.

Minden esetben meghatároztuk az egyes fajokkal a mintavétel el®tt etetett takarmány

zsírsavpro�lját is (4. melléklet). A vizsgálat tehnikai részleteit az 5.1.2.5. fejezet tar-

talmazza, míg a testsúlyokat és a szervek súlyát a 21. táblázatban adtam meg.

21. táblázat A vizsgált hat madárfaj átlagos testsúlya és a tüd® súlya

6.1.2.5.a. A surfatant foszfolipidek zsírsavpro�ljának testsúlyfüggése

A madár surfatant PL-ek zsírsavpro�lja alapvet® fajok közötti különbségeket mu-

tatott (22. táblázat, 86. oldal), míg a vizsgált hat faj esetében egyez® részarányt

találtunk az α-linolénsav, az összes monoén, az összes polién, valamint az összes n6

zsírsav részarányában. Pozitív allometrikus összefüggést igazoltunk a palmitinsav, az

arahidonsav és a dokozapentaénsav részarányában, míg ellentétes irányú testsúlyfüg-

gést állapítottunk meg a palmitoleinsav, a linolsav, a gondoénsav és a dokozahexaénsav

részaránya esetében (28. ábra, 87. oldal). Ezen túlmen®en az összes telítetlen zsírsav

részaránya, az egyszeres telítetlenség, az összes polién zsírsav, az összes n6 és n9 zsírsav,

valamint az átlagos szénlánhossz is negatív allometrikus összefüggéssel volt jellemez-

het® (25. táblázat, 91. oldal).

Az eredmények értékelésekor fontos szempont volt, hogy a madár tüd® tubuláris

felépítés¶, ennél fogva a surfatant f® feladata a légkapillárisok adhéziójának meggát-

lása. A surfatant szintézise II-es típusú pneumoitákhoz köthet®, lamelláris testek

formájában, f® funkionális komponense pedig a dipalmitoil-PC és a palmitoil-oleoil-

PC, melynek a 22. táblázat eredményei is jól megfelelnek. Fontos eredmény, hogy a

funkionális komponensekben, és bizonyos esetekben azokon túl is meglehet®s variabili-

tást tapasztaltunk. Bernhard és mtsai (2001b) eredményei szerint az eml®s surfatant

PL-jeiben a palmitoil-palmitoleoil-PC és a palmitoil-mirisztoil-PC konentráiója jól

korrelál a légzési frekveniával, míg a f® funkionális komponens, a dipalmitoil-PC is

mutat bizonyos, ám kisebb mérték¶ változást.
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Ezzel szemben az eml®sök légútjaiban el®forduló, ún. airway surfatant felületaktív

funkiója kevésbé fontos tényez®, ami a madár surfatant-ra is jellemz® (Bernhard és

mtsai, 2004). Bernhard és mtsai (2001b), valamint Rau és mtsai (2004) is azt tapasz-

talták, hogy a magasabb légzési frekvenia alasonyabb 16:0/16:0-PC mennyiséggel jár

a surfatant-ban, míg a 16:0/16:1-PC pozitívan korrelált a légzési frekveniával eml®-

sök alveoláris surfatant-jában. Ennek megfelel®en a szerz®k funkionális foszfolipidek-

ként értelmezték a 16:0/16:0-PC és a 16:0/16:1-PC molekulákat, melyek mennyisége

azonban mutat bizonyos variabilitást, míg az ennél telítetlenebb komponenseket má-

sodlagos alkotókként értelmezték a szerz®k (Bernhard és mtsai, 2001a). Jelen vizsgálat

allometrikus eredményei (25. táblázat) igen jól egybevágtak a fentiekkel, amennyiben a

nagyobb test¶ madarak (jellemz®en alasonyabb légzési frekveniával) allometrikusan

sökken® palmitoleát részarányt mutattak, míg a palmitát esetében ellentétes összefüg-

gést igazoltunk.

28. ábra A dokozahexaénsav negatív allometriája a surfatant, a teljes tüd® és a

tüd® parenhyma összes foszfolipidjében

A legfontosabb eredményünk ezen vizsgálatban a DHA negatív allometriája, mely

zsírsav egyébként inkább másodlagos komponensként van jelen a surfatant-ban (16:0/

22:6 n3-PC formában). A DHA negatív allometrikus alakulásának biológiai jelent®sé-

gével kapsolatosan több lehet®ség is felmerül: 1. A surfatant foszfolipidjei tipikus

szekretált lipidek, ennél fogva �metabolikus ütemadók� elmélet részben kiterjeszthet® a

strukturális lipidekr®l a szekretált PL-ekre is. 2. Bernhard és mtsai (2001a) szerint a

surfatant a poszt-szekréiós fázisban mintegy adszorbeálódik, amit nagyban nehezít,

hogy a funkionális komponensei élettani h®mérsékleten szilárdak. Bár a DHA mol%-

ban kifejezett aránya nem túlzottan magas (0,40-0,84%), a DHA olvadáspontja igen

alasony (-44

o

C), így az nagy valószín¶séggel jelent®sen hozzájárul a gél-szol átmenet-

hez, majd az azt követ® bevonatképzéshez (Bernhard és mtsai, 2004). 3. Eml®sökben

Murray és mtsai (2000, sertés), Blano és mtsai (2004, egér), és Spragg és mtsai (2004,

tengeri eml®sök) igazolták, hogy a DHA etetés befolyásolja az alveoláris surfatant

összetételét, anélkül, hogy annak funkionális tulajdonságait megváltoztatná. Érdekes

módon a táplálékeredet¶ DHA nemsak a min®ségét, hanem a mennyiségét is befolyá-

solja a szekretált surfatant-nak, miután igen hatékonyan inkorporálódik a II-es típusú

pneumoiták PL-jeibe (Baybutt és mtsai, 1993; Blano és mtsai, 2004). Végs® soron
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a DHA allometrikus változása (mind a surfatant-ban, mind pedig a parenhymában),

a surfatant és az alapanyagsere intenzitása közötti összefüggés abban állhat, hogy a

DHA hatékonyan képes emelni a szekretált surfatant mennyiségét, míg a magasabb

anyagsere intenzitás pozitívan korrelál a surfatant termeléssel, legalábbis eml®sökben

(Warburton és mtsai, 1987, bárány; Sloombe és mtsai, 2000, denevér). Hasonlóan az

említett szerz®khöz, Rau és mtsai (2004) is azt tapasztalták, hogy a magasabb légzési

frekvenia (mala vs. kifejlett sertés) a surfatant magasabb polién zsírsav részará-

nyával párosul, különösen pedig a 16:0/22:6-PC, mint a �uiditásért felel®s komponens

arányát emeli meg. A surfatant PL-ek további zsírsavainak elemzésekor szembet¶nik,

hogy a legtöbb esetben a B exponens vagy nullához igen közeli értéket vett fel (C20:1

n9; C20:4 n6; összes telítetlen zsírsav; összes n9 zsírsav; átlagos szénlánhossz), vagy

a szigni�káns allometrikus modell ellenére nem volt igazolható fajok közötti eltérés az

adott komponensnél (összes monoén, összes polién, összes n6 zsírsav; 22. táblázat d®lt

számokkal szedett sorai). Ez a fajta meglehet®s összetételi kiegyenlítettség minden bi-

zonnyal a surfatant funkionális sajátosságaiból fakad. Kifejezetten érdekes eredmény

mindazonáltal, hogy az n6 zsírsavsoport prekurzor és termék zsírsavai (linolsav és

arahidonsav) ellentétes allometrikus exponenst vettek fel. Tekintettel arra, hogy a

takarmányok arahidonsav tartalma elhanyagolható volt (4. melléklet), a szekretált

arahidonsav minden bizonnyal linolsavból szintetizálódott. Ezen állítást Ridsdale és

Post (2004) eredményei is alátámasztják, melyek szerint a lamelláris testek PL-jei szinte

teljes mértékben a pneumoitákban szintetizálódnak. Az arahidonsav allometrikusan

alakuló részaránya felhívja a �gyelmet a surfatant esetében a foszfolipáz A2 szerepére,

mely az arahidonsav hidrolítikus felszabadítása révén egyfajta szabályozó szerepet tölt

be (Murakami és mtsai, 2011). Összegezve a madár surfatant PL eredményeket, a re-

latív magas szint¶, minden bizonnyal funkionális alapú összetételi hasonlóság mellett

mind a funkionális (palmitát és palmitoleát), mind pedig bizonyos másodlagos kom-

ponensekben (arahidonsav) is allometrikus sajátosságokat igazoltunk.

6.1.2.5.b. A teljes (natív) tüd® és a parenhyma foszfolipidjei

A teljes tüd®b®l nyert foszfolipidek zsírsavpro�ljában is jelent®sebb fajok közötti

eltéréseket igazoltunk (23. táblázat, 89. oldal), az arahidsav, a behénsav, illetve a

teljes telítetlenség kivételével. Pozitív testsúlyfüggést tapasztaltunk az α-linolénsav, az
eikozadiénsav, az eikozatriénsav, és az eikozapentaénsav arányában, sakúgy mint a

teljes telítetlenség, a teljes többszörös telítetlenség, és az összes n6 zsírsav arányában

is (25. táblázat, 91. oldal). Negatív allometriát sak a dokozahexaénsav arányában

találtunk (28. ábra, 87. oldal).

Az alapos bronho-alveolaris mosással tisztított parenhyma esetében a teljes PL

zsírsavösszetétel jelent®s fajfügg® eltéréseket jelzett (24. táblázat, 90. oldal). Pozitív

allometriát az α-linolénsav, az eikozatriénsav, az arahidonsav, az eikozapentaénsav, a
teljes többszörös telítetlenség, valamint az összes n6 zsírsav arányában igazoltunk, míg

ellentétes tendeniát mutattunk ki az olajsav, a gondoénsav, a DHA, illetve a teljes

egyszeres telítetlenség, az összes n9 zsírsav és az átlagos szénlánhossz esetében.

A tüd® PL zsírsavak allometrikus vizsgálatának eredend® alapja a 6.1.2.4.. fe-

jezetben, a DHA esetében igazolt negatív allometrikus összefüggés volt. Az említett

munka azonban nem tért ki arra, hogy a parenhyma és a surfatant milyen mértékben

járul hozzá a DHA részarányának leírt változatosságához. Jelen eredményeink alapján

úgy t¶nik, hogy a madár légz® szervrendszerében meglehet®sen jól ismétl®d® szabály-

szer¶ség a DHA negatív testsúlyfüggése, mind a strukturális (tüd® parenhyma), mind
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pedig a szekretált (surfatant) PL-ekben. Fontos megjegyezni, hogy a surfatant alapos

eltávolítása kis mértékben ugyan, de befolyásolta a DHA allometrikus kitev®jét (-0,17-

r®l -0,1-re, 28. ábra), ami arra utal, hogy a surfatant annak kisebb tömege okán kis

mértékben ugyan, de hozzájárul a teljes tüd®ben igazolt allometrikus DHA eloszláshoz.
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Legfontosabbnak tekinthet® eredményünk, a DHA negatív allometriája úgy t¶nik,

egy általános összefüggés része lehet, hiszen több más madár szerv PL-jeiben is hasonló

szabályosságok állnak fenn. A kapott allometrikus összefüggés meredeksége (28. ábra)

összevethet®nek bizonyult korábbi, szintén madár tüd® eredményeinkkel (6.1.2.4.. fe-

jezet; B=-0,24), valamint Hulbert és mtsai (2002a) mellizomban meghatározott érté-

kével (B=-0,28) is, míg a madár miokardiális PL-ekben ennél határozottan negatívabb

értéket igazoltunk (B=-0,6; 6.1.2.3. fejezet).
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Ismereteink szerint madár tüd® parenhymális foszfolipidekben az eddigiekben nem

történt hasonló elemzés, fontos azonban megjegyezni, hogy a jelen kontextusban al-

kalmazott parenhyma kifejezés magában foglalja a bronhusok, a parabronhusok, a

pneumoiták, illetve a kapillárisok és az interstitium tömegét is (ám vért®l mentes).

Ilyen elhanyagolás (pl. a vaszkuláris rész szerepe ismeretlen a teljes eredményben)

szinte minden releváns, a fentiekben hivatkozott forrás esetében is fennáll. Davidson

és mtsai (2000) eredményei szerint az alveoláris, II-es típusú pneumoiták igen ma-

gas anyagsere aktivitással jellemezhet® sejtek, ennél fogva ez a elluláris sajátosság is

minden bizonnyal hozzájárul a DHA er®sen negatív allometriájához. Hulbert és Else

(1999) a �metabolikusan igen aktív szervek� soportjára jellemz® membrán összeté-

tellel kapsolatosan azt a szabályszer¶séget állapították meg, hogy viszonylag állandó

telítetlenségi szint mellett a membránlipidek allometrikusan alasonyabb monoén és

magasabb polién zsírsav arányt mutatnak.

Az n6 zsírsavsoportban a korábbi, teljes pulmonáris PL-ekre vonatkozó ered-

ményeink szerint (6.1.2.4..) enyhe allometrikus emelkedés áll fenn az arahidonsav

részarányában (B=0,09), melyhez teljesen hasonló eredményt igazoltunk a tüd® pa-

renhymában. Eredményünk ezen túlmen®en egyezést mutat Hulbert és mtsai (2002a)

madár mellizom PL-ekben kapott adataival is (B=0,09), valamint jelent®sen hasonlít

a vese (B=0,13; 6.1.2.4.a.) és a máj (B=0,02; 6.1.2.4.b.) membránlipidekben igazolt

kitev®khöz is, arra utalva, hogy a �membránok, mint az anyagsere ütemadói� elmélet

jelent®s mértékben igazolható a madár légz® szervrendszerében is. (Az arahidonsav

allometrikus kitev®je a surfatant PL-jeiben is 0,09 volt!) A tüd® PL zsírsavpro�ljában

az arahidonsav relatív nagy arányt képvisel® komponens, ennek megfelel®en az összes

n6 zsírsav részarányában is enyhe allometrikus emelkedést igazoltunk, mind a teljes,

mind pedig a mosott tüd®szövetben (B = 0,05 és 0,04, rendre).

25. táblázat A zsírsavak allometrikus eloszlása a vizsgált szövetekben
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Az n6 zsírsavakhoz hasonlóan az összes polién zsírsav aránya is enyhe allomet-

rikus emelkedést mutatott a két szövettípusban, ám a kitev®k igen közel estek a nulla

értékhez (B=0,04 és 0,05). Ezen eredmény megegyezik a vese mikroszómákban (Turner

és mtsai, 2005 ; B=-0,01), máj mitokondriumban (Brand és mtsai, 2003 ; B=-0,061),

illetve teljes tüd®ben (B=-0,06, 6.1.2.4..) kapott adatokkal. Ezen meglehet®sen ki-

egyenlített polién zsírsav nívó mellett igazoltuk az n3-n6 savak jellegzetes kompetí-

ióját, a leghosszabb lánú és legtelítetlenebb n3 és n6 zsírsavak arányában (DHA

vs. arahidonsav). Az arahidonsav allometrikus tulajdonságával kapsolatban fontos

kiegészítés, hogy ezen sav lipoxigenáz, foszfolipáz A2 és P-450 monooxigenáz útvona-

lakban képz®d® metabolitjai (f®képp vazoaktív eikozanoidok) szabályozó hatásúak a

Na

+

/K

+

ATPáz-ra nézve (Li és mtsai, 2000). Korábbi, teljes tüd®szöveti (B=-0,02)

és szívizom (B=-0,003) eredményeinkhez hasonlóan a mosott tüd®szövet enyhe, ám

szigni�káns allometrikus sökkenést mutatott az átlagos szénlánhossz vonatkozásá-

ban (B=-0,01). Pamplona és mtsai (1996) szerint biológiai rendszerekben a zsírsavak

szénlánhossza meghatározó szerep¶ a membránok �uiditására nézve. Tekintettel arra,

hogy a legtelítetlenebb és leghosszabb szénlánú zsírsav (a DHA) jelent®s allometrikus

sökkenést mutatott a tüd® PL-ekben, a �uiditás (és a lánhossz) kompenzáiós fenn-

tartásához (�ompensatory maintenane�) számos C20-22 polién zsírsav ezzel ellentétes

változást mutatott, melyben meghatározó szerepet kapott az arahidonsav.

Korábbi, teljes tüd®szövetben kapott eredményeinknek látszólag ellentmondóan a

parenhymában mind az olajsav, mind a gondoénsav negatív allometrikus változását

tapasztaltuk, mely végs® soron az összes monoén sav hasonló irányú változásához veze-

tett. A monoén zsírsavak ilyen irányú részarány-változásának oka részben az lehet, hogy

az olajsav magasabb szintje (plazmában) akut és súlyos tüd® károsodást idéz el® (Da-

vidson és mtsai, 2000), ami els®dlegesen a tüd® kapillárisok endotheljét és surfatant-ot

(Beilman, 1995) érinti. Nagy valószín¶séggel az olajsav ilyen irányú hatása is hozzá-

járulhatott ezen alkotó adott szint alatti részarányához.

Eredményeinket összegezve a madár teljes tüd®szöveti és tüd® parenhymális fosz-

folipidjei határozottan negatív allometrikus összefüggést mutatnak a DHA vonatkozás-

ban, viszonylag kiegyenlített polién zsírsav szint mellett, a �membránok, mint az anyag-

sere� ütemadói elméletnek megfelel®en. Nagy valószín¶séggel mint funkió-spei�kus

pont a monoén zsírsavak pozitív allometriája nem volt igazolható a tüd®ben.

6.1.2.5.. Szöveti malondialdehid konentráió

A szöveti malondialdehid konentráiót a natív és a mosott tüd®szövetb®l hatá-

roztuk meg, és mindkét esetben er®sen negatív testsúlyfüggést igazoltunk. Az egyedi

MDA és DHA adatok közötti korreláió meglehet®sen szorosnak bizonyult mindkét szö-

vettípus esetében 0,39 (P=0,041, n=30) és 0,679 (P<0,0001, n=30) a natív és a mosott

mintákban, rendre. Az in vivo lipid peroxidáió mértékének beslésére elterjedt mu-

tató a malondialdehid (MDA), melynek szöveti konentráiója igen szorosan összefügg

a többszörösen telítetlen zsírsavak (Pamplona és mtsai, 1999), különösen pedig a három

vagy annál több telítetlen kötést tartalmazó savak arányával (Mead és mtsai, 1985).

Jelen eredményeink szerint mind a natív, teljes, mind pedig a surfatant-tól gyakorla-

tilag mentes tüd®szövetben negatív testsúlyfüggés áll fenn az MDA konentráiójában.

A surfatant hiánya sak minimális eltérést okozott az eredményben (29. ábra), mely

nagy valószín¶séggel a surfatant kis tömegének volt köszönhet® (nem határoztuk meg).
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29. ábra A malondialdehid testsúlyfügg® (allometrikus) változása a natív és a

mosott madártüd®ben

Az MDA negatív B exponense jól egyezik korábbi teljes madár tüd®ben (B = -0,05;

6.1.2.4..) és szívizomban (B = -0,16; 6.1.2.3.) kapott adatainkkal. Érdekes módon

nemsak a teljes tüd®ben, hanem a tüd® mitokondriumban is igazolható hasonló össze-

függés, amennyiben az alasonyabb alapanyagsere intenzitás (galamb vs. patkány)

alasonyabb szabadgyök termeléssel párosul (Barja és mtsai, 1994). A MDA és a DHA

részarány közötti meglehet®sen szoros pozitív összefüggés arra utal, hogy a DHA mint

primer faktor befolyásolja az in vivo lipidperoxidáió mértékét.

Eredményeinket összegezve úgy t¶nik, hogy madár légz® szervrendszerében (mind

a tüd® parenhymában, mind pedig a surfatant-ban) a dokozahexaénsav kiemelten

fontos szabályozó szereppel rendelkezik, mint membránlipid komponens és mint a sur-

fatant szekréió mértékét befolyásoló faktor. A DHA részaránya és a nem enzimatikus

lipidperoxidáió szoros korrelatív összefüggése arra utal, hogy a membránlipidek több-

szörös telítetlensége, különösen pedig a DHA aránya jelent®sen befolyásolja a peroxi-

dáió mértékét a madár pulmonáris foszfolipidjeiben.

6.1.3. A szöveti triglieridek összetételének natív alakulása; a faj- és fajta

azonosítás lehet®ségei a TG molekulaszerkezet részletes analízisére alapozva

(regiospei�kus analízis)

A fejezetben bemutatandó munka keretében a poláris lipidekt®l funkionálisan és

összetétel tekintetében is jelent®sen eltér® neutrális lipidek soportjának f® képvisel®it,

a triglierideket elemeztem, els®sorban faj- és esetlegesen fajtaszint¶ eltérések feltárása

érdekében. A munka f® élkit¶zése az volt, hogy akár állati termékekb®l, mint élel-

miszer alapanyagokból, vagy már továbbfeldolgozott termékekb®l is lehet®ség nyíljon

supán a lipidekre alapozva faj- vagy fajta elkülönítésre, esetleg azonosításra is. Ennek

érdekében a tárolás és feldolgozás alatt is viszonylag nagy stabilitást mutató triglieri-

dek részletes, molekuláris felépítésére irányuló analízist végeztünk el.
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6.1.3.1. A fajspei�kus tulajdonságok elemzése, triglieridek molekulaszer-

kezeti vizsgálatára alapozva

Napjainkban egyre nagyobb és fontosabb feladat az állati termékek eredetének meg-

bízható vizsgálata vagy igazolása. Tekintettel az állati eredet¶ termékek és élelmiszer

alapanyagok meglehet®s sokféleségére, már az eddigiekben is sok és hatékony módszer

került kidolgozásra, els®sorban DNS markerekre alapozva (Guglih és mtsai, 1994).

A szöveti lipidek a termékek szintjén már kevéssé alkalmasak az eredet igazolására,

több oknál fogva. Egyrészt az adiposasejtek DNS tartalma alasony, másrészt leg-

inkább olvasztott állapotban alkalmazzák az állati zsírokat. Tudvalev® az is, hogy a

takarmány hatása a neutrális lipidek összetételére monogasztrikus állatokban nagyon

markáns (6.1.4. fejezet), így a megbízható faj- vagy fajta azonosítás legtöbbször nem

lehetséges. A táplálékeredet¶ zsírsavak szöveti inkorporáiója olyan hatékony, hogy

napjainkra a gyakran alkalmazott n3 kiegészítés már el®re eldöntött min®ség¶ végter-

mék összetételig folyik (pl. kardioprotektív halhús), legtöbbször a befejez® takarmányo-

zás során (6.1.4. fejezet). Természetesen nemsak a táplálékeredet¶ zsírsavak, hanem

számos endogén tényez® is befolyásolja a szövetek (itt zsírszövet) végs® zsírsavpro�lját.

A legels®, a táplálék zsírsavait vagy zsírsavtartalmú lipidjeit jelent®sebben befolyásoló

közeg értelemszer¶en a gyomor, ám a monogasztrikusok gyomrában lev® alasony pH

gyakorlatilag nem, míg a kér®dz®k bend®beli reduktív közege nagyon er®sen módosítja

a zsírsavak telítetlenségét. A felszívódás fázisában kulsszerep¶ hasnyál lipáz jelent®s

zsírsav-helyzeti spei�itást mutat (1,3 helyzet, 4.2.6.1. fejezet). Érdekes módon a

hasnyál lipáz is mutat bizonyos szint¶ fajspei�itást (Jensen és mtsai, 1983). A kö-

vetkez®kben a bélepithelsejtek TG re-észteri�káiója (2MG útvonal), majd a májbeli

konverzió kapsán is számos fajspei�kus lépés merülhet fel, ám igazolt és meghatározó

szint¶ eltérések f®leg a periférián, a lipoprotein lipáz szubsztrát-spei�itásában állnak

fenn (Sato és mtsai, 1998). Ezen túlmen®en Yeaman (2004) a zsírsav mobilizáió

kulsenzime, a hormonszenzitív lipáz esetében is beszámolt fajsepi�kus eltérésekr®l,

annak ismert zsírsav prefereniája mellett (Ralot és mtsai, 2001). A fentiek szerint

a re-észteri�káió, illetve a további, enzim-mediált folyamatok jelent®s fajspei�itást

mutatnak, mely minden bizonnyal dönt® szerepet kap az egyes fajokra jellemz® TG

zsírsavpro�l kialakításában. Természetesen nemsak az endogén különbségek, hanem

a faji sajátosságoknak megfelel® táplálékkészlet eltérései is nagyban hozzájárulhatnak

a szöveti triglierid zsírsavpro�l jelent®s változékonyságához. A fentiekre alapozva a

munkahipotézis az volt, hogy az ismert és jelent®s faji szint¶ különbségeket a TG mo-

lekulaszerkezetben részleteiben feltárjuk, majd az eredmények alapján faj elkülönítési

lehet®ségeket vizsgáljunk.

A vizsgálat mintavételi, analitikai és számítási módszertanát részletesen az 5.1.3.1.,

az 5.2.2.a.-e. és az 5.3.b. fejezetben adtam meg. Az eredmények bemutatása során el-

s®ként a natív TG, majd a 2MG frakió, végül pedig a két frakiót együttesen jellemz®

helyzeti megoszlási faktor adatokra és azok értelmezésére térek ki.

6.1.3.1.a. Natív triglieridek

A triglieridek eredeti zsírsavpro�lja nagyon er®s fajfügg® eltéréseket mutatott, me-

lyek varianiaanalízissel elemzett eredményei a 26. táblázatban (95. oldal) találhatók.
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A kér®dz®k (gímszarvas, jávorszarvas) mintái jelent®sen magasabb arányban tar-

talmaztak páratlan szénlán hosszúságú zsírsavakat (pl. C17:0), illetve a telített zsírsa-
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vak igen magas szintje is jellemz® volt ezen soportra. Bár ezen állatokban a telítetlen

zsírsavak aránya viszonylag alasony volt, ez kifejezetten igaz volt a polién zsírsavakra,

melyek mindösszesen 3�4%-ban voltak jelen, míg a monoén zsírsavak kissé magasabb

részarányt képviseltek. Az alasony telítetlenség mellett érdekes módon a n6 zsírsa-

vak részaránya igen alasony volt, összehasonlítva a sertések, a borz, a nyúl és a lúd

mintákkal. A többi faj mintáival összevetve az n3 zsírsavak részaránya nem mutatott

jelent®sebb eltérést. Ennek megfelel®en az n6/n3 arány igen alasonynak mutatkozott a

kér®dz®kben. A relatív alasony telítetlenség a telítetlen és telített zsírsavak számított

arányát is jelent®sen sökkentette, mely a kér®dz®k sajátossága volt.

A vaddisznó és az extenzíven nevelt sertés minták TG zsírsavpro�lja kifejezetten

hasonló volt, minimális eltérésekkel, és jellegzetes monoén és n6 zsírsav dominaniával.

A borz és nyúl mintákban nagyon magas telítetlenséget igazoltunk (66-67%). A

borz ezen belül magasabb monoén részarányt és viszonylag kiegyenlített n6/n3 zsírsav

arányt mutatott, míg a nyúlban jellemz®bb volt a többszörösen telítetlen zsírsavak

jelenléte, kb. tízszeres n6 többlettel.

A lúd zsírja er®sen telítetlen volt, különösen a monoén zsírsavak domináltak benne,

a többszörösen telítetlen soport pedig f®képp n6 zsírsavakban volt gazdag, mely végül

20 feletti n6/n3 arányhoz vezetett. Az átlagos szénlánhossz értékek is er®sen külön-

böztek fajonként, a kér®dz®kben a legalasonyabb értékekkel, amit a sertések, majd a

nyúl, a lúd és a borz követett (utóbbi esetekben 15 fölötti értékekkel). A telítetlenségi

index a kér®dz®kben igen alasony volt (21-42), sertésekben, borzban és lúdban ≈ 80,

míg egyedül a nyúl zsírban volt 100 felett.

6.1.3.1.b. A 2-monoglieridek zsírsavpro�lja

A 2-es helyzet zsírsavpro�lja (27. táblázat, 97. oldal) alapvet®en eltért a trigli-

eridekét®l, ám ahhoz hasonlóan szintén er®sen fajfügg® volt. A gímszarvas a 2-es

pozíióban alasony telítettséget mutatott (Σ telítetlen/Σ telített=1), és összevetve a

TG-ekkel, itt a polién zsírsavak aránya is magasabb volt. Érdekes módon az n6/n3

zsírsavak aránya a 2-es helyzetben és a TG-ekben megegyez® volt, míg az egyszeres

telítetlenség kb. 3-szoros volt a középs® helyzetben. A jávorszarvas mintákban a 2MG

frakió összes telítetlensége kb. 3-szorosan meghaladta a triglieridek releváns értékét,

míg az egyszeres telítetlenség esetében az eltérés kb. 2-szeres volt. Ugyanitt az n6/n3

arány is jelent®sebben eltért a TG-ekben mért értékt®l. Az n6 zsírsavak közül a linol-

sav preferáltan fordult el® a 2-es pozíióban, valamint itt a sertések kivételével az n9

zsírsavak aránya magasabb volt, mint a natív TG-ekben.

A sertésekben (a két genotípusban azonosan) a 2-es helyzetben domináns monoén

és n6 zsírsav allokáió volt igazolható. Csak ez a két faj mutatott jelent®s olajsav

gyakoriságot az 1,3 helyzetben (a perifériás helyzetekben), melyet a 31. ábrán (98.

oldal) bemutatott helyzeti megoszlási faktor értékek (HMF) is jól szemléltetnek.

A borz és nyúl mintákban a telítetlenségi index és az n6 zsírsavak aránya a 2-

es helyzetben meghaladta a TG-ekben mért adatokat. Lúd esetében a 2-es pozíió

telítetlensége szokatlanul magas volt (80% feletti), különösen az egyszeresen telítetlen

zsírsavak jelenléte (70%) miatt. A 2MG frakióban az átlagos szénlánhossz a kér®dz®k

mintáiban volt a legalasonyabb (14,3�15,3), a sertések, a borz, és a lúd magasabb

értékeket vettek fel (≈16), míg sak a nyúl haladta meg a 17-es átlagos lánhosszt.
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A telítetlenségi index a sertések 2MG-jeiben volt a legalasonyabb (51-64), a többi

faj 70-100-ig terjed® tartományban változó értékeket adott, sak a nyúl haladta meg a

140-es értéket. A 2-es helyzeti telítetlenség a sertések kivételével meghaladta a TG-ekét.
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6.1.3.1.. A zsírsavak helyzeti megoszlása, a helyzeti megoszlási faktor

Az 1,3 helyzet zsírsavpro�lja nem mérési, hanem számítási eredmény, melyben a

TG és a 2MG frakió adatainak különbsége mutatkozik meg. Az általunk de�niált

helyzeti megoszlási faktor valójában a széls® és középs® pozíiók relatív gyakorisági

adatait zsírsavanként egy közös mutatóban tartalmazza (számítás módszertana: 5.3.b.

fejezet). A 30. és a 31. ábrák a fajonként megadott HMF értékeket mutatják a telített

és a monoén zsírsavak esetében.

30. ábra A telített zsírsavak helyzeti megoszlása a hét vizsgált fajban

31. ábra Az egyszeresen telítetlen zsírsavak helyzeti megoszlása, fajonként
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Módszertani korlátnak tekinthet®, hogy a HMF nem adható meg azon esetekben,

ahol a 2MG eredmények legalább 3-szor meghaladták a TG eredményeket, vagy ahol a

2MG frakió az adott zsírsavból a sak a kimutatási határ (�limit of detetion�, LOD)

alatti mennyiséget tartalmazta.

A legfontosabb eredményt a sertésekben, a palmitinsav vonatkozásában tapasz-

taltuk, melynek a helyzeti megoszlása kifejezetten negatív értékekkel volt jellemezhet®,

ami a palmitát dönt® entrális helyzeti gyakoriságára utal. A kér®dz®k és a nyúl ese-

tében a margarinsavnál (C17:0) pozitív HMF értékeket számítottunk. Az egyszeresen

telítetlen zsírsavaknál a kér®dz®k er®sen negatív eredményeket mutattak, és itt sak a

sertések esetében tapasztaltunk pozitív adatokat (31. ábra).

A fentiekben bemutatott eredmények értelmezése során els®sorban a fajfügg® elté-

rések és esetleges dönt® hasonlóságok biológiai okait emelem ki. A TG zsírsavösszetétel

általunk is leírt hasonlóságairól (domináns egyszeres telítetlenség a teljes telítetlensé-

geben és dönt® n6 zsírsav fölény a többszörös telítetlenségben) számoltak be Perona és

mtsai (2000), valamint Summers és mtsai (2000) is, más eml®sökben.

Brokerho� és Akmann (1967) szerint amonoén zsírsavak 2-es helyzeti ailezése

során a C16:1 n7 és C18:1 n9 a leggyakoribb, míg a C20:1 n9 és a C22:1 n9 f®leg a

széls® helyzetben fordulnak el®. Saját vizsgálatunkban a monoén zsírsavak közül az

olajsav volt domináns, melyet a palmitoleinsav követett, míg mind a gondoénsav, mind

az erukasav sak nagyon kis mennyiségben fordult el® a 2MG frakióban. Szemben a

viszonylag nagy részarányt képvisel® n6 zsírsavakkal, az n3 zsírsavsoport tagjai na-

gyon kis arányban voltak megtalálhatók mind a TG, mind a 2MG frakióban, fajtól

függetlenül, mely az n6/n3 arány értékeiben is megmutatkozott. Hasonlóan King és

mtsai (2004) eredményeihez, mi is azt tapasztaltuk, hogy a 2MG frakióban az átla-

gos zsírsav szénlánhossz meghaladja a TG-ekben mérhet® értékeket. Ahogy várható

volt, a kér®dz®k mintái voltak a leginkább telítettek és a leggazdagabbak páratlan

szénatomszámú zsírsavakban, bár utóbbi savak nyúlban is jellemz®ek voltak. Te-

kintettel arra, hogy a gerinesek nem szintetizálnak páratlan szénlánhosszúságú zsír-

savakat (4.2.1.2. fejezet), kér®dz®k esetében a bend® mikrobióta transzformáló hatása

vagy zsírsav bioszintézise, nyúlban pedig a ökotró�a során felvett, szintén mikrobiáli-

san szintetizált zsírsavak jelenhettek meg a szövetekben. Ennek megfelel®en a magas

páratlan szénatomszámú zsírsav arány, mely magas HMF értékekhez vezetett ezen fa-

joknál (30. ábra) a kér®dz®k és a nyúl esetében elkülönítési lehet®séget jelenthet. Wolk

és mtsai (1998) szerint monogasztrikusokban (azok depózsírjában) még a rendszeres

tej-, illetve tejzsír fogyasztás idején sem jellemz® a fentiekben megadott margarinsav

részarány (1,6-2,8%), mely egyébiránt f®leg az 1,3 pozíióra volt jellemz®. Broker-

ho� és Akmann (1967) szerint a páratlan szénlánhosszúságú zsírsavak TG molekulán

belüli elrendez®dése nem a szénatomszámtól, hanem a telítettségt®l vagy telítetlenség

mértékét®l függ®en alakul. Ezt saját eredményeink is meger®sítették, amennyiben a

margarinsav (C17:0) jellemz®en perifériásan, a telített zsírsavakra jellemz® pozíióban

volt gyakori.

Kér®dz®kre jellemz® tulajdonság, hogy a mintáikban a telítetlen / telített zsírsa-

vak aránya igen alasony, mind a TG, mind a 2MG frakióban, ami egyezést mutatott

Kagawa és mtsai (1996) szarvasmarha mintákból származó eredményeivel. Egy másik,

szintén kér®dz®kre jellemz® sajátosság, hogy az n6 zsírsavak inkorporáiója esetükben

igen sekély a TG poolba. Ennek tulajdonítható, hogy az n6/n3 zsírsavak egymáshoz

viszonyított aránya is igen alasony maradt (1-hez közeli érték) a 2MG frakióban. Ez

az érték hozzávet®legesen egy nagyságrenddel volt alasonyabb, mint a többi faj rele-

váns adata (27. táblázat). A TG-hez viszonyítva a 2MG frakióban a. háromszoros
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volt a monoén zsírsavak gyakorisága, ami egyértelm¶en arra utal, hogy a telítetlen zsír-

savak ailezési prefereniája a 2-es helyzet felé kiemelt, melyet az itt mért jelent®sen

nagyobb UI érték is alátámasztott.

Bár a két sertés genotípus jelent®sen hasonló TG zsírsavpro�llal volt jellemez-

het®, sertésre jellemz® sajátosságnak t¶nik a telített zsírsavak, különösen a palmitinsav

entrális helyzeti magas gyakorisága. Ez a preferált 2-es helyzeti el®fordulás sertésben

olyan mérték¶, ami nemsak a palmitinsav, de az összes telített zsírsav HMF érté-

két a negatív tartományba tolja el. Érdekes sajátosságnak tekinthet® még az is, hogy

sak a sertésekben fordult el® magasabb TG telítetlenség, a 2MG-ekkel összehason-

lítva, melyet Innis és mtsai. (1997), valamint Mottram és mtsai (2001) eredményei is

alátámasztottak. Az összes vizsgált faj között szintén sak a sertésekre volt jellemz®

az olajsav (és következésképpen a teljes egyszeres telítetlenség) pozitív HMF értéke

(31. ábra), mely szerint az olajsav eloszlása a TG molekulában szintén nem random.

Bár Brokerho� és Akmann (1967) szerint az olajsav intramolekuláris eloszlása nem

teljesen szabályos eml®s TG-ekben, Kagawa és mtsai (1996) is pozitív helyzeti megosz-

lási faktorról számoltak be oleát esetében. Az oleát preferált 2-es helyzeti el®fordulása

nagy valószín¶séggel nem magával az olajsavval, hanem a entrális helyzetben ailez®

enzimekkel függhet össze, melyek szimmetrikus savakkal szembeni prefereniát mutat-

nak Brokerho� és Akmann (1967) szerint. Egyik legérdekesebb eredményünk ezen

állítás igazolása. Összehasonlítva a 18:1 monoén savak meghatározott két formáját,

az olajsavat (C18:1 n9) és a vakénsavat (C18:1 n11), a két molekula tulajdonképpen

sak a zsírsavlán szimmetriájának meglétében tér el. Ennek ellenére az aszimmetrikus

forma (C18:1 n11) HMF értéke minden fajban alasonyabb volt, ami arra utal, hogy a

szimmetrikus savak preferáltan középs® helyzetben (sn-2) aileznek (32. ábra).

32. ábra Azonos lánhosszúságú és telítetlenség¶, de szimmetrikus (C18:1 n9) és

aszimmetrikus (C18:1 n11) zsírsavak ailezési prefereniája a vizsgált fajokban

A sertésekkel ellentétben a borz mintáiban a TG telítetlenség mértéke igen nagy

volt, hasonlóan a nyúl és lúd mintákhoz, melyet nagy valószín¶séggel az magyaráz,
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hogy az egyébként húsev® borz jelent®s mennyiség¶ növényi táplálékot vesz fel (Lanszki,

2004). Meglep® módon a borz TG-ek egyszeres és többszörös telítetlensége nagyban

hasonlított a lúdéhoz, és a kér®dz®k mellett e fajban tapasztaltunk még alasony n6/n3

arányt. Bár a releváns szakirodalom borzra vonatkozóan nem közöl adatokat, kutya és

maska mintákban nagyon magas n6/n3 arányok mutathatók ki (n6/n3: 13-15, Kagawa

és mtsai, 1996 ). Ismert, hogy a TG-ekbe az n6 zsírsavak inkorporáiója tekinthet®

dominánsnak a többszörösen telítetlen soportban. Érdekes, hogy a borz esetében ez

ennyire nem egyértelm¶, miután a mintáiban az n6 és n3 zsírsavak aránya kiegyenlített

volt, úgy, hogy a TG többszörös telítetlensége egyébként szintén igen magas.

A nyúl az összes faj között a legtelítetlenebb zsírsavpro�llal volt jellemezhet®. Saj-

nos releváns irodalmi adat nem állt rendelkezésre a nyúl neutrális lipidek zsírsavainak

helyzeti megoszlásáról, sak a tüd® esetében (Georgiev és mtsai, 1976). A mintaelkü-

lönítés során �gyelembe vehet® spei�kus pont nyúl esetében az lehet, hogy a 2MG

frakió telítetlensége 80% fölötti, viszonylag mérsékelt egyszeres telítetlenség mellett.

A lúd minták leginkább a borzra hasonlítottak, de az n9 egyszeres telítetlenség ez

esetben jóval magasabbnak bizonyult, meghaladva az 50%-ot is. Bár irodalmi adatot

lúdra nem sikerült fellelni, tojótyúk és pulyka szöveti triglieridekben (6.1.2.1.a.,. és

6.1.2.2.b. fejezetek) a telítetlen zsírsavak aránya 74 és 66% körül alakult, míg az egysze-

res telítetlenség 38 és 36% volt, rendre. Megállapítható tehát, hogy a nagy gazdasági

jelent®séggel bíró madárfajok között nem a lúd zsírja a legtelítetlenebb, az leginkább

kifejezetten magas egyszeres telítetlenségével t¶nik ki.

Az eredményeket összegezve megállapítottuk, hogy fajtól függetlenül, de a sertés

kivételével a 2-es helyzetben a zsírsavak lánhossza meghaladja a TG-ekben mért lán-

hosszt. A sertések, a többi fajtól eltér®en a 2-es helyzetben magasabb telítettséget

mutattak, mint az 1,3 pozíiókban. Érdekes módon a vad és háziasított sertés genotí-

pusok TG és 2MG zsírsavpro�lja nem tért el jelent®sebben. A TG molekula szerkezeti

vizsgálatával igazoltuk azt a tapasztalati meg�gyelést, hogy azonos szénlánhosszúságú

és telítetlenség¶, de szimmetrikus és aszimmetrikus zsírsavak közül az el®bbi soport

preferáltan a 2-es pozíióban ailez. A kidolgozott módszertan kis mintaigény¶ (a. 50

mg TG, melyb®l a natív és a hidrolizált forma is elemezhet®), viszonylag jól ismétel-

het®, és jól kivitelezhet® minden magas zsírtartalmú szövetmintán, vagy akár olvasztott

zsírokon is. A módszer limitáiójaként említhet® annak nagy manuális munkaigénye és

relatív magas laborköltsége (extrakió, hidrolízis, vékonyrétegkromatográ�a és mintán-

ként két gázkromatográ�ás analízis).

A módszer megbízhatóságát és �felbontását� a továbbiakban már nem fajok, hanem

eltér® fajták elkülönítésén teszteltük. A gyakorlatban nagyon sokszor merül fel ugyanis

az a kérdés, hogy a hungarikumként számon tartott mangalia minták vagy termékek

(különösen zsír és hús) elkülöníthet®k-e a hússertések mintáitól.

6.1.3.2. A fajtaszint¶ eltérések vizsgálata sertés genotípusok triglieridjei-

nek molekulaszerkezeti vizsgálatával

Irodalmi és saját adatok alapján is tudvalev®, hogy a zsírsavak elrendez®dése a TG

molekulán belül nem véletlenszer¶. A sertés speiális zsírsav-megoszlására, nevezetesen

a entrálisan igen gyakori palmitinsav el®fordulásra Hildith és Stainsby (1935) már

igen korán utalást tettek. A 6.1.3.1. fejezeti eredmények szerint ehhez hasonló pro�lt

mutat a vaddisznó is, valamint Mattson és mtsai (1964) szerint az örvös pekari, illetve

a humán tejzsír is (Innis és mtsai, 1996).

Tekintettel arra, hogy a hasnyál lipáz sn-1,3 helyzetspei�kus hidrolízist végez,
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úgy t¶nik, legalább egy olyan további módosító lépésnek kell lennie a sertés szerve-

zetben a 2MG-ek re-észterezését követ®en (a bélepithelsejtekben), amely módosítja

a 2-es helyzet¶ zsírsavat is (a mutáz enzim ilyen izomerizáiós hatása nem ismert).

Brokerho� és Akmann (1967) egy sertést zsírmentes takarmányon neveltek fel és a

jól ismert entrálisan gyakori palmitinsav így is meg�gyelhet® volt a depózsírjában.

Stokes és Tove (1975) leírt egy �faktort� (�spei�er fator�), ami a sertés TG szintézis-

ben jelent®s ailtranszferáz enzim regiospei�itását befolyásolja, és amit izoláltak is

a sertés zsírszövet mikroszómális frakiójából. Eredményeik szerint ez a faktor felel®s

a 2-palmitoil-glieridek szintéziséért. Érdekes módon ezen módosító faktor hatását a

kés®bbiekben nemsak a zsírszövetben, hanem a vesében és a szívizomban is sikerült

kimutatni, ám a májban nem. Lee és mtsai (2001) egy új, alternatív útvonalat írtak le,

melyben a glierin közvetlen ailezése történik meg, sertésben. Az ezért felel®s glierin-

ailtranszferáz aktivitását a szívizomban, vázizomban, májban, vesében és agyban, a

mikroszómális frakióban lehetett igazolni. Míg a glierin-ailtranszferáz számos szö-

vetben jelen van, ezen enzim jelent®s, ám nem kizárólagos szubsztrát prefereniával

rendelkezik, nevezetesen a palmitol- és az arahdonil-KoA felé. Érdekes módon az em-

lített enzim pontos szerepe a sertés szöveti TG struktúra kialakításában napjainkban

sem ismert pontosan. Az alábbiakban bemutatandó vizsgálat élja nemsak az volt,

hogy az eddigiekben kevéssé ismert szervek esetében jellemezzük a TG és 2MG zsírsav-

pro�lt, hanem hogy esetleges fajta-elkülönítést is lehet®vé tegyünk. Ennek érdekében

mangalia és hússertés minták részletes összehasonlítását végeztük el.

Az állatokkal, a mintákkal, a laboratóriumi analízissel kapsolatos részleteket az

5.1.3.2., az 5.2.2.a.-e. és az 5.3.b. fejezetek tartalmazzák. A teljes analízis keretében

összesen hét szervben határoztuk meg a TG és 2MG zsírsavpro�lt, amit szervenkénti

bontásban mutatok be az alábbiakban, a fajtaszint¶ különbségek kiemelésével.

6.1.3.2.a. Általános meg�gyelések mindkét fajtában

Az eredmények hat szervben mind a zsírsavpro�l, mind pedig az egyes zsírsavak

helyzeti elrendez®dése tekintetében a két fajtában meglehet®sen hasonlók voltak, a

máj kivételével. A telített zsírsavak, különösen a mirisztin- és palmitinsav (C14:0

és C16:0) az összes májon kívüli szervben preferáltan a 2-es helyzetben fordultak el®,

míg a májban ezen savak széls®, 1,3 pozíióban voltak gyakoriak. A 18-as lánhosszú

vagy afeletti telített zsírsavak (C18:0, C20:0 és C22:0) minden szervben szinte kizáró-

lag a perifériás helyzetekben voltak kimutathatók, és gyakorlatilag hiányoztak a 2MG

frakióból.

A páratlan szénlánhosszúságú savak (pentadekánsav, C15:0 és margarinsav,

C17:0) helyzeti megoszlása a rövidebb lánú, telített zsírsavakhoz hasonlóan alakult.

Az extrahepatikus szervekben a telítetlenség mértéke az 1,3 helyzetben mindig maga-

sabb volt, melyet a TG frakió követett, míg a legalasonyabb értékek a 2MG frakióban

alakultak, fajtától függetlenül. Ez a sorrend nemsak a telítetlenségi indexre (UI), ha-

nem az egyszeres és többszörös telítetlenségre, illetve az összes n3, n6 és n9 zsírsav

részarányára, valamint az átlagos szénlánhosszra is igaz volt. A máj neutrális lipid-

jeiben a telítetlenség és a fent említett mutatók sorrendje a következ®képpen alakult:

2MG > TG > 1,3.

A vázizomban (28. táblázat, 103. oldal) az n3 zsírsavak közül az esszeniális α-
linolénsav el®fordulási gyakorisága az 1,3 helyzetben volt a legmagasabb, míg a további,

hosszabb szénlánú és fokozottabban telítetlen n3 (eikozapentaénsav, C20:5 n3; dokoza-

pentaénsav, C22:5 n3; dokozahexaénsav, C22:6 n3) zsírsavak egyáltalán nem fordultak
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el® a 2-es helyzetben. Az n6 zsírsavak közül a linolsav, a dihomo-γ-linolénsav és az

eikozadiénsav pozitív HMF-t mutatott (fokozott 1,3 helyzeti gyakoriság), s®t dihomo-

γ-linolénsav sak a perifériás helyzetben fordult el®, míg a végs® termékként értelmezett
arahidonsav f®leg a 2-es helyzetben. Az n9 zsírsavak közül az olajsav és a gondoénsav

f®képp az 1,3 helyzetben volt gyakori, míg a 2-es helyzetben leginkább palmitinsav,

olajsav és linolsav ailezett.
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Egy szimmetrikus isz és egy aszimmetrikus transz zsírsav (olajsav vs. t-vakénsav)

TG molekulán belüli el®fordulását vizsgálva megállapítható, hogy a mangalia izom li-

pidekben a transz zsírsavak f®képp a széls®, míg hússertésnél f®leg a középs® helyzet

felé tendáltak (33. ábra). Ehhez hasonlóan, a konjugált linolsav (9, t11) és a isz

linolsav közül a transz sav a széls® helyzetben volt gyakoribb, genotípustól függetlenül.

A vázlatos rövidséggel bemutatott eredmények értelmezését nagyban segíti, ha az adott

szövettípus funkióját is �gyelembe vesszük. A váz- és szívizom esetében a neutrális

lipidek egyértelm¶en mint oxidálható energiaforrás merülnek fel. Ennek megfelel®en az

izom TG zsírsavpro�lt nem kizárólag a szintetikus folyamatok, hanem a zsírsavszelektív

oxidáió (Sidossis és mtsai, 1998) és hidrolízis (Ralot, 1997) is jelent®sen befolyásolja.

Az a tény, hogy az 1,3 helyzetben f®leg a telítetlen zsírsavak gyakoriak, entrálisan pe-

dig a palmitinsav azt sugallja, hogy az intramuszkuláris triglieridek (IMTG) szintézise

nem tér el az zsírszövetét®l, sertés esetében. Az IMTG frakió turnovere meglehet®sen

aktív, így a spei�kus TG zsírsavszerkezeti forma fenntartása mindenképpen egy meg-

lehet®sen stabil helyzetnek felel meg. Budohoski és mtsai (1996) szerint patkány vörös,

oxidatív izomrostjaiban a TG szintézis ütemét az intenzív zsírsav uptake és a nagy ak-

tivitású szintetikus útvonal biztosítja. Tekintettel a TG szintézis izom- és zsírszövetbeli

univerzalitására, úgy t¶nik, hogy az abban résztvev® ailtranszferáz enzimek is azono-

sak (Stokes és Tove, 1975), és ezek felelnek a jellegzetes sertés TG struktúra meglétéért.

Ezt igazolja az is, hogy egér és ember szövetekben a glierin-3-foszfát ailtranszferáz

mRNS expressziója kifejezetten magas a vesében, a zsírszövetben, a szív- és vázizom-

ban, de alasony a májban (Cao és mtsai, 2008). Érdekes tapasztalatnak tekinthet® a

fajták közötti eltérés a C18 egyszeresen telítetlen zsírsavak esetében. Patkány adipo-

itákban Guo és mtsai (1999) eredményei szerint a jelölt oleát a glierin mindhárom

pozíiójában azonos gyakorisággal észterez. A HMF esetében annak nulla, vagy nulla

körüli értéke utal random vagy teljesen kiegyenlített zsírsav eloszlásra a glierin vázon,

amit a vizsgálatban sak a mangalia esetében a transz vakénsav mutatott.

33. ábra Egy szimmetrikus isz és egy aszimmetrikus transz zsírsav (olajsav vs.

t-vakénsav) TG molekulán belüli el®fordulása a vizsgált szervekben, fajonként
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A máj neutrális lipidjeiben az n3 soportban az α-linolénsav elrendez®dése meg-

egyezett az izomban tapasztaltakkal, míg az eikozatriénsav (C20:3 n3) határozottan

negatív HMF értékkel volt jellemezhet® (29. táblázat).
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A dokozapentaén- és dokozahexaénsavak el®fordulását a 2MG frakióban sak man-

galiában igazoltuk, míg hússertésben ezen savak kis részarányban és sak az 1,3 hely-

zetben voltak kimutathatók. A linolsav f®leg a 2MG frakióban volt gyakori, ami sak a

máj esetében volt meg�gyelhet®. Ehhez hasonlóan minden egyedi n9 zsírsav (olajsav és

gondoénsav) szintén a középs® helyzetben volt gyakori, fajtától függetlenül. Mindössze-

sen egy szerv egy frakiójában �gyeltük meg azt, hogy az átlagos szénlánhossz alaso-

nyabb a TG-ekben mint a 2MG-ekben, nevezetesen a mangalia májban. A számított

telítetlenségi index érték esetében a máj szintén kivételesnek bizonyult, amennyiben a

2MG frakió UI értékei meghaladták az 1,3 helyzetben meghatározottakat.

A sertés máj többi szövett®l való eltérését a TG zsírsavak eloszlási mintázatában

el®ször Stokes és mtsai (1975) írták le részletesen. Annak oka, hogy a máj TG struk-

túrája teljesen eltér a többi szövett®l kett®s lehet: vagy egyfajta domináns zsírsav

szelektivitás az enzimek egy részénél, vagy a direkt ailezési útvonal megléte (Lee és

mtsai, 2001).

Az a tény, hogy a sertés máj 2MG frakiójában a linolsav dominaniája állt fenn

arra utal, hogy a takarmány lipidjeinek 2-es helyzeti hidrolízise �a májig bezárólag�

sak kis mérték¶. Ezt az is alátámasztja, hogy a takarmány (gyomortartalom) is nagy

arányú �középs®� linolsav jelenléttel rendelkezett (5. melléklet). Érdekes módon a

takarmányeredet¶ zsírsavak sak kis mértékben, valójában minimálisan módosítják a

máj TG zsírsav mintázatot (Tishendorf és mtsai, 2002), miután a takarmányeredet¶

CLA-t szerz®k sak minimális mértékben nyerték vissza a TG-ekb®l. Ezzel szemben

Innis és mtsai (2004) azt közölték, hogy a randomizált zsírsaveloszlású triglieridek

jelent®s mértékben módosítják a sertés TG regiospei�kus zsírsavpro�lját.

Fontos azonban megjegyezni, hogy a végs® faktor, mely a sertés TG jellegzetes

struktúráját kialakítja máig sem ismert. Yang és Kuksis (1991) szerint a kilomikron TG

70-80%-át a 2-monoglierid útvonal szintetizálja, mely nem módosítja (jelent®sebben)

a 2-es helyzetbeli zsírsavpro�lt. Eszerint nagy valószín¶séggel a glierin-3-foszfát vagy

a direkt ailezési útvonal járul hozzá a spei�kus forma kialakításához, mely a középs®

helyzetben lev® zsírsavat is módosítja.

A vese lipidekben az n3 zsírsavak közül az α-linolénsav és az eikozatriénsav eloszlása
megegyezett az izomban tapasztaltakkal, míg az EPA jelenléte nem volt igazolható a

2MG-ekben (30. táblázat, 107. oldal).

Csak mangaliában tapasztaltuk a DPA és a DHA teljes hiányát a 2MG frakióban.

Az n6 zsírsavak közül a linolsav HMF értéke nagyon er®s fajtafügg® eltérést mutatott

(0,33 ± 0,09 vs. =0,07 ± 0,08, mangalia és hússertés esetében, rendre), míg a dihomo-

γ-linolénsav mangalia vese 2MG-ekben nem is volt kimutatható. Érdekes módon a

C20:3 n6 mindkét genotípus 2MG frakiójából teljesen hiányzott, míg az arahidonsav

pozitív HMF-t vett fel. Az n9 zsírsavsoportban az olajsav a középs® helyzetben volt

gyakoribb, míg a gondoénsav a széls® (1,3) pozíiókban. A vese triglieridek zsírsav

elrendez®dését az eddigiekben kevesen vizsgálták, bár régóta ismert, hogy a TG zsír-

savpro�l, illetve a savak megoszlása itt is mutat fajspei�itást (Christie és Moore,

1970).

Az irodalmi adatok, valamint saját eredményeink is azt sejtetik, hogy a sertésre

jellemz® TG struktúra a �májon túl� alakul ki. Lee és mtsai (2001) szerint a glie-

rin direkt ailezése lehetséges a vese mikroszómákban. Egy korai m¶ben Hagen és

mtsai (1971) azt feltételezték, hogy a sertés vese TG szerkezet pontosan ellentétes a

vese foszfolipidekével, ami közös diglierid prekurzor jelenlétét feltételezi a két frakió

szintézisében. A szívizom neutrális lipidjeiben (31. táblázat, 108. oldal) a zsírsavak

elrendez®dése leginkább a vázizoméhoz volt hasonlítható.
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A tapasztalt, ám minimális eltérések közül kiemelend® a DPA, melyet sak a man-

galia mintákban, és sak a 2MG frakióban lehetett kimutatni. Érdekes módon DHA

nem fordult el® a 2MG frakióban, sak az 1,3 helyzetben, de ott is nagyon alasony

mennyiségekben. A konjugált linolsav (C18:2 9t11) a szívizomban sak a glieridek

1,3 helyzetében fordult el®. A szívizom ATP szintézisének mértéke leginkább a glükóz

és a zsírsavak oxidatív dekarboxilezésének függvénye. A szívizombeli TG szerkezet gya-

korlatilag megegyezik a többi, májon kívüli szervben tapasztalttal, melynek végs® oka

a palmitát 2-es helyzetbe történ® direkt ailezése lehet.
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Érdekes eredmény a DPA esetében igazolt fajtafügg® eltérés. A DPA eredete legna-

gyobb valószín¶séggel nem a takarmány lehetett, így minden bizonnyal endogén szin-

tézis, α-linolénsavból történ® elongáió és deszaturáió eredményezhette ezen zsírsavat.

Arra vonatkozóan nem áll rendelkezésre adat, hogy az eltér® sertés genotípusok az n3

prekurzort milyen mértékig képesek átalakítani, mindenesetre a mangalia takarmány-

ban a hússertéseknél ötször magasabb linolénsav részarány volt. Bár Nelson és Akman

(1988) szerint a táplálék b®séges n3 kiegészítése lehet®vé teszi a fokozott n3 szintézist,

az továbbra is ismeretlen, hogy ez a hosszúlánú, többszörösen telítetlen zsírsav hogyan

jutott végül a 2-es helyzetbe, még ha sak kis mennyiségben is.

A zsírszövetben (32. táblázat, 109. oldal) a fajtafügg® eltérések egyik legfon-

tosabb pontjaként említhet®, hogy a palmitinsav teljes mennyisége mangaliában a

2-es helyzetben fordult el®, míg hússertésben sak valamivel alasonyabb 2-es helyzeti
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gyakoriságot igazoltunk. A zsírszövet volt az egyetlen olyan szövettípus, melyben az

azonos hosszúságú, de eltér® szimmetriájú zsírsavak (C18:1 n9 vs. t C18:1 n11) közül

a szimmetrikus forma rendelkezett magasabb HMF-ral, fajtától függetlenül (33. ábra).

Az n6 zsírsavsoportban egy további, nagy valószín¶séggel fajtafügg® eltérés mutat-

kozott meg, amennyiben mangaliában az arahidonsav HMF értéke messze meghaladta

a linolsavét, míg mangaliában ez éppen fordítva alakult (34. ábra, 110. oldal). A ser-

tés zsírszövet talán a zsírsavpro�l tekintetében leginkább vizsgált szövettípus (Nürnberg

és mtsai, 1994, Biedermann és mtsai, 2000, Glodek és mtsai, 2004). A legjellemz®bb

eredmény, a entrális helyzetben gyakori palmitinsav már régóta ismert (Mattson és
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mtsai, 1964). Mindazonáltal a mangaliában tapasztalt, kizárólagos entrális el®for-

dulás újszer¶, melyhez hasonlót korábbi (6.1.3.1.), fajok összevetésére irányuló vizsgá-

latunkban sem tapasztaltunk, ahol vaddisznóban és extenzíven tartott hússertésben is

találtunk ≈ 10% palmitinsavat 1,3 pozíióban.

34. ábra A prekurzor és termék n6 zsírsavak megoszlása a vizsgált szervekben,

fajtánként (M: mangalia; MNF: magyar nagyfehér)

Mattson és mtsai (1964) sertésben 86-92% entrális palmitinsav részarányt közöltek,

míg King és mtsai (2004) CLA etetéssel egyidej¶leg szintén leírtak palmitátot az 1,3

helyzetben. A palmitinsav az eml®s és madár de novo zsírsavszintézis végterméke, ám

a szöveti palmitát eredete nem teljesen egyértelm¶, miután az a növényi lipidekben is

gyakori. Tekintettel arra, hogy a mangalia 2MG frakió palmitát részaránya abszolút

értékben jelent®sen alasonyabb volt, mint a hússertésé, feltételezhet®, hogy a palmitát

allokáiója olyan módon szabályozott, hogy egy bizonyos kritikus 2-es helyzeti érték

felett kezd®dik sak meg a széls® pozíiók ailezése. King és mtsai (2004) szerint

a takarmány CLA tartalma képes módosítani a TG zsírsavak helyzeti megoszlását a

zsírszövetben, ellentétben a májjal. Eredményeik szerint ez kifejezetten igaz a palmitin-

és sztearinsavra, melyek CLA etetés hatására a széls® pozíiók felé tendálnak. Saját

vizsgálatunkban ez a hatás nem érvényesülhetett, mert a takarmányok CLA részaránya

a két fajta esetében azonos volt. Fontos kiegészítés lehet még, hogy a hormonszenzitív

lipáz is mutat bizonyos szint¶, ám nem kizárólagos helyzeti spei�itást, mely során

preferáltan az 1,3 helyzetben hidrolizál. A hidrolízis során azonos telítettségi szint

mellett a rövidebb szénlánú zsírsavak el®nyt élveznek (Ralot, 1997), mely szintén

hozzájárulhatott a mangaliában az 1,3 helyzetben tapasztalt palmitát �hiányhoz�. A

további elemzésekig annyi mindenképpen megállapítható, hogy a mangalia a teljes

palmitát mennyiséget a zsírszöveti TG-ek középs®, 2-es pozíiójában tartalmazza.

A részletesebben ismertetett szerveken túl a lép és a tüd® TG tartalmának vizsgála-

tát is elvégeztük. Eredményeink a többi szervvel nagyban egyez®ek voltak, entrálisan

gyakori palmitáttal és minimális fajták közötti eltérésekkel.

Összegezve a fentieket, a sertés fajták TG-jeinek és 2MG-jeinek direkt analízise a

májban és további hat szervben azt igazolta, hogy a jellegzetes sertés TG mintázat a
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májat követ®en alakul ki. A fajták közötti eltérések minimálisak voltak, els®sorban a

zsírszövetben találtunk megbízható elkülönítésre alapot adó különbséget. A HMF és

a regiospei�kus analízis, úgy t¶nik, fajok szintjéig nyújt lehet®séget megbízható kü-

lönbségtételre, a módszer �felbontása� a fajták közötti eltérések megállapítására már

kevésbé alkalmas, még két távoli fajta esetében is.

6.1.4. A takarmányeredet¶ zsírsavak szöveti lipidekbe és lipidfrakiókba

történ® beépülésének (inkorporáió) vizsgálata, halakban

A foszfolipidek eltér® élettani helyzetekben mutatott reakiót követ®en a triglie-

ridek natív összetételére irányultak az eddig bemutatott elemzések. A triglieridek

zsírsavösszetételének natív formáját nyilvánvalóan mind genetikai, mind pedig kör-

nyezeti hatások együttesen befolyásolják, és a 6.1.3. fejezetb®l jól látható, hogy a

triglieridek zsírsavösszetétele nagyon nagy variabilitást mutat. Az ehhez hozzájáruló

környezeti faktorok közül a következ® vizsgálatokban a takarmányeredet¶ zsírsavak szö-

veti lipidekre, illetve lipidfrakiókra gyakorolt befolyásoló hatásának újszer¶ elemzését

mutatom be. A vizsgálatok élja nem supán a takarmányeredet¶ zsírsavak beépülé-

sének megállapítása volt, hanem az inkorporáió ütemét, illetve annak besülhet®ségét

vizsgáltam, els®ként halak teljes szöveti lipidtartalmában, majd pedig eltér® szervek li-

pidfrakióiban. A vizsgálatból nyert eredményeket a gyakorlatban különösen a befejez®

takarmányozás során lehet hasznosítani.

6.1.4.1. Afrikai harsa (Clarias gariepinus) �lé zsírsavösszetétele és húsmi-

n®sége, növényi olajok etetését követ®en

A takarmány-, illetve táplálékeredet¶ zsírsavak közül különösen a többszörösen te-

lítetlen n3 soportnak tulajdonítható kedvez® táplálkozás-élettani hatás. Napjainkban

a humán táplálkozás során felvett n3 zsírsavak jelent®s része, els®sorban a hosszabb

szénlánal rendelkez®k halhúsból vagy haltermékekb®l származik (Burr, 1981). Ha-

sonlóan a többi gerines fajhoz, a halak esszeniális zsírsav szükséglete is meglehet®sen

fontos faktor, ám az mind min®ségi, mind mennyiségi tekintetben jelent®sen eltér a

humán igényekt®l (Greene és Selivonhik, 1987). Az édesvízi halak a tengeri halak-

hoz viszonyítva nagyobb hatékonysággal konvertálják az n3 és n6 esszeniális zsírsav

prekurzorokat hosszúlánú, többszörösen telítetlen savakká, els®sorban azért, mert él®-

helyükön található táplálékuk ezekben eredend®en szegény (Agaba és mtsai, 2005).

Ennek megfelel®en mind édesvízi, mind pedig tengeri halakban a takarmányeredet¶

zsírsavak metabolizmusa intenzíven vizsgált terület. Tengeri halakban a zsírsavak in-

korporáiójára irányuló vizsgálatok olyan el®rehaladottak, hogy a �lé zsírsavpro�ljának

alakulására predikiós modellek is kidolgozásra kerültek (Jobling, 2004 a,b), melyek al-

kalmazásával akár el®re de�niált irányú és mérték¶ zsírsavkiegészítési protokollok is

végrehajthatók (Torstensen és mtsai, 2004).

Amellett, hogy a halak zsírsav metabolizmusára vonatkozóan nagyon nagy az infor-

máió b®ség, a takarmányeredet¶ zsírsavak húsmin®ségre gyakorolt hatásai napjainkig

is igen sekély mértékben ismertek halakban. A táplálékkal felvett zsírsavak nemsak a

triglieridekbe, de a membránalkotó lipidekbe is beépülnek, módosítva ezzel a memb-

ránok �ziko-kémiai tulajdonságait (Henderson és Toher, 1987). Ennek megfelel®en a

megváltozott sejtszint¶ zsírsavpro�l végs® soron a halhús, mint termék (hús)min®ségi

tulajdonságait is módosítja. Halakban Baker (1997), valamint Dobretsov és mtsai

(1977) publikáltak olyan eredményeket, melyek az n3 zsírsavak és a halhús víztartó
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képességének összefüggésére vonatkoztak. Fontos megjegyezni, hogy a haltakarmányo-

zásban felhasznált zsírsavak napjainkra dönt®en nem hal, hanem növényi eredet¶ek,

melyek hatékonysága a halhús el®állításban még nem teljes mértékben ismert. Ennek

megfelel®en a bemutatandó vizsgálatban a halolaj mellett a szója- és lenolaj afrikai

harsa �lébe (annak teljes szöveti zsírsavpro�ljába) történ® beépülési ütemét, valamint

az eltér® olajok �lé min®ségre gyakorolt hatásait elemeztük.

A halakra, a takarmányozásra, illetve a laboratóriumi analízisre, valamint a zsírsav

kihígulási modell alkalmazására vonatkozó részleteket az 5.1.4.1., az 5.2.2.f., az 5.2.4.

az 5.2.5. és az 5.3.b. fejezetekben adtam meg részletesen.

6.1.4.1.a. A zsírsavkiegészítés hatása az afrikai harsa testsúlygyarapodá-

sára és húsmin®ségére

A napi testsúlygyarapodás (g/nap) a harsa soportokban a teljes vizsgálati peri-

ódusra (42 nap) vonatkozóan nem tért el, értékei a következ®k voltak: 12,7 (halolaj),

12,4 (lenolaj) és 13,3 (szójaolaj). Statisztikailag is igazolható szint¶ hatást a zsír-

savkiegészítések (a zsírforrás típusa, mint �x faktor a modellben) a �lé pH45 és b*

eredményeire gyakoroltak, míg a kiegészítés idejének hatása a legtöbb �lé húsmin®-

ségi mutatóra nézve szigni�kánsnak bizonyult. A kezelés hosszának hatását a pH45, a

pH24, az a*, a sepegési és a felengedési veszteség esetében tudtuk igazolni. A testsúly

hatása szigni�kánsnak bizonyult a pH24 értékre, valamint a �lé szárazanyag tartalmára

és a nyíróer®re vonatkozóan. Az egyes mintavételi id®pontokban meghatározott kémiai

összetételi és húsmin®ségi paramétereket a 33. táblázatban (113. oldal) foglaltam össze.

Az eredmények értékelése kapsán fontos meger®síteni azt, hogy a halolaj részleges

kiváltása növényi olajokkal (6. melléklet) nem befolyásolta negatívan a súlygyarapo-

dást afrikai harsa esetében. Ng és mtsai (2003) szintén afrikai harsa takarmányt

egészítettek ki pálma- és napraforgóolajjal, és azt közölték, hogy a sökkent n3 bevitel

(halolajhoz viszonyítva) fokozza a súlygyarapodást. Több tanulmányban is található

olyan meg�gyelés, hogy a viszonylag telített zsírsavösszetétel¶ takarmány afrikai harsá-

nál javítja a gyarapodást (Ho�man és mtsai, 1995; Legendre és mtsai, 1995). Érdekes

módon a pettyes harsa (Italurus puntatus) a növényi olajokkal szemben jobb növe-

kedési mutatókat produkál halolaj kiegészítés mellett (Manning és mtsai, 2006). Az

eltér® olajok okozta húsmin®ségi változások mértéke sekély volt a �lében, különösen az

azonos kezelések egymást követ® mintavételi id®pontjait összevetve. Az a tény, hogy a

kezelés hossza nagyobb hatású volt a �lé húsmin®ségi mutatóira, mint a kezelés típusa

azt sugallja, hogy háromhetes befejez® takarmányozás során nem minden esetben ér-

het® el a kívánt hatás a �lé húsmin®ség tekintetében. Ezt Torstensen és mtsai (2004),

illetve Baker (1997) ajánlásai is alátámasztják, akik legalább 25 heti, illetve 56 napi

kezelést (befejez® takarmányozást) javasolnak lazanál és afrikai harsánál. A legérde-

kesebb eredménynek az t¶nik, hogy az olaj kiegészítések típusa és id®tartama már hat

hét alatt jelent®sebben befolyásolta a �lé víztartó képességét. Bár a zsírforrás hatását

sak a f®zési veszteség esetében tudtuk igazolni (P=0.153), a kezelés hossza mind a

sepegési, mind pedig a f®zési veszteséget befolyásolta (33. táblázat, 113. oldal).

Baker (1997) eredményei szerint az afrikai harsa �lé víztartó képességét jelent®-

sebben a takarmányeredet¶ többszörösen telítetlen zsírsavak módosítják, ám nemsak

azok mennyisége, hanem a zsírforrás esetleges oxidatív károsodása is. Érdekes mó-

don a spontán sepegési veszteség magasabb volt a len- és halolaj kiegészítés mellett a

harmadik héten, mint a záró id®pontban.
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Megítélésem szerint ez annak a következménye, hogy a megemelkedett PUFA be-

vitel rövidebb távon (3 hét) inkább fokozza a szöveti lipid peroxidáiót, míg az ezt

kontrolláló antioxidáns enzimek adaptáiója hosszabb id®t vesz igénybe (6 hét). Ehhez

hasonló meg�gyelést tettünk egy korábbi, nyúl vázizmokon végzett munkában (Szabó,

2004), telített � telítetlen zsírsavkiegészítésekre alapozott takarmányváltást követ®en,

ahol rövidtávon jelent®sebben megemelkedett a MDA konentráiója, melyet kés®bb

sökkenés kísért.

6.1.4.1.b. A zsírsavkiegészítés hatása a szöveti zsírsavpro�lra

Amint az várható volt, mind a zsírforrás, mind pedig az etetési periódus hossza

jelent®s befolyást gyakorolt a szöveti zsírsavpro�lra (34. táblázat, 115. oldal).

Az összes n3 zsírsav részaránya emelkedett a halolajos, és a szójaolajos soport-

ban, míg a lenolajos kezelés mellett nem igazoltunk szigni�káns arányemelkedést. Az

α-linolénsav aránya minden soportban emelkedett, bár a szójaolajos soportban alaso-
nyabb értékeket találtunk, mint a halolaj kiegészítés mellett, holott a halolajos takar-

mány a. kétszer több α-linolénsavat tartalmazott. Természetesen az ennél közel egy

nagyságrenddel magasabb linolénsav bevitel (a lenolajos takarmányban) er®s szöveti

arányemelkedéshez vezetett. A szójaolajos kezelésnél tapasztalt linolénsav aránysök-

kenés magyarázata Bell és mtsai (2001) szerint az, hogy a linolénsav elongáiója és

deszaturáiója fokozott, ha a halolajat növényi olajok helyettesítik, bár ez esetünkben

sak a linolénsavra igaz, hiszen sem az EPA, sem a DPA arány nem volt magasabb a

szójaolaj etetést követ®en a �lében, összevetve a halolaj etetéssel. Amennyiben a három

kezelés páronkénti összevetését alkalmaztuk, úgy t¶nt, mégis igazolható bizonyos szint¶

linolénsavra alapozott EPA szintézis. Az EPA közel kétszer magasabb takarmánybeli

részaránya (halolaj vs. szójaolaj) a halolajos soport �lé mintáiban szintén a. kétsze-

res EPA többlethez vezetett. Ezzel szemben közel azonos takarmány EPA részarány

mellett (len- és szójaolaj) a �lében a lenolajos soport magasabb EPA arányt mutatott,

mely a linolénsav prekurzor felhasználására utal az EPA endogén szintézise során. A

�lé DPA és DHA részarányok általában a takarmánykiegészítési szinteknek megfelel®en

alakultak a �lé mintákban, annyi kiegészítéssel, hogy még a DPA esetében is érzékel-

het® volt a linolénsav etetés enyhe, tendeniózus hatása. Ezt igazolja az a meg�gyelés,

hogy azonos takarmánybeli EPA és DPA részarányok mellett (szója- és lenolajos takar-

mányok) a �lében a lenolaj kiegészítés kissé magasabb DPA eredményekhez vezetett.

Hasonló tendenia állt fenn a DHA esetében is, ahol a linolénsav kivételével minden,

a DHA-t megel®z® n3 zsírsavat azonos arányban tartalmazott a szója- és lenolajos

takarmány, és a �lében mégis a lenolajos kezelés vezetett magasabb DHA szinthez.

Eredményeink a végs®, legtelítetlenebb n3 zsírsavak bioszintézise kapsán azt tükrözik,

hogy a halolaj részleges helyettesítése növényi olajokkal nem eredményez a halolajos

kezeléssel egyenérték¶ �lé zsírsavpro�lt, legalábbis az afrikai harsában. (Fontos kiegé-

szít® informáió, hogy a növényi olajokkal kiegészített takarmányok EPA, DPA és DHA

tartalma a kiegészítés alapjául szolgáló, halolajjal készült alaptakarmányból szárma-

zott (6. melléklet). Felmerül az a hipotézis, hogy a takarmányeredet¶ zsírsav prekurzor

(α-linolénsav) esetleges túlzott adagolása (�dietary overload�) nem vezet feltétlenül a

termék zsírsavak megemelkedett arányához.

Bell és mtsai (2006) is hasonló meg�gyelést tettek t®kehalban, ahol a sztearidonsav

(C18:4 n3) etetés növényi olaj formájában sökkentette a �lé EPA és DHA arányait

(miután az sak egy elongáiós lépsen esett át és C20:4 n3 savvá alakult), amennyiben

azt halolajos kezeléshez hasonlították.
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Az összes n6 zsírsav részaránya vagy nem változott (szója- és lenolaj kezelés),

vagy sökkent az emelked® n3 kiegészítéssel párhuzamosan (halolajos soport) a �lé

zsírtartalmában. A linolsav részaránya sak a halolaj kiegészítés mellett sökkent a

�lében, a nagyon alasony linolsavszintnek megfelel®en. Ezzel szemben az arahidonsav

egyik kiegészítés mellett sem mutatott sökken® részarányt, holott a szója- és lenolajos

takarmányok az alaptakarmánynál jelent®sen kevesebb (0,29 és 0,28 % vs. 0,43%,

rendre) arahidonsavat tartalmaztak.

A megváltoztatott takarmánybeli n6 és n3 arányok jelent®sen sökkentették a hal-

és lenolaj kiegészítést kapott soportok �léjének n6/n3 arányát. E két soportban a

telítetlenségi index értéke is jelent®sen emelkedett, míg az átlagos szénlánhossz mind-

három soportban magasabb volt a hatodik hét végére, mint a kiinduló érték (34.

táblázat).

A fenti eredmények azt sugallják, hogy a természetes szintet messze meghaladó n3

kiegészítés ha kis mértékben is, de inkább az n3 zsírsavak bioszintetikus lépéseit akti-

válta, az n6 zsírsavak hátrányára. Az esetünkben is tapasztalt, szinte változatlan n6

részarányok megegyeztek a Ruyter és mtsai (2000) által közöltekkel, melyek szerint a

linolsav-arahidonsav konverzió intenzitását végs® soron a táplálék n6 � n3 zsírsavainak

egyensúlya befolyásolja. Tekintettel arra, hogy az n3 és n6 zsírsavak bioszintézisének

enzimrendszere közös (4.2.2. és 4.2.3. fejezet), úgy t¶nik, az aránytalanul magas n3

bevitel mintegy �teljesen leköti� a deszaturáióban és elongáióban szerepl® enzimeket.

Stubhaug és mtsai (2005) szerint azonban nemsak ez a hatás járul hozzá az n3 zsír-

savak többletéhez, hanem az is, hogy a deszaturáió és elongáió enzimeinek a�nitása

az n3 zsírsavak felé kiemelt, és meghaladja az n6 és n9 zsírsavakat.

6.1.4.1.. A zsírsav kihígulási modell tesztelése

Az afrikai harsa �lé zsírsavösszetételi eredmények elemzése során a Jobling (2004a)

által kidolgozott, ún. zsírsav kihígulási modellt alkalmaztam. A beslést a 3. heti ada-

tokra vonatkozóan végeztem el, a 6. heti adatsor, mint referenia felhasználásával. A

35. táblázat mutatja 3. hétre vonatkozó mért és besült adatok korreláió analízisének

eredményeit. Fontos megjegyezni, hogy sak a legfontosabb zsírsavak eredményeinek

beslésére tértem ki, és sak azon esetekben, ahol a kiegészítés az alaptakarmányhoz

viszonyítva többlet zsírsav bevitelt jelentett. A táblázati eredmények jól szemléltetik,

hogy megbízható beslés sak akkor volt elérhet®, ha a takarmánykiegészítés jelent®s

többlet bevitelt biztosított, mint pl. az α-linolénsav a lenolaj kiegészítés mellett, az

EPA a halolajban (6. melléklet), illetve az összes n3 zsírsav aránya a hal- és lenolajos

soportokban.

35. táblázat A mért és besült adatok összefüggésének szorossága az n3 zsírsavak

esetében, a harsa �lében

Az eredmények fentiekben bemutatott alakulásában minden bizonnyal fontos té-

nyez®, hogy a Jobling (2004 a,b) által alkalmazott nevelési periódusoknál (6 hónap) a
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vizsgálatunk jelent®sen rövidebb, annak sak egynegyede volt. Az irodalmi adatok, és a

saját sikeres besléseink pontossága arra utalnak, hogy az intenzív növekedés¶ halfajok

�lé zsírsavpro�ljának változása a megváltoztatott zsírsavösszetételt követ®en valóban

egyfajta kihígulás lehet. Megítélésem szerint különösen édesvízi halakban az endogén

zsírsavszintézis jelent®sége nem alábesülend®, mely mindenképpen hozzájárul a �lé

végs® zsírsavpro�ljához, ám els®sorban a poláris lipidek zsírsavait érinti ez a hipoté-

zis. Jobling (2004a) szerint az endogén szintézis és a direkt inkorporáió közül utóbbi

tényez® dominál a triglieridek zsírsavpro�ljának kialakítása során, ez a lipidfrakió

pedig dönt® mennyiség¶ a nagy növekedési erély¶ húsev® halak �lé lipidjeiben.

Összefoglalva megállapítható, hogy a halolaj részleges kiváltása (�partial replae-

ment�) növényi olajokkal nem befolyásolta hátrányosan az afrikai harsa növekedési

ütemét, míg a relatív magas n3 zsírsavbevitel fokozta a �lé spontán és indukált vízvesz-

tési hajlamát. Az n3 zsírsavak szintézise során még a szokatlanul magas n3 prekurzor

bevitel sem eredményezett érdemben megemelkedett hosszúlánú n3 szintetikus aktivi-

tást afrikai harsában. Mind a növényi olajok, mind pedig a halolaj f®bb zsírsavainak

�lé összlipidjeibe történ® inkorporáiója (mely igen hatékony volt) már igen rövid id®-

intervallumban is relatív jól jellemezhet®nek bizonyult az egyszer¶ zsírsav kihígulási

modell alkalmazásával.

6.1.4.2. Növényi olajok szöveti lipidfrakiókba való beépülésének elemzése

Nílusi tilápia (Oreohromis nilotius) szerveiben

A 6.1.4.1. fejezetben bemutatott adatállomány halhúsra és összlipidekre vonatko-

zóan mintegy igazolta, hogy a takarmányváltást követ®en megváltozó lipid összetétel

a zsírsavak szintjén a szöveti pool kihígulásához vezet. Az elemzés ugyanakkor több

elhanyagolással is járt: nem elemezte külön a legf®bb lipidfrakiókat (triglieridek és

foszfolipidek), valamint a nem minden esetben magas zsírtartalmú �lére irányult. A

továbbiakban a depózsír, a máj, a �lé és a gonádok elemzését végeztük el, lipidfrak-

iónként, és a fentinél többször mintázott (4 mintavételi id®pont) etetési periódusban,

tilápián.

Nagyon fontos, hogy a fenti, divergens lipidfrakiók a sejtben teljesen eltér® funki-

óval rendelkeznek, másrészt pedig mindkét soport összetétele módosítható takarmány-

eredet¶ zsírsavakkal. Az eddigiekben tengeri halak esetében lazaban Toher és Sargent

(1990) közöltek eredményeket a foszfolipidek és triglieridek elkülönített elemzésér®l,

valamint aranyos durbins (Sparus aurata) ivadékok (Koven és mtsai, 1993) és inkubált

laza hepatoiták (Stubhaug és mtsai, 2005) szolgáltak hasonlóan részletes elemzések

alapjául. Meglep® módon a takarmányeredet¶ zsírsavak inkorporáiójának sajtosságait

PL és TG frakiók esetében éppen édesvízi halakban, ponty (Cyprinus arpio) májban

elemezték az eddigiekben (Farkas és mtsai, 1978), valamint egy sügér faj (Leiopothera-

pon bidyanus) (Anderson és Arthington, 1989) és sebes pisztráng (Salmo trutta) (Robin

és mtsai, 2003) releváns eredményei lelhet®k fel a szakirodalomban, melyek közül sak

sügérben található adat jelölt (

1

14C aetát) zsírsavak beépülésnek nyomon követésére,

míg a sebes pisztrángban a zsírsavak takarmányváltást követ® átépülését követték a

szerz®k.

A fentieket részben alapul véve vizsgálatunk során két növényi olaj (szója- és len-

olaj) és halolaj etetését végeztük (egy halolajos alaptakarmány etetését követ®en) azon

élból, hogy az egyszer¶ zsírsav kihígulási modell segítségével elemezzük a zsírsavak

inkorporáióját többféle, eltér® funkiójú szövettípus poláris és neutrális lipidjeibe. A

vizsgálatot kiegészítettük a szöveti lipidperoxidáió elemzésével is, miután a többszörö-
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sen telítetlen zsírsavak fokozott bevitele ismert módon együtt jár ennek feler®södésével

is. Hasonlóan a harsán végzett tanulmányhoz, a tilápia vizsgálatok alapja is a halolaj

részleges helyettesítése volt.

Az etetési kísérlet halakra, lipid analízisre és adatértékelésre vonatkozó részleteit az

5.1.4.2., az 5.2.2.a.,b.,d.,e. és az 5.3.b. fejezetekben adtam meg.

Az eredmények bemutatása során az eltér® szöveteket és lipidfrakiókat elkülönítve

kezelem, tekintettel a fennálló, dönt® fontosságú különbségekre. A kihígulási modellel

a 4. heti (egyébként szintén meghatározott) adatokra végeztem el a beslést, a 6. heti

adatsor, mint referenia bevonásával.

6.1.4.2.a. Test- és szervsúly változások a kezelés alatt

A testsúly adatok (36. táblázat) a hatodik hét végére a soportok között szigni�-

kánsan eltértek, a következ® sorrendet követve: halolaj>lenolaj>szójaolaj kezelés. A

halolaj etetés mellett a �lé súlya (6. hét) is meghaladta a szójaolaj kezelésnél mért

értékeket. A has¶ri zsír és a here súly nem tért el a kezelések között, míg a pete-

fészek súlyok a lenolajos soportban bizonyultak a legmagasabbnak (6. heti adatok).

36. táblázat Az eltér® olajkiegészítések hatása a tilápiák test- és szervsúlyaira

Eredményeink egyértelm¶en arra utalnak, hogy a halolaj 50%-os helyettesítése nö-

vényi olajokkal (7. melléklet) egyértelm¶en visszaveti a tilápiák növekedését. Ennek

ellentmond az a korábbi tapasztalat, hogy általában a növényi olajok ilyen jelleg¶ nega-

tív hatása nem jellemz® sem tengeri sügérben, sem afrikai harsában (Mourente és Bell,

2006 ; 6.1.4.1. fejezet). Fontos tény, hogy míg a testsúly folyamatos emelkedést muta-

tott, addig a zsírsavpro�l változásai sok esetben nem voltak ilyen egyértelm¶ek. A �lé

TG-ekben például a DPA és a DHA esetében átmeneti aránysökkenések mutatkoztak

a lenolajos soportban, mely egybe esett az azonos id®pontban (2. hét) rögzített, szin-

tén kissé alasonyabb �lé súlyokkal. A zsírsavpro�l változások nyomon követése során

tehát nemsak a kezelés id®tartamát, illetve a zsírsavpro�l változás mértékét, hanem a
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szövettípus növekedési ütemét is fontos �gyelembe venni, amennyiben az adott szövet

zsírtartalma közel állandó (Jobling, 2004a; 5.3.b. fejezet).

A zsírsavak megjelenése a szöveti lipidekben igen hatékonynak bizonyult, és szinte

minden meghatározott zsírsav részaránya módosult a három, kísérleti takarmányra való

áttérést követ®en. Emiatt nem magára a takarmányozási kezelés módosító hatására,

hanem a zsírsavak inkorporáiójának beslésére irányul a további eredmény-ismertetés,

különösen azon esetekre, ahol a beslési pontosság (a mért és besült adatok közötti

korreláió) meghaladta az R

2

>0,5 értéket.

6.1.4.2.b. Filé és máj triglieridek

A �lé triglierideknél (37. táblázat, 120. oldal) a szójaolajos kezelés megbízható

beslést eredményezett a linolsav, az eikozadiénsav, a teljes egyszeres és többszörös

telítetlen zsírsavarány, az összes n6 zsírsav és az átlagos szénlánhossz esetében. Az

alaptakarmányról a lenolajra való áttérés a �lé TG összetételében a C22 n3 zsírsavakra

volt jelent®s hatással. Az inkorporáió mértékét a kihígulási modell megbízhatóan

besülte a DPA és a DHA esetében, valamint a teljes egyszeres telítetlenség, az n6/n3

arány, és a telítetlenségi index esetében.

A halolaj kiegészítés érdekes módon meglehet®sen gyenge beslési eredményekkel

járt a �lében. A 4. heti mért adatokra vonatkozóan egy zsírsav esetén sem volt meg-

bízható a közelítés. Ezen túlmen®en a szója- és lenolajos kezelésekhez viszonyítva hal-

olaj etetésekor nagyon kevés zsírsav esetében tapasztaltunk komolyabb arányváltozást

a hathetes kiegészítés alatt (linolénsav, teljes többszörös telítetlenség).

A máj lipidek triglierid frakiójában (38. táblázat, 121. oldal) a lenolajos ta-

karmánykiegészítés sak a palmitinsav és az α-linolénsav esetén eredményezett jól be-

sülhet®, el®bbi esetben tisztán emelked® inkorporáiós kinetikát. A halolaj kiegészítés

mellett az eikozadiénsav sökken® részarányának beslése volt megfelel® pontosságú. A

kihígulási modell biztosította megbízhatóság a szójaolajos kiegészítés során nem volt

elégséges egy esetben sem.

A �lé és máj triglieridek zsírsavpro�l módosulásának elemzése arra utal, hogy ezen

frakió takarmányozási kezelésre adott reakiója nem kifejezett. Robin és mtsai (2003)

sebes pisztrángban azt írták le, hogy a növényi olajokból származó zsírsavak kiürülése

(�washout�) halolajra való áttérést követ®en lassúbb a neutrális lipidekb®l, összeha-

sonlítva a poláris frakióval. A �lé és a máj közül el®bbi volt az, melyben a zsírsavak

kihígulási modellel történ® beslése volt megbízhatóbb. Ennek egyik magyarázata az

lehet, hogy a májbeli zsírsavak β-oxidáiója során az exogén zsírsavak tekinthet®k pre-

ferált forrásnak, az endogén készlet preveniója mellett (Krebs és Hems, 1970). Ez-

zel szemben az IMTG frakió oxidáiója az energiatermel® folyamatok során gyors és

el®nyben is részesül, összehasonlítva a küls®, lipoprotein eredet¶ zsírsavakkal, melyet

Froyland és mtsai (2000) lazaban igazoltak. Az IMTG frakió preferált felhasználását

a β-oxidáióban annak nagyon �jó hozzáférhet®sége� indokolja.

A máj TG-ekben az inkorporáió zsírsavankénti eltéréseire érdekes eredmények

születtek. Henderson és Sargent (1985) szerint halakban a β-oxidáió egyik f® szubszt-
rátja palmitát. Sügéralakúakban (Periformes) a tömegesen deponált zsír a hasüregben

és a máj TG-ekben található. Ezen depók esetében a halolaj és lenolaj kiegészítés so-

rán a palmitinsav inkorporáiója jól besülhet®nek bizonyult. Stubhaug és mtsai (2005)

jelölt zsírsavak beépülését és oxidáióját vizsgálták laza hepatoiták lipidfrakióiban,

és intenzív palmitát uptake-t tapasztaltak.
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37. táblázat A tilápia �lé triglieridek zsírsavösszetételének változásai (és azok

beslési pontossága) az eltér® olajkiegészítések során
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38. táblázat A tilápia máj triglieridek zsírsavösszetételének változásai (és azok

beslési pontossága) az eltér® olajkiegészítések során
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A jelölt palmitát felhasználásnak (�fate�) ezen sejtekben két útvonalát írták le: a

nagyobb hányad β-oxidáióban hasznosult, míg egy kisebb rész a sejt lipidjeibe, észter-

kötésbe került. A máj lipidfrakiói közül az adott esetben a TG volt az inkorporáió

szempontjából domináns. A lenolajos takarmány kimelked®en magas n3, különösen α-
linolénsav részaránya feltétlenül megemlítend®, melynek etetése mellett bizonyos DHA

aránynövekedést is tapasztaltunk. Ezt alátámasztja Toher és mtsai (2001) azon köz-

lése, mely szerint tilápiában a takarmány növényi olaj kiegészítése kifejezetten emeli

(�up-regulation�) a deszaturáió és elongáió intenzitását, bár a DHA aránynövekedését

saját eredményeinkben sak a TG frakióban igazoltuk.

Érdekes további eredménynek t¶nik, hogy a kihígulási modell beslési pontossága

halolajos kiegészítés esetében a triglieridekre vonatkozóan meglehet®sen gyengének

bizonyult. Ennek oka az lehetett, hogy az alaptakarmány dönt® zsírforrása halolaj

volt, melyet a halolajos kísérleti takarmány esetében további 6% halolaj kiegészítéssel

láttunk el. Kjaer és mtsai (2008) szerint a halolaj etetés juvenilis lazaban (90 g) sök-

kenti a májbeli VLDL szintézis ütemét, ezáltal pedig a máj TG �leadásának� (�release�)

mértékét is. A halolaj kiegészítés esetében tapasztalt gyengébb beslési eredmények oka

kett®s: egyrészt az alap- és a kiegészített takarmány meglehet®s összetételi hasonlósága

(mely különösen igaz az alkalmazott tömeg%-os összetétel esetén), másrészt a halolaj

máj lipid metabolizmusra gyakorolt, fent ismertetett hatása járulhatott hozzá a tapasz-

taltakhoz.

6.1.4.2.. Filé és máj foszfolipidek

A �lé foszfolipidek irodalmi adatok szerint viszonylag gyorsan és hatékonyan mó-

dosíthatók takarmányozás útján. A szójaolaj etetés (39. táblázat, 123. oldal) során az

EPA, DPA, DHA, az összes n3 zsírsav és a telítetlenségi index 4. heti értékeire adódott

megbízható modellszint¶ beslés. A lenolaj kiegészítésnél sak teljes egyszeres telítet-

lenség, míg a halolajnál a linolsav, teljes telítetlenség, valamint az átlagos szénlánhossz

beslése volt elfogadható.

A máj foszfolipid zsírsavpro�ljának változásai a szójaolaj etetést követ®en nem

voltak el®rejelezhet®k, míg a lenolaj kiegészítés az eikozatriénsav, az arahidonsav és

a jelent®sebben változó α-linolénsav arányokat besülte megbízhatóan (40. táblázat,

124. oldal). A halolajos soportban, hasonlóan a máj triglieridekhez, meglehet®sen

gyenge volt a modell alkalmazhatósága. Fontos azonban megjegyezni, mint kiegészít®

informáiót, hogy máj foszfolipidek összetétele utóbbi kezelésben szokatlanul magas n3

(46,9±0,13%) és DHA (41,8±0,17%, si) részarányokkal volt jellemezhet®.

Mourente és Bell (2006) európai tengeri sügérek takarmányát egészítették ki növé-

nyi olajokkal, és arról számoltak be, hogy mind a máj, mind pedig a �lé teljes lipidjeibe

az inkorporáió nagy hatékonysággal megvalósult. Fontos meg�gyelés volt azonban,

hogy a halolajról növényi olajra való áttérés a két szövet esetében eltér® mérték¶ és

min®ség¶, kvázi szervspei�kus változást idézett el® a zsírsavpro�lban. Saját, �lé fosz-

folipidekre vonatkozó eredményeink szerint a C22 n3 zsírsavak még nem szigni�káns

mérték¶, enyhe arányváltozása is jó megbízhatósággal besülhet®. Ezzel szemben saj-

nos viszonylag gyenge besléseket kaptunk a máj foszfolipidek zsírsavaira vonatkozóan.

A �lé és máj er®sen eltér® reakiójának oka az lehet, hogy e két szerv lipid-összetétele

igen különböz®, különösen a két említett lipidfrakió arányát tekintve. A máj meglehe-

t®sen gazdag neutrális lipidekben, míg a �lében a foszfolipidek dominálnak (17,2±2,44%

és 40,0±6,97% vs. 31,9±12,7% és 20,9±8,39% PL és TG a teljes lipidtartalomban, a

máj és a �lé esetében, rendre, a teljes adatállományra vetítve).
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39. táblázat A tilápia �lé foszfolipidek zsírsavösszetételének változásai (és azok

beslési pontossága) az eltér® olajkiegészítések során
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40. táblázat A tilápia máj foszfolipidek zsírsavösszetételének változásai (és azok

beslési pontossága) az eltér® olajkiegészítések során
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Mindezek ellenére a máj foszfolipidek a DHA-t preferáltan vették fel és egyfajta

akkumuláió is tapasztalható volt, mely minden bizonnyal a DHA sejtmembránokban

betöltött kulsszerepével függ össze (Robin és mtsai, 2003). Bár a tapasztalt különbség

nem volt statisztikailag igazolt, a máj foszfolipidek DHA részaránya a növényi olajok

etetése mellett elmaradt a halolaj kezeléshez képest. Még a lenolajos takarmány ete-

tése is, mely 24,5% α-linolénsavat tartalmazott, viszonylag alasony DHA részarányhoz

vezetett a 6. hét végére, míg a szójaolaj esetében a DHA részarány sökken® tenden-

iát mutatott.Ezen, pusztán tendeniózus eredmények arra utalnak, hogy a növényi

olaj kiegészítés a tilápia máj foszfolipidek DHA részarányát olyan mértékben sök-

kenti, melyet az elongáió és deszaturáió már nem tud kompenzálni, még a prekurzor

α-linolénsav b®séges adagolása mellett sem. Bár a zsírsav metabolizmus szintjén a

növényi olajok etetése bizonyos kedvez®tlen eredményekhez vezetett, a C22 n3 több-

szörösen telítetlen zsírsavak direkt inkorporáiója meglehet®sen hatékonynak bizonyult

a halolaj etetése során a foszfolipidekbe. Mourente és mtsai (2005) szerint a C22

többszörösen telítetlen zsírsavak relatív hiánya jelent®s mértékben hozzájárulhat ezen

savak aktív metabolizmusához, két módon is: a szintézist a szubsztrátok (C18 esszen-

iális zsírsavak) b®séges jelenléte, illetve a termék-gátlás (�produt inhibition�) hiánya

is fokozhatja. Ehhez hasonló jelenségeket saját vizsgálatunkban nem tapasztaltunk.

6.1.4.2.d. Gonád triglieridek és foszfolipidek

A gonádok lipidfrakióinak zsírsavösszetételét mintavételi id®pontonként sak 3-3

halból (5.1.4.2. fejezet) határoztuk meg, és itt sak a halolajos kezelés eredményeire

térek ki. A here triglieridjeiben (41. táblázat, 126. oldal) a halolajos kezelés a

DPA arányváltozását tudtuk megbízhatóan besülni, míg a foszfolipidekben a linolsav

és az összes n6 zsírsav aránysökkenése volt jól besülhet®. A petefészek triglie-

ridjeiben (42. táblázat, 127. oldal) a halolaj jól el®rejelezhet® módon sökkentette az

arahidonsav, az eikozadiénsav és a teljes n6 arányt, melyet az olajsav arányemelkedése

követett. A petefészek foszfolipidekben az összes n6 zsírsav részaránya emelkedett,

f®leg az n3 zsírsavakkal szemben.

A két ivar gonádjainak zsírsavpro�lja, illetve annak módosulásai alapvet®en elté-

r®nek bizonyultak. Jeong és mtsai (2002) nagyon magas telítetlen zsírsav és arahi-

donsav arányról számoltak be Pleoglossus altivelis herében, míg a petefészekben a

palmitoleinsav és az olajsav magas részarányát tapasztalták a szerz®k. Szerz®k és saját

eredményeink is azt tükrözik, hogy a hereszövetben az n3 zsírsavak akkumuláiója a

petefészekhez képest jelent®sen magasabb. Emellett fontos további informáió, hogy

halolaj kiegészítés során is fokozott n6 és n9 zsírsav inkorporáiót igazoltunk a petefé-

szek triglieridjeibe. Megítélésem szerint a szervspei�kus zsírsav preferenia funkio-

nális tulajdonságokkal függ össze.

6.1.4.2.e. Has¶ri zsír triglieridek

A teljes has¶ri zsírnak mintegy 73%-a volt lipid, melynek 90%-ot meghaladó há-

nyada TG volt, ami igen nagy a�nitással tükrözte a halolajos zsírsavkiegészítés hatásait

(43. táblázat, 128. oldal). Hasonlóan a �lé és máj TG-ekhez, a has¶ri zsír is relatív

rövid szénlánhosszúságú zsírsavakat (a. 15), viszonylag állandó n9 zsírsav aránnyal

tartalmazott, míg ebben a halolaj mind az n3, mind az n6 zsírsavak részarányát emelte.

Henderson és Toher (1987) szerint az édesvízi sügérekben a has¶ri zsír a f® energia-

raktár, jelent®s egyszeres telítetlenséggel, hasonlóan saját eredményeinkhez.
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41. táblázat A tilápia here triglieridek és foszfolipidek zsírsavösszetételének

változásai (és azok beslési pontossága) a halolaj kiegészítés mellett

6.1.4.2.f. Filé és máj malondialadehid konentráiója

A kiindulási állapothoz (0. id®pont) viszonyítva a szója- és halolaj kiegészítések

szigni�kánsan emelték a máj MDA konentráióját, mind a 4., mind pedig a 6. hétre

vonatkoztatva. Ennek ellenére egyik kiegészítési forma sem befolyásolta jelent®sebben

a �lé malondialdehid értékeit (44. táblázat, 128. oldal).

A szöveti lipidperoxidáió �káros hatása� els®sorban a membrándestrukió. A szója-

és halolajos kiegészítéseknél a májban igazolt fokozódó lipidperoxidáió nagy valószí-

n¶séggel a takarmányok telítetlenségének mértékével függ össze (e két takarmány UI

értéke volt a legmagasabb). Jelen eredményekhez hasonló meg�gyeléseket tettek Craig

és mtsai (1999) juvenilis árnyékhalban (Siaenops oellatus), valamint Mourente és

mtsai (2002) aranyos durbinsban (Sparus aurata), fokozott n3 zsírsav etetés kapsán.

Elbaraas és mtsai (2005) eredményei szerint nemsak a telítetlenséggel, hanem az n6/n3

zsírsav arány alakulásával is változik a szöveti lipidperoxidáió mértéke; afrikai harsá-

ban a az alasonyabb n6/n3 arány vezetett a legmérsékeltebb lipidperoxidáióhoz.
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42. táblázat A tilápia petefészek triglieridek és foszfolipidek zsírsavösszetételének

változásai (és azok beslési pontossága) a halolaj kiegészítés mellett

Bár a takarmány lipidjeinek megemelt telítetlensége már rövid id® alatt nagy mér-

tékben emeli a szövetek, különösen a máj in vivo lipid peroxidáióját, az ezt ellensú-

lyozó antioxidáns enzimrendszer adaptáiója id®igényesebb (Mourente és mtsai, 2002).

Fontos tényez®ként merülnek még fel a lipidperoxidáiót korlátozó természetes növé-

nyi antioxidánsok is (pl. tokoferol és foszfatidok; Gunstone és mtsai, 1994 ), melyeket

azonban vizsgálatunkban nem határoztunk meg.

Eredményeinket összefoglalva azt tapasztaltuk, hogy a takarmányeredet¶ növényi

olajok zsírsavai nagyon nagy hatékonysággal és sok esetben jól besülhet® mértékben

épülnek be a tilápia �lé és máj triglieridekbe és foszfolipidekbe, de a két frakióba

eltér® arányban. Eredményeink szerint a tilápia képes a takarmányban biztosított zsír-

sav prekurzort (α-linolénsav) DHA-vá konvertálni, a �lé triglieridek vonatkozásában.

Igazoltuk továbbá, hogy a takarmány lipidjei a telítetlenség mértékének megfelel®en

fokozzák a májbeli in vivo lipid peroxidáiót.

127

               dc_534_12



43. táblázat A tilápia has¶ri zsír triglieridek zsírsavösszetételének változásai (és

azok beslési pontossága) a halolaj kiegészítés mellett

44. táblázat A tilápia �lé és máj szöveti malondialdehid konentráiók változása az

eltér® olajkiegészítések hatására
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7. Összefoglalás

A disszertáióban foglalt eredmények 2004 óta elkészült, a legtöbb esetben az OTKA

(D048413, 83150), az NKTH (4/023, 3/023) és az MTA (BO/108/07 és BO/26/11/4)

által támogatott kutatási projektekb®l származnak és négy nagy témakörbe sorolha-

tók. Tekintettel arra, hogy a négy témakör elkülönül, a f®bb eredményeket is négyes

tagolásban foglalom össze az alábbiakban.

7.1. Eltér® energetikai állapotok metabolikus hatásainak jelemzése ba-

rom�fajok klinikai-kémiai vizsgálatával

Az általunk alkalmazott klinikai-biokémai módszertan az állatorvosi dignosztikában

széles körben alkalmazott, kvázi rutin eljárás. Ennek ellenére saját, els®sorban barom�-

fajokon, több korsoportban végzett rendszeres elemzéseink hiánypótlónak számítottak,

els®sorban a vizsgált (speiálisan kezelt vagy szelektált) állományok egyirányú szelek-

iója miatt.

A tojótyúkok mesterséges vedletése során részletesen jellemeztük azt a metaboli-

kus és enzimatikus adaptáiót, melyet a 12 napi teljes takarmánymegvonás indukált.

A módszer alkalmas volt a lipid tartalékok kimerülésének fokozatos nyomon követé-

sére, valamint a nagymérték¶ fehérje katabolizmus, illetve a sökkent �zikai aktivitás

jellegzetes hatásainak pontos leírására. A hústermelésre szelektált brojler és pulyka

állományokon végzett részletes, a felnevelés több id®pontján kivitelezett elemzés mind

a sontozat, mind pedig a nagy növekedési ütem¶ vázizomzat fejl®désének pontos jel-

lemzésére volt alkalmas. Kiemelked® fontosságú eredmény, hogy mindkét fajban már a

kelést követ®en el®rejelezhet®nek bizonyult a fokozott izom hipertró�a okozta szakro-

lemma sérülés (CK). A módszertan nemsak a pato�ziológiás, hanem a normál élettani

folyamatok (tojásszik depléió, vedlés, lassuló osszi�káió) pontos nyomon követését is

lehet®vé tette.

7.2. Az energetikai status hatása a szöveti lipidfrakiók zsírsavössze-

tételére madárfajokban

Az 7.1. pontban vér biokémiai analízissel vizsgált madarak (speiálisan kezelt vagy

szelektált állományok) olyan különleges energetikai sajátosságokkal vagy eltérésekkel

rendelkeznek, melyek szervezetszint¶ adaptáiót feltételeznek. A sejtmembránok szint-

jén fennálló lipid-fehérje interakiók okán a �membránlipidek, mint az anyagsere ütem-

adói" értelmezhet®k, melyet Hulbert és Else (1999) átfogó elméletükben a membrán-

lipid összetétel, a szöveti szint¶ anyagsere, végül pedig a szervezet alapanyagsere

intenzitásának korrelatív összefüggéseként értelmeztek. Az állandó testh®méséklet¶ ál-

latok szerveire vonatkozóan els®sorban eml®s eredmények voltak elérhet®k. A madarak,

különösen pedig a rövid élettartamú, fokozott szöveti lipidperoxidáióval jellemezhet®

barom�fajok körében szívizom, vese, máj, tüd® (teljes tüd® és parenyma) és surfatant

struktúrális és szekretált foszfolipidekben igazoltuk a membránlipidek több zsírsavkom-

ponensének szigni�káns allometriáját. Az általunk leírt összefüggések egybevágnak a

metabolikus ütemadó elmélettel, bizonyos mértékben kiterjesztve azt (szekretált foszfo-

lipidekre). A barom�fajok körében végzett elemzés során minden említett szövettípus-

ban igazoltuk, hogy a testsúly (az azzal allometrikus kapsolatban álló alapanyagsere

intenzitás révén) negatív kapsolatban áll membránlipidek dokozahexaénsav részará-

nyával, mely pedig szigni�káns korreláiót mutat a szöveti lipidperoxidáió mértékével.
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7.3. A szöveti triglieridek összetételének natív alakulása; a faj- és

fajta azonosítás lehet®ségei a TG molekulaszerkezet részletes analízi-

sére alapozva (regiospei�kus analízis)

Els® lépésben hét faj b®ralatti zsírszövetében, majd pedig két, er®sen eltér® sertés-

fajta hét szervének triglierid tartalmában vizsgáltuk a triglierid molekulaszerkezetet

(a zsírsavak helyzeti megoszlása), az esetlegesen fennálló faj-, illetve fajta-determinált

eltérések kimutatása, illetve erre alapozva a faj- vagy fajta azonosítás lehet®sége érde-

kében. A kidolgozott, részleges hidrolízisen és többszörös kromatográ�ás elválasztáson

alapuló mintael®készítés, majd a 2-monoglierid és triglierid frakiókra vontakozta-

tott gázkromatográ�ás eredmények értelmezésére új mutatót vezettünk be. Az ún.

helyzeti megoszlási faktor a glierint széls® és középs® helyzetben észterez® zsírsavak

hányadosának logaritmusaként gyakorlatilag független a takarmányeredet¶ zsírsavak-

tól, ugyanis informáiótartalma a triglierid molekula felépítésére irányul. A helyzeti

megoszlási faktorra alapozva kér®dz® és monogasztrikus, valamint eml®s és madár fa-

jokban � mindenev®, növényev® és ragadozó táplálkozás mellett � meghatároztuk a

faji sajátosságokat a regiospei�kus zsírsavpro�lban, faj-elkülönítést lehet®vé téve. A

módszer a sertésfajták megbízható elkülönítésére nem bizonyult alkalmasnak, igazoltuk

ugyanakkor azt a bioszintetikus szabályosságot, mely szerint azonos szénlánhosszúságú

és telítetlenség¶ zsírsavak közül a szimmetrikus forma középs® helyzeti ailezés prefe-

rált. Eredményeink a zsírszövet sajátosságai (alasony oxidatív érzékenység) okán akár

továbbfeldolgozott termékek faji besorolása során is alkalmazhatók lehetnek.

7.4. A takarmányeredet¶ zsírsavak szöveti lipidekbe és lipidfrakiókba

történ® beépülésének (inkorporáió) vizsgálata, halakban

Az n3 zsírsavak halolaj helyett növényi olajjal történ® bevitele napjaink hal-takarmá-

nyozásában igen elteredt módszer, mely alapvet®en kihasználja a halak fokozott zsírsav-

elongáiós képességét. Nem ismert részleteiben ugyanakkor, hogy a nagymérték¶ n3

zsírsav bevitele milyen húsmin®ségi változásokkal jár, illetve hogy a zsírsavak inkorporá-

iója milyen dinamikát mutat, különösen eltér® funkiójú és összetétel¶ lipidfrakiókba.

Vizsgálataink során igazoltuk, hogy a fokozott, növényi eredet¶ n3 zsírsavbevitel kedve-

z®tlenül hat a halhús víztartó képességére, illetve az egyszer¶ zsírsav kihígulási modell

eredményeire alapozva ajánlást tettünk afrikai harsa esetében a befejez® takarmányo-

zás hosszára vonatkozóan. Tilápia szöveti lipidfrakióiban négyhetes etetési periódust

követ®en jól besülhet® zsírsav beépülési ütemet igazoltunk, mely jól egybevágott az

afrikai harsa esetében tapasztaltakkal, ugyanakkor er®sen fokozta a szöveti lipidper-

oxidáiót, ezzel negatívan befolyásolva a hal termékek min®ségét, oxidatív stabilitását.
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8. Új tudományos eredmények

8.1. Eltér® energetikai állapotok metabolikus hatásainak jelemzése ba-

rom�fajok klinikai-kémiai vizsgálatával

� Tojótyúkok mesterséges vedletése mint er®sen energiahiányos állapot idején rész-

letesen jellemeztük a madarak metabolikus reakióit, vér biokémiai paraméterekre ala-

pozva.

� Nagy növekedési erély¶, hústermel® pulyka és brojlersirke állományokban szé-

leskör¶, sreening jelleg¶ klinikai-kémiai adatállományt közöltünk, a teljes felnevelési

periódusra vonatkozóan és felhívtuk a �gyelmet a hústermelésre irányuló, egyoldalú

szelekió káros hatásaira (kreatin kináz, K, laktát dehidrogenáz).

8.2. Az energetikai status hatása a szöveti lipidfrakiók zsírsavössze-

tételére madárfajokban

� Els®ként igazoltuk, hogy a madárszív membrán lipidek zsírsavösszetétele, a szö-

veti malondialdehid tartalom és a testsúly között szoros, allometrikus összefüggés áll

fenn.

� Els®ként közöltünk adatokat a madár vese, teljes tüd® és máj összes foszfolipid

frakió zsírsavpro�lja, valamint az in vivo lipidperoxidáió és a testsúly szigni�káns,

allometrikus összefüggésére vonatkozóan.

� Els®ként igazoltuk, hogy a teljes madár tüd®ben mind a parenhyma, mind pe-

dig a surfatant foszfolipidek zsírsavpro�lja (struktúrális és szekretált foszfolipidek)

szigni�káns, allometrikus összetételi szabályosságokat mutat, melyben meghatározó a

dokozahexaénsav részarányának negatív allometrikus alakulása.

8.3. A szöveti triglieridek összetételének natív alakulása; a faj- és

fajta azonosítás lehet®ségei a TG molekulaszerkezet részletes analízi-

sére alapozva (regiospei�kus analízis)

� Hatékony módszert fejlesztettünk a szöveti triglieridek fajonkénti eltéréseinek

vizsgálatára, lehet®séget biztosítva a fajok mintáinak megbízható elkülönítésére is, egy

olyan szövettípusban, mely genetikai vizsgálatokra kevésbé alkalmas.

8.4. A takarmányeredet¶ zsírsavak szöveti lipidekbe és lipidfrakiókba

történ® beépülésének (inkorporáió) vizsgálata, halakban

� Igazoltuk, hogy afrikai harsa �léjében a fokozott takarmányeredet¶ n3 zsírsav-

bevitel jelent®sen módosítja a húsmin®séget, a zsírsavak inkorporáiója pedig jól be-

sülhet® a zsírsav kihígulási modell segítségével.

� Igazoltuk, hogy nemsak a ragadozó, hanem növényev® halakban, azok több szö-

vetének f®bb lipidfrakióiban jelent®s és jól el®rejelezhet® arányösszetételi változást

idéznek el® a takarmányeredet¶ n3 zsírsavak.
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9. A gyakorlatban hasznosítható eredmények

9.1. Eltér® energetikai állapotok metabolikus hatásainak jelemzése ba-

rom�fajok klinikai-kémiai vizsgálatával

� Intenzív hústermelésre szelektált brojler és pulyka vonalakban átfogó jellemzést

adtunk speiális barom� populáiók klinikai-kémiai paramétereir®l, több korsoport-

ban, mely a termel® állományok szintjén refereniaként alkalmazhatónak bizonyult.

� Tojótyúk esetében a korábban széles körben alkalmazott és azóta betiltott, teljes

takarmánymegvonáson alapuló mesterséges vedletési módszer kedvez®tlen élettani ha-

tásaira vonatkozó adatokat közöltünk.

9.2. Az energetikai status hatása a szöveti lipidfrakiók zsírsavössze-

tételére madárfajokban

� A pulyka mellizomzati membránlipidek atipikus összetételi változása a felnevelés

alatt (kapsolódva a vér klinikai-kémiai paramétereire vonatkozó adatokhoz) felhívja

a �gyelmet e nagy növekedési erély¶ madárfaj szelekiójának határozottan káros (és

részleteiben eddig ismeretlen) hatásaira.

� A testméret, a metabolikusan aktív szervek membránlipid zsírsavösszetétele és a

szöveti lipidperoxidáió mértékének szoros összefüggése els®sorban a várható élettartam

és a peroxidatív károsodás kapsán biztosít új, beslésekre is alkalmas adatállományt.

9.3. A szöveti triglieridek összetételének natív alakulása; a faj- és

fajta azonosítás lehet®ségei a TG molekulaszerkezet részletes analízi-

sére alapozva (regiospei�kus analízis)

� A szöveti triglieridek fajonkénti eltéréseinek feltárása friss, tárolt és továbbfel-

dolgozott (esetleg termékbe kevert) zsírok esetében is alkalmazható módszertan, mely

a termékek eredetazonosításában jelent®s támpont lehet, els®sorban az élelmiszeripar-

ban (de akár igazságügyi vizsgálatok is felmerülhetnek). Fontos kiegészítés, hogy a

kidolgozott módszer akár olvasztással nyert állati zsiradékokon is alkalmazható, egy

olyan, jelent®s mennyiségben el®álló állati terméken, mely esetében a genetikai alapú

faj-meghatározás nem lehetséges.

9.4. A takarmányeredet¶ zsírsavak szöveti lipidekbe és lipidfrakiókba

történ® beépülésének (inkorporáió) vizsgálata, halakban

� A takarmányeredet¶ n3 zsírsavak fokozott és id®zített, vagy meghatározott id®-

tartamú bevitele, illetve a várható szöveti zsírsavpro�l pontos besülhet®sége nagyban

segíti a befejez® takarmányozás optimalizálását. A kihígulási modell alkalmazása a

bevont paraméterekre alapozva költséges analítikai eljárást, a gázkromatográ�ás zsír-

savpro�l elemzést segít kiváltani, egyszer¶ súlyméréssel.
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11. A disszertáió fejezeteinek megfeleltethet® sa-

ját publikáiók listája

6.1.1. Eltér® energetikai állapotok metabolikus hatásainak jellemzése ba-

rom�fajok klinikai-kémiai vizsgálatával

6.1.1.1. Tojótyúk mesterséges vedletése, a koplalás vérparaméterekkel tör-

tén® nyomonkövetése

Romvári, R., Szabó, A., Andrássy-Baka, G., Süt®, Z. Molnár, T., Bázár, Gy., Horn, P.

(2005): Traking fored moult by omputer tomography and serum biohemial para-

meters in laying hens. Arh. Ge�ügelk. 69(6): 245-251.

6.1.1.2. Hústermelésre szelektált pulyka vér biokémiai paramétereinek nyo-

mon követése, a kelést®l a vágásig

Szabó, A., Mézes, M., Horn, P., Süt®, Z., Romvári, R. (2005): Developmental dyna-

mis of some blood biohemial parameters in the growing turkey (Meleagris gallopavo).

Ata Vet. Hung. 53(4): 397-409.

6.1.1.3. A brojlersirke kliniko-kémiai vizsgálata (�follow-up�) a teljes fel-

nevelés alatt

Szabó, A., Milisits, G. (2007): Cliniohemial follow-up of broiler rearing - a �ve-week

study. Ata Vet. Hung. 55(4): 451-462.

6.1.2. Az energetikai status hatása a szöveti lipidfrakiók zsírsavösszetéte-

lére madárfajokban

6.1.2.1. Tojótyúkok mesterséges vedletése, a drasztikus energiamegvonás

hatása a máj és szív eltér® lipidfrakióinak (triglierid és foszfolipid) össze-

tételére

Szabó, A., Fébel, H., Mézes, M., Horn, P., Balogh, K., Romvári, R. (2005): Di�erential

utilization of hepati and myoardial fatty aids during fored moult of laying hens.

Poult. Si. 84(1):106-112.

6.1.2.2. Pulyka mellizom membránlipidek ontogenezis alatti változásainak

leírása

Szabó, A., Fébel, H., Horn, P., Bázár, Gy., Romvári, R. (2006): Ontogeni development

of the fatty ayl hain omposition of the turkey (Meleagris gallopavo) petoralis musle

membranes (an allometri approah). Ata Biol. Hung. 57(2): 165-180.

6.1.2.3. Eltér® kifejlett kori testsúlyú madárfajok szívizmának membránli-

pidjei, allometrikus analízis

Szabó, A., Fébel, H., Mézes, M., Balogh, K., Horn, P., Romvári, R. (2006): Body size

related adaptations of the avian myoardial phospholipid fatty ayl hain omposition.

Comp. Biohem. Physiol. B. 144(4): 496-502.

6.1.2.4. Eltér® kifejlett kori testsúlyú madárfajok tüd®, vese, máj és agy

foszfolipid zsírsavpro�ljának allometrikus elemzése

Szabó, A., Mézes, M., Romvári, R., Fébel, H. (2010): Allometri saling of fatty ayl

hains in fowl liver, lung and kidney but not in brain phospholipids. Comp. Biohem.

Physiol. B. 155(3): 301-308.

6.1.2.5. A tüd® parenhymális és surfatant foszfolipidjeinek allometrikus

elemzése barom�fajokban

Szabó, A., Mézes, M., Balogh, K., Romvári, R., Horn, P., Fébel, H. (2011): Negative

allometry of doosahexaenoi aid in the fowl lung and pulmonary surfatant phos-

pholipids. Ata Biol. Hung. 63(2): 202-217.
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6.1.3. A szöveti triglieridek összetételének natív alakulása; a faj- és fajta

azonosítás lehet®ségei a TG molekulaszerkezet részletes analízisére alapozva

(regiospei�kus analízis)

6.1.3.1. A fajspei�kus tulajdonságok elemzése triglieridek molekulaszer-

kezeti vizsgálatára alapozva

Szabó, A., Fébel, H., Sugár, L., Romvári, R. (2007): Fatty aid regiodistribution analy-

sis of divergent animal triaylglyerol samples � a possible approah for speies di�e-

rentiation. J. Food Lipids. 14(1): 62-77.

6.1.3.2. A fajtaszint¶ eltérések vizsgálata sertés genotípusok triglieridjei-

nek molekulaszerkezeti vizsgálatával

Szabó, A., Horn, P., Romvári, R., Házas, Z., Fébel, H. (2010): Comparison of Mangalia

and Hungarian Large White pigs at idential bodyweight II. � Fatty aid regiodistri-

bution analysis of the triaylglyerols. Arhiv für Tierzuht. 53 (2): 147-161.

6.1.4. A takarmányeredet¶ zsírsavak szöveti lipidekbe és lipidfrakiókba

történ® beépülésének (inkorporáió) vizsgálata, halakban

6.1.4.1. Afrikai harsa (Clarias gariepinus) �lé zsírsavösszetétele és húsmi-

n®sége, növényi olajok etetését követ®en

Szabó, A., Mézes, M., Hanz, Cs., Molnár, T., Romvári, R., Varga, D., Fébel, H. (2011):

Inorporation dynamis of dietary vegetable oil fatty aids into the triaylglyerols and

phospholipids of tilapia (Oreohromis nilotius) tissues (�llet, liver, viseral fat and

gonads). Aquaulture Nutrtion. (17): 132-147.

6.1.4.2. Növényi olajok szöveti lipidfrakiókba való beépülésének elemzése

Nílusi tilápia szerveiben

Szabó, A., Romvári, R., Szathmári, L., Molnár, T., Losmándi, L., Bázár, Gy., Molnár,

E., Horn, P., Hanz, Cs. (2009): E�ets of dietary vegetable oil supplementation on

�llet quality traits, hemial and fatty aid omposition of Afrian at�sh (Clarias

gariepinus). Arhiv für Tierzuht. 52: 321-333.
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13. Mellékletek

1. melléklet

A hústermelésre szelektált pulykák vizsgálataiban (6.1.1.2. és 6.1.2.2.) etetett

takarmányok részletes összetétele
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2. melléklet

A brojlersirkék vizsgálataiban (6.1.1.3.) etetett takarmányok és a szik részletes

összetétele
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3. melléklet

Az eltér® kifejlett kori testsúlyú madárfajok tüd®, vese, máj és agy foszfolipid

zsírsavpro�ljának allometrikus elemzésére irányuló vizsgálat (6.1.2.4.)

takarmányainak zsírsavösszetétele
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4. melléklet

Az eltér® kifejlett kori testsúllyal rendelkez® madárfajok tüd® parenhyma és

surfatant elemzésére irányuló vizsgálat (6.1.2.5.) takarmányainak zsírsavpro�lja
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5. melléklet

A sertések fajtaszint¶ eltéréseinek triglierid molekulaszerkezeti vizsgálatát (6.1.3.2.)

megel®z®en etetett takarmányok részletes összetétele
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6. melléklet

Az afrikai harsa (Clarias gariepinus) vizsgálatban (6.1.4.1.) etetett takarmányok

részletes összetétele
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7. melléklet

A tilápia (Oreohromis nilotius) vizsgálatban (6.1.4.2.) etetett takarmányok részletes

összetétele
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14. Rövidítések jegyzéke

ACP: ayl arrier protein

ALP: alkalikus foszfatáz

ALT: alanin aminotranszferáz

AST: aszpartát aminotranszferáz

BALF: �bronho-alveolar lavage �uid�

BMR: basal metaboli rate, alapanyagsere

C2-es: két szénatomos

CK: kreatin kináz enzim

DAGAT: diaglierid-ailtranszferáz

DHA: dokozahexaénsav

FABP: �fatty aid binding protein� (zsírsavköt® fehérje)

GPAT: glierin-foszfát-ailtranszferáz

HDL: high density lipoprotein

HSL: hormonszenzitív lipáz

IDL: intermediate density lipoprotein

IMTG: intramuszkuláris triglierid

LCAT: leitin-koleszerin-ailtranszferáz

LDH: laktát dehidrogenáz

LDL: low density lipoprotein

LPAT: lizofoszfatidát-ailtranszferáz

LPL: lipoprotein lipáz

MDA: malondialdehid

MG (2MG): monoglierid (2-monoglierid)

NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid

NEFA: �non-esteri�ed fatty aid� (szabad zsírsav)

PAP: foszfatidát-foszfohidroláz

PL: foszfolipid

PLA2: foszfolipáz-A2

PLáz: foszfolipáz

PUFA: polyunsaturated fatty aid (többszörösen telítetlen zsírsav)

Ra: �rate of appearane" (megjelenés mértéke)

Rd: �rate of disappearane� (elt¶nés mértéke)

ROS: reative oxigene substanes

RQ: respiratios quotiens

SCD: stearoyl-CoA-desaturase

sn-1, sn-2: serial number, a glierin szénatomjának sorszáma

TBARS: thiobarbituri aid reative substanes

TG: triglierid

UI: unsaturation index (telítetlenségi index)

VLDL: very low density lipoprotein

γ-GT: γ-glutamil transzferáz
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