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1 A DOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

A takarmanyfelvétel szabalyozasa fontos kutatasi téma az allattenyésztésben,
mivel a felvett takarmany mennyisége, emészthetosége és a fajta genetikai képességei
egyiittesen hatarozzék meg az allatok teljesitményét. A takarmanyfelvételt fizikai és
kémiai tényezok szabalyozzak, utobbiak kozpontja a kozponti idegrendszerben talalhato
hipotalamusz. Az Eur6pai Unio csirkehustermelése 2016-ban elérte a 14,8 millié tonnat,
ami a vilag csirkehus-termelésének mintegy 12,6%-at képezi, ez mintegy 6,5 milliard
madarat jelent. Hustermelés céljabol az unids csirkehtisagazat gyorsan novo un.
brojlercsirkéket (pecsenyecsirkéket) hasznal fel. Ezek a brojlercsirkék a célértéknek
tekintett 2,2-2,5 kg-os él6tomeget kb. 35-40 napos korukban érik el. Ez a vagosuly az
50 évvel ezeldtti érték majd kétszerese. Az Europai Unid a vilag masodik legnagyobb
tojastermeldje, 390 millio tojotyukkal és 7,2 milli6 megtermelt tojassal 2016-ban
(internet 1). Az erds szelekcid kovetkeztében kialakult gyors ndvekedésnek
nemkivanatos hatasai is vannak, ilyen a vagott aru ndvekvo elzsirosodasi tendencidja, a
vazrendszer fejlddési zavara, a vizhaskor €s keringési zavarok (hirtelen halal szindroma)
gyakoribb el6fordulédsa, valamint a csokkend reprodukcios teljesitmény. Egyre nagyobb
az ¢érdeklédés az olyan molekularis markerek irdnt, amelyek szerepet jatszhatnak a
takarmanyfelvétel javitasaban, és ebben meghatarozoak lehetnek a hipotalamuszban
kifejez6d6 egyes neuropeptideket kodold gének polimorfizmusai, valamint a
génkifejezOdésben mutatkozo eltérések. Ezek szdmos esetben eldnyds asszociaciot
mutatnak a gazdasagi allatfajok értékmérd tulajdonsagaival. A madarak esetén jelenleg
még keveset tudunk arrdl, hogy a takarmianymegvonas milyen hatassal van a
taplalékfelvételt serkentd (orexigén) és gatlo (anorexigén) kozponti és periférias
neuropeptidek génkifejez6désére, annak ellenére, hogy az intenziv hizlalasban
alkalmazott takarmanyfelvétel korlatozasa hozz4jarul a hatékony baromfihts
eldallitasban. A fizikalis megvonas egy masik, egyszeriibben kivitelezhetd, de kevésbé
kutatott valtozata soran 24 Orara teljes takarmanymegvonast (skip-a-day feeding)
iktatnak be a nevelés starter €s hizlalo szakaszaban. A 24 6ras takarmdnymegvonas jo
lehetséget nyujtana ahhoz, hogy a potencidlis étvagyszabalyzé neuropeptideket kodolo
gének kifejezddését vizsgalhassuk. A neuropeptidek olyan kisméretli fehérje
szignalizacids molekuldk, amik altaldban 50 vagy kevesebb aminosavbol allnak.

Funkciodjukat tekintve a neuronok miikddésének Osszekapcsoldsaban szerepelnek. Részt



vesznek a fajdalomérzet, a jutalmazas, tanulas és a taplalékfelvétel dsszehangolasaban
(Boswell, 2005; Denbow, 1994). Emldsok esetén 95 neuropeptidet kodold gént
azonositottak, amikbdl tobb mint szaz neuropeptid johet 1étre. Hazitytk esetén az ismert
neuropeptidet kodold gének szama 65 (Delfino és mtsai., 2010). A madarak esetén a
takarmanyfelvétel szabalyozasa eddig kevésbé kutatott teriilet, az eml6sokhoz képest
sokkal kevesebb informécio all rendelkezésiinkre. A kutatasaim jelentdsége, hogy
bdvitsem azokat az ismereteket, amik hozzajarulhatnak majd a hazityik
takarmanyfelvételt szabalyzé komplex folyamatok megértéséhez, tovabba megismerjiik

az ¢hezés-Ujractetés hatasara torténd ¢€lettani valtozadsok molekularis biologiai hatterét.
A doktori munkam soran a kovetkezo kérdések megvalaszolasat tiiztem ki célul:

1. A 40%-os takarmanykorlatozds milyen hatissal van néhany, hazityuk esetén
még nem vizsgalt, takarmanyfelvétel szabalyzasiaban szerepet jatszo gének
(GAL, GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT8, GLUT9, INSR, NMU, NMURL,
NMUR2, PAC1, PACAP) kifejez6désére a hipotalamuszban, a mirigyes

gyomorban és az ¢hbélben.

2. A 24 6ras takarmanymegvonas, illetve a takarmanymegvonds, majd 2 Orés
Ujractetés hogyan valtoztatja meg az MCH kifejez6dését brojlercsirke esetén?
Tiz referenciagén stabilitasanak vizsgalata 24 oras takarmanymegvonas, illetve
takarmanymegvonas, majd 2 o6rds TUjractetés hatasara. Az MCH gén

kifejezddésének Osszehasonlitasa kiilonbozo szovetek kozott.

3. Az emlitett gének kifejez6dése hogyan valtozik a novekedéssel, a brojlercsirke
hastiregi zsir mennyisége korrelal-e ezen gének szintjével a hipotalamuszban? A
hasiiregi zsir, a testtdmeg és a hasiiregi zsir mennyiségérdl visszajelzést adod

(adipozitas) szignalok (inzulin, gliikdéz) szintje hogyan korreladl az MCH

crer

4. A 24 o6rés takarmanymegvonds hatasara bekovetkezd ¢éhbél bélbolyhok
morfometriai valtozasaival parhuzamosan milyen proteomikai valtozasok

mutathatdak ki az éhbélmintakban.



2 A KUTATAS MODSZEREI

2.1 A 40%-o0s takarmanykorlatozas hatasa a tojotipusu hazityak

takarmanyfelvételt szabalyzo peptidjeinek és receptorainak kifejezédésére

2.1.1 Allatok és a kisérleti beallitas, mintavétel

A Kkisérletet Tetra-SL tojohibridekkel allitottam be. A 16 hazityuk a kisérlet
indulasakor 22 hetes koru volt. Az allatokat egyenként ketreces volierekbe osztottam,
majd az egy hét adaptacios id6 alatt minden nap mértem az egyedek
takarmanyfelvételét. Az adaptacios idé utan két kisérleti csoportot hoztam Ilétre. Az
egyik az ad libitum csoport volt (8 egyed), ami korlatlan mennyiségben hozzafért a
takarmanyhoz (tojo 1-es tipus takarmany: 17,5% nyersfehérje, metabolizalhatd energia:
11,7 AME, MJ/kg szarazanyag, 3,8% kalcium, 0,4% foszfor). A masik csoport, a napi
takarmanyfelvétel 40%-os korlatozasaban (az adaptacids idészak alatt, egyedenként
megallapitott atlagos napi felvétel alapjan) részesiilt 5 napon keresztiil. A kisérlet alatt
mindkét csoport korlatlanul fért hozza az ivovizhez. A takarményfelvételt minden nap
mértem. Az 5 nap elteltével az allatokat taglozassal, majd kivéreztetéssel vagtam le.

A terminélasukat kovetden a madarakat dekapitaltam. A taréjtol kezdédden Y
alaku bevagassal a fejbort eltavolitottam a koponyardl. A koponyat feltartam, majd az
agyat kimetszettem. A teljes hipotalamuszt agyatlasz segitségével izolaltam (Griffin és
mtsai., 2001). Az izolalas a koztiagy a latdideg keresztezddés €s a szemmozgatd ideg
altal hatarolt teriiletének merdleges bemetszésével tortént. Ezzel parhuzamosan a
hasiireget is feltartam a teljes mirigyes gyomrot kimetszettem és 1 cm-es darabot
izolaltam annak kozéps6 harmadabol. A Meckel divertikulumtél kezdddden
proximalisan 1 cm-es darabot kimetszettem az éhbélbél. A két szervbdl szarmazod
mintakat hosszaban felnyitottam és PBS oldattal atmostam. A dekapitalas soran minden
egyedbdl 5 ml vért gytjtottem EDTA burkolt vérgyiijtd csdvekbe. Ezt kovetden a
vérmintakat 2000 g-vel centrifugaltam 10 percig. A feliilusz6 plazméat 1 ml-es
alikvétokban, kriocsdvekbe helyeztem. A mintédkat folyékony nitrogénnel hiitottem,

majd -70 °C-on taroltam.



2.1.2 RNS-izolalas, cDNS szintézis és qPCR

A hipotalamusz, mirigyes gyomor és ¢hbélmintakat folyékony nitrogénben
mozsar segitségével porra oréltem. A totdl RNS-t mintanként 30+3 mg homogenizalt
szovetbdl vontam ki RNeasy Mini Kit segitségével, DNaz I emésztés beiktatasaval a
gyarto altal leirt protokoll alapjdn. Az RNS kvantitdldsit NanoDrop ND-1000
spektrofotométer segitségével végeztem. A kvantitalt totdl RNS-mintdkbol 2 pg-ot
Maxima First Strand cDNA szintézis Kit segitségével irtam at, a reakciokondiciok
megegyeztek a gyartd ajanlasaival. A reverz transzkripcid utan a mintakat tizszeresére
higitottam AccuGENE RNaz, DNaz-mentes vizzel. A célgén CDNS-ére specifikus
primereket a Primer Express 3.0.1. verzidjaval terveztem. A qPCR-t triplikatumokban
futtattam 96 valyas lemezeken. Stabil referenciagénnek a hipotalamuszban az ACTB-t
jeloltem ki, mig a tobbi periférids szervben az YWHAZ-t. A reakciokat egy ABI 7300
real-time PCR gépben (Life Technologies) futattam. A hémérsékletprofil a kovetkezd
volt: Uracil-N glikozilaz kezelés: 50 °C 2 perc, kezdeti denaturacio 95 °C 10 perc. 40
cikluson at: denaturaciéo 95 °C 15 masodperc és primer tapadas/szintézis 60 °C 30
masodperc. A 20 pl végtérfogatu reakcidelegyek 50 ng cDNS templatot, 1X mdlarany
Power SYBR Green mastermix-et (Life Technologies) és 200 nM koncentracioban
forward és reverz primert tartalmaztak. A reakciok végeztével a nyers fluoreszcens
adatokat az SDS 1.3.1 adatgylijtd szoftverbdl (Life Technologies) szoveges fajlba
exportaltam. A reakciohatékonysagokat és a Cq értékeket a LinRegPCR 2015.0
verzidjaval hataroztam meg. A primerek specificitdsat olvaddspont-elemzéssel
ellendriztem. A célgének relativ kvantitalasdhoz a Pfaffl (2001) altal leirt képletet

hasznaltuk.

2.1.3 Fehérjeizolalas, PACAP-38 radioimmunesszé

A hipotalamusz, ¢hbél és mirigyes gyomor szovetmintakbol 75+7,5 mg-ot 750
ul jéghideg AccuGENE vizben homogenizaltam rotor-stator homogenizaloval 30
masodpercig, 30000 rpm-el. A homogenizalt mintakat ezutan 20000 g-vel 10 percig, 4
°C-on centrifugaltam. A feliiliszokat -70 °C-on taroltam a tovabbi felhasznéalasig. A
PACAP-38 peptid dupla térfogata abszolit alkohol és 20 ul 96%-0s ecetsav
hozzaadasaval keriilt kivonasra. A Kicsapas és centrifugalas (1500 g, 10 perc, 4 °C) utan

a feliiluszo leszivasara €és a minta nitrogén géazzal torténd beszaritdsara keriilt sor. A
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szoveti és plazma PACAP-38 immunesszé mérések Jakab és mtsai. (2004) altal

részletezett 1épések alapjan torténtek.

2.2 Stabilan kifejez6d6 referenciagének kivalasztasa a brojlercsirke

hipotalamuszaban, kiilonb6z6 takarmanyozasi allapotok kozott

2.2.1 Allatok és a kisérleti beallitas

A Ross 308 brojlerkakasokat 28 napos korukig neveltem. Alomként faforgacsot
hasznaltam, az itatok Plasson tipustiak voltak. A hémérséklet 32 °C volt az allatok
érkezésekor, majd fokozatosan csokkentettem (1,5 °C/hét) azt. A 28. napon a szexalt
him egyedeket ketreces volierekbe rendeztem. Harom kisérleti csoportot hoztam létre:
ad libitum takarmanyozott (ad libitum csoport), 24 oras takarmanymegvonas (F24h
csoport), 24 oras takarmanymegvonas-2 oras Ujractetés (F24hRF2h csoport). A kisérlet
alatt a madarakat brojler neveld tappal takarmadnyoztam (20% nyers fehérje,
metabolizalhato energia: 13 AME, MJ/Kg szarazanyag). A kisérlet alatt mindharom
csoport korlatlanul fért hozza az ivovizhez. A 24 6ras takarmanymegvonas-2 Oras
ujractetés elteltével 8 egyedet vagtam le mindharom csoportbdl. A madarak terminéalasa
a 2.1.1 fejezetben részletezett modon tortént. A mintavétel megegyezett a 2.1.2
fejezetben leirtakkal. A mintdkat kriocsovekbe helyeztem, folyékony nitrogénnel

hiitéttem, majd -70 °C-on taroltam.

2.2.2 RNS-izolalas, cDNS szintézis és qPCR

A hipotalamusz mintékat folyékony nitrogénben porra éroltem, majd 25 + 2,5
mg mintat TRI reagens oldatban lizaltam rotor-stator homogenizaloval (Ultra-Turrax
T10, IKA, Németorszag) 30 masodpercig, 30000 rpm-el. A total RNS-t Direct-zol RNS
MiniPrep készlettel vontuk ki, 30 U DN4az I enzimes emésztés beiktatasaval 15 percig.
Az eluciot 50 pl 70 °C-os AccuGENE RNdéz, DNaz-mentes vizzel végeztem. A
kvantitalt totdl RNS-mintdkbol 800 ng-ot qPCRBIO cDNS szintézis kittel irtam at 20 pl
reakcid térfogatban. A reakcid koriilmények a kovetkezOk voltak: reverz transzkripciod
42 °C 30 perc, denaturacid 85 °C 10 perc. Az atirast kovetden a mintdkat tizszeresére

higitottam, majd -20 °C-on taroltam.



A célgén cDNS-ére specifikus primereket a 2.1.2 fejezetben részletezett moédon
terveztem, a 10 kandidans referenciagént az irodalmi attekintésem alapjan valogattam
0ssze. A qPCR-t triplikdtumokban végeztem, 384 valyts lemezeken LightCycler 480 11
gPCR gépben. A triplikatumok Cq értékeit atlagoltam, ha valamelyik érték 0,5 Cq
értekkel kiszort azt kizartam az atlagolasbol. A homérsékletprofil a kovetkezd volt:
kezdeti denaturacio 95 °C-on 2 percig, 40 cikluson at: denaturacié 95 °C-on 5
masodpercig, majd primer tapadas-szintézis 60 °C-on 30 masodpercig. A qPCR-t 10 pul
végtérfogatban mértem Ossze, amik 4 ng cDNS templatot, 1 X moélaranyu Xceed qPCR
SG Hi-ROX mastermixet és 200 nM koncentracioban forward és reverz primert
tartalmaztak. A mintak mellett templatmentes kontrollokat és RTaz-mentes kontrollokat
is futattam a DNS kontaminacié ellenérzésére. A primerek specificitasat olvadasi
gorbékkel ellendriztem, az amplikonok 60-t61 95 °C-ig torténd melegitésével. A
reakciohatékonysagokat és a Cq értékeket a LinRegPCR 2016.0 verzidjaval hataroztam

meg.

2.2.3 A 10 referenciagén-jelolt stabilitasvizsgalata

A 10 referenciagén-jelolt stabilitasvizsgalatahoz 6t kiilonb6z6 modszert
hasznaltam. A két Excel beépiilé applikaciot a geNorm-ot (v3.5), illetve a NormFinder-
t, (v0.953), valamint a BestKeeper-t (v1) és az 6sszehasonlitdé ACt mdodszert a Microsoft
Excel 2010-ben (v14.7163.5) futtattam. A Chervoneva és mtsai. (2010) altal leirt
programkodot az SAS Studio 3.5 szoftverben (SAS Institute, Cary, NC, USA) futtattam.
Az egyes modszerekbdl szarmazd stabilitdsi értékek alapjan rangsoroltam a
referenciagéneket, majd a rangsorok geometriai atlagolasaval felallitottam a végsd

rangsort.



2.2.4 A takarmanymegvonas-ujraetetés és a novekedés hatasa a brojlercsirke

MCH gén kifejezodésére, az MCHR4 és PMCH expresszio szovetek kozti vizsgalata

2.2.5 Allatok és a kisérleti beallitds, mintavétel

Az allatok tartasi koriilményei megegyeztek az 2.2.1 fejezetben leirtakkal, illetve
a kisérleti beallitas ugyanaz volt a takarmanymegvonas-ujraetetett csoportokat tekintve.
A novekedés kisérlet alatt 8 egyedet vagtam lea 7., 14., 21., 28. (2.2.1 fejezet ad libitum
csoportjaval azonos egyedek) és a 35. napon. A mintavétel a plazma és hipotalamusz
mintak gyljtésére vonatkozoan megegyezett az 2.1.1, illetve 2.1.2 fejezetekben
leirtakkal. Az ¢€l6sulyt digitalis mérleggel megmértem a terminélas eldtt. A termindldst
kovetden a hasiireget feltartam, a hasiiregi zsirt kimetszettem, Osszegyljtottem és a
tomegét megmértem. A 28 napos ad libitum csoport négy egyede esetén szovetmintat
vettem a begybdl, mirigyes gyomorbdl, ziuzoégyomorbdl, patkdbélbdl, éhbélbol,
csipobélbdl, vakbélbol és a végbélbdl is. A levett szovetmintdkat kriocsévekbe

helyeztem, folyékony nitrogénnel hiitéttem, majd -70 °C-on taroltam.

2.2.6 RNS-izolalas, cDNS szintézis és qPCR

Az RNS-izolalds, cDNS szintézis és qPCR metodikdja megegyezik a 2.2.2
részben leirtakkal.
2.2.7 Vérplazma gliikéz és inzulin mérések

A kisérletbe vont madaraktol 1 ml (7 napos egyedek) vagy 5 ml (14-35 napos
egyedek) vért gyiijtottem. A tovabbi lépések megegyeztek az 2.1.1 fejezetben leirtakkal.
2.2.8 Fehérjeizolalas, MCH radioimmunesszé

A fehérjeizolalas Iépései megegyeztek az 2.1.3 fejezetben leirtakkal. A

hipotalamusz MCH koncentraciok mérése Lelesz és mtsai. (2016) altal leirtak szerint

zajlott.



2.3 A takarmanymegvonas hatasa a hazityuk kozépbelének morfometriajara és

az éhbelének proteomjara

2.3.1 Kozépbél morfometriai mérések

A vizsgalt szoveteket kilenc egyedbdl vettem, melyek koziil harom egyed ad
libitum takarmanyozott volt, harom egyed 24 6ran keresztiil éheztetett és harom egyed
24 oran keresztiil éheztetett, majd 2 6ran keresztiil ujraetetésben részesiilt. A duodenum,
jejunum  ¢és  ileum  szOvettani metszetek  elkészitése  megegyezik  az
immunhisztokémiahoz tartozd metszetek anyag és modszerével. A metszeteket
hematoxilin-eozin festésnek vetettem ala, majd a lemezeket mikroszkop segitségével
digitalizaltam. A morfometriai méréseket az Adobe Photoshop CC szoftverrel

végeztem.

2.3.2 Fehérjeizolalas, kétdimenziés differencialé gélelektroforézis (2D-DIGE),

képelemzés, a fehérjék azonositasa

Az ¢éhbélmintakbol 100 mg-ot folyékony nitrogénnel dorzsmozsarban porra
ortiltem. Minden mintdhoz 500 pl jéghideg lizis puffert adtam, majd lizaltam. A lizist
kovetden a homogenizatumokat centrifugéltam, a feliilaszot 0j csdovekbe vittem at. A
fehérjekoncentraciot az RC DC Protein esszé készlettel és mikrolemez olvasoval
mértem. Két csoport minden mintajabol létrehoztam egy mintakeveréket. 50 pg
mintakeveréket 400 pmol cianin-2 (Cy2) aminoészter minimal festékkel jeloltem.
Minden gélre felvittem 50 pg jelolt fehérje mintat az ad libitum és 50 pg mintat a
kisérleti csoportbol, ezek jelolése 400 pmol cianin-3 (Cy3) vagy 400 pmol cianin-5
(Cy5) hasznalataval tortént. Az izoelektromos elvélasztashoz 7 cm-es immobilizalt
linearis pH gradiens szalagokat hasznaltam (pH 5-8). A pH szalagokat passziv
rehidraciés modszerrel rehidraltam. 150 pg fehérjét, ami 50 pg referenciamintat, 50 pg
kontroll és 50 pg kisérleti mintat 125 pl rehidrald pufferben vettem fel, majd a pH
csikkal 16 6ran at szobahon rehidraltam. Az izoelektromos fokuszalast kdvetden az IPG
szalagokat ekvilibraltam, majd a fehérjéket molekulatomegiik szerint elvalasztottam. A
foltkivagashoz a preparativ poliakrilamid géleket kolloid Coomassie G-250 festéssel
tettem lathatova. A DIGE géleket digitalizaltam, a képeket a Delta2D 4.3 szoftverrel



elemeztem. A foltok normalizalasahoz ¢s kvantitalasahoz a belsé sztenderdet (Cy2-vel
jelolt foltok) hasznaltam fel. A kisérleti csoport adott fehérjefolt szdzalékos intenzitasat
(V%) a referenciagél azonos foltjahoz (100%) viszonyitva szamolta ki a szoftver. A
statisztikai proba (kétmintas t-teszt) alapjan szignifikans expresszios kiilonbséget
mutatod foltokat steril flilke alatt kivagtam a Coomassie-festett preparativ gélbdl. A
fehérjék emésztése Shevchenko és mtsai. (2006) altal leirt modon tortént. Az emésztett
mintdkat Bhide ¢s mtsai. (2009) altal részletezett moddon készitettem eld a
tomegspektrometrias mérésre. A peptidek azonositasa egy LIFT™-MS/MS-el kapcsolt
matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcids, ionizaciés (MALDI) tomegspekrométerrel zajlott.
Az igy kapott peptidszekvencidk alapjan a fehérjék végsdé azonositasat az NCBInr és a

SwissProt adatbazisban a Mascot keresdszoftverrel végeztem.



3 EREDMENYEK

31 A 40%-0s takarmanykorlatozas hatisa a tojotipusi  hazityik

takarmanyfelvételt szabalyzo peptidjeinek és receptorainak kifejezodésére

Megmértem a kivalasztott célgénjeink expressziojat qPCR, illetve a PACAP-38
egyedek egyes szoveteiben. A Cq értékek alapjan a legtobb gén kdzepes expressziot
mutatott a vizsgalt szovetekben, Cq atlagértékek nagyobbak voltak, mint 20. A PACAP-
ot kddold gén (ADCYAP1L) hipotalamuszban mért expresszioja volt a legnagyobb, atlag
Cq érték 13,8 volt, mig a mirigyes gyomorban és az ¢hbélben a GAL fejez6dott ki
leginkabb (24,9, illetve 21,9). Ez azt jelzi, hogy a PACAP kdzponti idegrendszerben,
mig a GAL inkébb a periférian tolthet be jelentdsebb szerepet a vizsgalt szovetekkel
szemben. Takarmanykorlatozas hatdsdra a hipotalamuszban 63%-0s ndvekedést az
NMUR1 és 49%-ot a PAC1 gén kifejez6désében (1. tablazat). A mirigyes gyomor
esetén egyediill az ADCYAP1 mutatott 88%-al nagyobb expresszids kiilonbséget. Az
éhbélmintak esetén a GAL, NMU, NMUR1 t6bb mint haromszoros, az ADCYAP1
majdnem haromszoros expresszids kiilonbséget mutatott a 40%-os takarmanykorlatozott
csoporthoz képest. A PACAP-38 mérhetd koncentracidban volt jelen mindegyik
szovettipusban. A takarméanykorlatozas hatdsara szignifikans novekedést egyediil a
mirigyes gyomorban mértem, itt 21%-al nétt meg a peptid koncentracidja (1. abra).
a hazityuk vérplazmajaban. A PACAP-38 atlagos koncentracidja az ad libitum csoport
esetén 22,03 fmol/ml volt, ami 13-szor Kkisebb, mint a kecske, barany vagy
szarvasmarha plazmakoncentraciok (Czeglédi és mtsai., 2011). A PACAP-38 hasonlo

koncentracioban van jelen a brojlercsirke hipotalamuszaban is (Jozsa és mtsai., 2005).
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1. abra: A PACAP-38 radioimmunesszével mért koncentracidja a kiilénbozo
szovetekben €s a vérplazmaban. Hip.: hipotalamusz; Pro.: mirigyes gyomor; Jej.: ¢hbél;

Pla.: plazma. Az atlag + SEM értékeket jelenitettem meg.

1. tablazat: A 40%-os takarmanykorlatozas hatdsa a valasztott célgének
kifejez6désére. Az atlag = SEM értékeket jelenitettem meg

hipotalamusz mirigyes gyomor éhbél
gén ad lib.  40% restr. ad lib.  40% restr. ad lib.  40% restr.
ADCYAP1 1+0,06 1,26+0,10 1+0,05 1,88*+£0,09 1+0,03 2,76*+0,08
GAL 1£0,05 1,3+0,14 1£0,11 1,52+0,32 1£0,02  3,08*+0,02
NMU 1+0,04  1,39+0,02 1+0,06 0,69+0,07 1+0,02  3,41*+0,19

NMUR1 10,02 1,63*+0,04 1+0,07 0,90+0,20 1+£0,05  3,01*+0,09
NMUR?2 1+0,02  1,5+0,10 1+£0,01  1,04+0,06 1+£0,02  0,52+0,01
PAC1 10,02 1,49*+0,03  1+0,03 1,07+0,12 1+£0,13  1,01+0,02

A kisérletemben az 5 napon at tarté 40%-os takarmanykorlatozas nem gyakorolt
hatast sem a PACAP mRNS, sem a PACAP-38 peptid koncentracidjara, habar a
PACAP receptor kifejezddése megndtt a hipotalamuszban. Jozsa €s mtsai (2005) 36
oras takarmanymegvonas hatasara névekedést mértek a brojlercsirke hipotalamuszaban.
A takarmanymegvonds nagy hatast gyakorol a gasztrointesztindlis rendszer
perisztaltikdjara. Ehezéskor lassulni kezd, majd megall, illetve a perisztaltika
megfordulhat (Clench és Mathias, 1995). Szamos takarmanyfelvételt szabalyzo peptid
mellett a PACAP is jelen van a madarak gasztrointesztinalis rendszerben ahol részt
vesznek a motilitas szabdlyzasaban, mint simaizom relaxdnsok (Monir és mtsai., 2014;
Yoshida ¢és mtsai.,, 2000). A PACAP gyomor motilitast csokkentd hatasat irtak le,
periférias injektalas utan (Ozawa ¢és mtsai., 1999). Kérdéses maradt, mivel
magyarazhatd, hogy a PACAP-ot kddold gén expresszidja nem valtozott a kisérlet

hatasara, mig a receptorat kodoldo PAC1 expresszidja megemelkedett.
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gyomorban a csokkent takarmidnymennyiség hatasara bekovetkezd csokkend
motilitasnak tudhat6 be. Jelenleg még nem, ismert melyik szovet valasztja ki és milyen
stimulus hatasara keriilt a PACAP a hazityak vérplazmajaba, valdsziniileg nem a
takarmanyellatottsag hatasara, mivel a plazma koncentracidoja valtozatlan maradt a
kisérlet utan. A galanin ICV injektaldsa fokozza a takarmanyfelvételt emlésok és
madarak esetén is (Ando és mtsai., 2000; Tachibana és mtsai.,, 2008). A galanin
immunhisztokémids vizsgalata a hazityik gasztrointesztinalis rendszerének izom
rétegeiben szintén a motilitas szabalyzd szerepére enged kovetkeztetni (Salvi és mtsai.,
1999). A kisérletemben a galanint kddold gén expresszidja az €hbélben nétt meg a
takarmanykorlatozott csoport esetén. A galanin kontrakcidfokozo hatasat irtak le a

kozépbél esetén (DeGolier és mtsai., 1999).

3.2 Stabilan kifejez6d6 referenciagének kivalasztasa a brojlercsirke

hipotalamuszaban, kiilonb6z6 takarmanyozasi allapotok kozott

A referenciagén-jeloltek expresszios stabilitasat 6t kiillonb6z6 modszerrel
vizsgaltam &sszevont, és a harom kisérleti koriilmény kombindlaséban is. Osszevont
kisérleti koriilmények kozott a BestKeeper elemzés alapjan azt talaltam, hogy minden
referenciagén-jelolt Cq értékének szorasa 1 alatt van. A B2M mutatta a legnagyobb
szorast (0,66) mig a TBP a legkisebbet (0,29). A stabilitasi értékek alapjan kapott
rangsort a 2. tdblazatban mutatom be. A geNorm elemzés sordan minden gén az ajanlott
kiiszobértek (0,5 M) alatt volt. A legkevésbé stabilnak a B2M és az RN18S mutatkozott
(0,423 ¢s 0,476), mig a TBP ¢s RPS17 volt a legstabilabb expresszidju.
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2. tablazat: Az Osszevont kisérleti koriilmények kozott az 6t modszerrel kapott
rangsorok

_ Chervonev

gén végsé  Best- geNorm  a és mitsai. Norm- ACt

rang Keeper (2010) Finder modszer
ACTB 6 3 7(0,332)° 8(779,39) 6(0,136) 6(0,42)
B2M 9 8 9(0,423) 9(982,30) 10 (0,220) 9 (0,65)
GAPDH 5 7 5(0,266) 6 (581,32) 2(0,103) 5(0,42)
HMBS 4 6 3(0,231) 3(189,67) 4(0,116) 3(0,40)
LBR 7 5 8(0,362) 5(542,01) 7(0,138) 7(0,47)
POLR2B 2 4 4(0,239) 2(36,32) 1(0,096) 4(0,42)
RN18S 10 10 10 (0,476) 10 (1023) 9(0,189) 10 (0,69)
RPS17 3 2 1(0,215) 4 (215,08) 5(0,124) 2(0,40)
TBP 1 1 1(0,215) 1(8,42) 3(0,114) 1(0,39)

YWHAZ 8 9 6(0,301) 7 (725,94) 8(0,164) 8(0,49)
"mértani kzepe a tobbi rangnak, “stabilitasi érték.

Eredményeink alapjan a TBP idealis referenciagén-jelolt az ad libitum-éhezés-
ujractetés kisérleti koriilmények kozott, annak expresszidja mutatta a legnagyobb
stabilitdst a 10 referenciagén-jelolt koziil. A TBP a TATA-kotd fehérjét kodolja, ami
egy transzkripcios faktor, az RNS polimerdz II preinicidcios komplex része és az

eukariota sejtek bazalis transzkripcidjanak alapeleme (Boeger és mtsai., 2005).

3.3 A takarmanymegvonas-tjraetetés és a novekedés hatiasa a brojlercsirke
MCH gén Kkifejezédésére, az MCHR4 és PMCH expresszié szovetek kozti

vizsgalata

A takarmanyozottsagi allapotok nem gyakoroltak hatast a PMCH sem az
MCHR4 mRNS expresszidjara. A 24 oras ¢€hezés, 25,65%-0s novekedést okozott az
okozott az ad libitum allapothoz képest. Csokkené trendet figyeltem meg a PMCH és
MCHR4 mRNS szintekben a novekedés elérehaladtaval, ami az MCH koncentracidkban
1s megmutatkozott, a vérplazma inzulin koncentracidja szintén ndvekveést mutatott. A
korrelacid elemzés alapjan az MCH peptid koncentracidja és a hasiiregi zsir mennyisége
nem korrelal egymassal, sem az olyan adipozitds szignalokkal, mint a vérplazma gliik6z
vagy inzulin koncentracioi az ad libitum takarmanyozott egyedekben. Az MCHR4 ¢és
PMCH kifejez6dése foleg a hipotalamuszra korlatozodik, a GIT mentén alig fejezddnek
Ki (2. abra). A PMCH gén végterméke az MCH peptid koncentracidja fokozodik a 24

oOras ¢hezés hatdsara, majd az azt kdvetd 2 6ras Ujraetetés hatasara tovabb novekedik.
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2. abra: Az MCHR4 ¢s PMCH gén expresszidjanak szoveti 0sszehasonlitasa. hyp.:
hipotalamusz; ing.: begy; pro.:, mirigyes gyomor; ven.: zizégyomor; duo.: patkobél,
¢hbél; ile.: csipdbél; cec.: vakbél; rec.: végbél. A hipotalamuszhoz viszonyitott

jej.:

expressziot abrazoltam. Az atlag + SEM értékeket jelenitettem meg.

3. abra: A
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takarmanymegvonas-tjraetetés hatdsa az MCHR4 és PMCH gének

kifejez0désére a hipotalamuszban. A csoportok kozott nincs kiilonbség. Az atlag + SEM
értekeket jelenitettem meg.
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5. abra: Az MCHR4 ¢és PMCH hipotalamuszban mért génexpresszidjanak szoveti
Osszehasonlitasa. Az els6é idéponthoz viszonyitott relativ expresszidt abrazoltam. Az
atlag £ SEM értékeket jelenitettem meg.

A varianciaelemzés alapjan az éhezés-ujraetetés nem befolyasolta a két célgén
hatasara 25,65%-os novekedés (P=0,0202) kovetkezett be a hipotalamuszban. A 24 6ras
¢hezést kovetd 2 oras Ujraetetés tovabbi 32,51%-os novekedést (P=0,0033) okozott az
ad libitum csoporthoz képest (4. abra). Hasonld trend figyelhetd meg a PMCH
expresszié és az MCH koncentraciok valtozasaban. Az ad libitum takarmanyozott
brojlercsirke hipotalamuszban mért MCH peptid atlagos (1,27 fmol/mg) koncentracidja
hasonl6 a patkany hipotalamuszban (~1,3 fmol/mg) mért értékhez (Lelesz €és mtsai.,
2016).

A két gén kifejez6désének ndvekedéssel Osszefiiggd kovetése alapjan
megallapitottam, hogy az MCHRA4 kifejezddése nem valtozott a novekedéssel, a PMCH-

val hasonlitva nagyobb biologiai szorast tapasztaltam. A PMCH esetén 0,54-szeres
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(P=0,0184) csokkenést mértem az els6 (7. nap) €s az utolso (35. nap) mintavétel kozott.
A tobbi Osszehasonlitdsban nem volt valtozas (5. abra). A linearis trend elemzés szerint
a csoportatlagok atlagos csokkenése -0,075, az egyes idépontok kozott (P=0,0013) az
MCHR4 és -0,168 volt a PMCH (P=0,0066) esetén. Az MCH peptid koncentraciok
valtozasa nem volt jelentds (P>0,05) de itt is csokkend trend figyelheté meg (-0,0848 ¢és
P=0,0027) a novekedés fiiggvényében. A nem-linearis trendelemzés nem mutatott a
linearistol eltéré trendet. Az MCH koncentraci6é a hipotalamuszban 0,971-2,029
fmol/mg szovettdomeg volt. A Spearman korrelacioelemzés szerint a hasiiregi zsir és az
¢l6suly pozitivan korreldl, a két paraméter egyiitt valtozik kdzepesen szoros korrelaciot
mutatva. A tobbi Osszehasonlitasban gyenge (r<0,4) korrelaciot allapitottam meg (3.

tablazat).

3. tablazat: A mért paraméterek Spearman korrelacioelemzése

.., — wr . . MCH
hasiiregi zsir ~ élésuly  gliikéz inzulin KONC.
hasiiregi zsir 1 0,642 . 0,088 0,223 0,027
(0,009 (0,753) (0,421)  (0,920)
elésil 1 0,174 0,255 -0,106
y (0,533) (0,356)  (0,694)
.t 0,266 0,215
glitkoz L (0338 (0.437)
inzulin 1 0,136
(0,334)

MCH konc.” 1

'P érték a zaréjelben, “az MCH peptid koncentracidja a hipotalamuszban

A PMCH gén fokozott kifejezddését irtdk le 48 oran at éhezett broilercsirkék
hipotalamuszaban (Song et al., 2012) Az eredményeink Osszhangban vannak a
szakirodalmi megfigyelésekkel. Az orexigén hatasti neuropeptid Y (NPY) kifejezddését
vizsgéalva Saneyasu ¢és mtsai. (2013) azt talaltdk, hogy a peptidet kddol6 mRNS szint
csokkend trendet mutat a brojlercsirke hipotalamuszaban. Az NPY expresszidja szintén
csokkend trendet mutat az ndvekedés eldrehaladtaval a tojocsirke hipotalamuszaban,
mig az anorexigén POMC gén atirasa pedig fokozodik a novekedéssel (Honda és mtsai.,
2015). Ehhez hasonléan a CART peptid (anorexigén hatast) fokozodasat irtak le a
hazityk hipotalamuszaban (Cai és mtsai., 2015). Osszességében megallapithatd, hogy
az orexigén peptideket kodold gének csokkend, mig az anorexigén peptideket kodolod

génen novekvo trendet mutatnak expresszidjukat tekintve a novekedés eldrehaladtaval.
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3.4 A takarmanymegvonas hatasa a hazityuk kozépbelének morfometridjara és
az éhbelének proteomjara

A patkobél esetén az Ujraetetés hatasara a kriptdk mélysége 17%-al nétt az
¢hezést kovetd Ujractetés hatdsara, mig a tobbi mért paraméterben nem tapasztaltam
valtozast. Az ¢hbél esetén ¢€hezés alatt a villusok teriilete 21,4%-al csokkent, majd
ujractetés hatdsara szignifikans novekedést mutatott, de 14,3%-al a kontroll érték alatt
maradt. Az ileum esetén a 24 6ras megvonas és 2 oras Ujractetés 33,3%-al novelte a
villus teriiletét, valamint 10%-al a kriptak mélységét. A muscularis externa vastagsagat
egyik esetben sem befolyasolta a kisérlet. A kelést kdvetd 32-48 6ranal tovabb éhezett
brojlerek teljesitménye csokken, ami a kozépbél megkésett fejlodésének is betudhatd
(Bhanja és mtsai., 2010). Takarmanymegvonds hatdsara mind a villusok feliiletének, a
villusonkénti kriptak szamanak, a kriptak mélységének, mind pedig az osztodasban 1évo
sejtek szamanak csokkenését, valamint mind a hirom kozépbél szakasz hosszanak
rovidiilését irtdk le (Gonzales és mtsai., 2003). A tomegspektrometrids elemzés 11
fehérje foltot azonositott sikeresen (4. tablazat). Az UniProt fehérje adatbazis szerint
cellularis lokalizacidjukat tekintve az azonositott fehérjék koziil 4 az extracellularis
térbe szekretalodo (APOA1, APOAS, MUC6, EXFABP), 4 sejtvaz komponens
(ACTA2, ACTB, KRT14, TPM1), 1 sejtmembran fehérje (MAGT1), 1 citoplazmatikus
fehérje (CHP1), 1 a sejtmagban talalhato fehérje (HSP9OAAT1). Biologiai funkcidjukat
tekintve ezek a sejtvaz komponensei, a zsirsavkotésben €s transzportban €s az altalanos
stresszvalaszban, illetve az ion- és vezikula transzportban részt vevd fehérjék. A
morfometriai méréseink szerint az ¢éhbél villus teriileteinek csokkenése volt
megfigyelheto a 24 6ras takarmadnymegvonas hatasara, ami két oras ujraetetést kovetden
novekedésnek indult. Igy feltételezhetjiik, hogy az azonositott struktirfehérjék
kifejezddésének valtozasa a villusok dinamikus valtozasdhoz kothetd, mivel az éhbél
tovabbi morfometriai paramétereiben nem tapasztaltam valtozast. A kdzépbél mucin
rétegének elvékonyodasarol a szakirodalom mar beszamolt (Smirnov és mtsai., 2004).
Eredményeink szerint a gélképz6 mucin 6 fehérje csokkent kifejezodése allhat ennek a
jelenségnek a hatterében. A zsirsavanyagcserében résztvevd fehérjék megvaltozott
szintje valdsziniileg a vérplazma csokkent gliikoz szintjéhez és a takarmanymegvonas
hatasara bekovetkez6 fokozott reverz lipidtranszporthoz (Peebles és mitsai., 2004)
kothetd.
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4. tablazat: A tomegspekrométerrel azonositott fehérjék

B .. adatbazis S, 1 , 2 ., tomeg 4
azonositott fehérje azonosité kodolo gén N/C* arany P érték (kDa)3 |
aktin, citoplazma-tipus P60706 ACTB 18/41 2,05 0,034 417 5,29
aktin, simaizom-tipus P08023 ACTA2 17/52 9,97 0,013 33 5,46
apolipoprotein Al P08250 APOA1 16/31 1,57 0,048 30,7 5,58
apolipoprotein A5 XP_417939 APOA5 21/34 -1,54 0,044 40,3 6,26
extracelluldris zsirsavkotd 176, EXFABP 9/34 156 0017 202 5,56
fehérje
hdsokkiehcrje 90 kDa alfa by 159 HSPOOAAL  11/14 1,65 0,009 84 5,01
A osztaly 1
kalcineurin B homolog

- Q5ZM44 CHP1 21179 2,77 0022 22,4 4,97
fehérje 1
eratin, I tipus Q6PVZ1 KRT14 19/20 4,32 0014 510 5,02
citoszkeletalis 14
magnezium anszporter - g 104 MAGTL 10/19 11,07 0,013 367 9,66
fehérje 1
mucin-6 FINBLO MUC6 17/12 -1,63 <0,001 132 5,78
tropomiozin alfa-1 P04268 TPM1 19/32 2,36 0,031 32,8 4,7

T Azonositott peptidek szama és azok szazalékos szekvencia lefedettsége

2Az ad libitum csoporthoz viszonyitott ardny az intenzitas % atlag értékek alapjan

Elméleti molekulatomeg és *izoelektromos pont (pI) a SwissProt fehérje adatbazis szerint



4 AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

s

vérplazmajaban (22,03 fmol/ml). A 40%-os takarmanykorlatozas hatasara 1,88-szoros
novekedést mutatott a PACAP gén expresszidja, és 27% novekedeést a PACAP peptid

koncentracioja a mirigyes gyomor esetén.

2. Megallapitottam, hogy az ¢hbél epitéliuma ¢€s kriptdi, valamint a mirigyes
gyomor epitéliuma expresszal tobb INSRa-t 40%-o0s takarmanykorlatozas hatésara az

ad libitum csoporthoz képest.

3. A TBP gén kifejez6dését nem befolyasolja az energia- és taplaldanyag-
ellatottsag a brojlercsirke hipotalamuszaban, igy a hasonlo jellegli génexpresszids

kisérletekben megbizhato referenciagénként hasznélhato.

4. A taplaloéanyag ellatottsag nem gyakorolt hatast sem a PMCH sem az MCHR4

mRNS expresszidjara.

5. Csokkend trendet figyeltem meg az MCHR4 és a PMCH mRNS szintekben a
novekedés eldrehaladtaval, ami az MCH koncentracidkban is megmutatkozott, a
vérplazma inzulin koncentracidja szintén novekvést mutatott. Az MCHR4 és PMCH

kifejez0dése foleg a hipotalamuszra korlatozodik.

6. A PMCH gén terméke, az MCH peptid koncentracioja fokozodik a 24 Oras
¢hezés hatasara, majd az azt kovetd 2 oOras ujractetés hatasara tovabb emelkedik.
Legalabb 1,5-szeres novekedett expresszids kiilonbséget mutattak a 24 oras
takarmanymegvonast kovetden az éhbélben az ad libitum csoporthoz képest az alabbi
fehérjék: aktin (citoplazma-tipusti), aktin (simaizom-tipusu), apolipoprotein A1,
extracellularis zsirsavkotd fehérje, hdsokkfehérje 90 kDa alfa A osztaly 1, kalcineurin B
homolog fehérje 1, keratin (citoszkeletalis 14-es tipus), magnézium transzporter fehérje
1 és a tropomiozin alfa-1. Két fehérje pedig csokkent kifejezédést mutatott: az

apolipoprotein A5 €s a mucin-6.
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5 AZEREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

A kisérleteim soran megallapitott stabil referenciagén (TBP) hasznos lehet a
hazityak tovabbi neuropeptidjeinek qPCR-es vizsgdlatakor, mivel az kifejezddését
tekintve a takarmanyfelvételtdl fiiggetlen, megbizhaté normalizacids génnek bizonyult.
A dolgozatban vizsgalt, takarmanyfelvételben szerepet jatszo géneket fel lehet hasznalni
a jovObeli marker asszocidlt szelekciora esetleg allategészségiigyi, allatjoléti

vizsgélatokra.
A hazityuk ¢hbelében takarmanymegvonds hatasara bekdvetkezd proteomikai

valtozasok tovabbi kutatdsokhoz nytjtanak alapinformacidkat eldsegitve ezzel az

¢hbélben takarmanymegvonas alatt zajlé folyamatok teljesebb megértését.
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