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Studier av enzymer och transportproteiner av betydelse for
skadliga effekter, sjukdomar och omsattning av
xenobiotika hos hast (projnr. 0747199)

Bakgrund

For att kunna uppskatta risker for skadeverkningar av frammande substanser, undvika
biverkningar och kunna ge en optimal lakemedelsterapi samt for att kunna forutséaga
interaktionseffekter kravs kunskaper om hur ldkemedel och andra frammande a@mnen tas upp i
kroppen, fordelas, metaboliseras och utsondras. Dessa forhallanden styrs till stor del av
enzymer och transportproteiner. Kunskapen om dessa enzymer och transportproteiner ar
mycket begransad nar det galler hast. Syftet med det pagaende projektet ar att studera
forekomst och aktivitet av enzymerna och transport proteinerna och betydelsen av dessa
proteiner for uppkomst av skadliga effekter och vissa sjukdomar.

Héstar exponeras for en mangd olika fraimmande &mnen. Dessa inkluderar lakemedel och
dessutom ett mycket stort antal potentiellt skadliga &mnen som héastar kan fa i sig oavsiktligt
(dessa amnen kommer hadanefter att gemensamt att bendmnas fér xenobiotika). T.ex. kan
skadliga mogelgifter finnas i foder av dalig hygieniskt kvalité. Aven luften i daliga
stallmiljéer kan vara beméngd med skadliga substanser. Hur mycket xenobiotika som tas upp
I kroppen samt hur &mnena fordelas, metaboliseras, bioaktiveras och utsondras styrs till stor
del av forekomst och aktivitet av enzymer och av transportproteiner (Leslie et al, Ding &
Kamisky). Enzymerna och transportproteinerna finns framst utryckta i vdvnader som utgor
ingangsvagarna vid exponering (mage/tarm och andningsvagar) och metabolism samt
utsondring (lever och njure) av xenobiotika. Forekomst och aktivitet av bade enzymer och
transportproteiner kan visa avsevarda variationer mellan arter (Chauret et al, Leslie et al). For
att man ska kunna bedéma hur lakemedel omsatts hos hést, vilket &r en forutsattning for att
man ska kunna ge rétt dos och fa en mojlighet att forutsaga om det finns risker for negativa
interaktioner vid samtidig medicinering med flera lakemedel, kravs kunskaper om mangd och
aktivitet av enzymerna och transportproteiner. Forandrad aktivitet eller férekomst av vissa
enzymer engagerade i omséttningen av xenobiotika har hos manniska aven visats vara
relaterade till uppkomst av inflammatoriska sjukdomar i luftvégar (astma) (Gilliland et al).

De enzymatiska reaktioner som ingar i metabolism av xenobiotika dels upp i tva faser: fas |
och fas Il. Enzymerna som dr aktiva i dessa reaktioner har studerats hos manniska och
laboratoriedjur medan daremot undersékningar pa hast ar mycket fa (Larsson et al 2003,
Tydeén et al 2004, 2007, Nebbia et al). Bland de enzymer som deltar i fas I-reaktionerna ar
cytokrom P450 (CYP) -enzymerna av storst betydelse. Det ar framst CYP-familjerna 1-3 som
ar involverade i metabolismen av fraimmande &mnen (Guengerich). Ibland kan CYP-
reaktionerna ge metaboliter som &r mer toxiska an ursprungssubstanserna, d.v.s. man far en
bioaktivering sa att det bildas elektrofila metaboliter eller reaktiva syremetaboliter som kan
leda till skadliga effekter i form av akuta funktionsstérningar, inflammatoriska processer
(Larsson et al 2003, Ding & Kaminsky). Vi har visat att det finns artskillnader i malorgan for
de skadliga effekterna och att detta ar relaterat till vavnadsspecifik CYP-beroende
bioaktivering (Larsson 1994). Aven superoxiddismutas (SOD)-enzymerna, speciellt SOD3,
har uppmérksammats som viktiga faktorer vid uppkomst av sjukdomar och skador i
andningsvagarna. SOD- enzymerna katalyserar en del av de enzymatiska processer som
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oskadliggor syreradikaler som kan bildas vid fas | reaktionerna (Rahman et al). Vid fas |-
biotransformationen binds metaboliter, som bildats i fas I-reaktionerna, till kroppsegna
molekyler. N&r det galler elektrofila reaktiva metaboliter ar konjugeringen till reducerat
glutation (GSH) av storst betydelse (Strange et al). Konjugeringen till GSH katalyseras av en
familj glutation-S-transferaser (GST). Isoenzymerna GSTP1 och GSTM1 anses ha en viktig
skyddsfunktion i respirationsvégarna vad galler uppkomst av inflammatoriska processer som
kan leda till astma, bronkit och cancer hos manniska (McCunney). Det ar mojligt att pa
motsvarande sétt inhalation av xenobiotika som bioaktiveras i epitelcellerna i respirations-
véagarna kan spela en roll i uppkomsten av (recurrent airway obstruction) RAO hos hést
(Deaton et al).

Transportproteiner som tillhér ”ATP-binding casette (ABC) transporters” har under de
senaste aren fatt uppmarksamhet sasom varande mycket betydelsefulla for upptag och
omsattning i kroppen av ett flertal lakemedel (Fricker et al). Transportproteinerna ar
lokaliserade i cellmembranen i olika vévnader och ut-transporterar ett stort antal strukturellt
och funktionellt orelaterade substanser. Exempel pd amnen som transporteras ar bl a
antibiotika, antiparasitara lakemedel och antihistaminer. Det kan dock finnas avsevérda
skillnader mellan olika arter nar det galler utryck och funktion av transportérerna.

Material och metoder

Hastar

Vavnadsmaterial som anvénds till gen- och proteinbestdamningarna samt
enzymaktivitetsbestamningar hamtas pa Faringe slakteri i Huddunge fran kliniskt friska
svenska varmblodstravare (4-21ar, ston och valacker). Slemhinnor fran magtarmkanalen har
samlats fran 10 lika stallen langs tarmen och fran levern. Fran andningsvagarnas togs
slemhinnor fran luftstrupe och primar bronk (bronkens forsta bifurkationen) samt lungvéavnad
fran vanstra diafragma loben ca 10 cm fran den dorsala och caudala sidan. Proverna fran
lungan examinerades histopatologiskt. Vissa hastar hade en historia av RAO, sa att
lungvévnaden kunde klassas som normal eller med patologiska férandringar .

Genuttryck av cytokrom P450 enzymer, glutationtransferaser, SOD3 och
hushallsgenerna GADPH, acting och villin

Genuttrycket for transportproteinerna och enzymerna undersoks i olika véavnader med
kvantitativ "real-time Reversed-Transcription Polymerase Chain Reaction™ (real-time RT-
PCR) med specifika primers och SYBR green. Primers for de olika proteinerna har designats
baserat pa nukleotidsekvenser hos hast som publicerats pa Gendatabaserna NCBI i USA.
Primers som ska generera PCR-produkter har designas sa att de stracker sig dver tva exoner
inom respektive gen. De genererade PCR produkterna har sekvenserats pa Kl och alignments
visade sig vara specifika for respektive gen pa hast.

Proteinuttryck och cellular lokalisation av CYP enzymerna,
glutationtransferaserna och SOD3

Proteinuttryck for transportproteinerna och enzymerna studeras med antikroppar som finns
kommersiellt tillgangliga. Den cellulara lokalisationen sparades med immunohistokemi pa
formalinfixerade paraffininbdddade vavnadssnitt. Proteinerna identifierades med
immunoblotting pa mikrosom- eller membranfraktioner fran olika vavnader. Intensiteten pa
proteinbanden i gelen kvantifierades med ChemiDoc Gel Quantification System and
Quantity-One software (Bio-Rad).
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Katalytisk aktivitet av CYP enzymer

Den katalytiska aktiviteten av CYP isoenzymerna i tarmslemhinna och lever hos hast har
matts med EROD-aktiviteten som ett matt pa CYP1A1 aktivitet samt P450-Glo assay L-IPA
for CYP3A4 aktivitet och P450-Glo assay L-IH for CYP2C9 aktivitet (Promega, Madison,
WI, USA). De olika enzym-assayerna har satts upp och validerats for att anvandas pa
mikrosomala proteinfraktioner av tarmslemhinna och lever fran hast. Vi har dven utfort
inhibitionsstudier for att sakerstalla att ratt CYP-isoenzym studeras. Vi har optimerat
forutsdttningarna for att mata enzymaktiviteter i levern for alla tre enzym-assayerna.

Resultat och diskussion

Studie 1 — metodutveckling. Karaktarisering av hushallsgenerna GADPH, acting
och villin i tarm, lever samt njure hos hast.

Vid studier av genuttryck ar det viktigt att kunna normalisera resultaten fran Real-Tids (RT)-
PCR sa att det gar att jamfora mellan olika vavnader och med andra studier. Numera gér man
oftast en normalisering av sina data till hushallsgener (en grupp gener som ar ansvariga for
olika basala uppgifter i en cell). Det ar viktigt att utvardera om den hushéllsgenen man valjer
att anvanda skall utryckas stabilt i de vdvnader som ingar i studien. Detta ger mojlighet till
normalisering av RT-PCR resultaten och d&ven mgjlighet att jamféra med genuttryck hos andra
djurslag. Vi har darfor tagit fram primers for tre tankbara kandidater for hushallsgener pa hast,
GADPH, actinf och villin. De genererade PCR-produkterna har blivit sekvenserade pa KI.
Alignments (jamforelser) visade att dessa var mycket specifika for respektive gen.
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Figur 1. Mangd mRNA uttryckt som average 27" score for de olika hushéllsgenskandidaterna.

GADPH-genen visade minst variation mellan de examinerade vavnaderna (Figur 1) darfor ar
det GADPH-genen som bor anvandas som hushallsgen for att normalisera genuttrycket av
tranporttrer och enzymer i lever, tarm och njure. Ett annat satt att normalisera mMRNA
uttrycket &r att relatera till den totala méngden RNA som analyseras. Den metoden har vi
anvant oss av i dessa undersékningar.

Studie 2 — metodutveckling. Katalytisk aktivitet av CYP enzymer

CYP3A

Vid CYP3A aktiviteten med P450-Glo Assays (L-IPA) ar de optimala férhallandena 20 min
inkubationstid med 30 pg mikrosomalt protein. Enzymkinetiska berakningar av inkubationer
med olika substratkoncentrationer (L-IPA) visar att Km=14,5 uM och Vmax=0,022
nmol/min/mgprot for CYP3A i lever (Figur 2A). | en inhibitionsstudie med ketoconazol,
specifik hammare for humant CYP3A, fann vi ett IC50 pa0,035 uM vilket ligger i ungefar
samma storleksordning som for forsok utforda med humana leverfraktioner (Figur 2B).
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CYP1lA

Vid matning av CYP1A aktiviteten med EROD é&r de optimala forhallandernal5 min
inkubationstid och en 0,4 mg protein /ml inkubationsmedia. Enzymkinetiska berakningar av
inkubationer med olika substratkoncentrationer (ETR) visar att Km=0,7244 uM och Vmax=
0,04787 nmol/min/mg prot for CYP1A i lever (Figur 3).

CYP2C

De prelimindra resultaten av métning av CYP2C aktiviteten med P450-Glo Assays (L-H) i
lever visar att optimala forhallanden &r en inkubations tid pa 30 min med 30 g protein.
Enzymkinetiska berékningar av inkubationer med olika substratkoncentrationer (L-H) visar
att for CYP2C i lever & Km=175,9 uM och Vmax=0,025 nmol/min/mgprot for (Figur 4A). |
en inhibitionsstudie med sulfafenazol, specifik hdmmare foér humant CYP3A, fann vi ett IC50
pa 47.2 uM vilket ar hogre an vad som ar visat i forsok med humanlever (Figur 4B).
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Figur 2. (A) Michaelis-Menten plot som visar den katalytisk aktivitet av av CYP3A i lever ho hést.
(B) Inhibition av CYP3C aktiviteten med ketokonazol.

Figur 3. Michaelis-Menten plot som visar den katalytisk aktivitet av CYP1A1 i lever hos hést

Figur 4. (A) Michaelis-Menten plot som visar den katalytiska aktiviteten av CYP2C i lever hos hést.
(B) visar inhibition av CYP2C aktiviteten med sulfafenazol.

Studie 3. Gen- och proteinuttryck av transportproteinerna BCRP, MRP1 och
MPR2 i olika vAvnader hos hast.

Denna studie &r avslutad och publicerad (se Publikationer som har finansierats med medel
fran projektet).

Transportproteiner som tillhor ”ATP-binding casette (ABC) transporters” dr mycket
betydelsefulla for upptag och omséttning i kroppen av ett flertal lakemedel. De
transportproteiner som raknas som de mest betydelsefulla &r P-glykoprotein (P-gp), multidrug
resistance protein 1 (MRP1) och 2 (MRP2) samt breast cancer resistance protein (BCRP)
(Leslie et al). Det kan finnas avsevérda skillnader mellan olika species nér det galler utryck
och funktion av transportorerna. Vi har i ett tidigare publicerat arbete undersokt férekomsten
av P-gp hos hast (Tydeén et al 2009). | det har arbetet undersoktes gen- och proteinuttrycket av
transportproteinerna BCRP, MRP1 och MRP2 i olika vavnader hos hést.

Resultaten fran studien visade ett hogt gen utryck av BCRP och MRP2 tunntarmen med en
lokalisation av transportorerna i de apikal membranen av entrocyterna. Lokaliseringen av
dessa transportorer i levern visade olika monster med ndrvaro av BCRP i hepatocyter i
perifera delar av levern lobuli och forekomst av MRP2 i membranen i gallcanaliculi. I njuren
var bade BCRP och MRP2 var framst lokaliserade i distala tubuli och i Henles slynga. | de
flesta vavnader var gen-och proteinuttryck av MRP1 betydligt lagre &n for BCRP och MRP2.
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Immunférgning av MRP1 detekterades endast i tarmen och var lokaliserad till cytoplasman av
enterocyterna i caecum och colon samt till cellerna i serdsa acini av Brunners kortlar i
duodenum. De senare celler var ocksa fargade for BCRP, men inte for MRP2.

BCRP, MRP1 och MRP2 finns utryckta i tarmarna, lever och njurar hos hast och har
sannolikt viktiga funktioner for oral biotillganglighet, distribution och utséndring av amnen
som ar substrat for de transportorerna i hasten. Vara data visar ocksa att det finns bade
likheter och skillnader i utryck av transportdrerna mellan hést och andra arter som kan
medfora att utsondringskapaciteten av substanser kan skilja sig at.

Studie 4. Gen- och proteinutryck samt lokalisation av CYP1A, CYP2C, CYP2D,
CYP2E och CYP3A i tarmslemhinna och lever hos hast.

| den hér studien har vi undersdékt gen och proteinutryck hos hést av de CYP-enzymer
(CYP1A, CYP2A, CYP2C, CYP2D, CYP2E och CYP3A) som medverkar i fas I-metabolism
av manga lakemedel som &r vanligt forekommande vid oral medicinering av hast.

CYP2C, CYP2D, CYP2E och CYP3A genen visade ungefar samma monster med hdga utryck
i tunntarm och laga nivaer i grovtarmen (Figur 5). CYP3A var det enzym som hade det hésta
genutrycket i tarmen (Figur 1). CYP3A visade ocksa hogst utryck i levern (Figur 6).
Genuttrycket av CYP2E och CYP2A visade daremot ett annat monster med mycket lagt
genutryck langs hela tarmen och hogt utryck i levern (Figur 6). Proteinuttrycket i tarm och
lever visade samma monster som for genuttrycket vilket tyder pa att det finns en korrelation
mellan genuttryck och proteinuttryck for CYP1A, CYP2C, CYP2D och CYP2E hos hést
(Figur 7 A-D).
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De immunohistokemiska analyserna att i tunntarmen var CYP2C och CYP2D lokaliserade till
cytosolen i tarmcellerna. Ho6g immunoreaktivitet sags framforallt pa den apikala sidan av
tarmcellerna med en minskande immunofargning mot krypterna av villi. (Figur 8A och B). |
grovtarmen var det en svag immunoreaktivitet i tarmcellerna. I levern var immunofargningen
framfor allt lokaliserat till de centrilobuléra delarna av leverlobuli, vilket tydligast visades
med antikroppen riktad mot CYP2E (Figur 8C).
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Figur 8 . Den bruna fargen visar immunoreaktivitet for de olika CYP antikropparna i vavnader fran hast. CYP2C
jejunum (A), CYP2D jejunum (B) och CYP2E levern (C).

Studien visar att hur mycket som utrycks av de undersokta CYP-enzymer &r olika i levern och
de olika tarmavsnitten. Paine et al. (2) har visat en liknande rangordning for proteinet uttryck
av orthologues CYP-enzymer i tarmen pa manniskan som har har observerades for hasten.
Bade hos hast och manniska ar CYP3A-isoenzymer &r de mest uttryckt CYP-enzymet. For de
andra CYP-enzymer finns det vissa skillnader i levern rangordning av enzym-utrycken mellan
hést och manniska. Variationen i uttrycket av CYP-isoenzymer kan innebdra skillnader i
lakemedels omséttning mellan hé&st och ménniska.

Studie 5. Gen- och proteinutryck av enzymer involverade i omséttning av
frammande a&mnen i luftvdgarna hos hast.

Vavnader i andningsvagarnas exponeras for skadliga &mnen som in situ kan omvandlas till
toxiska metaboliter som orsakar oxidativ stress och inflammation. I den har undersékningen
har vi studerat forekomst och lokalisationen av enzymerna CYP1A1, CYP2A, CYP2E,
CYP3A, GSTM1, GSTP1 och SOD3 hos friska héstar. Vi har dven undersokt uttrycket av
dessa enzymer i lungor hos hastar som har patologiska férandringar i lungorna som tyder pa
en historia av RAO.

Alla enzymer utrycktes luftvagarna. The hdgsta genuttryck av CYP1ALl, CYP3A och SOD3
iaktogs i lungorna, medan GSTMZ1och GSTP var mestadels uttryck i trachea och bronk.
CYP2A och CYP2E utryckes i ungefar lika niva i alla vavnader. Betydande interindividuella
variationer i halten av uttrycket av alla de enzymer observerades. | lungvévnad med
histopatologiska forandringar det fanns en trend mot ett hégre uttryck av CYP1AL och ett
lagre uttryck for GSTM1 jamfort med friska hastar (Figur 9). Lokaliseringen enzymerna var
huvudsakligen begréansad till epitelceller i slemhinnorna som beklader respirationsvagarna
(Figur 10).

De inter-individuella skillnader i uttryck av enzymer involverade i bildandet av reaktiva
metaboliter eller i forsvarsmekanismer kan bidra till risken att utveckla lungsjukdomar.
Trenden mot forandrat enzym uttryck hos héastar med inflammerade perifera luftvdgarna tyder
pa att enzymerna i luftvagarna som ar involverade i bioaktivering eller avgiftning av skadliga
metaboliter kan ha en betydelse i kronisk bronkit hos hast.
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Figur 10 A-E. Den bruna fargen visar immunoreaktivitet for CYP-enzymer i luftvigarna pa hast. CYP1A (A),
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Studie 6 och 7. Genutryck av CYP3A-isoformer i tarmslemhinna och lever samt
i luftstrupe, bronk och lunga hos hast.
Enzymerna i CYP3A subfamiljen har mycket stor betydelse fér metabolismen av manga
lakemedel och potentiellt skadliga &mnen. Nyligen har sju CYP3A isoformer — CYP3A89,
CYP3A93, CYP3A94, CYP3A95, CYP3A96, CYP3A97 and CYP129 — isolerats fran hastens
genom (Schmitz et al 2010). | dessa tva undersokningar studerades genuttrycket av de
individuella isoformer av CYP3A i tarmen, luftvdgarna samt levern hos hést. Dessutom
examinerades protein uttrycket av CYP3A och den CYP3A-relaterade metaboliska aktiviteten

i tam och lever hos hast.
Figur 11
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Resultaten av studierna visade att gen uttrycket av de olika CYP3A-isofromerna skilde
vasentligt mellan de olika vavnaderna. I levern visade det sig att gen uttryck av CYP3A89,
CYP3A94, CYP3A96 och CYP3A97 hogt utryckta, medan det i tarmen fanns tva
dominerande isoformer ndmligen CYP3A93 och CYP3A96 (Figur 11). Isoformen CYP3A129
kunde inte alls detekteras vare sig i levern eller i tarmslemhinnan. | tarmen var de bagge
isoformerna CYP3A96 och CYP3A93 hogst utryckta i duodenum och de proximala delarna
av jejunum, det stamde vél dverens med proteinutrycker av CYP3A i dessa vavnader (Figur
12). Studierna av den metaboliska aktiviteten visade samma Km for LIPA substratet i levern
och tarmen medan Vmax i levern var hdgre an i tarmen.

Table 1. The individual CYP3A gene expression in the airways in the individual horses included. Data are given
as pg/mg total RNA.

Horse CYP3A89 CYP3A93 CYP3A9%4 CYP3A95 CYP3A96 CYP3A97 CYP3A129 Total Rank
no CYP3A order
Trachea

H1 38 332 10 3 509 127 7 1025 3
H2 2974 410 637 251 2894 4787 62 12013 1
H3 488 277 87 41 377 704 45 2018 2
H4 131 90 75 1 135 129 65 626 4
H5 14 88 11 n.d. 47 33 73 265 6
H6 4 89 6 n.d. 4 3 20 126 8
H7 2 34 3 nd. 3 0 8 50 9
H8 0 237 3 n.d. 1 1 64 306 5
H9 n.d. 171 n.d. n.d. n.d. n.d. 43 215 7
Bronchi

H1 3218 193 538 123 2260 5148 11 11490 1
H2 213 398 48 11 139 385 258 1451 3
H3 2490 214 365 172 2253 3261 227 8981 2
H4 147 84 121 4 277 289 73 994 4
H5 43 94 11 8 69 44 379 649 5
H6 1 68 2 6 1 2 20 101 8
H7 0 22 n.d. n.d. 15 1 6 44 9
H8 n.d. 44 n.d. n.d. 2 0 196 242 6
H9 0 201 0 n.d. 4 n.d. 28 233 7
Lung

H1 577 198 47 7 692 512 298 2331 4
H2 2435 115 112 52 703 1160 540 5116 2
H3 1090 84 150 87 880 1275 204 3770 3
H4 266 64 6 1 113 28 204 681 6
H5 4176 97 1074 104 4364 6846 172 16832 1
H6 66 8 34 2 46 83 53 292 9
H7 218 14 48 n.d. 190 178 183 831 5
H8 156 52 1 n.d. 1 5 293 507 7
H9 87 34 0 4 3 4 268 399 8

Till skillnad mot resultaten av gen uttrycken i tarm och lever visade det sig att alla CYP3A
isoformer &r utryckta i luftstrupe, bronk och lunga hos hast, &ven CYP3A129 som i tidigare
studier inte har kunnat pavisas i lever eller tarm (Figur 13). Gen uttrycket av de olika
isoformerna varierade kraftigt mellan hastarna men i de flesta hastar visade CYP3A89,
CYP3A96, CYP3A97 och CYP3A129 ett hogt uttryck i de olika delarna av luftvégarna
(Table 1, Figur 13). | de flesta hastar var CYP3A93 hdgst utryckt i luftstrupens och bronkens
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slemhinna men lagt i lunga. Genuttrycket av CYP3A94 och CYP3A95 var lagt i alla delar av
luftvagarna.

Av resultaten kan det konstateras att i lever, tarmar och luftvdagarna &r det isoformen
CYP3A96 det dominerande héstspecifika CYP3A-isoenzymet. Isoformerna CYP3A94 och
CYP3A95 utrycks daremot i mycket lag utstrackning i alla de undersokta vavnaderna. Vara
fynd att genuttrycket av de olika CYP3A isoformerna varierar i levern och de olika
tarmavsnitten mellan olika individer kan bidra till en battre forstaelse av kinetiken for oralt
givna lakemedel till hast. Eftersom antalet lakemedel som anvénds vid behandling regim av
hastar har okat under senare ar och behandlingsregimer ar ofta baserade pa extrapolering fran
humanmedicin eller laboratorier forsok, sa skulle fler studier av substrat specificitet av
héstspecifika CYP3A isoenzymer vara av intresse. Substraten for CYP3A isoenzymer
omfattar ett brett utbud av strukturellt olika foreningar sasom steroider hormoner, olika
kliniska lakemedel och xenobiotika (Ding & Kaminsky). De CYP3A-isoenzymer som finns i
luftvagarna kan spela betydelsefull roll i den metaboliska nedbrytningen av inhalerade
xenobiotika. Men i vissa fall metabolismen kan i stallet resultera i en bioaktivering av
xenobiotika, vilket resulterar i vavnad skador.
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