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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACTAZ2 aktin, simaizom tipus

ACTB béta aktin

AgRP agouti-related peptid

ALB albumin

APOAL-5 apolipoprotein A 1-5

B2M béta-2-mikroglobulin

BSA bovine serum albumin / borji szérum albumin

CART cocaine and amphetamine regulated transcript / kokain- és
amfetamin-regulalt atirat

CCK cholecystokinine/kolecisztokinin

cDNS komplementer DNS
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate

CHAPS hydrate / 3-[(3-kolamidopropil)dimetilammonio]-propanszulfonat
hidrat

CHPL Calcineurin B homologous protein 1 / kalcineurin B homolog
fehérje 1

Cq quantification cycle / kvantifikacids ciklus

CRF corticotropin releasing factor/kortikotropin felszabadito faktor

CVv coefficient of variation / variacios egyiitthato

DAB diamino-benzidin
4',6-diamidino-2-phenylindole / 4',6-Diamidino-2-fenilindol

PAPI dihidroklorid

DIGE differencialo gélelektroforézis

DMN dorzomedialis mag

DTT ditiotreitol

ECL enhanced chemiluminescence / fokozott kemilumineszcencia

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

EXEARP extracellular fatty acid-binding protein / extracellularis zsirsavkoto
fehérje

GAL galanin

GAPDH gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz



GIT

gasztrointesztinalis rendszer

GLP-1/GLP-2  glucagon-like peptide/glitkagonszerti peptid

GLUT gliikoz transzporter

HMBS hidroximetilbilan szintaz

HSP90 hésokkfehérje 90 kDa

ICV intracerebroventrikularis/agyiiregi

19G immunglobulin G

IN infundibuléris mag

INSR insulin receptor / inzulin-receptor

IPG immobilizalt pH gradiens

IRMA immunoradiometric assay / immunradiometrikus esszé

v intravénas

kDa kilodalton

KRT14 keratin, I tipus citoszkeletalis 14

LBR lamin b receptor

LH lateralis hipotalamusz

MAGT1 magnézium transzporter fehérje 1

MC1R-MC5R  melanocortin receptor 1-5 / melanokortin receptor 1-5

MCH melanin-concentrating hormone / melanin koncentral6 hormon

MCHRA4 melanin-concentrating hormone receptor 4 / melanin koncentralo
hormon receptor 4

MJ megajoule

MRNS messenger ribonukleinsav

MUC6 mucin-6

NMU neuromedin U

NMUR1 neuromedin U receptor 1

NMUR2 neuromedin U receptor 2

NPY neuropeptid Y

PACL pituitary adenylate cyclase-activating peptide receptor 1 / hipofizis
adenilat ciklaz aktivalo peptid receptor 1

DACAP pituitary adenylate cyclase-activating peptide / hipofizis adenilat
ciklaz aktivalo peptid

PBS phosphate-buffered saline / foszfat pufferes sdoldat



pre-melanin-concentrating hormone / pre-melanin koncentrald

PMCH
hormon

POLR2B RNA Polymerase II Subunit B / RNS polimeraz II B alegység

POMC pro-opiomelanokortin / pro-opiomelanokortin

PVN paraventrikularis mag

PYY peptide tyrosine tyrosine/peptid tirozin tirozin

4PCR quantitative polymerase chain reaction / kvantitativ polimeraz
lancreakcid

R korrelacios koefficiens

RIA radioimmunoassay / radioimmunesszé

RN18S 18S riboszomalis RNS

RPS17 ribosomal protein S17 / S17 riboszomalis fehérje

SD standard deviation / szoras

SDS sodium dodecyl sulfate / natrium-dodecil-szulfat

SEM standard error of the mean / az atlag kozepes hibgja

SNP single-nucleotide polymorphism / egypontos nukleotid-
polimorfizmus

TBP TATA-box binding protein / TATA-boksz kot6 fehérje

TPM1 tropomiozin alfa-1

UBC ubikvitin ¢

VIP vazoaktiv intesztinalis peptid

VMN ventromedialis mag
tyrosine 3-Monooxygenase-Tryptophan 5-Monooxygenase

YWHAZ Activation Protein Zeta / tirozin 3-monooxigenaz - triptofan 5-

monooxigenaz aktivalo fehérje zéta

a-MSH

alfa-melanocita stimulalé hormon



1. BEVEZETES

A takarmanyfelvétel szabalyozasa fontos kutatasi téma az allattenyésztésben,
mivel a felvett takarmany mennyisége, emészthetosége €s a fajta genetikai képességei
egylittesen hatdrozzak meg az allatok teljesitményét. A takarmanyfelvételt fizikai és
kémiai tényezOk szabalyozzak, utobbiak kdzpontja a kdzponti idegrendszerben talalhato
hipotalamusz. Az Eurépai Uni6 csirkehtistermelése 2016-ban elérte a 14,8 milli6 tonnat,
ami a vilag csirkehus-termelésének mintegy 12,6%-at képezi, ez mintegy 6,5 milliard
madarat jelent. Hustermelés céljabol az unids csirkehiisdgazat gyorsan nové 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 ezel6tti érték majd kétszerese. Az Eurdpai Unid a vilag masodik legnagyobb
tojastermel6je, 390 millio tojotytikkal és 7,2 milli6 megtermelt tojassal 2016-ban
(internet 1).

Az er6s szelekcid kovetkeztében kialakult gyors ndvekedésnek nemkivéanatos
hatasai is vannak, ilyen a vagott aru novekvé elzsirosodasi tendenciaja, a vazrendszer
fejlodési zavara, a hasvizkor és keringési zavarok (hirtelen haldl szindroma) gyakoribb
eléfordulasa, valamint a csokkend reprodukcids teljesitmény (Czeglédi és mtsai., 2013).
Egyre nagyobb az érdeklédés az olyan molekularis markerek irant, amelyek szerepet
jatszhatnak a takarmanyfelvétel javitasaban, €s ebben meghatirozoak lehetnek a
hipotalamuszban kifejez6d6 egyes neuropeptideket kddold gének polimorfizmusai,
valamint a génkifejez0désben mutatkozo eltérések. Ezek szamos esetben elényds
asszociaciot mutatnak a gazdasagi allatfajok értékmérd tulajdonségaival. A madarak
esetén jelenleg még keveset tudunk arr6l, hogy a takarmanymegvonas milyen hatassal
van a taplalékfelvételt serkentd (orexigén) €s gatld (anorexigén) kdzponti €s periférias
neuropeptidek génkifejezOdésére, annak ellenére, hogy az intenziv hizlalasban
alkalmazott takarmanyfelvétel korlatozasa hozzajarul a hatékony baromfihas

termeléshez.



A fizikalis megvonas egy masik, egyszerlibben kivitelezhetd, de kevésbé kutatott
valtozata soran 24 orara teljes takarmanymegvonast (skip-a-day feeding) iktatnak be a
nevelés starter és hizlalo szakaszaban (Sahraei, 2012). A 24 6ras takarmadnymegvonas jo
lehetdséget nyujtana ahhoz, hogy a potencialis étvagyszabalyz6 neuropeptideket kodold
gének kifejez0dését vizsgalhassuk. A madarak esetén a takarmanyfelvétel szabalyozasa
eddig kevésbé kutatott teriilet, az emlésokhoz képest sokkal kevesebb informacio all
rendelkezésiinkre. A kutatasaim jelentGsége, hogy bévitsem azokat az ismereteket, amik
hozzajarulhatnak majd a hazityak takarmanyfelvételt szabalyzo komplex folyamatok
megértéséhez, tovabba megismerjiik az ¢éhezés-Ujraetetés hatisara torténd élettani

valtozasok molekuléris bioldgiai hatterét.

A doktori munkam soran a kovetkez6 kérdések megvalaszolasat tiiztem ki célul:

1. A 40%-o0s takarmanykorlatozads milyen hatissal van néhany, hazityuk esetén
még nem vizsgalt, takarmanyfelvétel szabalyzasiaban szerepet jatszo gének
(GAL, GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT8, GLUTY9, INSR, NMU, NMURI,
NMUR2, PAC1, PACAP) kifejezédésére a hipotalamuszban, a mirigyes

gyomorban és az ¢hbélben.

2. A 24 o6ras takarmanymegvonas, illetve a takarmanymegvonas, majd 2 oras
ujraetetés hogyan valtoztatja meg az MCH kifejez6dését brojlercsirke esetén?
Tiz referenciagén stabilitasanak vizsgalata 24 oras takarmanymegvonas, illetve
takarmanymegvonds, majd 2 0Ords Ujraetetés hatasara. Az MCH gén

kifejezddésének Osszehasonlitasa kiilonbozo szovetek kozott.

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

(adipozitas) szignalok (inzulin, gliik6z) szintje hogyan korreldl az MCH

crer

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

mutathatoak ki az éhbélmintakban.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

A takarmanyfelvétel

A takarmanyfelvétel a gazdasagi allatok rendszeresen ismétlddd tevékenysége,
amelynek célja az életfenntartas, a szaporodas és a novekedés folyaméan felhasznalt
tapanyagok potlasa. A takarmanyfelvétel szabalyzasa rendkiviil Osszetett folyamat,
amiben szamos tényez0 jatszhat szerepet. Ezen tényezdket harom csoportba sorolhatjuk:

kornyezeti tényezok, a takarmany jellemzdi, az egyed genetikai tulajdonsagai.

2.1 A nem genetikai tényezok szerepe a takarmanyfelvételben

A kornyezet az egyik legfontosabb termelést alakitd tényezd, mert kdzvetleniil
befolyasolja a genetikai képességek kifejezddését. A kornyezeti tényezdk koziill meg
kell emliteni a hémérsékletet. A madarak esetén a héleadast korlatozza a tollazat,
valamint a verejtékmirigyek hianya. A termoneutralis kornyezeti hdmérséklettdl (19-27
°C) magasabb homérsékleten a metabolikus folyamatok altal termelt hd csokkentése
érdekében a madaraknak csokkenteniiik kell a takarmanyfelvételt (az energia bevitelt).
Ett6] alacsonyabb hdmérsékleten ugyan nd a takarmanyfelvétel, de a tobblet energia
bevitele hétermelésre forditddik (Leeson és Summers, 2009). A kornyezeti tényezok
kozott a fénynek is jelentds szerepe van a takarményfelvétel alakuldsdban. A
természetes fotoperiodus helyett a folyamatos megvilagitas és egy oras sotét periddus
beiktatasa szinte folyamatos takarmanyfelvételt tesz lehetévé, ezaltal a brojlercsirkék
novekedése maximalizalhatd. A 15 6ranal rovidebb megvilagitas jelentdsen csokkenti a
takarmanyfelvételt és a sulygyarapodast a folyamatos, vagy 23 6ras megvilagitassal
Osszehasonlitva (Lewis és mtsai., 2009). Az allomanystirtiség is hatassal lehet a
takarményfelvételre. A 25 db/m®-t meghalado alloméanysiiriiség kedvezétlen hatasu a 28
és a 42 napos ¢ldstlyra, a napi takarmanyfelvételre, noveli az elhullést, és noveli a

hianyos tollazath allatok szamat (Tong és mtsai., 2012; internet 2).

A takarmany Osszetétele is befolydsolhatja a takarmanyfelvételt. A
pecsenyecsirkék képesek az energiaigényiik szerint moédositani a takarmanyfelvételiiket.
Alacsonyabb energiatartalmti takarmany etetésekor (11,3 vs. 13,82 AME, MJ/kg) a
takarmanyfelvétel megnd a nagyobb energiatartalmihoz képest (Leeson és mtsai.,
1996). Ujabb megfigyelések szerint a takarmanyfelvételt befolyasold tényezé nem csak

a takarmany energiatartalma, hanem mas tapanyag is lehet. Példaul az alacsony
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fehérjetartalom is limitdlod tényezdje a takarmanyfelvételnek. Hidba megfeleld annak
energiatartalma, a felvétel csokken, ha a fehérjetartalom nem elegendé. Ennek
feltételezett oka, hogy a hazityuk takarmanyfelvételét az elsé limitalt mennyiségben
jelen 1év6 tapanyag, semmint a takarmany energiatartalma korlatozza (Mbajiorgu és
mtsai., 2011).

A takarmény fizikai megjelenése is hatassal lehet a takarmanyfelvételre. A
dercés takarmanybol préseléssel pellet allithato el6. A pelletalt takarmannyal etetett
pecsenyecsirkék esetén 8-13%-al nagyobb testtomeg ¢érhetdé el a dercés formahoz
képest. A nagyobb tomorség miatt né a takarmanyfelvétel, valamint a madarak
kevesebb id6t toltenek takarmanyfelvétellel, ami az életfenntartd energiasziikségletiik

csokkenésével jar (internet 3; Leeson és mtsai., 1999).

2.2 A genetikai tényezok szerepe a takarmanyfelvételben

A t0j6- és pecsenyetipusu hazityukok kozott mar a kelést kovetden is jelentds
kiilonbségek mérhetéek a takarmanyfelvételben. A masodik napon mar kétszeres a
kiilonbség (4 vs. 8 g/nap) ami nyolc napos korra eléri a haromszoros (10 vs. 30 g/nap)
kiilonbséget. A potens orexigén neuropeptid Y (NPY) intracerebroventrikularis (ICV)
injektalasa mindkét fajta takarmanyfelvételét novelte, illetve az anorexigén alfa-
melanocita stimulalé hormon (a-MSH) injektalasa mindkét fajta takarmanyfelvételét
csokkentette, a takarmanyfelvételben mutatkozo kiillonbségek nem magyarazhatdak a
fajtak esetleges kiilonbozé valaszadasi képességével (Saneyasu és mtsai., 2011). A
fajtak  kozti takarmanyfelvételben megmutatkozd  kiilonbségek gyakran a
takarmanyfelvételt szabalyzo gének hipotalamikus kifejez6désben is megjelennek,
mérhetdek. A két kiilonbozo fajta, a tojotipust White Leghorn és a brojler Cobb kozott
nem talaltak expresszios kiilonbséget az orexigén peptideket kodold neuropeptid Y, az
agouti-related peptid, a pro-opiomelanokortin az orexin, illetve leptin receptor kozott.
Viszont a brojlercsirkék jelentésen nagyobb mértékben expresszaltadk az energia
egyenstlyhoz és obezitashoz kothetd glukokortikoid receptort, a Kortikotropin
felszabaditd hormont és a zsirtdmeg és obezitds asszocidlt (FTO) gént (Yuan és mtsai.,
2009).

A takarmanyfelvételt szabalyzo peptidek kifejezddése Osszefiiggést mutat a
testtomeggel. A hosszat tavau szelekcid (56 generdcion at) eredményeképpen

nemesitették ki a tojotipust Virginia kis (LWS) és a nagy (HWS) élésulyra szelektal
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vonalait. Eredetileg ezekek a vonalaknak a létrehozasa 1957-ben kezdddott kisérleti
céllal, az eltérd testsuly a novekedésre, reprodukciora és az immunologiara gyakorolt
hatasanak vizsgalata céljabol. Ezek a madarak 56 napos korukban tizszeres kiilonbséget
mutatnak az éldstlyukat tekintve (200 g a 2 kg-al szemben). A HWS vonal nagy
mennyiségii takarmanyfelvételre ¢és elhizasra hajlamos, mig az LWS vonalat
sz¢€lsdségesen alacsony takarmanyfelvétel és megkésett ivarérés jellemzi. A kutatok 27
takarmanyfelvétel szabalyzasdban részt vevo géntermék kifejezodését vizsgaltak. A
legtobb orexigén neuropeptid nem mutatott a kifejezOdését tekintve kiilonbséget az
LWS és HWS vonalak kozt. Az LWS vonal egyedei nagyobb mértékben fejezték ki az
anorexigén  neuropeptideket, ami  magyarazhatjia a  csoport alacsonyabb

takarmanyfelvételét (Yi és mtsai, 2015).

Ismert tény, hogy hézitytkok ivarspecifikus eltéréseket mutatnak a testtomeg €s
takarmanyfelvétellel kapcsolatos teljesitmény mutatokban. A brojlerkakasok esetén a
testtomeg 42 napos korra 15%-al nagyobb, mint a jércék esetén. Ez 17%-al nagyobb
napi takarmanyfogyasztassal parosul (internet 6). Az ivarspecifikus kiilonbségek
mérhetéek bizonyos orexigén peptidek agyi expresszidjaban. Az orexigén agouti-related
peptid (AgRP) kifejez6dése jelentésen nagyobb az ad libitum takarmanyozott Ross 308-

as kakasok hipotalamuszaban, mint a jércékben (Boswell és Dunn, 2017).
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2.3 Hipotalamusz, a takarmanyfelvétel szabalyzas kézpontja

A hipotalamusz a koztiagynak a talamusz alatti részénél talalhato, a latdideg
keresztez6dés (chiasmia opticum) rosztralis végétél a szemmozgatdé ideg (nervus
oculomotorius) kaudalis végéig terjedd teriiletet nevezziik. Funkcioi kozé tartozik az
autonom idegrendszer ellendrzése, cirkadian ritmus szabdlyzasa, az agyalapi mirigy
hormontermelésének szabalyozasa, neuroszekrétumok termelése, az érzelmek (emldsok)
€s a magatartas kialakitasa. Az étvagyszabalyzasban-takarmanyfelvételben betoltott
szerepét kozel nyolcvan éve tanulmanyozzak.

A hipotalamuszban 6t sejtcsoport talalhatd, amelyek az étvagy szabalyozasaban
részt vevd orexigén (étvagyfokozo) és anorexigén (étvagycsokkentd) neuronokat
tartalmazzak (Palkovits, 2003). Ezek a nucleus dorsomedialis hypothalami (DMN), a
nucleus infundibuli hypothalami (IN), a nucleus paraventricularis magnocellularis
(PVN), a nucleus ventromedialis hypothalami (VMN) és a regio lateralis hypothalami
(LH). Hetherington és Ranson (1940) allapitottak meg eldszor, hogy a hipotalamusz
egyes terlileteinek sértése milyen hatast gyakorol az allatok takarmanyfelvételére. A
DMN, PVN és VMN magok roncsoldsa az allatok elhizdsat okozta (jollakottsag
kozpont), a laterdlis hipotalamusz (LH) sértése sulyvesztéshez vezetett (€hségkdzpont).
Késobb kideriilt, hogy a takarmanyfelvétel az étvagykozpont elméletnél Osszetettebb
idegpalyak miukodésére ¢épiil, amiknek legfontosabb szabalyz6 molekuldi a

neuropeptidek.

A neuropeptidek hatasukat tekintve olyan intercellularis szignalizacios
molekulak, amelyek képesek befolyasolni az idegsejtek (neuronok) aktivitasat, és
amelyeket altaldban maguk a neuronok termelnek és bocsatanak ki. Altalaban 3-50
aminosavbol allnak. Ezzel szemben a peptidhormonokat neuroendokrin sejtek termelik,
és a vérarammal jutnak el a célpontjukhoz, ami szintén lehet neuron (Le és mtsai.,
2014). A hipotalamusz egyes neuronjai altal termelt neuropeptidek fontos szerepet
jatszanak a taplalékfelvételben. A hipotalamusz alapjan elhelyezkedd infundibularis
magban (IN) két, eltérd funkcioji sejtcsoportosulds talalhatd. Az IN ventromedidlis
teriiletének orexigén neuronjai egylitt termelik az agouti-related peptidet (AgRP) és a
neuropeptid Y-t (NPY), a ventrolateralis teriilet anorexigén neuronjai a pro-
opiomelanokortint (POMC) és a kokain-amfetamin szabalyozott transzkriptumot
(CART) emldsok esetén (Schwartz és mtsai.,, 2000) és a teriiltet funkcionalis

konzervaltsaga miatt madarak esetén is (Phillips-Singh és mtsai.,, 2003). Az IN
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crer

elsédleges szenzorai. Az IN elsédleges neuronjain talalhato receptorok (kolecisztokinin
[CCK], galanin, gliikagonszer(i peptid [GLP-1], ghrelin, inzulin és leptin) reagalnak a
cirkulalé periférian termel6dd peptidekre és tapanyagokra (aminosavak, gliikkoz,
zsirsavak), ezek a szervezet rovid €s hosszu tavu energia ellatottsdganak jelzomolekulai
a vérplazmaban (Denbow és mtsai., 1982; Scanes, 2014). Hazitytk esetén az inzulin
receptor (Shiraishi és mtsai., 2011a) lokalizaciojat (IN) mar ismerjiik. A CCK receptor
(Dunn és mtsai., 2013) galanin (J6zsa és Mess, 1993) GLP (Richards és mtsai., 2005),
ghrelin (Sirotkin ¢és mtsai., 2013) és a leptin (Seroussi és mtsai., 2015) receptorok
hipotalamikus kifejezédése ismert, de az még nem tisztazott azon belill melyik
magcsoportban expresszalodnak. Ha a periférias jelek alapjan (2. tdblazat) a szervezet
energia ellatottsaga, a gasztrointesztinalis rendszer fizikai telitettsége nem megfeleld, az
orexigén neuronok AgRP/NPY produkcidja fokozodik, az a-MSH/CART-t produkalo
neuronok aktivitasa csokken. Az elsérendli neuronokbol projekciok indulnak a LH-ban
talalhatd masodrendii neuronok felé. Mind az AgRP, mind az o-MSH képes a LH
magok neuronjain talalhatd melanokortin-4 receptorhoz (MC4R) ko6tédni (Scanes,
2014). Az a-MSH az anorexigén projekcié neurotranszmittere, az MC4R-hez kotédve
aktivalja azt. Az AgRP ellentétes hatast fejt ki az MC4R-en, gatolja annak aktivaciojat
az o-MSH kotédés gatlasaval, azaz képes csokkenteni az anorexigén projekcid
hatasossagat (Takeuchi és mtsai., 2000). A NPY szintén a masodrendii neuronokon
talalhatd Y 1R receptoron keresztiil fejti ki orexigén hatasat. Az MC4R aktivécioja olyan
szignalizacios kaszkadot indit el, aminek eredményeképpen az orexineket kodolod gén és
az MCH (PMCH) kifejez6dése megnd, habar ennek egyes elemei (pl. milyen
transzkripcids faktorok jatszanak szerepet ezek expresszidjaban) még nem ismertek
(Girault és mtsai., 2012; Zhang és mtsai., 2005). A masodrendii neuronok a nucleus
accumbens felé projektalnak (motivacio kivaltasa, a jutalmazas kozpontja), majd innen
a nidopallium caudolaterale felé¢ (1. abra), ami a végrehajtd és a magasabb rendi
kognitiv funkcidk kozpontja madarakban. A laterdlis hipotalamusz masodrendii
neuronjaibdl wjabb projekciok indulnak a limbikus rendszer (jutalmazé koézpont,
taplalkozasi kedv), az agyalapi mirigy (hormondlis vélaszok), az agytérzs és a
gerincveld iranyaba, ahol a gyomor-bélrendszert és a hasnyalmirigyet iranyité autoném
neuronok talalhatéak (Balint és mtsai., 2011; Husband és Shimizu, 2011; Palkovits,
2003). 48 oras takarmanymegvonds hatasara olyan viselkedésbeli valtozasok zajlanak

le, mint a stresszhez kothetd viselkedési mintak gyakorisaganak fokozodasa, mint pl. a
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rdcsozat, a tollazat csipkedése, a tarsak felé irdnyuld agressziv csipkedés, és az

ivovizkeresés csokkenése figyelheté meg (Webster, 1995).

kézponti idegrendszer

vérkeringés
bolygoideg aminosavak, glikoz,
zsirsavak, hormonok
gasztrointesztinalis (zsirszovet: leptin?)
rendszer
éhbeél
GLP-1
GLP-2
CCK
PYY
7
/,T p
mirigyes gyomor-
grelin % /y
G . csipébél
zazégyomor GLP-1
gasztrin f‘\ GLP-2

.. ., CCK
patkobeél
PYY

1. abra: A hazityuk takarmanyfelvételének szabalyzdsiban résztvevd kozponti és
periférias elemek, Griffin és mtsai. (2001) és (internet 4) alapjan moddositottam. AC:
nucleus accumbens; AgRP: agouti-related peptid; AH: anterior hypothalamus; BH:
basalis hypothalamus; CART: kokain- ¢és amfetamin-regulalt atirat; CCK:
kolecisztokinin; CRF: kortikotropin felszabadito faktor; GAL: galanin;, GLP:
gliilkagonszer(i peptid; IN: infundibular nucleus; LH: lateralis hypothalamus; MCH:
melanin koncentrald hormon; a-MSH: alfa-melanocita stimulalé hormon; NCL:
nidopallium caudolaterale; NPY: neuropeptid Y; NTS: nucleus tractus solitarii; PVN:
paraventricularis nucleus; PYY: peptid tirozin tirozin; TC: truncus cerebri. “hazityak
esetén még nem irtak le.
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2.4 A takarmanyfelvétel rovid és hosszi tava szabalyzasa

A takarményfelvételnek és ezaltal a testtomeg megfeleld szintjének fenntartasa
rovid és hosszii tavu szabalyozasai folyamatokat igényel. A taplalékfelvétel az
anyagcsere egyensulyat tekintve révid tdvon a pillanatnyi taplaloanyag ellatastol
(jollakottsag-€¢hség, takarmanyfelvételek kozott értendd), hossza tdvon pedig a

taplaltsagi allapottol (hizottsagi allapottol) fliigg.

A takarmanyfelvétel rovid tavh szabalyozasanak jelzései madarak esetén a GIT-
bol indulnak, és anorexigén hatastiak, vagyis eddigi ismereteink szerint a
takarmanyfelvétel leallitasaért felelosek (2. tablazat). Itt megkiilonbozethetiink ingesztiv
(preabszorbtiv) szakaszban miik6dd szignalokat, ilyen a begy, mely ha elérte fizikai
kapacitasat fesziilése a bolygoidegen keresztiil leallithatja a takarmanyfelvételt. Tarolo
funkcidja ellenére a kimetszett begyli hazitytkok takarmanyfelvétele jelentdsen nott
(Denbow és mtsai., 1994). Ezzel szemben az emlésokben bizonyos peptidhormonok
ellentétes hatast fejtenek ki. A takarmanyfelvételt kovetéen a hazityuk mirigyes
gyomraban termel6dd ghrelin anorexigén, mig az emlésok gyomrabol felszabaduld
ghrelin orexigén hatasti (Honda és mtsai., 2017). A GIT mentén termel6dd peptidek a
mirigyes ¢és zuzoégyomor falanak mirigyeiben, a patkobél, ¢€hbél, csipdbél,
enteroendokrin sejtek (emldsok esetén az L, I és G sejtekben azonositottak) termelik.
Koncentracidjuk a vérkeringésben poszt-ingesztiv szakaszban (felszivasi szakaszban)
novekszik, éhezéskor viszont csokken. A keringéssel a kozponti idegrendszerben
talalhato étvagyszabalyz6 kozpontba, a hipotalamuszba eljutva kétddnek a megfeleld
receptorukhoz és az anorexigén peptideket (AgRP/NPY) termeld neuronokat aktivaljak
(1. abra). Meg kell emliteni, hogy a felszivasi szakaszban a véraramba bekeriild
tapanyagok (gliikdz, aminosavak, zsirsavak) novekvd koncentracioja is csokkentheti a
takarmanyfelvételt (Scanes, 2014). A glikoz kozponti injektaldsa csokkenti a

takarmanyfelvételt, gliikkoz csatornakon keresztiil (Denbow és mtsai., 1982).

A madarak az emldsokétdl eltérd glikkoz homeosztazissal birnak, vériikben a
keringd gliik6z koncentracidja (215 mg/dl) dupldja az emldsokének (ember: 100 mg/dl,
patkany: 88 mg/dl) normal inzulinkoncentracié (0,6 ng/ml) mellett (Simon és mitsai.,
2011). A normal inzulinszint ellenére a hazitytk inzulinrezisztens allat, hiperglikémias
allapotot csak nagy inzulindo6zissal lehet elérni (Kato és mtsai., 2000). Molekularis

mechanizmusat tekintve az inzulin az inzulinreceptoron keresztiil fejti ki hatasat. Az
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inzulinreceptor egy heterotetramer transzmembran fehérje, ami két o ¢és két B
alegységbdl all. Hazityuk esetén a 28. kromoszéman kodolt. Eddig egyetlen receptor
valtozatot irtak le. Molekulasulyat tekintve az a alegység 135 kilodalton (kDa) és
teljesen az extracellularis régioban talalhatd, mig a B alegység 95 kDa molekulasulya
transzmembran domént tartalmaz, ami ativel a citoplazmaba (Simon és mtsai., 1986).
Az o alegység miutan megkototte az inzulint, transzfoszforilalja a  alegységeket. Az
aktivalt B alegység az emlosokéhez hasonld kinaz aktivitassal bir (Kato €és mtsai., 2000)
és szamos szubcellularis célfehérje tirozin oldallancat képes foszforilalni. Igy olyan
utvonalakat képes aktivalni, mint a mitogén-aktivalt protein kindz kaszkad, ami
sejtosztddashoz vezet (Duchéne és mtsai., 2008) vagy a foszfatidilinozitol 3-kinaz
utvonal, ami a gliikoz transzportert kodold gén atirdsdhoz, a glikogén szintézishez és az
apoptozis gatlasdhoz vezet. Az emldsok f6 gliikoz transzporterét a GLUT4 ortologjat
nem talaltdk meg a hazitytkban. Ennek ellenére az intravénasan (1V) bejuttatott inzulin
emelkedett intracellularis gliikozkoncentraciot eredményez, ami a hazityikban is
feltételezi az inzulinfiiggd glikoz felvételt (Tokushima ¢és mtsai.,, 2005). A
naposcsirkében a kozelmultban leirt GLUT12 inzulin érzékeny gliik6z transzporterként
mikodik a vazizomban (minéségében hasonld az emlés GLUT4-hez), mivel
mennyisége novekszik a citoplazma membranban inzulin injektalast kovetden (Coudert
¢s mtsai., 2015). Ellenben a csirkemdj GLUTI12 csatornajanak kifejezédése nem
valtozott az intravénds inzulin injektalast kovetden (Franssens €és mitsai., 2016). Az
inzulinreceptor a hazitytk szamos szovetében megtalalhatd. Kifejezédik a hazityuk maj
¢s izomszovetében (Dupont és mtsai., 1998, 2009), megtalalhat6 a vesében (Bisbis €s
mtsai., 1994). Az inzulin ICV injektaldsa két 6ra multan is csokkenti az éhezetett
hazityakok takarmanyfelvételét a POMC, CART és CRF gének expresszidjanak
indukélédsaval (Shiraishi ¢és mtsai,, 2009). A hipotalamusz infundibularis
magcsoportjaban kimutattdk az inzulinreceptor jelenlétét, vagyis az inzulin az
orexigén/anorexigén neuronokon is kifejtheti hatasat (Richards ¢€s Proszkowiec-

Weglarz, 2007; Shiraishi és mtsai., 2011b).

Hosszabb tidvon a madarak teste a zsirszovetben lipid formdjaba tarolja az
energidt, a liposztazis elmélet szerint a kozponti idegrendszer ezek allapota szerint
képes a takarmanyfelvételt modositani. Az emldsok esetén a zsirraktarak allapotarodl
visszajelzést add legfontosabb polipeptid a leptin. A takarmanyfelvétel szabalyzo

kozpontjanak ad jelet a test energiaraktarainak allapotarol. A leptint elsésorban a fehér
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zsirsejtek termelik. Expresszidja a zsirsejtek méretével, a vér leptinszintje pedig a
zsirraktarak méretével korrelal pozitivan (Havel és mtsai., 1996; Hube és mtsai., 1996).
A leptinhidnyos kisérleti egerek szélsdséges takarmanyfelvételt és testtomeg indexet
mutatnak. A leptinreceptor megtalalhat6 a hazitytk hipotalamuszanak bazalis teriiletén
(Liu és mtsai., 2007) és a human leptin injektalasaval a takarmanyfelvétel csokkenthetd,
ami a receptor konzervalt funkciojara utal (Denbow és mtsai., 2000). Hazitytk esetén a
leptin 1étezésére cllentmondasos eredményekkel szolgalt a szakirodalom (Friedman-
Einat és mtsai.,, 1999; Taouis és mtsai.,, 1998), mig korszer(ibb bioinformatikai
modszerekkel azonositottak és klonoztak a hazityuk leptin génjét (Seroussi és mtsai.,
2015). Kideriilt, hogy a zsirszovetben alig expresszalodik, kifejez6dése nem korrelal a
hastiregi zsir mennyiségével a szérummintak leptin tartalma nem volt elegendd a csirke
leptinreceptor aktivacidjahoz in vitro kisérletekben. A kutatok feltételezik, hogy a
hazityuk leptin inkabb helyi hatdssal birhat, semmint a zsirraktarak mennyiségérol

visszajelzést add keringd hormon, mint ahogy az emldsok esetén torténik.

2.5 A vizsgalatba vont neuropeptidek

A neuropeptidek olyan kisméretii fehérje szignalizacios molekulak, amik
altalaban 50 vagy kevesebb aminosavbol allnak. Funkcidjukat tekintve a neuronok
mikodésének Osszekapcesoldsdban szerepelnek. Részt vesznek a fijdalomérzet, a
jutalmazds, tanulds ¢s a taplalékfelvétel Osszehangolasaban. Emldsok esetén 95
neuropeptidet kodolé gént azonositottak, amikbdl tobb mint szdz neuropeptid johet
létre. Hazityuk esetén az ismert neuropeptidet kodold gének szama 65 (Delfino és
mtsai., 2010). A hazityuk takarmanyfelvételének szabalyzasaban eddig leirt
neuropeptideket az 1. tdblazat, mig a periféridn termel6dd és kozponti hatassal bird

peptideket a 2. tablazat fogalja Ossze.
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1. tablazat: A hazityuk taplalékfelvételének szabalyozasdban résztvevd neuropeptidek

hipotalamikus

ICV injektalas hatdsa a takarmanyfelvételre

a takarmanymegvonas hatisa a hipotalamikus

peptid o ool expressziora
lokalizaci6 hustipus tojotipus hustipus tojotipus
. . | (Kawakami és mtsai., , .
IN t tsai. . . F tsai., 2014 .
o-MSH (Gerets és mtsai., 2000; Honda és mtsai., | (Honda és mtsai., 2012) | (Fang ,es m sa.1 014) nincs adat
2000) - (Song és mtsai., 2012),
2012)
IN (Mirabella és - (Tachibana és mtsai., 1 (Tachibana és mtsai., 1 (Fang és mtsai., 2014; .
AgRP . . nincs adat
g misai., 2004) 2001) 2001) Song és misai., 2012)
DMN, IN, LH, PV¥N 1 (Tachibana és mtsai., 1 (Tachibana és mtsai., , . ., .
CART . . -(S tsai., 2012 C tsai., 2015
(Singh és mtsai., 2016) 2003) 2003) (Song & mtsai ) L (Caics misai )
MCH nincs adat - (Ando és mtsai., 2000) nincs adat 1 (Song és mtsai., 2012) - (Yi és mtsai., 2015)
IN (Kameda és mtsai. . . . . .
NPY 200(1)ame a cs misat, 1 (Furuse és mtsai., 1997) 1 (Kameda és mtsai., 2001) 1 (Fang és mtsai., 2014) - (Yi és mtsai., 2015)
Orexin A LH (Miranda és mtsai., - (Furuse és mtsai., 1997) - (Katayama és mtsai., 2010) ) .
_— ’ - , S és mtsai., 2012 nincs adat
OrexinB  2013) | (Furuse és mtsai., 1997) - (Katayama és mtsai., 2010) I (Song és misai )
PACAP-  LH, VMN, IN (Peeters . | (Tachibana és mtsai., , . .
) nincs adat J6 tsai., 2005 nincs adat
38 és mitsai., 2000) 2003) 1 (Jozsa & mtsal )
. IN, PVN (Jozsa és 1 (Tachibana és mtsai., 1 (Tachibana és mtsai., . ., .
Galanin nincs adat -(Y tsai., 2015
Mess, 1993) 2008) 2008) (Yi & mtsai, 2015)
. , . | (Kamisoyama és mtsai., .
NMU nincs adat | (Honda és mtsai., 2015) 2007; Honda és misai., 2015) nincs adat
PVN (Yamada és , . i ) . ., )
CRF Mikami, 1985) | (Denbow és mtsai., 1999) | (Denbow és mtsai., 1999) nincs adat 1 (Yi és mtsai., 2015)
. . Tachi &s mtsai. . .
GHRH nincs adat nincs adat éo(lsa)c ibana és mtsai., | (Fang és mtsai., 2014) nincs adat
kiilonbozo madarfajokban; |: csokkenés; 1: ndvekedés; -: nincs valtozas; DMN: dorzomedialis mag; IN: infundibularis mag; LH: lateralis hipotalamusz; PVN:

paraventrikularis mag.
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2. tablazat: A hazitytk taplalékfelvételének szabalyozasaban résztvevo periférias peptidhormonok

a takarmanymegvonas hatasa a

) termelédés fo periférias injektalas hatasa a takarmanyfelvételre
peptid hel hipotalamikus expressziora
elye : :
hustipus tojotipus hustipus tojotipus
) zuzbgyomor- ) _ - (Furuse és - (Reid és Dunn,
gasztrin nincs adat J(Campbell és mtsai., 1991) L
antrum Dockray, 1995)" 2018)
glilkagon- ] ‘ _
‘ ¢hbél, csipobél nincs adat - (Tachibana és mtsai., 2003)
szerl peptid 1 )
nincs adat
gliikkagon- ) ]
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2.5.1 Melanin koncentraléo hormon

A melanin koncentralo hormont (MCH) Kawauchi és mtsai. (1983) izolaltak
elészor a ketalazac (Oncorhynchus keta) agyalapi mirigyébdl és kezdetben a halak
mimikrihez sziikséges borszin valtozdsaval hoztak Osszefiiggésbe. Késobb kidertilt,
hogy az MCH jelentds szereppel bir az emldsok taplalékfelvételének szabalyzasaban.
Az MCH vagy a melanin koncentralé hormon 1 receptor (MCHR1) hianyos egereket
hipofagia, alacsonyabb ¢16suly és hiperaktivitas jellemzi a kontroll egyedekhez képest
(Shimada ¢és mtsai., 1998). Azt MCH-t kodolé pro-melanin koncentralé hormon gén
(PMCH) ¢és az MCH receptorok expresszidja foleg a kozponti idegrendszerre
korlatozodik, azon beliil is a hipotalamusz mdsodrendii neuronjaira (Bittencourt és
mtsai., 1992), de elenyészd periférias kifejezodést is leirtak mar emlésok (Saito és
mtsai., 1999) és hazityk esetén is (Cui és mtsai.,, 2017). Az MCH jelenlétét a
véplazmaban szintén leirtak (Naufahu és mtsai., 2017), de még nem tisztazott milyen
szerepe lehet a keringésben. A prekurzor mRNS és pro-MCH peptid szerkezetét és érési
folyamatat Presse és Nahon (2013) foglalta 0ssze. Az érett MCH egy ciklikus peptid,
két cisztein oldallancat diszulfid hid koti Ossze, ami nélkiilozhetetlen a hatasanak
kifejtéséhez (2. abra). A peptid végleges formaja proteolitikus hasitassal jon 1étre a pro-
MCH eldalakbol két masik neuropeptiddel egyetemben. Emldsok esetén egy tovabbi
neuropeptid is l1étrejohet alternativ kihasitds eredményeként (Presse és Nahon, 2013),
am ezeket még hazitylk esetén nem irtak le (2. abra). A hazityak pro-MCH
szekvencidja 163 aminosavbol all és relative kis szekvencia hasonlosagot mutat az
emlés parjaval (Sun és mtsai., 2013). Ugyanakkor az érett MCH 19 aminosava
nagyfoku konzervaltsagot mutat a gerinces fajok kozott: az ember, a patkany €s a
hazityak MCH peptid 100% szekvencia egyezést mutat (Breton és mtsai., 1993; Cui és
mtsai., 2017).
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(A) Signal NGE NEI MCH
pre-pro-MCH w1, 22 |

1 22 13 131 147 165

AAA

(B)

2. abra: Az MCH peptid el6alakja (A) és az érett MCH peptid szekvenciaja (B) (Presse
és Nahon, 2013 alapjan). MCH: melanin koncentralé hormon; NEI: neuropeptid(N)-
glutaminsav(E)-izoleucin(l); NGE: neuropeptid(N)-glicin(G)-glutaminsav(E); Signal:

szigndl szekvencia; A : peptiddz hasitasi hely.

crer

nukleotid-polimorfizmust, ami asszociaciét mutat a Szarvasmarha féltest faggyu
mennyiségével (Helgeson és Schmutz, 2008), illetve a vagott féltest sulyaval és a
boralatti faggyu mennyiségével (Walter és mtsai., 2014). Hazityuk esetén is leirtak
a mell- és a combhus szakitoszilardsagaval (Sun és mtsai., 2013), valamint sertések
esetén a hatszalonna vastagsagaval (Perez-Montarelo és mtsai., 2014). Az MCH hatasat
kettd, G fehérjével kapcsolt receptoron fejti ki az emldsok esetén. Ezek az MCHRI1 és
az MCHR2. Feltételezik, hogy hét kiilonb6zd MCH receptor talalhato a gerincesekben
(Yu és mtsai., 2015). Cui és mtsai. (2017) klonoztak és jellemezték elészor a két MCH
receptort hazityukban. Valdszinlinek latszik, hogy az MCHR2 egy pszeudogén, mivel
nem kodol teljes receptort, tovabba a funkciondlis vizsgalatuk ramutatott, hogy az
MCHR1 (MCHR4-nek nevezték az evolucios eredete alapjan) az MCHj.1g peptidnek az

egyetlen miikodéképes receptora hazityik esetén (Cui és mtsai., 2017).

2.5.2 Neuromedin U

A neuromedin U (NMU) peptid 25 aminosavbol all. Madarak esetén a hazityuk
vékonybelébdl izolaltak eldszor. A szekvenalt peptid C-terminalis 18-25. aminosavai
nagyfoku konzervaltsagot mutatnak a gerinces fajok kozott. A biologiai aktivitasaért ez
a szekvencia a felelés (Domin és mtsai., 1992). Az NMU emldsok esetén egy 174
aminosav hosszusagi prekurzorbol hasitodik ki, aminek C-terminusan talalhato az

NMU peptid. Annak ellenére, hogy madarakban a peptidet mar tobb mint husz éve
23



leirtak, relative keveset tudunk az NMU élettani hatasar6él. Az NMU a G-fehérjével
kapcsolt, 7 transzmembran doménnel rendelkez6 receptorain hat, ezek az NMURI és
NMUR2 (Howard és mtsai.,, 2000). A két receptor kiillonb6z6 szovetek kozti
kifejez0dését vizsgalva megallapitottak, hogy az NMURI1 féleg a gasztrointesztinalis
rendszer teriiletén, mig az NMUR?2 csak bizonyos agyi régiokban fejezédik ki (Austin
és mtsai., 1995). NMU receptorok eloszlasa arra enged kdvetkeztetni, hogy az NMU
kozponti és periférias hatasokkal is birhat. A két receptor funkcionalis vizsgalata
felfedte, hogy az NMU megemeli az intracellularis kalcium szintet (Yamamoto és
mtsai., 2011). Az NMU hipotalamikus lokalizaciojat jelenleg még nem irtak le
hazityakban. Az NMU agyi injektalasanak hatdsat a hazityuk kiilonbozd tipusainak

takarmanyfelvételére az 1. tablazat mutatja be.
2.5.3 Hipofizis adenilat ciklaz aktivalo peptid

A hipofizis adenilat ciklaz aktivalo peptidet (PACAP) juh hipotalamuszabol
izolaltak eldszor. Két formajat irtak le (PACAP-27 és PACAP-38), melyek a
szekretin/glitkagon/vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP) csalad tagjai (Miyata és mtsai.,
1989). A PACAP egy multifunkcios polipeptid, mely szamos szervben megtalalhato és
valtozatos élettani folyamatban leirtak szerepét (Hiramatsu és Yamasaki, 2009; Juhasz
¢s mtsai., 2015; Racz és mtsai., 2010), szerkezete erdsen konzervalt a gerincesekben
(Yasuhara és mtsai., 1992). Az utobbi évtizedekben a kozponti és periférias
idegrendszer fejlodésében és sejtelhalast gatlo funkcidi miatt valt aktivan kutatott
molekulava (Shioda és mtsai.,, 2006) Radioimmunoesszés (RIA) vizsgalata soran
kideriilt, hogy az emberhez hasonldan nagy koncentracioban jelen van a kér6dzo allatok
tejében, ezaltal szerepet jatszhat az T1jsziilott szoveteinek nodvekedésében és
differencialodasaban. A PACAP étvagyszabalyzo hatasat a kortikotropin felszabadito
faktor (CRF) tartalmti neuronok aktivalasaval fejti ki a hazityukban is (Tachibana és
mtsai., 2003). Receptora (PAC1-R) megtalalhatd a tejmirigyekben, igy feltételezhetéen
a tejmirigyek fejlodését is befolyasolja (Czeglédi és mtsai., 2011). Radcliff és mtsai.
(2001) bizonyitottdk elséként, hogy a PACAP-38 az agyalapi mirigy nodvekedési
hormon felszabadulasat is moduldlja: holstein tindk agyaba injektalva 3 pg/testtomeg kg
PACAP-38 a novekedési hormont felszabaditd6 hormonnal és szomatosztatinnal egyiitt
szabalyozza a plazma novekedési hormon szintjét, igy jelentds hatdssal birhat a tejeld

szarvasmarha ¢és mas kérddzok tejtermelésére, valamint az ujsziilott allat testfejlodésére
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egyarant. A PACAP-38 koncentracigja cirkadian ritmus szerinti oszcillaciot mutat a
tytkagy és retina szoveteiben. Hasonldan, a PACAP receptor is eltérden expresszalodik
a napi ciklus folyaman (Jozsa és mtsai., 2001). Eheztetett egerek agyaba kozvetleniil
bejuttatva dozisfiiggd modon csokkenti a taplalékbevitelt, a POMC neuronokon is
megtalalhatd receptordhoz kotddve jelentdsen noveli az o-MSH bioszintézisét és
felszabadulasat (Zheng és mtsai., 2005). Anorexigén hatasat tehat a melanokortin
rendszeren keresztiil fejti ki (Begriche és mtsai., 2011; Mounien és mtsai., 2009). A
PACAP hipotalamuszon beliili lokalizaciojat az 1. tablazat foglalja 6ssze. A PACAP ¢és
a receptorat kodold PACAP, illetve ADCYAP1R1 gének polimorfizmusai és azok
értékmérd tulajdonsagokra gyakorolt lehetséges hatasait, RuiJie és mtsai. (2010)
vizsgaltak a ginchuan szarvasmarha esetén. A PACAP génjének leirtak egy olyan
aminosaveserét okozo varidnsat, ami elény0s asszociidciot mutat a testhosszal, a

marmagassaggal, a testsullyal, a sziv keriiletével és tomegével.

2.5.4 Galanin

A galanin (GAL) egy 29 aminosavbol allo peptid, amit eldszor a sertés
kozépbelébdl izolaltak (Tatemoto és mtsai.,, 1983). A kozponti idegrendszerben a
galanin immunoreaktiv neuronok féleg a hipotalamuszban és a kaudalis agytorzsben
talalhatoak meg (Jozsa és Mess, 1993). A hazityuk periférids szerveiben eddig a trachea
epitéliumaban és a vese veldéallomanyanak sejtjeiben irtak le, ahol egyiitt expresszalodik
a neuropeptid Y-nal és a vazoaktiv intesztinalis peptiddel (Luts és mtsai., 1989, Zentel
¢és mtsai., 1990). A galanin eltéré mértékben expresszalodik a hazityik nemileg dimorf
agyteriiletein, ami arra enged kovetkezetni, hogy a takarmanyfelvételen tul szerepe lehet
az ivarspecifikus viselkedés kialakitasdban, valamint a tojasrakas szabalyzasaban, mivel
tojasrakas utan fokozott galanin immunoreaktivitast mértek hazityak hipotalamuszaban

(Klein és mtsai., 2006).
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NMU (Anas platyrhynchos)
NMU (Bos taurus)

NMU (Capra hircus)

NMU (Equus caballus)

NMU (Gallus gallus)

NMU (Meleagris gallopavo)
NMU (Oryctolagus cuniculus)
NMU (Ovis aries)

NMU (Sus scrofa)

GAL (Anas platyrhynchos)
GAL (Bos taurus)

GAL (Capra hircus)

GAL (Equus caballus)

GAL (Gallus gallus)

GAL (Meleagris gallopavo)
GAL (Ovis aries)

GAL (Sus scrofa)

MCH (Anas platyrhynchos)
MCH (Bos taurus)

MCH (Equus caballus)

MCH (Gallus gallus)

MCH (Oryctolagus cuniculus)
PACAP (Anas platyrhynchos)
PACAP (Bos taurus)

PACAP (Capra hircus)

PACAP (Equus caballus)
PACAP (Gallus gallus)

PACAP (Meleagris gallopavo)
PACAP (Oryctolagus cuniculus)
PACAP (Ovis aries)

PACAP (Sus scrofa)

YKVDEDLQGAGGIQSRGYFFFRPRN
———-DEEFQGPIASQSRRYFLFRPRN
—-—-DEEFQGPIASQSRRYFLFRPRN
FKVDEELQGPFESQSRRYFLEFRPRN
YKVDEDLQGAGGIQSRGYFFFRPRN
YKVDEDLQGAGGIQSRGYFEFFRPRN
—-—-VDEEFQSPFGSRSRGYFLFRPRN
———-DEEFQGPIASQSRRYFLEFRPRN

FKVDEEFQGPIVSQONRRYFLFRPRN
*k ok ko okk kkokkk

GWTLNSAGYLLGPHAVDNHRSFSDKHGET
GWTLNSAGYLLGPHALDSHRSFQDKHG—-—
GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFHDKHG--
GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFHDKHG—-—
GWTLNSAGYLLGPHAVDNHRSEFNDKHGET
GWTLNSAGYLLGPHAVDNHRSENDKHGET
GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFHDKHG--

GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFHDKYG--
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DEFDMLRCMLGRVYRPCWQV
DEDMLRCMLGRVYRPCWQV
DEFDMLRCMLGRVYRPCWQV
DEDMLRCMLGRVYRPCWQV
DFDMLRCMLGRVYRPCWQV
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HIDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK
HSDGIFTDSYSRYRKQOMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK
HSDGIFTDSYSRYRKQOMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK
HSDGIFTDSYSRYRKQOMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK
HIDGIFTDSYSRYRKQOMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK
HIDGIFTDSYSRYRKQOMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK
HSDGIFTDSYSRYRKOMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK
HSDGIFTDSYSRYRKQOMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK
HSDGIFTDSYSRYRKOMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK
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3. abra: A vizsgalatba vont neuropeptidek aminosav szekvencia illesztése (amennyiben

rendelkezésre allt) kiilonboz8 haziallatok esetén, teljes aminosav egyezést jelsl.
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2.6 Az mRNS kvantitalas szerepe a neuropeptideket kédolé gének vizsgilataban

A genetikai  informéci6  aramlasat  kiilonb6zé  makromolekularis
(DNS—RNS—fehérje) szinteken tanulmanyozhatjuk. Az mRNS expresszios
vizsgalatok nagy eldnye, hogy a vizsgalt célgénre magunk tervezhetjilk meg a probakat
(qPCR esetén a primereket, in situ hibridizacio, ill. northern blot esetén az RNS, DNS
probakat), igy gyakorlatilag minden ismert szekvencidju, a kisérlet szempontjabol
relevans célgént vizsgalatba vonhatunk. A fehérjeszintli vizsgalatokhoz (pl. western blot
relativ, vagy ELISA abszolut kvantitalashoz) antitestek a kereskedelmi forgalomban
legtobbszor nem 4allnak rendelkezése hazityuk esetén. A neuropeptidek nagyfoku
konzervaltsaga, vagyis a nagyfokii aminosav szekvencia hasonldsdg elméletben
lehetdséget adna elérheté emlds neuropeptidek ellen termeltetett antitestek hasznalatara
hazityuk mintadkhoz. Ebben az esetben azok specificitasa jelenthet Gjabb problémékat. A
neuropeptidek altalaban kis mértékben fejezddnek ki és mivel fehérje amplifikacios
moédszerek még nem léteznek, gondot okoz a kimutatasi hatar (fmol-nmol
koncentracio). A peptidomika tudomanya még kialakuldban van és szamos technikai
akadalyt kell lekiizdenie, tovabba rutinszerlien még kevés kutatohely foglalkozik a

témaval (Le és mtsai., 2014).
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26.1 gPCR

A valds-ideji polimeraz lancreakciot (QPCR) Higuchi és munkatarsai (1992)
dolgoztak ki, a  klasszikus  végpontos  polimerdz  lancreakci6  (PCR)
tovabbfejlesztéseként, fluoreszcens nukleinsav festéket haszndlva. A moddszer
sz¢leskortien alkalmazhatd az agrar alap- és alkalmazott kutatasokban génexpressziod
analizisre,  genetikailag  moddositott  ¢€l6lények  azonositasara,  élelmiszerek
eredetvizsgalatara, egypontos nukleotid-polimorfizmus (SNP) genotipizalasra, allél
megkiilonboztetésre, vagy virusterheltség mérésére akar novény- vagy allatorvosi
vizsgalatok esetén is (Kuchipudi és mtsai., 2012; Taverniers ¢és mtsai., 2003). A
transzkriptomikai modszerek, mint az RNS-Seq vagy mikro-array megjelenése ellenére
a qPCR tovabbra is fontos eszkdze az olyan alapkutatisoknak, ahol néhany, altalunk
valasztott gén kifejezodésének vizsgalatat szeretnénk elvégezni, am a célgének szdma
limitalt szemben az omikai modszerekkel (Kubista, 2007). A mddszer eldnye mas
mRNS kvantitalasra alkalmas metodikakkal sszehasonlitva (pl. northern blot, in situ
hibridizacid) az érzékenysége (elméletileg egyetlen kopia detektalasat is lehetdveé teszi),
a reakciokinetika valésidejii nyomon kovetése, ami mennyiségi mérést tesz lehetové
szemben a hagyomanyos végpont detektdlo PCR-val. A médszer sebessége elérheti akar
a 40 percet a legkorszeriibb PCR gépekben és nagy az ateresztOképessége (96 vagy 384
reakcid elvégzése van lehetdség egyszerre). A valosideji PCR abszolut és relativ
mérések kivitelezését teszi lehetdvé. Az abszolut mennyiségi meghatdrozas alatt azt a
mérési eljarast értjiik, amikor pontosan ismerjik a kalibratorként szolgalo cél
ismeretlen mintadnkat (kalibracios vagy mas néven sztenderd sort felhasznalva), ebben
az esetben abszolut mérést végziink. A mérésiink végeztével a vizsgalt mintaban a cél
nukleinsav mennyiségérdl valamilyen dimenzidval rendelkezé szdmot kapunk pl.: 5
ng/ml, 28 kopia/mg szdvet stb. Hatranya, hogy a mérés pontossaga teljes mértékben a
sztenderd pontossagatol fiigg. Az abszolit kvantitalashoz a sztenderd létrehozasa, a
¢s az Ujrafelolvasztasok miatt problémat jelenthet, valamint hasznélata a mérés koltségét

megnoveli (minden mérésnél alkalmazni kell).

Az alapkutatasban altaldban nincs jelentdsége annak, hogy abszolit mennyiségi

informaciot szerezziink az altalunk valasztott célgénekrdl. Sokkal inkabb fontos, hogy e
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gének kifejezddésének pontos aranyat megismerjiik a kontroll és kisérleti csoportok
kozott. Ezt nevezziik relativ kvantitalasnak. Ennek végsé eredményeként egy dimenziod
nélkiili szamot kapunk pl. egy célgén 2,7-szeres expresszids kiilonbséget mutatott a

kisérleti csoportban a kontroll csoporthoz képest.

2.6.2 A normalizacio és a referenciagének

A gPCR elengedhetetlen eszkéze a génexpresszios kisérleteknek. Hasznalataval
kozelebb keriilhetiink a gének, az allat fejlodése vagy bizonyos kisérleti kdriilményekre
adott valaszdnak megértésében. Altalaban a mar 30-50%-0s statisztikailag
szignifikansnak itélt génexpresszios kiilonbség biologiailag is jelentésnek mondhato
(McCarthy és Smyth, 2009). Ahhoz, hogy ezeket a kis kiilonbségeket megbizhatoan
kvantitaljuk minimalizdlnunk kell a mérésiinket terheld variabilitast. A génexpresszios
adatainkat terheld variabilitasa kétféle forrasbol eredhet. Az egyik a valodi biologiai
variabilitds, genetikai és kornyezeti okokbdl egyazon faj egyedei némileg kiilonb6z6
valaszt adhatnak a kisérleti koriilményekre. A mdésodik forrast technikai eredetii
tényezok befolyasoljak. A kisérletet végzo személy technikai hibakkal terheli a qPCR
eredményeket. Ezek mas-mas forrdsokbdl szdrmazhatnak: kiilonbségek a kiindulési
mintamennyiségben, a totdl RNS-izolalds kihozatalaban, az RNS integritasban, az atirt
RNS mennyiségében a komplementer DNS (cDNS) szintézis hatékonysagaban ¢és
magaban a qPCR esszében is (pipettazasi hibak stb.). Ha nem probaljuk meg korrigalni
a technikai hibakbdl ado6do variabilitast, akkor a valddi expressziods kiilonbségek rejtve
maradhatnak. A technikai hibak kikiiszobolésére kiillonb6zd ugynevezett normalizacios
modszereket haszndlhatunk. Ilyen lehet, ha biztositjuk az azonos kiindulasi
mintamennyiséget, vagy ha azonos mennyiségii total RNS-t irunk at cDNS-é mindegyik
mintankbol (Hugget és mtsai., 2005). Ezen megkdzelitések hatranya, hogy nem képesek

korrigalni a pipettazasi hibabol adodo technikai variabilitast.

A referenciagének olyan normalizacidhoz hasznalatos gének, amik
szekvencidjukat tekintve eltérnek a célgéntdl, de mennyiségiiket azzal egyiitt
kvantitaljuk. A referenciagének (régebben haztartasi gének) altalaban olyan gének, amik
termékei esszencialis részét képezik a sejtélettani folyamatoknak. A qPCR
munkafolyamat sordn a referencidnak haszndlatos géneket ugyanazok a hatdsok érik
(mennyiségiiket tekintve ugyan olyan mértékli technikai hibdk terhelik), mint a

kvantitalni kivant célgéniinket (Kozera és Rapacz, 2013). Ezért a qPCR mérés
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végeztével a technikai hibak altal okozott Cq értékekben megmutatkoz6 kiilonbségek
korrigalasa hasznalhatdéak (Nolan és mtsai., 2006). Alkalmazasuknal alapkovetelmény,
hogy maga a kisérleti hatas ne legyen befolyassal a kifejezddésiikre. A qPCR metodika
jeles szakértdinek 2009-ben megjelent kozds publikdcidja ajanlasokat kozol a
modszerrel mért génexpresszids adatok megbizhatésaganak novelése érdekében (Bustin
és mtsai.,, 2009). Ebben tobbek kozott felhivjak a figyelmet arra is, hogy a
referenciagének stabilitasat azok hasznalata el6tt kisérletesen igazolni kell. A
haziallatokat célzo kutatdsokban is egyre nagyobb figyelmet kap a megfeleld
referenciagének kivalasztasa (4. abra), évrél-évre né a megfeleld referenciagén(ek)
kivalasztasat célzo publikaciok szama. A hazityiukkal kapcsolatosan azonban eleny€szo

szdmu dolgozat jelent meg napjainkig (3. tablazat).

40- 25+
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3 © 20+
S 30- £
© S
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S 20 1
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ElO _}l@E ? éééé g 5-
(] —_
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PP PN RO DD DD O PP LA RSP O D DD > O
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P A R A R A PR R AR P AR R AR R AR R R R PR

4, abra: A tesztelt referenciagének atlagos szama a haszonallatokat célzo
publikacidkban (bal) és a témaban megjelent kdzlemények az elmult 13 évben (jobb). A
doboz adbra az interkvartilis értékeket (25-75%), valamint a mediant, a hibasavok a

minimum és maximum értékeket jelolik (az abra az 1. melléklet alapjan késziilt).
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3. tablazat: Referenciagének stabilitasat célzo vizsgalatok hazitylk esetén

minta Koriilmény  legstabilabb leginstabilabb Viz(sgg)'va
negy szovetek kozti Bagés és
15(;16(\)/2?020 0sszehasonlitas RPL32 YWHAZ 5 mtsai. (2015)
l[imfoid szovetek kozti Borowska és
szervek Osszehasonlitas TBP B2M / mtsai. (2016)
’ lipopoliszacharid De Boever és
vér t;gny(;l(}‘laaﬁiasos UB ACTB 5 misai. (2008)
kilenc e .
. 1. bronchitis virus- Fan és mtsai.
kiilonb6zo o UB ACTB 5
szovet fertozés (2012)
héjmirigy  bronchitis virus- Khan és
és 1ép fertozés TBP ALB 10 mtsai. (2017)
. oan influenza virus- Kuchipudi és
tiidosejtek fertbzés RN18S ACTB 3 misai. (2012)
.. , Nascimento
mellizom  lizintakarmany- g UBC 13 és misai.
kiegészités (2015)
embrid madar leukozis Yang és
fibrob!aszt virusfert6zés RPL30 B2M 11 mtsai. (2013)
embrid . HSNI fertdzés YWHAZ ALB 11 s
embrid Newcastle virus- Yin és mtsai.
fibroblaszt fert6zés ACTB SHDA 8 (2011)

2.7 A patkébél, éhbél, csipébél morfologiai valtozasai a takarmanymegvonas
hatasara

A hazityak gasztrointesztindlis rendszerének leghosszabb gyomor utidn
kovetkezé része a kozépbél. Ennek els6 szakasza a patkobél (duodenum) ami
patkoszerlien veszi korbe a hasnyadlmirigyet. Els6 harmadéaba nyilik az epevezeték. Az
¢hbél (jejunum) a kdzépbél leghosszabb szakasza, a Meckel-divertikulum hatarolja (ami
a szikholyag maradvanya). A kovetkez6 szakasz a csip6bél (ileum), ami az ileo-cecalis
csatlakozasig tart. A béltartalom atalgosan sorra 10, 84 és 97 percet tartozkodik az
egyes emlitett szakaszokon. A kozépbél a tapanyagok felszivasara specializalodott
szerv. A felszivast tekintve a gliikoz legnagyobbrészt a kozépbél patkobél szakaszan
szivodik fel. Az aminosavak legnagyobb része szintén a kozépbélben szivodik fel,
kérdéses azonban melyik szakaszan. A zsirsavak az éhbél disztalis szakaszan és az
ileum kezdetén szivodnak fel. A vitaminok elsdsorban a patkobélben szivodnak fel

(Scanes, 2014).

A kozépbél négy szovetrétegbdl all, ez a lumentdl kezdve sorra a mukdza, a
szubmukoza (kotdszovet a mukoza és az izomréteg kdzott), a simaizomréteg és végiil a

szerdzus réteg. A mukoza ujjszeri kitiiremkedései a felszivasért felelés bélbolyhok
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(villusok). Ezek a Lieberkiihn-kriptakkal folytatodnak, itt a kivalasztd miikddést végzo
sejtek, valamint a mukdza megujulasat végzo dssejtek talalhatdak. A kozépbél epitélium
egy dinamikusan valtozé struktura, a villusok folyamatosan regeneralodnak, 4 nap alatt
megujulnak. A hazityuk kikelés utan még fejletlen kozépbél mukozaval rendelkezik. A
kelés utan a lipidgazdag szikhdlyag csak napok mulva szivodik fel teljesen. Azonban a
kelést kovetd 32-48 oranal tovabb éhezett brojlerek teljesitménye csokkent azokhoz az
egyedekhez képest, amelyek 24 6ran beliil takarmanyt kaptak (Bhanja és mtsai., 2010).
Ez a teljesitménycsokkenés a kozépbél szovetrétegek megkésett fejlodésének is
betudhatd. Takarmanymegvonas hatdsdra mind a villusok feliilete, a villusonkénti
kriptak szama, a kriptak mélysége, mind pedig az osztodasban 1évo sejtek szama
csokken az éhezett egyedekben, mind a harom ko6zépbél szakaszan az ad libitum
egyedekhez képest. Tovabba mind a harom kozépbél szakasz hossza is rovidiilést
mutatott (Geyra és mtsai., 2001; Gonzales és mtsai., 2003). A kozépbél epitélium
dinamikus valtozasat figyelték meg tobb napon at éheztetett tojotipusu tyikokon.
Ujraetetést kovetden egy nappal a morfometriai paraméterek visszatérnek a kontroll
allapotban mért értékekhez, ezzel is jelezvén a kdzépbél epitélium gyors valtozasat az

adott takarmanyozasi allapotra (Yamauchi és mtsai., 1996).
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2.7.1 Proteomika

A proteomikai modszerekkel lehetdségiink nyilik a kisérlet hatasara lezajlo
Osszes fehérje mennyiségbeli valtozasanak feltarasara. A genomika (teljes orokitéanyag
vezette be. A proteomika célja, hogy a kisérleti koriilmények hatdsara bekodvetkezo,
eddig ismeretlen vagy nem vart fehérje expresszios valtozadsokat megismerjiik, ezaltal
teljesebb képet kaphatunk a sejtben lejatszodod folyamatokrdl. Ennek Gtlete mar tobb
mint negyven évvel ezel6tt felmeriilt. A kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézis
modszer kidolgozasa O'Farrell Joachim nevéhez flizheté (1975). A moddszer nagy
felbontoképességét a fehérjék izoelektromos fokuszaldsa €és az azt kovetd méretbeli
elvalasztdsdnak kombinalasa rejti. Az elmult évtizedekben jelentds technikai wjitasok
segitett¢k a modszer reprodukélhatésagénak, a kvantitdlds pontossaganak ¢és az
érzékenységének javuldsat. Az egyik legjelentdsebb, a fluoreszcens festékek bevezetése
volt (Unlii és mtsai,, 1997), amivel létrejott a kétdimenzids differencialo
gélelektroforézis (2D-DIGE). A moédszer soran egy gélben futtatjuk a kontroll és a
kezelt csoport egy-egy mintajat, valamint a belsé sztenderdet, ami az Osszes kisérleti
minta elegye. A futtatdsokat kdvetden a géleket digitalizaljuk, szoftveresen elemezziik.
A szignifikans kiilonbségeket mutatd fehérje foltokat azonositjuk, kivagjuk a gélbdl,
majd tomegspektrométer (MS) segitségével azonositjuk. A 2D-DIGE modszerrel
csOkkenthetjiik a gélek kozti kiilonbségeket (technikai variabilitds), a parhuzamos
futtatdsok elhagyhatéak a hagyomanyos 2D modszerrel szemben, ahol a mintankénti
legaldbb harom technikai ismétlés hasznalata elvart. Osszességében kisebb biologiai

kiilonbségeket tudunk pontosabban kvantitalni, kevesebb labormunka aréan.

A fontos metodikai fejlesztések ellenére a modszerrel tovabbra is problémas a
sz€élsOségesen savas vagy bazikus, a hidrofob, valamint a tGl nagy vagy tal kis
molekulatomegii fehérjék elvéalasztdsa. A 2D moddszerrel a peptiddm vizsgdlata nem
lehetséges. A peptidek altalaban 10 kDa-nal kisebb molekulatomegliek, amik
elvalasztasa és megjelenitése a poliakrilamid gélen problémaékba litkozik (Magdeldin és
mtsai., 2014). Jelenleg még kevesebb mint egy tucat kozlemény foglalkozik a hazitytk
proteomikai vizsgalataval a fentebb jellemzett modszerrel (Doherty és mitsai., 2004;
Gulyas és mtsai.,, 2017). A hazityak kozépbelének proteomikai vizsgélata kozelebb

vihetne az éhezés hatdsara torténd szovettani valtozdsok megértéséhez.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Az allatkisérletek és a mintagyiijtés szabalyozasa

A madarakat a 40/2013. (ll. 14.) allatkisérletekr6l sz6ld6 torvény szerint,
taglozassal terminaltam. A kisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsag (DEMAB) a DEMAB/12-7/2015 regisztraciés szamon jovahagyta (2.
melléklet).

3.2 A vizsgalatba vont fajtak és a kisérleti beallitasok

3.2.1 A Tetra SL hibrid

Szarmazasat tekintve a Tetra SL babolnai eléallitdsu hibrid. Nemzetkdzileg is
jelentés tojohibridként tartjak szamon. Népszerisége a magas tojastermelési
teljesitményének, a kitlind tojasmindségének és a rendkiviili ellendllé képességének
koszonheti. A magyar fogyasztoi igényeket kielégitve barna
tojashéji arutojasok termelésére tenyésztették ki. Genetikai
kialakulasa a fehér rhode island anyai vonalaibol és a vOros
rhode island apai vonalaibdl tortént. Kiilleme szerint tollazata

tulnyomoan vords, a faroktollak végén fehér szinezddéssel. A

tojok szinesek, mig a kakasok fehér szintiek. J6 technologiai
tréképessegli, vérmérsékletét tekintve nyugodt allat. A kifejlett
madar testtomege 2,0-2,3 kg. Genetikai eredetébdl adoddan hajlamos a takarmany
tulfogyasztasra, elzsirosodasra, minek kovetkeztében nagyobb a létfenntartd és termeld
takarmanysziikséglete, mint a leghorn eredetii hibrideknek, de a takarmanyok
kismértékii beltartalmi valtozasara kevésbeé érzékenyen reagél. Tojastermelése tipusanak
megfeleld, a tojasok nagysaga, héjszilardsaga szintén jo. Eletképessége kitlinG, a
felnevelés alatti kiesés alacsony (internet 5). A Tetra SL hibridekkel végzett kisérlet

beallitasat az 5. abra szemlélteti.
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3.2.2 A Ross 308 hushibrid

A vilag egyik legelterjedtebb hushibridje. A hazai hastermelésben is az egyik
legjelentésebb szereppel bird hibrid, a piacot 71%-ban a Ross 308 hibrid uralja.
% Eroteljes fejlodési képességgel bir, 42 napos korban eléri a 2,77

kg-os éldsulyt, emellett kimagaslo takarmanyértékesités jellemzi.
Kiilleme szerint tollazata fehér szinii, mind a tojok mind a kakasok

fehér szintiek. Szilard szervezeti felépités, jo életképesség jellemzi.

Ajanlott a Ross 308 hibridekkel az intenziv nevelési id6 alatt
végig, j6 mindségll takarmanyt etetni (internet 6). A Ross 308 hushibridekkel végzett

kisérlet beallitasat az 6. abra szemlélteti.
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3.2.3 A kisérleti beallitasok

TetraSL tojok mintavétel:

(n=16) - hipotalamusz \ IF]PCR (referencia- és célgének)
- mirigyes gyomor ||\ mjarzo--—err-——rm—=-

- éhbél (n=8/csoport)||. - Nzizmosrzzannans ==z
= xRIA (PACAP 38)

——— - -
- Z -

i verplazma ‘i":“‘“--"RIA (inzulin)
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------- e 3 --‘--"""llmmunhlsztokemla (INSRa)!
- mirigyes gyomor | -----m--omsoommooo-ooe- !
i- ehbél :
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- 6l6sulymérés - élésulymeres
- etolégiai megfigyelések|

40%-0s korlatozas (n=8)

ad libitum (n=16) ad libitum (n=8)

adaptacios idészak (7 nap) kisérleti idészak (5. nap) I

y e
1. " 22 23. 24.  életkor (hét)

5. abra: A takarmanymegvonas-tjraetetés és a novekedés hatasanak vizsgalatara beallitott kisérlet s a mintavételezés folyamatabraja.
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6. abra: A takarmanymegvondas-ujraetetés és a novekedés hatasanak vizsgalatara beallitott kisérlet és a mintavételezés folyamatabraja.



3.3 Altalanos modszerek

3.3.1 Mintavétel

Az ¢€losulyt digitalis mérleggel megmértem a terminalas el6tt. A terminaldsukat
kovetden a madarakat dekapitaltam. A taréjtol kezd6déen Y alaka bevagassal a fejbort
eltavolitottam a koponyarol. A koponyat feltartam, majd az agyat kimetszettem. A teljes
hipotalamuszt (~ 150 mg) agyatlasz segitségével izolaltam, az izolalas a koztiagy a
latoideg keresztezddés és a szemmozgatd ideg altal hatarolt teriiletének merdleges
bemetszésével tortént. (Griffin és mtsai., 2001; internet 7). A dekapitalas soran minden
egyedbdl 5 ml vért gyljtottem etilén-diamin-tetraecetsavval (EDTA) burkolt vérgyiijtd
csovekbe (S-Monovette, Sarstedt, Németorszag). Ezt kvetden a vérmintakat 2000 g-vel
centrifugaltam 10 percig. A feliiluszo plazmat 1 ml-es alikvotokban, kriocsdvekbe
helyeztem. A mintakat folyékony nitrogénnel hiitéttem, majd -70 °C-on taroltam. A
mintavételezés egyedenként 15 percig tartott. Ezzel parhuzamosan a hasiireg is feltarasa
kertilt a teljes mirigyes gyomrot kimetszettem és 1 cm-es darabot izolaltam annak
kozéps6é harmadabol. A Meckel divertikulumtol kezdddden proximalisan 1 cm-es
darabot kimetszettem az éhbélbdl (3.4 és 3.6 fejezet). Szovetmintat vettem a begybdl,
mirigyes gyomorbol, zuazégyomorbol, patkobélbdl, éhbélbdl, csipdbélbol, vakbélbal és a
végbélbdl is (3.6 fejezet). A szervekbdl szarmazo mintakat foszfat pufferes sdoldatban
(PBS) atmostam (3. melléklet). A hasiiregi zsirt is kKimetszettem, Gsszegytjtottem és a
tomegét megmértem (3.6 fejezet). A levett szovetmintakat kriocsévekbe helyeztem,

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

3.3.2 Vérplazma gliikoz és inzulin mérések

A kisérletbe vont madaraktol a dekapitacio utan 5 ml vért gytjtottem EDTA
burkolt vérgyiijtd csovekbe. Ezt kdvetden a vérmintakat 2000 g-vel centrifugaltam 10
percig. A feliiliszo plazmat 1 ml-es alikvotokban kriocsdvekbe helyeztem, majd
azonnal folyékony nitrogénnel hiitéttem. Ezt kdvetden -70 °C-on taroltam a késObbi
vizsgalatig. A vércukorszint mérések a glilkoz-oxidaz modszerrel tortént (Accu-Chek
Active, Roche Diagnosztika, Magyarorszdg). A vérplazma inzulin mérések
immunoradiometrias (IRMA) esszé kittel torténtek (RK-400CT, Izotop Intézet Kft.

Budapest, Magyarorszag) a kit leirasa alapjan.
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3.3.3 RNS-izolalas, cDNS szintézis és qPCR

A szovetmintdkat folyékony nitrogénben mozsar segitségével porra oroltem,
majd a mintat TRI reagens oldatban lizaltam rotor-stator homogenizaloval (Ultra-Turrax
T10, IKA, Németorszag) 30 masodpercig, 30000 rpm-el. A total RNS-t mintanként
30+3 mg, illetve 25 £ 2,5 mg homogenizalt szovetbdl vontam ki RNeasy Mini Kit,
illetve Direct-zol RNS MiniPrep (Zymo Research, Orange, CA, USA) segitségével, 30
U DNaz I emésztés beiktatasaval a gyarto altal leirt protokoll alapjan (3.4, illetve 3.5 és
3.6 fejezet). Az eluciot 50 ul 70 °C-0s AccuGENE RNaz, DNaz-mentes vizzel
végeztem. Az RNS kvantitalasat €s tisztasaganak ellenérzését NanoDrop ND-1000
spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztem. A mintak atlagos
koncentracioja 101,29 ng/ul, illetve 97,68 ng/ul, tisztasagat fehérjékre nézve (260/280
nm mért abszorbancia ardnya) atlagosan 2,08, mig szerves oldoszerekre (260/230 nm
mért abszorbancia aranya) 2,09, illetve 2,07 volt (3.4, illetve 3.5 és 3.6 fejezet). Az RNS
integritasat 1%-0s agardz gélelektroforézissel ellendriztem Aranda és mtsai. (2012) altal

részletezett modszer alapjan, degradaciot nem tapasztaltam.

A kvantitalt total RNS-mintakbol 2 pg-ot, illetve 800 ng-ot Maxima First Strand
cDNA illetve gPCRBIO cDNS szintézis Kit (3.4, illetve 3.5 és 3.6 fejezet) segitségével
irtam at 20 pl reakcid térfogatban, a reakciokondiciok megegyeztek a gyartd
ajanlasaival, illetve az utobbi kit esetén a kovetkezOk voltak: reverz transzkripcio 42 °C
30 perc, denaturacid 85 °C 10 perc. Az atirast kovetden a mintékat tizszeresére

higitottam RNaz, DNaz-mentes vizzel (AccUGENE), majd -20 °C-on taroltam.

A cél- és referenciagén CDNS-ére specifikus primereket (4. melléklet) a Primer
Express 3.0.1. verzigjaval terveztem, a nukleotid szekvencidkat az NCBI (National

Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) nukleotid

adatbézisabol toltdttem le. Ugyeltem arra, hogy az amplikonok mérete ne legyen 150
bp-nal nagyobb. A kisebb méretli termékek hatékonyabban amplifikalodnak, valamint
ezaltal a qPCR esszé fiiggetlenithetd az esetleges RNS degradaciotol (Fleige és Pfaffl,
2006.). Az ACTB, B2M, LBR és YWHAZ referenciagének stabilitasat a NormFinder
szoftverrel végeztem. Stabil referenciagénnek a hipotalamuszban az ACTB-t jeloltem ki,
mig a periférias szervekben az YWHAZ-t (3.4 fejezet). A 10 kandidans referenciagént az
irodalmi attekintésem és Nascimento és mitsai. (2015) és Olias és mtsai. (2014)

kozleményei alapjan valogattam ossze (3.5 fejezet). A primerek tapadas homérsékletét
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PTC-200 gradiens PCR gépben optimalizaltam (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 58-69
°C kozott.

A gPCR-t triplikatumokban futtattam 96, illetve 384 valyts lemezeken, mind a
célgéneket, mind a referenciagéneket egy mérésben. A lemezeket 1500 g-n
centrifugaltam 2 percig, miel6tt betoltdttem a qPCR gépbe. A reakcidkat egy ABI 7300
real-time PCR gépben (Life Technologies), illetve LightCycler 480 II qPCR gépben
(Roche Life Science) futattam. A homérsékletprofil az el6bbi esetben kdvetkezé volt:
Uracil-N glikozilaz kezelés: 50 °C 2 perc, kezdeti denaturacié 95 °C 10 perc. 40
cikluson at: denaturacio 95 °C 15 masodperc és primer tapadas/szintézis 60 °C 30
masodperc. Az utdbbiban a hémérsékletprofil a kovetkezd volt: kezdeti denaturacié 95
°C-on 2 percig, 40 cikluson at: denaturacido 95 °C-on 5 masodpercig, majd primer

tapadés-szintézis 60 °C-on 30 masodpercig.

A 20 ul, illetve 10 pl végtérfogath reakcioelegyek 50, illetve 4 ng cDNS
templatot, 1X molaranyt Xceed gPCR SG Hi-ROX mastermixet, illetve Power SYBR
Green mastermix-et (Life Technologies) és 200 nM koncentracioban forward és reverz
primert tartalmaztak. A mintdk mellett templatmentes kontrollokat és RTaz-mentes
kontrollokat is futattam (RN18S esetén, amit egyetlen exon kodol) a DNS kontaminacid
ellenérzésére. A primerek specificitdsdt az olvadéasi gorbékkel elemeztem, az

amplikonok 60-t61 95 °C-ig torténd melegitésével (5. melléklet).

A reakcidk végeztével a nyers fluoreszcens adatokat az SDS 1.3.1 adatgy(ijto
szoftverbdl (Life Technologies), illetve a LightCycler 1.5.0 adatgy(ijté szoftverbdl
(Roche Life Science) szoveges fajlba exportaltam, majd a LightCycler 480 szoveg 3l

konverterrel a LinRegPCR szoftver (mindkett6 elérhet6: http://www.hartfaalcentrum.nl,

Ruijter és mtsai.,, 2009) szamara beolvashatd formatumma alakitottam. A
reakciohatékonysagokat és a Cq értékeket a LinRegPCR 2015.0, illetve 2016.0

verzidjaval hataroztam meg.
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A célgének relativ kvantitalasahoz a Pfaffl (2001) altal leirt képletet hasznaltam:

E )ACq celgén(kon troll-kisérlet)
R célgén
(E

)ACq ref.gén(kontroll-kisérlet)
ref.gén

Ahol, R: génexpresszids ardny; E: reakcidhatékonysag; Cq: kvantitativ ciklus; ref.gén:
referenciagén.

3.3.4 Fehérjeizolalas

A hipotalamusz, ¢hbél és mirigyes gyomor mintdkbol 75+7,5 mg-ot 750 pl
jéghideg AccuGENE vizben homogenizaltam rotor-stator homogenizaloval (Ultra-
Turrax T10. IKA, Németorszag) 30 masodpercig, 30000 rpm-el. A homogenizalt
mintakat ezutan 20000 g-vel 10 percig, 4 °C-on centrifugaltam (5810 R, Eppendorf). A
feliiluszokat -70 °C-on taroltam a tovabbi felhasznalasig (3.4.2, illetve 3.6.2 fejezet).

Az ¢hbél és mirigyes gyomor mintadkbdl 30+3 mg-ot lizis pufferben (150 mM
natrium-klorid, 1% Triton X-100, 50 mM Trisz, pH: 8,0; 1X ProteoBlock proteaz
inhibitor koktél 5 mM EDTA-val) homogenizaltam. A lizatumokat jégen 2 oOran
keresztiil inkubaltam, majd 20000 g-n 20 percig centrifugaltam 4 °C-on. A feliiliszok

crer

taroltam a tovabbi felhasznalasig (3.4.3 fejezet).

Az ¢éhbélmintdkbol 100 mg-ot folyékony nitrogénnel dorzsmozsarban porra
oroltem. Ezt kovetden analitikai mérleg segitségével kimértem 50 mg szdvetmintat
alacsony fehérje affinitasi Eppendorf csovekbe (LoBind, Eppendorf), majd minden
mintdhoz 500 pl jéghideg lizis puffert (7 M urea, 2 M tiourea, 4% CHAPS, 30 mM
Trisz, pH 8,8) adtam. A mintakat egy Orara jégre helyeztem, kézben minden 10.
percben vortexeltem azokat 10 masodpercig. A lizist kovetéen a homogenizatumokat
centrifugaltam 16000 g-n 30 percig 4 °C-on (Centrifuge 5810 R, Eppendorf). A
feliilluszot G csdvekbe vittem at, és -70 °C-on taroltam a tovabbi felhasznalasig (3.7.3

fejezet).
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3.3.5 Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzést a GraphPad Prism 6 szoftverrel (La Jolla, California,
USA) végeztem. Két csoport atlagdnak 0Osszehasonlitasara Student-féle kétoldali,
parositatlan t-tesztet hasznaltam. Harom vagy tobb csoport atlaganak vizsgalatakor
egytényezOs varianciaanalizist (ANOVA) hasznaltam, amit Tukey-Kramer post hoc
teszt kovetett (tobbszords Osszehasonlitds). A ndvekedés a mért paraméterekre
gyakorolt hatasanak vizsgalatdhoz az ANOVA mellett linearis és nem-linearis
trendelemzést is végeztem. A Kkorrelaciés matrixok felvételéhez Spearman
korrelacioelemzést hasznaltam. Minden esetben a P<0,05 értékeket tekintettem
szignifikans kiilonbségnek. Az adatokat atlag + atlag kozepes hibaja (SEM) értékekként
jelenitettem meg. Az abrakon a * szignifikans kiilonbséget (P<0,05) jelol az ad libitum
csoporthoz képest. A varianciaanalizis esetén, ha a csoportok kiillonbozd betiijellel

vannak jeldlve az szignifikans kiilonbséget (P<0,05) jeldl a csoportatlagok kozott.
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34 A 40%-0os takarmanykorlatozas hatisa a  tojétipusi  hazityik

takarmanyfelvételt szabalyzo peptidjeinek és receptorainak kifejezédésére

3.4.1 Allatok és a kisérleti beallitas

A kisérletet Tetra SL tojohibridekkel allitottam be. Annak érdekében, hogy
elkeriiljem a takarméanykorlatozas hatasara esetleges ivarbol adddo eltérd expresszios
valaszokat, a kisérletben csak néivara egyedeket hasznaltam. 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 atlagos takarmanyfelvétel egyedenként naponta 102,6 g volt). Az adaptacios id6
utan két kisérleti csoportot hoztam 1étre. 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 takarmanyfelvételt minden nap mértem (109,5 g &= 7,03 volt
az ad libitum és 64,48 £ 5,99 a 40%-os takarmanykorlatozott csoportban). A masik
csoport a napi takarmanyfelvétel 40%-os korlatozasaban (az adaptacios idészak alatt,
egyedenként megallapitott atlagos napi felvétel alapjan) részesiilt 5 napon keresztiil. A
kisérlet alatt mindkét csoport korlatlanul fért hozza az ivovizhez. A vilagitasi program
16 ora fény, 8 ora sotét volt. A célgének expresszidjat a 3.3.3. fejezetben részletezett
modon végeztem, a vérplazma gliikdz és inzulin mérések a 3.3.2 fejezetben leirtak

szerint zajlottak.

3.4.2 PACAP-38 radioimmunesszé

A PACAP-38 peptid kivonasa dupla térfogati abszolut alkohol és 20 ul 96%-0s
ecetsav hozzdadaséaval tortént. A kicsapas és centrifugalas (1500 g, 10 perc, 4 °C) utan a
feliiliszo leszivasara és a minta nitrogén gazzal torténd beszaritasara keriilt sor. A
szoveti ¢és plazma PACAP-38 immunesszé mérések Jakab és mtsai. (2004) altal

részletezett 1épések alapjan torténtek.
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3.4.3 Western blot

A fehérjeizolalast (3.3.4 fejezet) kdvetden 40 pg fehérjét 1X Laemmli pufferben
(2% natrium-dodecil-szulfat [SDS], 5% p-merkaptoetanol, 10% glicerin, 6,25 mM
Trisz, bromfenol kék, pH: 6,8) forraltam 70 °C-on 5 percig. Ezt kovetéen a
fehérjemintakat 8%-0S SDS-PAGE minigéleken valasztottam el 25 mM Trisz, 192 mM
glicin pufferben 90V fesziiltségen, amig a mintak elérték a gyiijtégél aljat, majd 180V-
on amig a bromfenol kék jelzéfesték elérte a gélek végét. Az elvalasztott fehérjéket 0,45
um poérusatmérdji polivinilidén-difluorid (PVDF) membranra (Immobilon-P, Millipore)
blottoltam Omni Page mini tank blottoloval (Cleaver Scientific) 25 mM Trisz, 192 mM
glicin és 10% metanolt tartalmazé pufferben. Az alkalmazott aramerésség 2,5 mA/cm?
volt 90 percig. A transzfert kovetéen a membranokat az eléfestett molekulamarker
figyelembe vételével kettévagtam. Ezt kovette a blokkolds 1% borju szérum albumint
(BSA) tartalmazo TBST pufferrel (20 mM Trisz, 150 mM natrium-klorid, 0,1% Tween-
20) 1 6ran at 22 °C-on. Ezutan 16 oran at inkubaltam a blokkolt membranokat 4 °C-on
nyulban termeltetett, INSRa-specifikus elsédleges poliklonalis ellenanyaggal (bs-
0047R, Bioss Inc., USA), illetve pB-aktinra specifikus (4967S, Cell Signaling
Technology, USA) ellenanyaggal, amit blokkol6 pufferben higitottam (1:5000, illetve
1:10000 aranyban). A jelolést kovette a membranok mosasa TBST pufferben négy
alkalommal, 5 percig. Ezt kovette az inkubacido a tormaperoxidazzal konjugalt,
kecskében termelt, nyul elleni masodlagos ellenanyaggal (ab97051, Abcam Ltd., USA)
1 o6ran a4t 1:10000 aranyban blokkolo pufferben higitva, szobahon. Ezutan a
membranokat négyszer mostam 5 percen at. Ezt kovette a membranok 5 percen at
torténd inkubalasa SuperSignal West Femto fokozott kemilumineszcencia (ECL)
reagenssel. A blottok digitalizalasat Multilmage 11l cabinet-ben végeztem az Alpha
View FluorChemQ v.3.4.0 szoftverrel (Alpha Innotech, ProteinSimple, USA) 5 perces,
illetve 10 perces expozicios iddt hasznalva. A képeket 16 bites .tif fajlba mentettem,
majd a denzitometralast az ImageJ 1.50f szoftverrel (NIH, USA) végeztem.

Normalizalashoz a B-aktin fehérje denzitasait hasznaltam.
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3.4.4 Immunhisztokémia

A szoveti morfolégia megdrzése érdekében a mirigyes gyomor és az
¢hbélmintakat -80 °C-0s fixalo oldatba (Sainte-Marie, 1962) helyeztem 16 6rara, majd -
20 °C-ra helyeztem at 24 o6rara, majd 24 6ran at 4 °C-on tartottam. A szévetmintak
dehidracigja etanolban tortént, majd ezt kovette a paraffinba agyazas és 5 um vastag
szeletekre metszés mikrotom segitségével (Microm HMS335-E, Németorszag). A
etanol oldatos rehidralas, majd a tarolas PBS oldatban. A nem-specifikus antitest-
antigén kotések blokkolasa 2%-0s BSA oldatban tortént 30 percig, szobahén. A
metszetek inkubalasa eldszor INSRa-specifikus antitesttel (1:200 antitest-PBS arany,
Bioss Inc., USA) tortént 16 oran at 4 °C-on. Ezt kovette a PBS-es mosas és a
metszeteket biotinalt anti-egér immunglobulin G-vel (1gG, 1:200, Vector, USA) torténd
inkubalasa 1 oran at szobahén, illetve Alexa488 konjugalt, anti-egér 1gG-vel (1:500,
Invitrogen, USA) 2 6ran at szobah6n. A metszetek festése 4',6-Diamidino-2-fenilindol
dihidrokloriddal (DAPI) tortént, ezt kovette az elhalvanyulas gatlo mowiol-al torténd
fedés.

A masodlagos antitest jelolés utan a metszetek PBS-el torténé mosasa
kovetkezett, majd ezt kovette az inkubacid a peroxidaz konjugalt, avidin-biotin
komplexszel (1:200, Vector, USA), 1 6ran at szobahén. A mosast a diamino-benzidines
(DAB, Vector, USA) festés kovette a gyartd ajanlasai szerint. A metszetek Oblitését és
dehidralasat a Depex kozegbe torténd beagyazas kovette (Sigma-Aldrich, USA).
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3.4.5 Etologiai megfigyelések

A 8-8 kisérleti egyedet, négy megfigyel6 egy oran at figyelte 8:00 és 9:00 ora
kozott a kisérlet 3., 4. és 5. napjan. A takarmany- és vizfelvételhez kothetd (evés, ivas,
kaparas, padlozat csipkedése, takarmanykeresés kinyujtott nyakkal), fizikai
aktivitdsokhoz kothetéeket (pihenés, jaras) vagy a komfort és stresszhez kothetd
(faroktollazat csipkedése, racsozat csipkedése, szarnynyujtogatas és tollaszkodas)
viselkedésmintazatok rogzitésre keriiltek. A viselkedésmintak idétartama nem, csak a

gyakorisaguk kertilt rogzitésre.
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3.5 Stabilan kifejez6dé referenciagének Kivalasztasa a  brojlercsirke
hipotalamuszaban, kiilonb6zo taplaloanyag-ellatottsag mellett

3.5.1 Azirodalmi attekintés anyag és modszere

Az irodalmi attekintést a Web of Science v5.22 bibliografiai keresOprogrammal
végeztem (https://webofknowledge.com/). Keresdszavakként a “chick¥* AND gene
AND expression NOT fasting” 2015 és 2016 kozott (n=100 talalatot dolgoztam fel),
valamint a “chick®* AND gene AND expression AND fasting” 2010 és 2016 (6sszesen
n=42 talalat). Csak azokat a talalatokat dolgoztam fel, amik qPCR modszert hasznaltak

a génexpresszids vizsgalatokhoz (az in situ hibridizaciot és a northern blot modszert

kizartam). Valamint a stabil referenciagéneket keres6 publikaciokat is kizartam.

3.5.2 Allatok és a kisérleti beallitas

A derecskei baromfikeltetébdl szarmazo egy napos brojlercsirkéket (Ross 308
hibrid) 28 napos korukig neveltem. Az egyedek szexalasat (7. abra) az ivari
kromoszomak PCR esszéjével végeztem. A szarnytollak DNS kivonasat Malagd é€s
mtsai. (2002) altal kozolt protokoll alapjan végeztem, az ivari kromoszomakra
specifikus primereket Li és mtsai. (2012) kozleményébdl adaptaltam (4. melléklet).
Alomként faforgacsot hasznaltam, az itatok Plasson tipustuak voltak. A hdmérséklet 32
°C volt az allatok érkezésekor, majd fokozatosan csokkentettem (1,5 °C/hét). A
fényprogram egyezett a Ross 308 tartastechnologiai ajanlasaval (17 6ra fény, 7 ora
sOtét). A 28. napon a szexalt him egyedeket ketreces volierekbe rendeztem. Harom
kisérleti csoportot hoztam Iétre: ad libitum takarmanyozott (ad libitum csoport), 24 éras
takarmanymegvonas (F24h csoport), 24 6ras takarmanymegvonast kovetd 2 oras ad
libitum jractetés (F24hRF2h csoport). A kisérlet alatt a madarakat brojler nevel6 tappal
takarmanyoztam (20% nyers fehérje, 13 AME, MJ/kg szarazanyag). A kisérlet alatt
mindharom csoport korlatlanul fért hozza az ivovizhez. A 24 6ras takarmanymegvonas
2 oOras Ujractetés elteltével 8 egyedet vagtam le mindharom csoportbdol. A célgének
expressziojat a 3.3.3. fejezetben részletezett modon végeztem, a vérplazma gliikkoz és

inzulin mérések a 3.3.2 fejezetben leirtak szerint zajlottak.
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7. abra: A kisérletbe vont néhany egyed nemének azonositdsa PCR segitségével. Az

ivari kromoszoéma-specifikus reverz primerek Z kromoszoma esetén 107 bazispar (bp)
méretli terméket amplifikdlnak, mig W kromoszoéma esetén 202 bp méretli terméket
kapunk. ZW: ndivart egyedek, ZZ: himivaru egyedek. M: Generuler 50 bp DNS I1étra.
NTC: templatmentes kontroll. 1,5%-os agardz gél, 0,5 ug/ml etidium-bromiddal festve.

3.5.3 A 10 referenciagén-jelolt stabilitasvizsgalata

A 10 referenciagén-jelolt stabilitasvizsgalatahoz 6t kilonb6zé modszert
hasznaltam. A két Excel beépiil6 applikaciot a geNorm-ot (v3.5), illetve a NormFinder-
t, (v0.953), valamint a BestKeeper-t (v1) és az dsszehasonlito ACt modszert 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.
Jelenleg nincs tudoméanyos egyetértés abban, hogy melyik modszer adja a
legmegbizhatobb eredményt. Ezért az egyes modszerekbdl szarmazo stabilitasi értékek
alapjan rangsoroltam a referenciagéneket, majd a rangsorok geometriai atlagolasaval

felallitottam a végso rangsort.

BestKeeper

A BestKeeper nyers (normalizalatlan) Cq értékek elemzését végzi. A mddszer
leird statisztikat haszndl a stabilitdsvizsgélathoz, szoras (SD) és varidcids egylitthatd
(CV) értékeket szamol. A modszer szerzéinek ajanlasa, hogy a stabilitasvizsgalat
kezdddjon az SD és CV értékelésével (Pfaffl és mtsai., 2004). A legstabilabb gén
mutatja a legkisebb szorast, az ajanlas szerint 1 SD alatt az adott gén stabilan
expresszalodik. Tovabbi stabilitasi mutatd a BestKeeper index, ami a referenciagének
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Cq ¢értékeinek geometriai atlaga korrelaltatva az egyes gének Cq értékével. A szerzok
nem tisztazzak, hogy melyik mutaté (SD, CV vagy az r értékek) a legfontosabb. Igy a
referenciagéneket mindharom érték szerint rangsoroltam, majd a rangsorok geometriai

atlagat kiszamoltam ¢és ezek ujrarangsorolasaval allapitottam meg a végso rangsort.
geNorm

A geNorm moédszert Vandesompele és mtsai. (2002) k6zolte. A mddszer relativ
skalara emelt értékekkel szamol. Ehhez a Cq értékeket az alabbi egyenlettel alakitottam
at; 2ACaMinCa-Ca) ahol a minCq az adott referenciagén legkisebb Cq értékét jeldli. Az
igy kapott relativ skala 0 és 1 kozott terjed, ami a szoftver tovabbi szamolasainak alapjat
képezi. A szoftver eldszor kiszamolja paronként a referenciagének expresszids aranyat
minden lehetséges kombindcidban. Ezt kdvetden kiszdmolja a szorasat ezeknek a
kombinacioknak. Majd ezt koveti az M érték megallapitasa mindegyik
referenciagénhez. Ez a paronként kiszamolt szorasok atlagolasaval jon létre. Minél
kisebb ez az érték, anndl stabilabban fejezddik ki az adott gén. A szerz6k megallapitasa,

hogy 0,5 érték alatt stabilnak tekinthet6 az adott gén expresszioja.
NormFinder

A mobdszert Andersen és mtsai. (2004) k6zolték. Varianciaanalizis modell alapt
modszer, ami nem csak az adott gén expresszios stabilitasat allapitja meg, hanem az
egyes kisérleti csoportokon beliil is meghatdrozza azt. A csoportokon beliili és a
csoportok kozti varianciat stabilitasi értékké (Sv) egyesiti. Ez alapjan lehet rangsorolni
az egyes referenciagéneket megfelelségiik tekintetében, minél kisebb ez az érték annal
stabilabb az adott gén expresszidja. A geNormhoz hasonldan ez a mddszer is relativ

adathalmazt igényel.
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Az osszehasonlito ACt modszer

Ezt a mddszert Silver és mtsai. (2006) kozolték elészor. A modszer nyers Cq
értékeket igényel. Kezdésként az elsé referenciagén-jelolt Cq értékét és kivontam a
vizsgalatba vont soron kovetkezd referenciagén Cq értékéb6l, amit ugyanabban a
mintaban mértem, vagyis kiszamoltam a delta Cq (ACq) értékeket minden mintiaban
(innen a modszer neve). Majd ugyanilyen modon folytattam a kdvetkezd referenciagén
parral, amig megkaptam a ACq értékeket minden lehetséges kombindcioban. Ezt
kovetden kiszamoltam a ACq értékek szorasat a mintak a kozott, majd végiil ezek
atlagat kiszamoltam. A legkisebb atlagos szorassal bird referenciagén a legstabilabb,

mig a legnagyobb a leginstabilabb kifejezodésti.
A Chervoneva és mtsai. (2010) altal kozolt médszer

Ez az eljaras szintén nyers Cq értékeket hasznal a szamolashoz. A modszer
kovariancia matrixot hoz létre tobbvaltozos varianciaclemzéssel. A modszer ujra-
mintavételezéssel (bootstrapping) noéveli az eredmények megbizhatosagat. A kisebb

stabilitasi értékkel rendelkez6 referenciagén stabilabb kifejezddést feltételez.
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3.6 A takarmanymegvonas-tijraetetés és a novekedés hatasa a brojlercsirke
MCH gén Kkifejezodésére, az MCHR4 és PMCH expresszié szovetek kozti
vizsgalata

3.6.1 Allatok és a kisérleti beallitas

Az allatok tartasi koriilményei megegyeztek a 3.5.2 fejezetben leirtakkal, illetve
a kisérleti beallitas ugyanaz volt a takarmanymegvonas-ujraetetett csoportokat tekintve.
A novekedési kisérlet alatt 8 egyedet vagtam le a 7., 14., 21., 28. (3.5.2 fejezetben
részletezett ad libitum csoportjaval azonos egyedek) és a 35. napon. A célgének
expresszidjat a 3.3.3. fejezetben részletezett moédon végeztem, a vérplazma gliikéz és
inzulin mérések a 3.3.2 fejezetben leirtak szerint zajlottak. A PMCH ¢és az MCHR4
génekre primeket terveztem (4. melléklet) ¢és megmértem hipotalamikus
kifejez6désiiket. Az 4.2 fejezetben megallapitott legstabilabb referenciagén (TBP) Cq
értékeit hasznaltam a normalizalashoz, mig a novekedési eredmények megbizhato
normalizalasa érdekében ismét elvégeztem a referenciagén keresést, aminek eredményét

a 16. tablazatban részletezem.

3.6.2 MCH radioimmunesszé

A fehérjeizolalast kovetéen (3.3.4 fejezet) a hipotalamusz MCH koncentraciok

mérése Lelesz és mtsai. (2016) altal leirtak szerint zajlott.
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3.7 A takarmanymegvonas hatasa a hazityuk kézépbelének morfometridjara és
az éhbelének proteomjara

3.7.1 Allatok és a Kisérleti beallitas

Az allatok tartasi koriilményei megegyeztek a 3.5.2 fejezetben leirtakkal, illetve
a kisérleti beallitds ugyanaz volt a takarmanymegvonds-ujraetetett csoportokat tekintve.

A mintavétel a 3.3.1 fejezetben részletezett modon tortént.

3.7.2 Kozépbél morfometriai mérések

A vizsgalt szoveteket kilenc, 28 napos egyedbdl vettem, melyek koéziil harom
egyed ad libitum takarmanyozott volt, harom egyed 24 oran keresztiil éheztetett és
harom egyed 24 o6ran keresztiil éheztetett, majd 2 6ran keresztiil Gijractetésben részesiilt.
A duodenum, jejunum és ileum szovettani metszetek elkészitése megegyezik az
immunhisztokémiahoz tartozo metszetek anyag és modszerével (3.4.4 fejezet). Az
immunjeldlés helyett a metszetek hematoxilin-eozin festésére keriilt sor Fischer és
mtsai. (2008) szerint, majd a lemezek Leitz Diaplan mikroszkop Peltier-elem hiitésii
kamerajaval (Spot RT-Slider, Diagnostic Instruments, USA) lettek digitalizalva. A
morfometriai méréseket az Adobe Photoshop CC szoftver 20150529.r.r88x32
verzidjaval végeztem (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA). A vonalzo eszkozzel
el6szor megmértem az 1 mm-es skala pixelben mért kiterjedését (ami 510 pixel volt),
ezt kovetden a mérés skala fiilon 1 mm logikai hossznak 510 pixelt allitottam be. Ezek
utdn a vonalzo eszkozzel megmértem a kriptak mélységét és a muscularis externa
vastagsagat, illetve a gyorskijelold eszkozzel a villusok teriiletét. Az igy felvett

méréseket szoveges fajlba exportaltam.
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3.7.3 A fehérjék jelolése fluoreszcens festékkel

A fehérjekoncentraciot az RC DC Protein esszé készlettel mértem, két mosasi
Iépéssel az esszé detergens kompatibilitdsanak ndvelése érdekében. A négytagu
kaptam. Az abszorbancia adatokat SPECTROstar Nano (BMG Labtech) mikrolemez
olvasoval mértem 650 nm-en, majd a mintakoncentraciokat a sztenderdek
abszorbanciaja alapjan szamoltam ki a MARS 3.10 adatelemzé szoftverrel (BMG
Labtech). A lizatum fehérjekoncentraciéi a jeloléshez megfelelé, 5,32-11,11 pg/ul
tartomanyban voltak. A fluoreszcens jelolés elétt a mintak jeloléshez megfeleld pH-jat
(8-9) univerzalis pH papirral ellendriztem (Rota, VWR). Két csoport minden mintajabol
l1étrehoztam egy referenciaminta-keveréket. 50 pg mintakeveréket 400 pmol cianin-2
(Cy2) aminoészter minimal festéssel jeloltem (Lumiprobe). Minden gélre felvittem 50
ug jelolt fehérje mintat az ad libitum és 50 pg mintat a kisérleti csoportbol, ezek jeldlése
400 pmol cianin-3 (Cy3) vagy 400 pmol cianin-5 (Cy5) hasznalataval tortént.
Megfigyelt jelenség, hogy bizonyos fehérjék az emlitett festékeket eltéré affinitassal
kotik, ennek kikiiszobolése érdekében festékcsere modszert (4. tablazat) hasznaltam. A
jelolés reakciokat jégen végeztem 30 percig, sotétben, majd 10 mM-os lizin oldattal

leallitottam a reakciot 10 percig jégen, sotétben.

4. tablazat: A festékcserés jelolés

fluorofor
gél Cy2 Cy3 Cy5
ref. A1 F-8
ref. F-7 A2
ref. A-3 F-6
ref. F-5 A-4
ref. A5 F4
ref. F-3 A-6
ref. A7 F-2
ref. F-1 A-8

O N O B|W DN

ref.: referenciaminta, mintakeverék minden egyedbdl (n=16), A: ad libitum csoport
(n=8), F: 24 o6ras takarmanymegvont csoport (n=8). A szamok a kiilonb6z6 egyedeket
jelolik.
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3.7.4 Kétdimenzios differencialo gélelektroforézis (2D-DIGE), képelemzés

Az izoelektromos elvalasztashoz 7 cm-es immobilizalt linearis pH gradiens
(IPG) szalagokat hasznaltam (pH 5-8, Bio-Rad). Az el6kisérleteim elvégzésé utan
megallapitottam, hogy az éhbélmintak esetén a fehérjék legnagyobb része ebben a pH
tartomanyban talalhat6. A pH szalagokat passziv rehidracios modszerrel rehidraltam.
150 pg fehérjét, ami 50 pg referencia mintat (olyan belsé sztenderdként hasznalhatod
mintakeverék, ami minden egyed fehérjemintajat tartalmazza), 50 pg kontroll és 50 pg
kisérleti mintat 125 ul rehidrald pufferben (2 M tiourea, 8 M urea, 2% CHAPS, 0,2%
(v/v) Bio-Lyte 4/6 és 6/8 amfolit oldat 1:2 aranyban, 0,002% (w/v) bréomfenol kék)
vettem fel, majd a pH csikkal 16 o6ran at szobahén rehidraltam. Az izoelektromos
fokuszalast Protean IEF Cell (Bio-Rad) gépben végeztem, tobblépéses elvalasztast
alkalmazva. Ennek soran a mintakat alacsony fesziiltségen (250 V) fokuszaltam 20
percig, majd a fesziiltséget fokozatosan néveltem 4000 V-ig, 2,5 o6ran keresztiil, majd
ezen a fesziiltségen tartottam, amig a futtatas elérte a 15349 voltérat. A 8 csik
fokuszalasat egyszerre végeztem, az dramerdsséget csikonként 50 mA-re korlatoztam, a
fokuszalas homérséklete 20 °C volt. A fokuszalt immobilizalt pH gradiens szalagokat
10 percig 50 rpm-en inkubaltam orbitalis razogéppel (Biosan) 6 M urea, 20% (v/v)
glicerin, 2% (w/v) SDS, 50 mM Trisz pH 8,8 és 2% (w/v) DTT tartalmu ekvilibralo
oldatban, majd ezt kovetden tovabbi 10 percig 6 M urea, 20% (v/v) glicerin, 2% (w/v)
SDS, 50 mM Trisz pH 8,8 és 2,5% (w/v) jodacetamid tartalmi oldatban. Az
ekvilibraciot kovetéen a fehérjéket molekulatomegiik szerint (masodik dimenzid) egy
OmniPAGE Mini (Cleaver Scientific) vertikalis elektroforézis rendszerrel valasztottam
el. Az elektroforézist 100 x 100 x 1 mm kiterjedésti, 13%-0s poliakrilamid (37,5:1
akrilamid:bisz-akrilamid aranyu) gélekkel végeztem, 25 mM Trisz, 192 mM glicin,
0,1% SDS futtatopufferben. Az elvalasztast 90 V fesziiltséggel kezdtem, amig a mintak
atléptek a gyijtogélbol (0,5% agaroz, 25 mM Trisz, 192 mM glicin, 0,1% SDS) az
elvalaszto gélbe, majd 180 V-on folytattam, mig a bromfenolkék jelz6festék el nem érte
a gél aljat. A foltkivagashoz a preparativ poliakrilamid géleket (500 pg a fehérje-
mintakeverékbdl) kolloid Coomassie G-250 (Thermo Scientific) festéssel tettem
lathatova Dyballa és Metzger (2009) altal leirt protokoll alapjan. A DIGE géleket
PharosFX Plus (Bio-Rad) 1ézer szkennerrel digitalizaltam, 100 um felbontast (254 DPI)
képek formajaban a Quantity One 29.0 (Bio-Rad) adatgytijté szoftver segitségével. Ezt

kovetden a nyers képeket 16-bites .tif formatumu fajlokként mentettem ki. A képeket a
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Delta2D 4.3 szoftverrel (Decodon, GmbH) elemeztem, ehhez eldszor betoltdttem az
egyes gélek kiillonb6z6 csatornakon (Cy2-Cy3-Cy5) szkennelt képeit. A foltok
normalizalasahoz ¢és kvantitalasahoz a belsé sztenderdet (Cy2 csatornan szkennelt
képek) hasznaltam fel. A szoftver el6szor az egyazon gélben futtatott mintak gélképeit
illeszti a veliik egyiitt futtatott belsd sztenderd képéhez, majd ezt koveti a gélek kozti
illesztés (In-Gel Standard Warping Strategy). Ezaltal a gélek kozti futtatasokbol adodo
esetleges kiilonbségek kikiiszobolhetdek, vagyis az azonos fehérje folt azonos pozicidba
keriil az Osszes gélen. A kdvetkezd 1épésben a szoftver egy fuzios gélképet hoz létre,
melyen a kisérlet 6sszes fehérje foltja megtalalhato, ezaltal foltszamlalas és a kiilonallo
foltok azonositasa végezhetd. Esetiinkben ez alatt a két kisérleti csoport 8 bioldgiai
ismétlésének (mivel a fluroeszcens jelolés lehetdveé teszi két minta és egy sztenderd
futtatasat egy gélben ez 8 kiilonallo gélt jelent) 3 csatornan szkennelt képét értjiikk, ami
Osszesen 24 beolvasast jelent. Ezt kdvetden a detektalt kiilonallo foltokat a szoftver
transzferdlja az egyes gélképekre és elvégzi azok denzitometralasat: megallapitja
(denzitometraja) és Osszegzi (volume, V) a foltokat felépitd pixelek sziirkearnyalatos
skalan mért, hattér nélkiili denzitasat (esetiinkben 16 bites gélképekrdl van szo, ez a
skala 0-65535 kozott terjedhet pixelenként). Az adott fehérjefolt szazalékos intenzitasat
(V%) a referenciagél-kép azonos foltjahoz (amit mindig 100%-nak vesz) viszonyitva

szamolta ki a szoftver.

3.7.5 A fehérjék azonositasa

A Delta2D szoftver altal kvantitalt, megjelolt és a statisztikai proba alapjan
szignifikans expresszios kiilonbséget mutato foltokat steril fiilke alatt csonkolt 200 pl-es
pipettahegyek segitségével kivagtam a Coomassie festett preparativ gélbdl. A fehérjék
emésztése Shevchenko €s mtsai. (2006) altal leirt mddon tortént. Az emésztett mintakat
Bhide és mtsai. (2009) altal részletezett modon készitettem el a tomegspektrometrias
mérésre. A peptidek azonositasa egy LIFT™-MS/MS-el kapcsolt matrix-asszisztalt
lézer deszorpcids, ionizaciés (MALDI) tomegspekrométerrel (Ultraflex, Bruker-
Daltonics) zajlott. A spektrumok felvétele pozitiv ionizacidos modban, 50 Hz-es 1ézer
frekvenciaval és 100-1000 egyedi spektrum atlagolasaval tortént. A tomegspektrumok
kiértékelése a FlexAnalysis (Bruker-Daltonics) szoftverben zajlott. A peptidszekvenciak
alapjan a fehérjék végs6 azonositasat az NCBInr és a SwissProt adatbazisban a Mascot

keresdszoftverrel (Matrix Science) tortént.
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4, EREDMENYEK

41 A 40%-0os takarmanykorlatozas hatisa a  tojétipusi  hazitydk
takarmanyfelvételt szabalyzo peptidjeinek és receptorainak kifejezodésére

Megmértem a kivalasztott célgének expresszidjat qPCR, illetve a PACAP-38
egyedek egyes szoveteiben. A Cq értékek alapjan a legtobb gén kozepes expressziot
mutatott a vizsgalt szovetekben, Cq atlagértékek nagyobbak voltak, mint 20. A PACAP-
ot kodolo 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 kozponti idegrendszerben,
mig a GAL inkdbb a periférian tolthet be jelentdsebb szerepet a vizsgalt szovetekkel
szemben. Takarmanykorlatozas hatasara a hipotalamuszban 36%-0s csokkenést mértem
a GLUT3 és 49%-ot a GLUT9 estén, valamint 36%-0s névekedést az INSR, 63%-ot az
NMURL és 49%-ot a PAC1 gén kifejez6édésében (6. tablazat). A mirigyes gyomor
esetén egyediil az ADCYAP1 mutatott 88%-al nagyobb expresszios kiilonbséget. Az
¢hbélmintak esetén a GAL, NMU, NMURL1 t6bb mint haromszoros, az INSR majdnem
kétszeres és az ADCYAPL1 majdnem haromszoros expresszids kiilonbséget mutatott a

40%-os takarmanykorlatozott csoportban, az ad libitum csoporthoz képest.

A PACAP-38 mérhetd koncentracidban volt jelen mindegyik szdvettipusban. A
takarmanykorlatozas hatasara szignifikans novekedést egyediil a mirigyes gyomorban
mértem, itt 21%-al nétt meg a peptid koncentracioja (8. abra). Eddig nem sziiletett
vérplazméjaban. A PACAP-38 atlagos koncentracidja az ad libitum csoport esetén
22,03 fmol/ml volt, ami a patkanyoknal 4-szer nagyobb (Helyes és mtsai., 2007), de a
human plazmakoncentracional 15-szor kisebb (Borzsei és mtsai., 2009) és 13-szor
kisebb, mint a kecske, barany vagy szarvasmarha plazmakoncentraciok (Czeglédi és
mtsai., 2011). A PACAP-38 hasonld koncentracioban van jelen a brojlercsirke

hipotalamuszéaban is (J6zsa és mtsai., 2005).
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8. abra: A PACAP-38 radioimmunesszével mért koncentracidja a kiilonbozo
szovetekben és a vérplazmaban. Hip.: hipotalamusz; Pro.: mirigyes gyomor; Jej.: ¢hbél;

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

A tojotyukok viselkedését megfigyeltem, az altalanos ¢és stresszhez kothetd
viselkedési mintakat rogzitettem (7. tablazat). Egyediil a vizfelvételben mutatkozott
kiilonbség (P<0,05) ¢és a szignifikanshoz kozeli (P=0,060) kiilonbség volt
megfigyelheté padlozat csipkedése esetén, amik a kevesebb takarmanymennyiség
hatasanak tudhatéak be. A stresszhez ¢és diszkomforthoz kothetd viselkedésmintdk

kozott nem talaltam kiilonbséget.

A western blot modszerrel kvantitaltam az INSRa relativ fehérjekoncentracioit a
mirigyes gyomor ¢s ¢éhbélmintdkban. Egyetlen 135 kDa méretli fehérje savot
detektaltam az ECL-es eldhivas utan (9. abra). A denzitometralas alapjan nem talaltam
kiilonbséget a mirigyes gyomormintdkban, mig 1,96-szeres expresszids kiilonbséget
detektaltam az éhbélmintakban az ad libitum csoporthoz képest. A 40%-0s
takarmanykorlatozas nem befolyasolta a gliikoz vérplazma és inzulin szintjét (5.

tablazat).

5. tablazat: A vérplazma inzulin- és gliikozkoncentracioi a két kisérleti csoportban. Az

atlag £ SEM értékeket jelenitettem meg

ad libitum 40% restrikcio P
gliikdz (mmol/1) 14,51+0,29 14,63+0,31 0,796
inzulin (uIU/ml) 18,59+1,62 16,23+2,10 0,384
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Az ¢éhbél és mirigyes gyomor metszetek hematoxilin-eozin festést kovetd
mikroszkopos vizsgadlata nem mutatott kiilonbséget az epitélium méretében és
alakjaban. Az INSRo immunfestése alapjan azt talaltam, hogy az erdsebb kifejezddést
mutat a lumen felé, a mélyebb, epitél sejtekben pedig nem talaltam immunpozitiv jelet.
Mindkét szovettipus esetén az epitél sejtek apikalis részén erdsebb jelet lattam (10. és
11. abra). Gyenge jelet rogzitettem a mirigyes gyomor kotdszoveti rétegében, mig az
¢hbélben nem talaltam immunpozitiv jelet ezen a teriileten, és a takarmanykorlatozas
sem valtoztatott ezen (10. és 11. abra). Gyenge jelet rogzitettem az ad libitum csoport
esetén a mirigyes gyomor szubmukoéza mirigyeinek epitéliumaban és a jel erdsebb lett a
40%-o0s takarmanykorlatozast kovetden (10. abra). Ez féleg a sejtmagi INSRa jel
fokozodasanak koszonhetd. Az éhbél esetén a kriptak nagy része jelolodott (11. abra). A
jel altalaban kozepes erdsségli volt, néhany sejt kevésbé, mig masok intenzivebben
jelolddtek. Altalaban nagyobb jelintenzitas volt mérhetd a takarmanykorlatozott
csoportban a sejtmagbdl szarmazo erésebb jel miatt (12. abra). Az izomrétegekben az
INSRa gyenge vagy hidnyzo jelét tapasztaltam (8. tablazat). Az INSR gén expresszioja
megnétt az éhbélben takarmanykorlatozas hatasara, mind mRNS és fehérje szinten. Az
immunhisztokémiai jeloléssel megallapitottam, hogy a fokozott expresszid a kriptak és

a villusok epitéliumaban mutathat6 ki.

6. tablazat: A 40%-0s takarmanykorlatozas hatasa a valasztott célgének

kifejezodésére. Az atlag = SEM értékeket jelenitettem meg

hipotalamusz mirigyes gyomor €hbél
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 10,02  3,08*+0,02

GLUT1 10,11 1,10+£0,06 10,31 1,09+0,19 10,11  1,23+0,30
GLUT2 1+0,31  0,78+0,19 140,27 1,29+0,25 1+0,33  0,68+0,19
GLUT3 1+0,47 0,36*+0,08 1+0,24 0,76+0,15 1+0,16  1,38+0,31
GLUTS8 1+0,08  0,63+0,06 1+0,27 0,70+0,19 10,24 0,99+0,44
GLUT9 1+0,39 0,49*+0,12 140,32 0,58+0,22 1+0,17  1,05+0,28
INSR 1+0,09 1,36*+0,08 1+0,16 1,01+0,2 1+0,01  1,96*+0,08
NMU 1+0,04  1,39+0,02 1+£0,06 0,69+0,07 1+£0,02  3,41*+0,19
NMUR1 1+£0,02  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 1+0,02  1,49*+0,03 1+0,03 1,07+0,12 1+0,13  1,01+0,02
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7. tablazat: A 40%-os takarmanykorlatozas hatdsa a kiilonb6z0 viselkedés mintakra.

Az atlag + SEM értékeket jelenitettem meg

viselkedésminta ad libitum 40% restrikcio P
evés 6,25+0,4 5,3%0,25 0,492
faroktollak csipkedése 0,31+0,07 0,56+0,07 0,376
ivas* 3,63+0,29 1,5+0,09 0,025
kapirgalas 1,31+0,18 1,3+0,13 1,000
padlozat csipkedése 3,44+0,35 8+0,71 0,060
pihenés 0,31+0,06 0,94+0,17 0,235
racs csipkedése 1,94+0,3 4,69+0,76 0,252
séta 6,06+0,36 7,44+0,74 0,564
szarny nyujtas 0,38+0,06 0,13+0,03 0,179
takarmanykeresés 3+0,26 4,3+0,48 0,434
tollaszkodas 0,81+0,11 1,13+0,13 0,532
W S s INSRa (135 kDa) ......... ks ~~‘-
S— W — ACTB (43 kDa) (i S

o 1,54 (A) " 2,59

’ 104 T § 201

‘%ﬂ ' ;f 1,54

% 0.54 % 1,0 L

E © 0,51

0,0 0,0

Ad libitum 40% restrikcio Ad libitum 40% restrikcid

9. abra: A mirigyes gyomor (A) és az ¢hbél (B) INSRa western blot modszerrel mért

relativ fehérje szintjei a két kisérleti csoportban. Az atlag + SEM értékeket jelenitettem

meg.
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Ad libitum 40% restrikcio

10. abra: A takarmanymegvonés fokozta az INSRa szdveti expressziot a mirigyes

gyomor szubmukozalis mirigyeiben. A képek az INSRa szoveti kifejezddését mutatjak
be a mirigyes gyomormintakon az ad libitum (A, C) és a 40% takarmanymegvonas
csoportban (B, D). A mukoza esetén, kdzepes immunreakciot talaltam az epitéliumban
(nyilak, A) ami hasonlo volt a 40% takarmanymegvonaséhoz (nyilak, B) csoport. A
sejtmagban az immunreaktiv jel szubmukéza (C) mirigyek epitéliuma esetén erésebb
volt a takarmanykorlatozott (D) csoportban. Zold: INSRa, kék: DAPI, skala: 40 um.
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Ad libitum 40% restrikcid

JON 4

11. abra: Az INSRa eltéréen expresszalodik az éhbélben a két csoport kozott. Az

INSRa-specifikus jel a villusok epitéliumaban (nyilak A, B), illetve a kriptakban (nyilak
C, D) volt megtalalhat6. Gyenge immunreakciét mutatott a lamina propria és a
szubmukodza, ami azonban kifejezettebb volt a takarmanykorlatozott csoportban (nyilak
C, D). Zold: INSRa, kék: DAPI, skala: 100 um.
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Ad ibitum 40% restrikcid

12. abra: A 40%-os takarmanykorlatozas fokozta az INSRa kifejezddést az éhbélben.

Itt a 11. 4dbra tovabb nagyitott képe lathatd. A takarmanykorlatozas az epitélium esetén
(nyil, B) intenzivebb immunpozitiv jelet adott az ad libitum csoporthoz képest (nyil, A).
Az immunreakcio intenzitasa a kripta sejtek magjaban (nyil, D) kifejezettebb volt a
takarmanymegvont csoportban, mint az ad libitum csoportban (nyil, C). Zold: INSRa,
kék: DAPI, skala: 40 pm.
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8. tablazat: Az INSRa immunpozitiv jelek szubjektiv pontozasa

mirigyes gyomor ad libitum 40% restrikci6
epitélium ++ 4+
izomréteg + +

kotdszoveti réteg + +
szubmuko6za mirigyek + ++

éhbél ad libitum 40% restrikci6
epitélium ++ +++
izomréteg ++ ++

kotdszoveti réteg - -

kriptak ++ +++
muscularis externa + +
szubmukoza - -

A stabil ¢lésuly fenntartdsdban a kozponti idegrendszeren belil a
hipotalamusznak van integralé szerepe. Takarmanykorlatozas esetén a legpotensebb
orexigén peptideket (AgRP/NPY) kodold gének expresszidja megnd a madarak
hipotalamuszaban (Boswell, 2005). Hazityuk esetén a PACAP-38 agyiiregi injektalasa
csokkent takarmanyfelvételhez vezet a napos pecsenyecsirkék esetén (Tachibana és
mtsai., 2003), illetve konzervalt funkcioja miatt alacsonyabb rendii gerincesekben is
hasonlo hatast fejt ki (Matsuda és mtsai., 2006). A takarmanyfelvétel az endogén
PACAP peptidszintjét is befolyasolja. A 36 oras takarmanymegvonas noveli a PACAP
majd visszatért a normal szintre 84 ora elteltével (Jozsa és mtsai., 2005). Hasonld
valtozasokat irtak le eml6sok esetén is (Kiss és mtsai., 2007). A hazitytk és emlésok
esetén az inzulin az anabolizmus szabalyz6 hormonja az olyan INSR expresszalo
szovetekben, mint a m4j, harantcsikolt izom és a zsirszovet (Dupont és mtsai., 2009).
Az inzulin hatasat a hipotalamikus inzulinreceptoron kifejtve befolyasolhatja a
takarmanyfelvétel alakulasat (Shiraishi és mtsai., 2011a). Az INSR mas agyteriileteken
¢s a periférias szovetekben is megtalalhatdo eddig nem tisztdzott szereppel (Andres és
mtsai., 2015; Unger és mtsai., 1991). Az INSR hiany esetén a vastagbél epitélium
apoptozisa fokozodik (Santoro és mtsai., 2015). A 24 6ras takarmanymegvonas hatasara

az INSR csokkent szintje volt mérheté a hipotalamuszban (Shiraishi és mtsai., 2011a).
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Eredményeim alapjan megallapithatd, hogy az INSRa jelen van a hazityuk mirigyes
gyomraban és éhbelében, kifejezddése fokozddik a takarmanymegvonds hatisara. A
valtozas a mirigyes gyomor epitéliumban és a vékonybél epitéliumban, valamint

kriptakban figyelheté meg.

A Kkisérletem az 5 napon at tartd6 40%-os takarmanykorlatozas nem gyakorolt
hatast sem a PACAP mRNS, sem a PACAP-38 peptid koncentracidjara, habar a
PACAP receptor kifejezddése megnétt a hipotalamuszban. Jozsa és mtsai (2005) 36
Oras takarmanymegvonds hatasara jelentés novekedést mértek a brojlercsirke
hipotalamuszaban. A takarménymegvonds nagy hatdst gyakorol a gasztrointesztinalis
rendszer perisztaltikajara. 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 (Ding és
mtsai., 2014; Pirone és mtsai., 2011) és részt vesznek a motilitas szabalyzasaban, mint
simaizom relaxansok (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 magyarazhaté, hogy a PACAP-ot kodoldo gén
expresszidja nem valtozott a kisérlet hatdsdra, mig a receptordt kodoldé PAC1
expresszidja megemelkedett. Mas kisérletekben is leirtak a PAC1 az ADCYAP1-t6l
eltér6 expresszigjat (Lam ¢és mtsai., 2012). Feltételezem, hogy a PACAP
hatasara bekovetkezd csokkend motilitdsnak tudhatd be. Bizonyos periférias peptidek
felszabadulasukat kdvetden a véraramba keriilve elérik a receptorukat az agyban (Honda
és mtsai., 2017). A PACAP, a tobbi peptidhez hasonléan (Van Dorpe és mtsai., 2012)
képes atjutni a vér-agy gaton (Dogrukol-Ak és mtsai., 2004). Jelenleg még nem ismert,
melyik szovet valasztja ki és milyen stimulus hatasara keriilt a PACAP a hazityak
vérplazméajaba, valdsziniileg nem a takarmanyellatottsag hatasara, mivel a plazma

koncentracioja valtozatlan maradt a kisérlet utan.
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A galanin ICV injektalasa fokozza a takarmanyfelvételt eml6sok és madarak
esetén is (Ando és mtsai., 2000; Hagen és mtsai., 2013; Tachibana és mtsai., 2008),
habar az endogén mRNS szint nem minden esetben valtozik ¢hezés hatasara (Kumano
és mtsai.,, 2003). A galanin immunhisztokémias vizsgalata a hazityuk
gasztrointesztinalis rendszerének izom rétegeiben szintén a motilitds szabalyzo
szerepére enged kovetkeztetni (Salvi és mtsai.,, 1999). A kisérletemben a galanint
kodolo gén expresszidja az ¢hbélben ndtt meg a takarmanykorlatozott csoport esetén. A

galanin kontrakciéfokozo hatasat irtak le a kozépbél esetén (DeGolier és mtsai., 1999).

A viselkedést tekintve az eredményeim egyeznek a szakirodalomban
megfigyeltekkel, a tojotipusu hazitytk vizfelvételének csokkenése volt megfigyelhetd
takarmanymegvonas utan (Webster, 1995). Jelenleg még keveset tudunk a NMU
hazityukban betoltott funkcidjarol, a patkany NMU injektalasa csokkenti a
takamanyfelvételt a tojo- (Kamisoyama és mtsai., 2007) és a brojlercsirkében (Honda és
mtsai., 2015), valamint fokozza a tollaszkodas viselkedés mintakat. Az NMU, a
hazityik gasztrointesztinalis rendszerében betoltott szerepérél még keveset tudunk,
habar ismert, hogy az emlés NMU begy simaizomzatara kontraktor hatassal bir
(Okimura és mtsai., 1992). A tollazathoz kothetd viselkedésmintazatokban nem mértem
valtozasokat, valamint a hipotalamuszban sem tortént génexpresszids valtozas az NMU
kifejezodését illetben. Az ¢éhbélben megfigyelt NMU  expresszio-ndvekedés
feltételezéseim szerint a takarmanykorldtozas hatdsdra megvaltozott motilitashoz

kothet6 (Clench és mtsai., 1995).
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4.2 Stabilan kifejezodo referenciagének kivalasztasa a brojlercsirke
hipotalamuszaban, Kiilonbozo taplaléanyag-ellatottsag mellett

4.2.1 Referenciagének a hazityuk génexpresszios vizsgalatokban

A feldolgozott (n=100) publikaciok koziil (6. melléklet), 12% allitotta azt, hogy
az alkalmazott referenciagén stabilan fejezodik ki az adott kisérleti koriilmény(ek) alatt,
de ezek koziil csupan harom hasznalt stabilitasvizsgalo eljarast (geNorm és NormFinder
modszerekkel) ennek igazolasara. Ezzel szemben a publikaciok 88%-a nem foglalkozott
a hasznalt referenciagének stabilitasanak vizsgalataval (vagy legalabbis nem ko6zolték
azt). A leggyakrabban normalizalashoz hasznalt gének az ACTB, GAPDH és az RN18S,
volt 37,2, 35,5, illetve 7,4%-os arannyal (13. abra). A kisérletek 87%-a egyetlen
referenciagént hasznalt a normalizaciohoz, 9%-a kett6t, 2%-a harmat, 1% 6tot és 1%-a
hatot (6. melléklet). A takarmanymegvonas kisérletek (n=42) 19%-a allitotta azt, hogy
az alkalmazott referenciagén stabilan fejez6dik ki az adott kisérleti koriillmény(ek) alatt,
de egyediil egy szolgalt erre bizonyitékkal (geNorm modszer). Ezzel szemben 81%-a
nem foglalkozott a hasznalt referenciagének stabilitasanak vizsgalataval (vagy
legalabbis nem kozolték azt). A leggyakrabban normalizalashoz hasznalt gének ebben
az esetben is az ACTB, GAPDH ¢s az RN18S voltak 31,9, 27,7 és 23,4 szazalékos
aranyban. A kozlemények 9,5%-a két referenciagént hasznalt a normalizacidhoz, mig

90,5%-a egyet (7. melléklet).

(A) (B)

B 37,2% ACTB Bl 31,9% ACTB
Bl 35,5% GAPDH Bl 27,7% GAPDH
B 7,4% RN18S E= 23,4% RN18S
E ‘31%‘? EEI\PA ] 10,6% RPS17
,37%0 [ 4

1 2/5% POLR2 B9 6:4% egyéb
Bl 1,7% PPIA

=3 8,3% egyéb

osszesen: 121 Osszesen: 47

13. abra: A publikacidkban hasznalt referenciagének aranya. Az eredményeim szerint
az ACTB, GAPDH ¢és az RN18S a leggyakrabban hasznaltak a hazityak qPCR
génexpresszios tanulmanyokban altalaban (A) és az ad libitum-takarmanymegvonas

kisérletekben is (B).

Leird jelleggel megvizsgaltam a 10 referenciagén-jelolt expressziojat a

hipotalamuszban a Cq értékek alapjan ad libitum, 24 6ra éhezés, 24 éhezés majd 2 ora
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Gjraetetés koriilmények kozott. Osszevont kisérleti koriilmények kozott (dsszesen 24
Cg-al, minden csoportbol Osszevonva) azt talaltam, hogy az RN18S mutatja a
legnagyobb expressziot (Cqg: 6,54) mig a legkisebb mértékben (Cq: 23,87) a TBP
fejez6dik ki a hazityik hipotalamuszaban (8. melléklet és 9. tablazat). A leird statisztika
alapjan a TBP kifejezddése mutatta a legkisebb varianciat (CV=1,25%) és az RN18S a
legnagyobbat (CV=6,62%).

9. tablazat: A referenciagén-jeloltek leiro statisztikdja, BestKeeper modszerrel

geo. atlag  atlag min. max. SD CVv

(Cq) (Cq) (Cqg) (Cq) ECq (%Cq)
ACTB 24 1817 1817 17 1919 044 2,42 0,908

B2M 24 21,21 21,22 19,71 22,94 0,66 3,09 0,848
GAPDH 24 16,35 16,36 15,65 17,17 0,34 2,11 0,737
HMBS 24 21,42 21,42 20,61 22,24 0,34 1,61 0,763
LBR 24 22,47 22,48 2155 23,76 0,47 2,09 0,88
POLR2B 24 22,3 22,3 21,47 22,85 0,33 1,48 0,681
RN18S 24 7,33 7,36 6,54 9,48 0,49 6,62 0,741

gén r

RPS17 24 18,8 18,8 17,95 19,47 0,3 1,61 0,8
TBP 24 23,18 23,18 22,36 23,87 0,29 1,25 0,825
YWHAZ 24 19,44 1945 18,66 20,66 0,47 2,4 0,718

N: mintaszam; geo. atlag: mértani k6zép; atlag: szamtani atlag; min. és max.: minimum
és maximum Cq értékek; SD: szoras; CV: variacids egyiitthato; r: Pearson korrelacios

koefficiens a BestKeeper indexel.

4.2.2 A referenciagén-jeloltek expresszios stabilitasa

A referenciagén-jeloltek expresszios stabilitasat 6t kiilonb6z6 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 legnagyobb korrelaciot a BestKeeper
indexel az ACTB (0,908) mig a legkisebbet a POLR2B (0,681) esetén kaptam. A harom
stabilitasi érték alapjan kapott rangsort a 10. tablazatban mutatom be. A geNorm
elemzés soran minden gén az ajanlott kiiszobérték (0,5 M) alatt volt. A legkevésbé
stabilnak a B2M ¢és az RN18S mutatkozott (0,423 és 0,476), mig a TBP és RPS17 volt a

legstabilabb expresszioju.
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10. tablazat: Az 0sszevont kisérleti koriilmények kozott az 6t modszerrel kapott

rangsorok
. Végso Best- Ct’]ervone.va Norm- ACt

gén 1 > geNorm és mtsai. . ,

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(72594) 8(0,164) 8(0,49)

"mértani kozepe a t5bbi rangnak, A BestKeeper részeredményeket a 11. tablazat

foglalja Gssze. 3stabilitasi érték.

A Chervoneva és mtsai. (2010) altal ko6zolt modszer alapjan a legkisebb
stabilitasi értékkel a TBP (8,42) és a masodik legkisebbel a POLR2B (36,32) birt igy a
legstabilabbnak tekinthetéek. A legkisebb stabilitasi értéket a POLR2B (0,096) és a
GAPDH (0,103) génekhez rendelt a NormFinder elemzés. Az RN18S (0,189) és a B2M
(0,220) kapta a legnagyobb értékeket, ami alacsony expresszios stabilitast jelent a tobbi
jelolthoz képest. Az Gsszehasonlitd ACt mddszer alapjan a TBP (0,39) és az RPS17
(0,40) kapta a legkisebb stabilitasi értéket (atlagolt szoras), mig az RN18S (0,69) és a
B2M (0,65) lett a leginstabilabb. A kiilonb6z6 modszerekkel kapott rangsorok
korrelacidelemzés eredményét a 12. tablazatban mutatom be. A rangsorok minden
esetben pozitiv korrelaciot (r>0,7) mutattak, azt jelezvén, hogy az egyes modszerek altal
felallitott rangsorok hasonloak. Az egyes kisérleti beallitdsokkal kapott rangsorokat a
11. tablazatban mutatom be. A TBP minden &sszehasonlitasban a legstabilabbnak
bizonyult. Osszevont koériilmények kozott a TBP és POLR2B volt a legstabilabb, mig a
B2M és RN18S a leginstabilabb.
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11. tablazat: Az egyes kisérleti beallitasokkal kapott rangsorok

ad libitum és 24 éra takarmanymegvonas

gén rang BestKeeper geNorm Cr::fsravif"('gfo‘;s l;li?]rdrz; m(?dcs;er
ACTB 5 3(0.38208;0934) 5(0.266) 6(56431)  1(0,037) 5 (0.47)
B2M 9  8(061;2850881) 8(0.374) 9(909.48)  6(0,061) 9(0.73)
GAPDH 6  7(0.36;222 0785 3(0.229) 8(697.59)  2(0.042) 6 (0.48)
HMBS 4  6(0.34 1,59;0,721)  1(0.218) 4(288,67)  5(0,057) 3 (0,45)
LBR 7 5(045 2,00;0025) 7(0321) 5(53235)  6(0,061) 7(053)
POLR2B 3 4(0.30; 1,35, 0523)  2(0,223) 2 (51,84) 5(0,057) 4 (0.46)
RNIBS 10 10(0,59;7.97;0,738) 9(0.457) 10 (1023) 8(0.105) 10 (0,77)
RPS17 2 2(028 1,52,0848) 1(0218) 3(15459)  4(0,056) 2 (0.45)
TBP 1 1(0,23;099;0832) 4(0243) 1(2.84) 3(0,051) 1 (0,44)
YWHAZ 8  9(0.40;2,07;0.694)  6(0,289) 7(582,84)  7(0,063) 8 (0,55)

24 6ra takarmanymegvonads és 24 ora takarmanymegvonas-2 dora djraetetés

ACTB 4 1(0,42;232;0924) 6(0,349) 7(838,69) 7 (0,146) 5(0,44)
B2M 8 7(057;2,74,0,813) 8(0,432) 9 (975,61) 10 (0,195) 9 (0,63)
GAPDH 6 9(0,37;2,30;0,664) 4(0,276) 6 (689,94) 4 (0,123) 6 (0,46)
HMBS 3 8(0,33;1,55;0,701)  1(0,208) 3(199,84) 5(0,129) 3(0,42)
LBR 4 2(043;1,91,0833) 7(0,378) 5(378,76) 3(0,122) 7 (0,49)
POLR2B 2 5(0,32;1,43;0,749)  1(0,208) 2(73,23) 1 (0,085) 2 (0,40)
RN18S 9 10(0,43;5,85;0,700) 9(0,481) 10(1022,92) 9(0,179) 10 (0,67)
RPS17 5 6(0,33;1,75;0,758)  3(0,225) 4 (372,45) 8 (0,151) 4 (0,42)
TBP 1 3(0,30;1,30;0,800) 2(0,218) 1 (43,94) 2 (0,103) 1 (0,40)
YWHAZ 7 4(056;288;0821) 5(0,314) 8(891,8) 6 (0,144) 8 (0,49)
ad libitum és 24 éra takarmanymegvonas-2 éra uijraetetés
ACTB 6 2(046;253;0891) 6(0,333) 8(790,68) 6 (0,159) 6 (0,42)
B2M 9 6(0,68;3,22;0,847) 9(0,459) 9 (995,57) 10 (0,298) 10 (0,67)
GAPDH 5 7(0,28;1,68;0,777) 4(0,267) 5(257,71) 3(0,106) 5(0,42)
HMBS 2 5(0,35;1,64;0,861) 2(0,206) 3(187,76) 1 (0,085) 2(0,37)
LBR 7 3(0,49; 2,16;0,872) 7(0,362) 6 (625,73) 7 (0,167) 7 (0,47)
POLR2B 4  8(0,35;1,56; 0,73) 3(0,234) 2(99,24) 2 (0,095) 4(0,41)
RN18S 10 9(0,45;6,20;0,824)  8(0,406) 10 (1023) 8 (0,188) 9 (0,57)
RPS17 3 4(0,27;1,45;0,843) 1(0,171) 4(192,8) 4 (0,128) 3(0,38)
TBP 1 1(0,33;1,42;0872) 1(0,171) 1(71,35) 5(0,133) 1(0,37)
YWHAZ 8 10(0,43;2,23;0,678) 5(0,303) 7(641,78) 9 (0,219) 8 (0,50)

Istablitasi érték
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12. tablazat: Spearman korreldcios matrix az 6t modszerrel kapott rangok alapjan

Chervoneva ACt
médszer BestKeeper  geNorm és mtsai.  NormFinder 5d
(2010) modszer
BestKeeper 1 0,705 0,709 0,576 0,830
P (0,023)1 (0,022) (0,082) (0,003)
eNorm 1 0,863 0,748 0,960
g (0,001) (0,013)  (<0,001)
Chervoneva 0.794 0.891
és mtsai. 1 ! '
(2010) (0,006) (0,001)
NormFinder 1 (8(7)82')
ACt 1
modszer

P érték a zarojelben feltiintetve.

Az ad libitum-takarmanymegvonas-ujraetetés kisérleti koriilményeket gyakran
hasznaljak a takarmanyfelvételt szabalyzo peptideket kddold gének, a szénhidrat- és
zsiranyagcsere ¢€s az izomélettan vizsgalatakor. A kvantitativ valds-idejii polimeraz
lancreakcid kiilonosen alkalmas a neuropeptidek kifejezodésének tanulmanyozasara,
amik altalaban kis mértékben fejezddnek ki és a kereskedelemben kaphatd antitestek
nem minden esetben allnak rendelkezésre a peptid szintli vizsgalatukhoz. A qPCR
eredményeket technikai varidcio terheli, ami az esetleges kis, de jelentds génexpresszids
kiilonbségeket elrejtheti. A normalizaldsnak nevezett modszerrel ezek a technikai

eredetl variacidk kikiiszobolhetdek.

Ehhez legtobbszor referenciagéneket hasznalunk, azonban kritérium, hogy ezek
kifejezodése fiiggetlen legyen a kisérleti koriilményektdl. Megvizsgaltam, hogy a
kivalasztott, hazityik génexpresszioval foglalkozo kozleményekben (n=142) melyek a
normalizacids trendek. Megallapithatd, hogy mindegyik kozlemény referenciagént
hasznalt a normalizacidhoz, azonban ezek csak elenyészd része foglalkozott azok
stabilitasaval. Ehelyett a leggyakrabban az ACTB, GAPDH és az RN18S hasznaljak a
normalizacidhoz, feltételezve, hogy kifejezOdésiik fiiggetlen az adott kisérleti
koriilménytdl. Jelenleg elenyészd szamu kdzlemény (3. tablazat) foglalkozik a hazityak
esetén a referenciagének stabilitasaval. Borowska és mtsai. (2016) 6 referenciagén-jelolt
stabilitasat vizsgalta meg, tobbek kozott a GAPDH és az ACTB is a hazityuk limfoid
szerveiben kiilonb6z6 mitogén stimulusok hatdsat vizsgalva. A GAPDH ¢és TBP

bizonyult a két legstabilabbnak ezen koriilmények alatt, mig az ACTB a

70



leginstabilabbnak. De Boever és mtsai. (2008) azt talalta, hogy a GAPDH hasznalata
keriilendd a limfocitdk gyulladasi citokininek kifejez6désének vizsgalatakor
lipopoliszacharid kezelést koveton. A virus fertézott hazitytk tido sejtek esetén az
RN18S a legstabilabb, mig az ACTB és GADPH kifejezédése érintetté valt (Kuchipudi
¢s mtsai., 2012). Nascimento és mtsai. (2015) 13 referenciagén-jeldlt stabilitasat
vizsgélta hazityuk mellizmaban, kiillonb6zd lizin takarmany-kiegészitések hatasara és
azt talaltdk a ACTB és GAPDH hasznalata elonytelen lehet olyan, kevésbé hasznalt
referenciagénekkel szemben, mint a HMBS vagy a HPRT1 amik expresszios
stabilitdsukat megdrzik az emlitett kisérleti beallitas alatt. Az emlitett példak is azt
szemléltetik, hogy a leggyakrabban hasznalt referenciagének kifejezddése nem minden
kisérleti koriilmény kozott tekinthetd stabilnak, azokat nem ajanlott univerzalisan

hasznalni.

Eredményeim alapjan a TBP idealis referenciagén-jelolt az ad libitum-éhezés-
Ujractetés kisérleti koriilmények kozott, annak expresszidja mutatta a legnagyobb
stabilitast a 10 referenciagén-jelolt koziil az dsszevont- és a harom kisérleti koriillmény
kombinalasaban is (13. tablazat). A TBP a TATA-koté fehérjét kodolja, ami egy
transzkripcids faktor, az RNS polimeréaz II preiniciacidés komplex része és az eukaridta
sejtek bazalis transzkripcidjdnak alapeleme. A madsodik legstabilabb kifejezddésti a
POLR2B az RNS polimeraz II masodik legnagyobb fehérje komponensét kodolja, igy
elengedhetetlen az eukariota sejt mRNS szintéziséhez (Boeger és mtsai., 2005; Tora,
2002). A harom leggyakrabban hasznalt referenciagén koziil az ACTB ¢és GAPDH
kozepes expresszids stabilitdst mutatott, mig az RN18S volt a legkevésbé stabil ezen
korlilmények kozott ezért nem ajanlatos haszndlata a normalizacidhoz. Az RN18S a 18S
riboszomalis RNS-t kédolja (rRNS), nagyobb mértékben fejezodik ki a legtobb mRNS-
el szemben (a 28S rRNS-el képzik a totalRNS legnagyobb hanyadat). Az atirasat az
RNS polimeraz | végzi (mig a tobbi referenciagén jeloltét a II), ami fiiggetlen

szabalyzasi lehetdségeknek ad teret (Radonié¢ és mtsai., 2004).
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13. tablazat: A referenciagének stabilitasa a hipotalamuszban, a kiilonb6z6

beallitasokban

gén Osszevont ad libitum F24h F24hRF2h
ACTB 6 5 4 6
B2M 9 9 8 9
GAPDH 5 6 6 5
HMBS 4 4 3 2
LBR 7 7 4 7
POLR2B 2 3 2 4
RN18S 10 10 9 10
RPS17 3 2 5 3
TBP 1 1 1 1
YWHAZ 8 8 7 8




4.3 A takarmanymegvonas-tijraetetés és a novekedés hatasa a brojlercsirke
MCH gén Kkifejezodésére, az MCHR4 és PMCH expresszié szovetek Kkozti

vizsgalata

43.1 Az MCHR4 és PMCH mRNS szoveti eloszlasa, a takarmianymegvonas-

Ujraetetés hatasa a két gén expressziojara

Els6é 1épésként megallapitottam, hogy az 4.2 fejezetben részletezett
referenciagének koziil melyik a legalkalmasabb a normalizacidhoz a hipotalamuszban a
novekedési valtozasok kovetéséhez. Az eredmények alapjan az ACTB hasznaltam a
normalizacidhoz (16. tablazat). Az MCHR4 ¢és PMCH gének kifejezddését
megvizsgaltam a hipotalamuszban és a gasztrointesztinalis rendszer mentén (14. abra).
A PMCH kozepes expressziot mutatott a hipotalamuszban, mig az MCHR4 alacsonyat
(Cq atlag 28, illetve 37). Minimalis génexpressziot mértem mindkét gén esetén a
gasztrointesztinum mentén (Cg>34), ami azt jelzi, hogy a két gén kifejezédése a
kozponti idegrendszerre korlatozodik. A PMCH nem fejez6dott ki a vakbélben.
Megmértem az MCHR4 és PMCH expressziot az ad libitum, 24 6ra éhezés és 24 ora
¢hezés-2 oOra ujraetetés csoportokban qPCR modszerrel, valamint az MCH peptid
szintjét radioimmunesszé modszerrel. Nem talaltam kiilonbséget (P=0,9730) a harom
kisérleti csoport kozott az €losuly tekintetében a kisérlet kezdetén, ami 1326+85,25,
1325+64,76 és 1344421,29 (g, atlag £ SEM) volt az ad libitum, az F24h, illetve az
F24hRF2h csoportokban. A kisérlet végén az F24h csoport ¢élésulya csokkent
(P=0,0135) az ad libitum csoporthoz képest, de nem volt kiilonbség a tobbi
Osszehasonlitasban. A varianciaclemzés alapjan az éhezés-ujraetetés nem befolyasolta a
¢hezés hatasara 25,65%-0s novekedés (P=0,0202) kovetkezett be a hipotalamuszban. A
24 o6ras éhezést koveté 2 Oras ujraetetés tovabbi 32,51%-os novekedést (P=0,0033)
okozott az ad libitum csoporthoz képest (16. abra). Hasonlo trend figyelheté meg a
PMCH expresszio és az MCH koncentraciok valtozasaban. Az ad libitum
takarmanyozott brojlercsirke hipotalamuszban mért MCH peptid atlagos (1,27 fmol/mg)
koncentracidja hasonld a patkany hipotalamuszban (~1,3 fmol/mg) mért értékhez
(Lelesz és mtsai., 2016).
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14. abra: Az MCHR4 ¢és PMCH gén expresszidjanak szoveti Osszehasonlitidsa. hyp.:
hipotalamusz; ing.: begy; pro.:, mirigyes gyomor; ven.: zizégyomor; duo.: patkobél,
jej.: éhbél; ile.: csipdbél; cec.: vakbél; rec.: végbél. A hipotalamuszhoz viszonyitott

expressziot abrazoltam. Az atlag + SEM értékeket jelenitettem meg.
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15. abra: A takarmanymegvondas-tjractetés hatisa az MCHR4 és PMCH gének
kifejezodésére a hipotalamuszban. A csoportok kozott nincs kiilonbség. Az atlag + SEM

értékeket jelenitettem meg.
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hipotalamuszban. Az MCH koncentraciot fmol/mg szovettomegben fejeztem ki. Az

atlag + SEM értékeket jelenitettem meg.

4.3.2 Az MCHR4 és PMCH kifejezodés novekedés fiiggése, korrelacidelemzés a

fenotipusos paraméterekkel

A hasliregi zsir valtozasat, az élosulyt és a hasiiregi zsir az ¢€lésuly %-ban
kifejezett aranyat a 14. tablazat tartalmazza. A hasiiregi zsir tomege nétt 21 nap
elteltével a 7-14 napos korhoz képest, 21 napos kor utan is novekedett az el6zd
allapotokhoz képest. A zsirszovet tomege a 35. napon elérte az éldsuly 1,58%-at. A két
gén kifejezodésének novekedéssel Osszefiiggd kovetése alapjan megallapitottam, hogy
az MCHR4 kifejez6dése nem valtozott a névekedéssel, a PMCH-val hasonlitva nagyobb
bioldgiai szorast tapasztaltam. A PMCH esetén, 0,54-szeres (P=0,0184) csokkenést
mértem az els6 (7. nap) és az utolsé (35. nap) mintavétel kozott. A tobbi
Osszehasonlitasban nem volt valtozds (17. 4bra). A linearis trendelemzés 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 peptidkoncentraciok
valtozasa nem volt jelentds (P>0,05) de itt is csokkend trend figyelheté meg (-0,0848 és
P=0,0027) a novekedés fliggvényében, az inzulinkoncentracié névekvo trendet (0,5336
és P=0,0119) mutatott az elsé héthez képest a kisérlet végeztével (18. abra). A nem-
linearis trendelemzés nem mutatott a linearistol eltérd trendet. Az MCH koncentracio6 a
hipotalamuszban  0,971-2,029 fmol/mg  szovettémeg volt. A  Spearman

korrelacidelemzés szerint a hastliregi zsir €s az ¢€lésuly pozitivan korrelal, a két
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paraméter egylitt valtozik kozepesen szoros Kkorrelacidt mutatva. A tobbi

Osszehasonlitasban gyenge (r<0,4) korrelaciot allapitottam meg (15. tablazat).

14. tablazat: Az ¢16suly és hasiiregi zsir valtozasa a novekedés fliggvényében. Az atlag

+ SEM értékeket jelenitettem meg

életkor (nap)
7 14 21 28 35

?;J())S“ly 148,143,46%  311,6+£12,2° 595,1+22,8" 1401£60,0°  157364,3°

hasiiregi 1,05£0,10°  3,62024°  924+0,62°  20,1+£0,9° 24.8+1,3¢
zsir (g)

zsir (%) 0,708+0,065% 1,16£0,066"° 1,56+0,11°  1,44+0,06"  1,58+0,08°

15. tablazat: A mért paraméterek Spearman korrelacidelemzése

hasiiregi zsir ~ élésuly  gliikéz inzulin  MCH konc.

hasiirest 7si . 0642 0088 0,223 0,027
asuregl zsir (0,009)'  (0,753)  (0,421) (0,920)
sl . 0,174 0,255 -0,106
closuly (0,533) (0,356)  (0,694)
L 0,266 0,215
glitkoz L (0338)  (0437)
inzulin 1 0,136
(0,334)

MCH konc.? 1

'P érték a zardjelben, “az MCH peptid koncentracidja a hipotalamuszban
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17. abra: Az MCHR4 ¢s PMCH hipotalamuszban mért génexpresszidjanak ndvekedési

Osszehasonlitasa. Az elsé id6ponthoz viszonyitott relativ expressziot abrazoltam. Az

atlag £ SEM értékeket jelenitettem meg.
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= 187
E a a
3
£ 1.6
0
2 a
'® 1,44 a a
<
(]
[8]
c
S 1,24
T
o
210 . . r T T
7 14 21 28 35

mintavétel ideje (nap)
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18. abra: Az MCH koncentracié a hipotalamuszban, illetve a vérplazma inzulin

valtozasa a novekedés fiiggvényében. Az MCH koncentraciot fmol/mg szovettomegben

fejeztem ki. Az atlag + SEM értékeket jelenitettem meg.
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16. tablazat: A referenciagén-jeldltek stabilitasa a novekedés hatasara

. Végso Best- Chervonevaés  Norm- ACt
gen ragng Keeper geNorm mtsai. (2010) Finder moédszer
ACTB 1 3(3,48)' 3(0,820) 9(622,33) 1(0,056) 1(1,031)
B2M 9 9 (7,27) 6 (0,996) 7 (593,88) 8(0,098) 3(1,216)
GAPDH 7 6 (5,13) 1(0,335) 10 (770,16) 5(0,089) 10 (2,227)
HMBS 4 4 (4,31) 1(0,335) 4 (306,36) 7(0,093) 9(2,160)
LBR 3 7 (6,00) 2(0,701) 8(611,00) 2(0,057) 2(1,171)
POLR2 2 1(1,26) 7(1,084) 1(1,26) 9(0,115) 6(1,312)
RN18S 10 10(8,88) 9(1,227) 10(1023,00)0 10(0,119) 8(1,764)
RPS17 5 2 (3,30) 8(1,134) 2(3,21) 6 (0,090) 7 (1,447)
TBP 8 8 (6,54) 5(0,950) 6 (463,65) 3(0,059) 5(1,283)

YWHAZ 6 5(448) 4(0,884) 5 (381,05) 4(0,089) 4 (1,217)

Istabilitasi érték zarojelben

Az MCH peptid szekvenciaja nagyfoku konzervaltsagot mutat mind az emlds és
madar fajok kozott (3. abra). Az evoluciésan megbrzott peptid szekvencia arra enged
kovetkeztetni, hogy az MCH-nak hasonld szerepe van a takarmanyfelvétel
szabalyozasaban a hazityuk és az emldsok esetén is. A takarmadnymegvonds-tjraetetés
kisérletekkel befolyasolhatjuk az étvagyszabalyzd neuropeptideket kodold gének
kifejez6dését (Cui és mtsai., 2017). Hipotézisem szerint az MCH peptid kifejez6dése,
mivel orexigén hatasti peptid és nagyfokil konzervaltsagot mutat, ¢hezés hatdséara
fokozodni fog. Tovabba arra is kivancsi voltam, hogy az MCHR4 és PMCH szoveti
kifejez6dései hogyan alakulnak. A kdzponti idegrendszeren kiviil az MCHR4 és PMCH
MRNS a 1épet és ivarszerveket kivéve, alig volt detektalhatd tojotipust hazitytk esetén
(Cui és mtsai., 2017). Az eredményeim alapjan hasonl6 kovetkeztetésre jutottam, mivel
a két transzkriptum a hipotalamuszban mértekhez képest a gasztrointesztinalis
rendszerben alig expresszalodott, ezért feltételezhetd, hogy az MCH konzervalt

szereppel birhat (takarmanyfelvétel szabalyzas) a hazityuk esetén is.

Az MCH peptid a 3 napos brojlercsirkék injektalasat kovetéen nem okozott
novekedést a takarmanyfelvételben (Ando és mtsai., 2000). Habar ez nem jelzi, hogyan
reagal az endogén mRNS vagy peptidszint a kiilonboz6 taplaloanyag ellatottsagra. Az
MCH hipotalamikus lokalizacidjat hazityak esetén még nem irtdk le, habar emlds
tanulmanyok alapjan ismert, hogy az MCH a laterdlis hipotalamusz masodrendi
neuronjaiban fejezddik ki, az infundibularis magokban nem irtdk az el6forduldsat. A
tojotipusu hazityukkal végzett kisérletben a PMCH mRNS relativ szintje nagyobb volt a
kis testsulyra szelektalt vonalban, mint forditott esetben, valamint a PMCH kifejezddés

nem valtozott a 3 6ras takarmanymegvonas hatasara (Yi és mtsai., 2015). A 48 o6ras

78



¢hezés novelte a PMCH mRNS relativ szintjét (1,5-szeresére), majd 24 o6ra ujractetést
kovetden visszatért az ad libitum csoport szintjére (Song és mtsai., 2012). A PMCH
kifejez0dés ugy tlnik a takarmanymegvonds hosszatol is fiigg. Nem taldltam
kiilonbségeket az mRNS szintekben az MCHR4 ¢és a PMCH esetén. Az MCH
koncentracidja 24 O6rds éhezést kovetden, majd a 2 Oras Ujraetetést kovetden is
novekedett az ad libitum csoporthoz képest. Ennek magyarazata lehet, hogy az éhezés
hatasara bekovetkezett negativ energiamérleg a viszonylag rovid Gjraetetést kdvetden
még nem allt helyre, ezt tiikrozheti a fokozott MCH peptid (ami takarmanyfelvételt
fokoz6, orexigén hatasarol ismert) koncentracid az étvagyszabalyzd kozpontban.
Hasonldo megéllapitasra jutott Zhou és mitsai (2005), akik az emldsdkben egyik
vizsgaltak brojlercsirke hipotalamuszaban kiilonb6z6 taplaloanyag ellatottsag alatt. Az
NPY koncentracidja emelkedett maradt a 48 o6ras takarmanymegvonas, illetve a 2 6ra
ujraetetést kovetden is, szignifikans csokkenést nem tapasztaltak. Az emldsok esetén a
leptin az energiaraktarak allapotarol, az energiamérlegrol visszajelzést ado legfontosabb
hormon. Seroussi és mtsai. (2015) eredményei alapjan a hazityak leptin inkabb helyi
hatassal birhat, alacsony plazmakoncentraciét mutat, tovabbad az nem valtozik a
zsirraktarak allapotaval. Hazityuk esetén az inzulin és gliikoz a feltételezhetd adipozitas
hipotalamikus MCH koncentracidval, am koztiik szoros korrelaciot nem talaltam. A
fokozott MCH koncentracid6 mégis arra enged kovetkeztetni, hogy a zsirraktarak
allapotardl visszajelzést addo hormon jelenléte az emldsokhéz hasonléan a hazityak

keringésében is jelen van.

Az MCHR4 ¢és PMCH csokkend trendet mutatott a novekedéssel a
hipotalamuszban. Az eredményeim  Osszhangban vannak a  szakirodalmi
megfigyelésekkel. Az orexigén hatdsu neuropeptid Y (NPY) kifejezddését vizsgéalva
Saneyasu és mtsai. (2013) azt talaltak, hogy a peptidet kddol6 mRNS szint csékkend
trendet mutat a brojlercsirke hipotalamuszaban. Az NPY expresszidja szintén csokkend
trendet mutat a novekedés elérehaladtaval 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 hazityuk
hipotalamuszaban (Cai és mtsai., 2015). Osszességében megallapithatd, hogy az
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orexigén peptideket kodold gének csokkend, mig az anorexigén peptideket kodolod

génen novekvo trendet mutatnak expresszidjukat tekintve a ndvekedés elérehaladtaval.

Felételezem, hogy az MCH novekedéssel csokkend kifejezédése a fokozodo
hasiiregi zsir tomegével osszefliggésben lehet. A liposztat elmélet szerint a zsirszovet is
részt vesz a takarmanyfelvétel alakulasaban, fokozodo tomege csokkenti azt (Baile és
mtsai., 2000). Az emldsokben leirt, els6dlegesen a zsirszovet altal termelt, annak
mennyiségérdl visszajelzést addo hormon a leptin. A zsirraktdrak mennyiségének
novekedésével fokozodik a vérplazma koncentracidja, ami a hipotalamusznak
visszajelzést adva csOkkenti a taplalék/takarmanyfelvételt. Jelenlegi tudomanyos
allaspont szerint a leptin a madarak esetén inkabb helyi hatassal bir6 hormon (Seroussi
és mtsai., 2015; Simon ¢és mtsai., 2008). Az inzulin a hazityikban adipozitas szignalként
mitkodhet. A plazma inzulin koncentracioja fokozodik a testsily ndvekedésével
(Tokushima ¢és mtsai., 2003) és befolyasolhatja az anorexigén neuropeptidek
kifejezodését (Zhang és mtsai., 2015). Az inzulinreceptorokat szintén lokalizaltak a
hazityuk hipotalamusz, infundibularis magcsoportjaiban (Shiraishi és mtsai., 2011a). Az
eredményeim alapjan megallapithatd, hogy az inzulin vérplazma koncentracidja
fokozodott a novekedés eldrehaladtaval. Szignifikans korrelaciot nem talaltam az MCH
peptid hipotalamikus szintjével, ami azt jelezheti, hogy nincs kapcsolat a két peptid

kozott az adipozitas tekintetében.
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4.4 A takarmanymegvonas hatasa a hazityuk kozépbelének morfometriajara és
az éhbelének proteomjara

4.4.1 A kozépbél morfometriai valtozasa

A patkobél esetén az ¢hezést kovetd Gjraetetés hatasara a kriptdk mélysége 17%-
al nétt, mig a tobbi mért paraméterben nem tapasztaltam valtozast (17. tablazat). Az
¢hbél esetén ¢hezés alatt a villusok tertilete 21,4%-al csokkent, majd Gjraetetés hatasara
szignifikans novekedést mutatott, de 14,3%-al a kontroll érték alatt maradt. Az ileum
esetén a 24 Oras megvonds ¢s 2 Ords Gjraetetés 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 kovetd 32-48 oranal tovabb éhezett brojlerek
teljesitménye csokken, ami a kozépbél megkésett fejlddésének is betudhatd (Bhanja és
mtsai., 2010). Takarmanymegvonas hatasara mind a villusok feliiletének, a
villusonkénti kriptak szamanak, a kriptak mélységének, az osztddasban 1évo sejtek
szamanak csokkenését, valamint mind a harom k6zépbél szakasz hosszanak rovidiilését
irtak le (Geyra és mtsai., 2001; Gonzales és mtsai., 2003). A kozépbél epitélium
dinamikus valtozasat figyelték meg a tobb napon at ¢heztetett tojotipusu tyukokon. A
patkobél, éhbél, csipdbél szakaszokban mind a villusok magassaga, mind pedig a
villusok és azokban épp osztdodasban 1év6 sejtek szama csokken az ad libitum
takarmanyozott csoporthoz képest. Ujraetetést kovetden egy nappal, a morfometriai
paraméterek visszaalltak a kontroll allapotban mért értékekhez, ezzel is jelezvén a
kozépbél epitélium gyors reagalasat az adott takarmanyozasi allapotra (Yamauchi €s

mtsai., 1996).
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értekeket jelenitettem meg

17. tablazat: Az egyes kozépbél szakaszok morfometriai eredményei. Az atlag + SEM

patkobél ad libitum F24h F24hRF2h
kripta mélység (mm)  0,15£0,006° 0,160,005 0,18+0,005"
m. externa (mm) 0,21+0,009*  0,19+0,006° 0,21+0,006*
villus hossz (mm) 0,74+0,049%  0,73+0,052° 0,74+0,059°
villus teriilet (mm?)  0,13£0,013*  0,110,015° 0,160,0197
éhbél

kripta mélység (mm)  0,13+0,003*  0,12+0,003% 0,13+0,003%
m. externa (mm) 0,14+0,006*°  0,15+0,005% 0,13+0,004%
villus hossz (mm) 1,00£0,077°  0,74+0,051° 0,87+0,081°
villus teriilet (mm?) 0,14+0,004*  0,11+0,003° 0,12+0,004°
csipobél

kripta mélység (mm)  0,09+0,002*  0,09+0,002° 0,10+0,003"
m. externa (mm) 0,15+0,004*  0,15+0,004° 0,16+0,006*
villus hossz (mm) 0,66+0,097°  0,58+0,032° 0,63+0,018%
villus teriilet (mm?)  0,06£0,005% 0,060,003 0,09+0,004°

4.4.2 Az azonositott fehérjék

Kisérleteim soran elvégeztem az ad libitum takarmanyozott és a 24 ora
takarmanymegvonasnak kitett csoportok 0Osszehasonlitd proteomikai vizsgalatat. A
szoftveres elemzes segitségével Osszesen 541 db foltot detektaltam a fuzios gélképen
(19. abra). Ezek koziil 88 folt mutatott szignifikans kiilonbséget (P<0,05) a két kisérleti
csoport kozott. Kiiszobértéknek 50%-os expresszios valtozast allitottam be, majd azzal
a 17 db folttal dolgoztam tovabb (18. tablazat), amelyek ennél nagyobb expresszids
kiilonbséget mutattak. Preparativ c€lbol kolloid Coomasie G-250 festéssel tettem
lathatéva egy mintakeveréket tartalmazo gél fehérje foltjait (20. abra), amikbdl kés6bb
Kimetszettem a szignifikdns kiillonbséget mutatd foltokat, majd ezeket
tomegspektrometrids azonositasra kiildtem tovabb. A tdomegspektrometrids elemzés
végiil 11 fehérje foltot (21. abra) azonositott sikeresen (19. tablazat). Az UniProt fehérje
adatbazis szerint cellularis lokalizaciojukat tekintve az azonositott fehérjék koziil 4 az

extracellularis térbe szekretaloddé (APOA1, APOAS, MUC6, EXFABP), 4 sejtvaz
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komponens (ACTA2, ACTB, KRT14, TPM1), 1 sejtmembran fehérje (MAGT1), 1
citoplazmatikus fehérje (CHP1), 1 a sejtmagban talalhat6 fehérje (HSP9OAAL).

pH 5 pH§

MW

19. abra: A kisérlet 6sszes fehérje foltjat tartalmaz6, mesterséges un. ,,fizios” gél képe.
A képet a kiillonbozd csatorndkon beolvasott gélképek (Osszesen 24) kombinalasaval
hoztam Iétre a Delta2D szoftvert segitségével. A foltszamlalas 541 db egyedi fehérje

foltot azonositott.
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20. abra: A hazitytk éhbelének Coomassie-festett preparativ 2D PAGE gélképe. A 17
eltéréen expresszalodo fehérje foltot nyilak jelolik. Az ad libitum csoporthoz képest
csokkent kifejezodést fekete, a fokozott kifejezodést mutatd foltokat fehér szam jeloli.

Molekulamarkerként PageRuler eléfestett fehérje 1étrat (180-10 kDa mérettartomany)

hasznaltam.
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18. tablazat: A kisérleti csoportok kdzott expresszids kiilonbséget mutatd fehérjefoltok

intenzitas%-a, a bels6 sztenderdhez képest

ad libitum 24 6ra takarmanymegvonas
folt azonosito atlag SEM atlag SEM
50 105,23 5,00 64,60 7,19
167 81,60 6,06 134,68 16,38
259 24,47 8,52 244,02 76,80
262 72,45 7,75 148,74 31,60
265 41,90 5,61 180,81 49,14
281 141,90 21,29 100,20 18,22
282 17,33 2,08 191,73 61,62
288 106,48 13,61 63,88 9,12
338 80,11 3,73 124,58 14,81
342 81,84 521 128,08 20,75
361 54,45 4,73 128,70 30,64
364 126,65 13,35 84,20 9,71
385 127,56 4,72 82,69 7,29
395 46,93 6,46 129,96 31,69
396 82,82 4,77 128,75 16,37
465 95,29 9,48 56,58 571
472 94,69 10,56 61,65 6,51
50 (MUCE6) 167 (HSP90AAT) 259 (ACTA2)
®* Q) . ()
262 (ACTB) 265 (KRT14) 281 (APOAb)
7~ ‘ ! ‘ sy
{f _ &, . e
e -
282 (MAGTY) 342 (APOA1) 361 (TPM1)
O . AR
o LYy
395 (CHP1) _‘396 (EXFABP)
'JI-’". [ ” ’: | .

21. abra: A két kisérleti csoport kozott expresszids kiilonbséget mutatd fehérjefoltok
(az abra szemléltetésre szolgal, egy-egy biologiai ismétléssel, a kisérletet csoportonként
8 egyeddel végeztiik). Az ad libitum takarmanyozott csoport foltjait voros kor, a 24 6ran

at takarmanymegvont csoport foltjait z61d kor hatérolja.
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19. tablazat: A tomegspekrométerrel azonositott fehérjék

folt- i . adatbazis L 1 , 2 L tomeg 4

azonosit azonositott fehérje azonosit kodolo gén N/C arany P érték (kDa)3 pl

50 mucin-6 FINBLO MUC6  17/12  -163 <0001 132 5,78

167 hosokkfehérje 90 kDaalfa ), o5, HSP90AAL  11/14 1,65 0,009 84 5,01
A osztaly 1

259 aktin, simaizom-tipust P08023 ACTA2  17/52 9,97 0,013 33 5,46

262 aktin, citoplazma-tipusu P60706 ACTB 18/41 2,05 0,034 41,7 5,29

265 keratin, I tipus Q6PVZ1 KRT14  19/20 432 0014 510 5,02
citoszkeletalis 14

281 apolipoprotein A5 XP_417939 APOAS  21/34  -154 0044 40,3 6,26

282 Magnezium anszporter g 104 MAGTL  10/19 1107 0013 36,7 9,66
fehérje 1

342 apolipoprotein Al P08250 APOA1 16/31 1,57 0,048 30,7 5,58

361 tropomiozin alfa-1 P04268 TPM1 19/32 2,36 0,031 32,8 4.7

395 kalcineurin B homolog 57\ 144 CHPL 21779 277 0022 224 4,97
fehérje 1

396 extracelluldris zsirsavkStd. ) 1761 EXFABP  9/3¢ 156 0017 202 5,56

fehérje

98

' Azonositott peptidek szdama és azok szazalékos szekvencia lefedettsége
2Az ad libitum csoporthoz viszonyitott ardny az intenzits % atlag értékek alapjan

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



A mucin-6

A mucinok nagy molekulatomegtli, erésen glikozilalt fehérjék. A gerincesek
szamos epitél szovete termeli, illetve madarak esetén ide tartoznak a tojasban is
megtalalhatd ovomucinok. A gyomor-bélrendszerben a lumen mukoézus rétegének
kialakitasaban vesznek részt, ami védelmet ny(jt az emésztéenzimek a makromolekulak
¢s mikroorganizmusok ellen, valamint segiti a béltartalom mozgasat. A hazityuk
genomban a MUC4, MUC13, MUC16 (transzmembran tipust mucinokat kodoljak) és a
MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUCG6 (szekretalodo, gélképzé tipusok) gének meglétét
azonositottak idaig (Lang és mtsai., 2006). A japan fiirj mirigyes és zizogyomor széveti
vizsgalatakor a MUCS5AC fehérje jelenlétét foleg a mirigysejteket burkold sejtsorban
mutattak ki, mig a MUCI1, MUC6 fehérjék jelenlétét a mélyebben fekvo feddsejtekben
(Liman és mtsai., 2010). Hazitytk 72 oras éheztetésekor a villus feliilet csokkenését és
az éhbél mucin rétegének elvékonyodasat tapasztaltaik (Smirnov és mtsai., 2004). A
gélképzd MUC6 fehérje expresszidjanak 1,63 szoros csokkenése volt megfigyelhetd a
kisérletemben, ami Osszefiiggésbe hozhaté a mucinréteg éhezés hatasara torténd

elvékonyodasaval.
A magnézium transzporter fehérje 1

A magnézium transzporter fehérje 1, egyike a sejtmembran Mg®* csatornainak,
ami az intracelluldris magnéziumszint fenntartdsdban jatszik szerepet. Madarak esetén
jelenleg nem 4ll rendelkezésre informaci6 a MAGT1 funkcidjara vonatkozdan. Az
emlés6k minden szovetében kifejezddik (Zhou ¢és Clapham, 2009). Az egérvese,

valamint a juhbend6 epitél sejtek MAGTL1 expresszidja kiilsé extracellularis magnézium

crer

crer

fenntartasa érdekében.
Az extracellularis zsirsavkoto fehérje

Ez az extracellularis térbe kivalasztodo fehérje zsirsav- és bakterialis sziderofor-
kotd tulajdonsagait ismerték fel, aminek valoszinilileg a héazitylk immunrendszer
Escherichia coli, illetve Salmonella fajok elleni védelemében is szerepe van (Correnti
€s mtsai., 2011; Rychlik és mtsai.,, 2014). Az EXFABP hianya a csirke majsejtek
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¢letképességének, valamint osztodasi- és differencialodasi képességének dramai
csOkkenését és a természetes sejtelhalasuk fokozddasat eredményezte. Az eredmények
alapjan az EXFABP-t egy olyan stresszfehérjének tartjak, ami nélkiilozhetetlen a sejtek
szamara olyan szOvetekben, ahol aktiv atalakulas zajlik, illetve a patoldgias allapotok
alatt a szovetkarosodas kijavitasaban (Di Marco és mtsai., 2003). Feltételezésem szerint
az EXFABP expresszio novekedése az ¢Ehezés hatdsira torténd szovetkarosodas

megeldzése érdekében fokozodott 1,56-szeresére.
Keratin 14

A keratin 14 fehérje (K14) az intermedier filamentumok kozé, az I-es tipusu
savas keratinok (citokeratinok) csaladba tartozik. Két molekula II-es tipustu keratin 5-el
heterotetramer formaban alkotja az epitél sejtek citoszkeletonjat. A hazityik genom
haromszoros keratint kodold génrepertoarral rendelkezik (tollazat, szarupikkely
keratinok) az eml6sokhoz képest (Hillier és mtsai., 2004; Schweizer és mtsai., 2006).
Hazityak esetén a kozépbélben az egyes keratin valtozatok jelenlétét eddig nem
vizsgaltak. A keratin 14-et az aktinnal egylitt japan nyal (Lepus brachyurus)
patkobelének kripta és villus sejtjeiben azonositottdk. A K5/K18, K7/K17, és a K8/K14
filamentum parok a villus struktara felépitésében a legjelentésebb molekulak (Iwatsuki
¢és Suda, 2010, 2005).

A HSP90 alfa hésokkfehérje

A molekulatomegiik szerint rendszerezett hdsokk fehérjek egyik legfontosabb
eldsegitsék. Szintjiik gyakorlatilag mindenféle, a sejtet érd stresszhatds kapcsan
megemelkedik (Szabo, 2009). A hdsokkfehérjéknek tobb mint 100 célpontja van,
melyek a sejtciklust, és az apoptozist szabalyozzak. A HSP90 minden eukariota sejtben
megtalalhato, a sejt 0sszes fehérje tartalmanak 1-2, mig a stressz alatt allo sejtek 4-6%-
at teheti ki (Zuehlke és mtsai., 2015). A HSP90 alfa hdsokkfehérje a HSP90 indukalhato
formaja (mig a HSP90 béta allanddan kifejezddik). A hazityuk jejunum és ileum HSP70
és HSP90 szintje megemelkedik héstressz hatasara (Varasteh és mtsai., 2015). A HPS27
¢és 90 fehérjék megnovekedett relativ szintjét mérték 36 6ran at €heztetett sertés emészto
rendszer gyomor, kozépbél és vastagbél szakaszain (Lallés és Davis, 2011). A HSP90

alfa hosokkfehérje fokozott, 1,65-szoros kifejezédést mutatott a kontroll csoporthoz
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képest. Feltételezem, hogy ennek a takarmanymegvonas, az ¢hbél epitéliumra gyakorolt

stresszhatas csokkentésében lehet szerepe.
A kalcineurin homolog fehérje

A kalcineurin homoldg fehérje megtaldlhatd a polarizalt sejtek (amilyen a
vékonybél epitélium is) exocitozist végzd vezikulaiban. A kalcineurin homolog fehérje
kalciumion-kotésre képes. A sejttranszportban a vezikulak mikrotubulusok mentén
torténd mozgatasat teszi lehetévé a kinezin fehérjékkel kolcsonhatva. Ez a fehérje a
sejtmembran Na'/H" ioncseréld fehérje miikodését is befolyasolja (Di Sole és mtsai.,
2012; Matsushita és mtsai., 2007). Jelenleg még egyetlen publikacié sem foglalkozik
azzal, hogy az ¢hezés milyen hatast gyakorol a kalcineurin homolog fehérje

kifejezddésére.
A citoplazma és simaizom-tipusu aktin

Az o aktinok az izomrostokra specifikusak, a vékony filamentumok felépitdi. A
citoplazmatikus B- és y-aktinok a legtobb eukariota sejtben kifejez6dnek, és a sejtvaz
felépitésében vesznek részt. A simaizom-tipust a-aktin féleg az erekben, de hazitytk
kozépbél simaizomrétegében is megtalalhatd fehérje. Az izmok kontraktilis
rendszerének f6 felépitéje, aminek elsddleges feladata a vékonybélben a motilitas
fenntartasa (Dehkordi és mtsai., 2016). A béta aktin a kapcsolodd fehérjéktol fliggden
képes merev, viszonylag statikus struktirakat kialakitani, mint a villusokat fedd
mikrovillusok (Szabo, 2009). A mikrovillusokban a sejtmembranra parhuzamos aktin
szalak talalhatdak, amiket a villin és fimbrin fehérjék kotnek keresztbe, ezeket az aktin
nyalabokat pedig a miozin-1 rdgziti a sejtmembranhoz (Fath és Burgess, 1995). A
magzati fejlddésben visszamaradt sertés éhbelében megnovekedett a béta-aktin fehérje

relativ szintje (Wang és mtsai., 2008).

89



A tropomiozin

A tropomiozin az aktin filamentumokhoz kotédik az izom ¢és nem izom
sejtekben. A simaizomsejtekben kontrakcidjat a kaldezmonnal egyiitt szabalyozza. A
nem-izom sejtekben a citoszkeleton stabilitasaban vesz részt, az aktin filamentumokhoz
kotédve. Nem csak a hazityuk éhbelének simaizomrétegében, hanem a kozépbél

villusok mukdézus membranjaban is megtalalhaté (Xie és mtsai., 1991).

A struktarfehérjék takarmanymegvonas hatasara mind fokozott expressziot
mutattak (ACTAZ2, 9,97-szeres; ACTB, 2,05-szeres; KRT14, 4,32-szeres és a TPMI,
2,36-szeres a kontroll csoporthoz képest). Feltételezem, hogy expresszidjuk novekedése

a villusok ujramodellezése érdekében néhetett meg.
Az apolipoprotein Al és AS

Az apolipoproteinek lipidkoto fehérjék, amik a nyirok és keringési rendszeren
keresztiil a lipidek szallitasdban vesznek részt. Az apolipoprotein Al a vérplazmaban
talalhat6 nagysiirtiségli lipoprotein (HDL) {6 fehérje Osszetevdje, ami a szdvetek feldl
szallitja a koleszterint a maj felé, ezt nevezziik reverz lipid transzportnak. Kaloria
restrikcid hatdsara a maj APOAL expresszidja csokkent brojlercsirkék esetén (Richards
¢és mtsai., 2003), nagyobb testzsirra szelektalt vonalban szintén nagyobb kifejezédést
mutatott (Lagarrigue és mtsai.,, 2000), ami a hazitytk esetén is jelzi a
lipidhomeosztazisban betoltott szerepét. Egy napos €hezés hatasara a hazitytk plazma
HDL-b6l visszanyerhetd koleszterin aranya megnd (Peebles és mtsai., 2004). Az
APOAL gén tulexpresszaladsa onmagaban is fokozza a forditott lipid transzportot (Zhang
¢és mtsai., 2003). Az APOAL1 fokozott (1,57-szeres) kifejez6dése az éhezés hatasara leirt

fokozott reverz koleszterin transzporthoz kéthetd.

Az apolipoprotein A5 kizarélag a majban és a kozépbélben fejezédik ki.
Alacsony plazma koncentracidja arra enged kovetkeztetni, hogy inkabb helyi
katalitikus, mintsem strukturalis funkcioval rendelkezik (Hubacek, 2016). Az APOA5
f6 funkciodja a vérplazma triglicerid szintjének csokkentése. Ez a hatas lipoprotein lipaz
APOAS5 altali aktivalasahoz kotheté (Nilsson és mtsai., 2011). Ehezés hatisira a
hazityuk vérplazmajanak triglicerid szintje, majdnem kétszeresére csokken (Peebles €s
mtsai., 2004). Az APOAS gén atirasat a gliikoz szint szabalyozza, a gliikozkoncentracid

novelése in vitro tenyésztett majsejtek esetén fokozta az APOAS expressziot. A in vitro
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kozépbél sejtekben zsirsav-koncentracié novekedésével, fokozodik az APOAS
kifejez6dése (Guardiola és mtsai., 2012). Az emlésokkel szemben a madarak esetén
nem csak a maj, hanem mas periférias szervek is részt vesznek a lipoproteinek
szintézisében. Igy az APOAS5-nek a kozépbélben, feltételezhetéen a lipid felszivasban
¢s a lipoproteinek Osszeszerel6désében ¢€s kivalasztasaban van szerepe (Dichlberger és
mtsai., 2007). Mivel éhezés hatasara a plazma triglicerid szintje csdkken, igy érthetd,
hogy az APOAS 1,54-szeres expresszios csokkenése a triglicerid plazma szint tovabbi

csokkenésének elkeriilést szolgalhatja.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

1. Elso kisérletem a 40%-os takarmanykorlatozas hatdsat vizsgaltam a tojotipusu
hazityak takarmanyfelvételét szabalyzo peptidjeinek és receptorainak kifejezédésére.
Az eredményeimbdl arra kovetkeztetek, hogy a vizsgalt neuropeptideket kodold gének
nem adnak visszajelzést a hazityak szervezetének takarmany ellatottsagarol.
Kovetkeztetéseim szerint a PACAP és a galanin peptidek periféridn megnovekedett
expresszioja a mar megfigyelt takarmanykorlatozas béltraktus motilitds valtozashoz
kothetd. Az eredményeim a PACAP tekintetében arra engednek kovetkeztetni, hogy az
inkabb helyi hatast peptid lehet, semmint a periférian felszabaduld és centralis hatassal
bir6 peptid, mivel a plazma koncentracidja valtozatlan maradt a takarmanykorlatozas
hatasara, szemben mas periférian termelddd peptidekkel. A takarmanykorlatozads nem

befolyésolta a hazityuk gliik6z homeosztazisat.

2. A kiilonboz6 taplaloanyag ellatottsagok kozott is  stabilan  kifejez6dd
referenciagének  kivalasztasakor a  brojlercsirkék  hipotalamuszaban arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy a TBP a legstabilabban expresszalodo referenciagén a tiz
jelolt kozil (ACTB, B2M, GAPDH, HMBS, LBR, POLR2B, RN18S, RPS17, TBP és
YWHAZ). Mivel a gén altal kodolt fehérje elengedhetetlen az alap sejtfunkciok
ellatasara (4ltalanos transzkripcios faktor), az eredményeim alapjan gy tiinik, a gén
expresszios szabalyzasa fliggetlen a taplaloanyag ellatottsagtol. A gén ezért az ad
libitum-¢hezés-ujraetetés kisérletekben a qPCR adatok normalizaciojahoz hasznalhato.
Erdemes lenne a TBP expresszidjat tovabbi takarmanymegvonasos beallitasban is
megvizsgalni (példaul 48-72 h megvonas alatt) annak eldontésére, hogy az

univerzalisan hasznalhato-e fiiggetleniil a takarmanymegvonas hosszatol.

3. Megvizsgaltam, hogy a takarmanymegvonas-tjraetetés és a novekedés milyen
hatast gyakorol a brojlercsirke MCH gén kifejezédésére, valamint elvégeztem az
MCHR4 ¢és PMCH gének kifejez6désének szovetek kozti vizsgalatat. Kovetkeztetéseim
szerint a melanin koncentraldé hormon részt vesz a hazityuk takarmanyfelvételének
hosszabb tavu szabalyzasaban, mivel annak koncentracidja megndtt a hipotalamuszban
takarmanymegvonas hatasara és emelkedett maradt a két oras jraetetést kdvetden is a

kontroll csoporthoz képest. Mindkét gén mRNS szintje a kozponti idegrendszerben volt
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magasabb a tobbi vizsgalt szovettipushoz képest, ebbdl arra kdvetkeztetek, hogy az
MCH szerepe a periférian kevésbé jelentds. Mindkét gén mRNS szintje csokkend
trendet mutatott a ndvekedéssel, ebbdl arra kovetkeztetek, hogy valamilyen negativ
szabalyzas all fenn a testtomeg és a két atirat hipotalamikus szintjei kozott, habar a
korrelacidelemzés nem mutatott Szignifikans Osszefliggést a hazityukban eddig leirt
adipozitas szignalokkal. Az MCH koncentracidja 24 orés éhezést kovetden, majd az a 2
oras ujraetetés kovetdéen is novekedett az ad libitum csoporthoz képest. Ennek
magyarazata lehet, hogy az ¢hezés hatadsara bekoOvetkezett negativ energiamérleg a
viszonylag rovid ujraetetést kovetden még nem allt helyre, ezt tiikrozheti a fokozott
MCH peptid (ami takarmanyfelvételt fokozo, orexigén hatdsardl ismert) koncentracié az
étvagyszabalyzo kozpontban. A fokozott MCH koncentracio arra enged kovetkeztetni,
hogy a zsirraktarak allapotarol visszajelzést add hormon jelenléte az emlésokhoz
hasonloan a hazityak keringésében is jelen van. Az emldsok esetén a leptin az
energiaraktarak allapotarol, az energiamérlegrol visszajelzést ado legfontosabb hormon,
am a hazityuk leptin inkabb helyi hatdssal birhat, alacsony plazmakoncentraciot mutat,
tovabba az nem valtozik a zsirraktarak allapotaval. Hazityuk esetén az inzulin és gliikoz
a feltételezhetd adipozitas szignalok. Elvégeztem ezek plazma koncentraciojanak
korrelaci6 elemzését a hipotalamikus MCH koncentracioval, am koztiik szoros
korrelaciot nem talaltam. A fokozott MCH koncentracidé mégis arra enged
kovetkeztetni, hogy a zsirraktarak éllapotardl visszajelzést add hormon jelenléte az
emlésokhoz hasonléan a hazityak keringésében is jelen van. Erdemes lenne a
tovabbiakban elvégezni a hazityuk vérplazma Osszehasonlitdé peptidomikai vizsgalatat
hasonl6 kisérleti beallitasokkal. Ekkor azonosithatoak lennének azok a peptidhormonok,
amik eltéréen expresszalodnak takarmanykorlatozas hatasara. Ez kiindulopontja lehetne

az olyan kutatasoknak, amikben tjabb hazitytk adipozitas szignalokat azonosithatnank.

4. Megvizsgaltam a takarmanymegvonds hatasdt a hazityak kozépbelének
morfometridjara és az ¢éhbelének a vizsgdlt tartomdnyban expresszaldo fehérjéire.
Kovetkeztetéseim szerint a 24 oras takarmanymegvonas hatasara foként az
extracellularis térbe kivalasztodd és a struktirfehérjék expresszidja valtozott meg a
brojlercsirke éhbelében. Biologiai funkcidjukat tekintve ezek a sejtvaz komponensei, a
zsirsavkotésben és transzportban és az altalanos stresszvalaszban, illetve az ion- és
vezikula transzportban részt vevo fehérjék. A morfometriai méréseim szerint az ¢hbél

villus teriileteinek csokkenése volt megfigyelhetd a 24 oOras takarmanymegvonas
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hatasara, ami két Oras ujractetést kovetden novekedésnek indult. Igy feltételezhetjiik,
hogy az azonositott struktarfehérjék kifejezddésének valtozasa a villusok dinamikus
valtozasdhoz kothetd, mivel az ¢hbél tovabbi morfometriai paramétereiben nem
tapasztaltam valtozast. A kozépbél mucin rétegének elvékonyodasarol a szakirodalom
mar beszamolt. Eredményeim szerint a gélképz6 mucin 6 fehérje csokkent kifejezddése
allhat ennek a jelenségnek a hatterében. A zsirsav anyagcserében résztvevd fehérjék
megvaltozott szintje valdsziniileg a vérplazma csokkent gliikoz szintjéhez és a fokozott

reverz lipidtranszporthoz kothetd.

5. A baromfi takarmanyozasa szempontjabol az aldbbi kovetkeztetéseket lehet
levonni: Az ad libitum-tol eltér6 taplaloanyag ellatottsag befolyasolhatja az altalam
vizsgalt né¢hany, a takarményfelvétel szabalyzdsdban részt vevd gén kifejezddését.
Erdemes lenne vizsgalatokat folytatni olyan bioaktiv hatéanyagokkal, amik esetlegesen
ezen orexigén peptidek receptorain fejtik ki a hatasukat. Hasznalatuk a baromfi-
takarmanyozas hatékonysagat novelhetné. FErdemes lenne tovabbi vizsgalatokat
folytatni, arra vonatkozdan, hogy a vizsgalt gének mar azonositott alléljai (vagy a
jovében altalunk Gjonnan azonositottak) milyen kifejezédést mutatnak. A fokozottabb
orexigén  peptideket  expresszialo  allatok  feltételezhetéen  fokozottabb
takarmanyfelvétellel parosulndnak, ezek a génvaltozatok a brojler tipusu hézitytk

szelekciodjara alkalmasak lehetnének.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Az értekezésben részletezett kisérletek eredményei alapjan az alabbi 1j

tudomanyos eredmények sziilettek:

s

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

koncentracioja a mirigyes gyomor esetén.

2. Megallapitottam, hogy az ¢éhbél epitéliuma és kriptai, valamint a mirigyes
gyomor epitéliuma expresszal tobb inzulin receptor o alegységet a 40%-0s

takarmanykorlatozas hatasara 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 megbizhaté referenciagénként hasznalhato.

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

mRNS expresszidjara.

5. Csokkené trendet figyeltem meg az MCHR4 és a PMCH mRNS szintekben a
novekedés eldrehaladtaval, ami az MCH koncentracidkban is megmutatkozott, a
vérplazma inzulin koncentracioja szintén névekvést 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.
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7. Legalabb 1,5-szeres novekedett expresszios kiillonbséget mutattak a 24 oras
takarmanymegvonast kovetden az éhbélben az ad libitum csoporthoz képest az alabbi
fehérjék: aktin (citoplazma-tipust), aktin (simaizom-tipusu), apolipoprotein Al,
extracellularis zsirsavkoto fehérje, hdsokkfehérje 90 kDa alfa A osztéaly 1, kalcineurin B
homolég fehérje 1, keratin (citoszkeletalis 14-es tipus), magnézium transzporter fehérje
1 és a tropomiozin alfa-1. Két fehérje pedig csokkent kifejezOdést mutatott: az

apolipoprotein A5 és a mucin-6.
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6. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

A kisérleteim soran megallapitott stabil referenciagén (TBP) hasznos lehet a
hazityak tovabbi neuropeptidjeinek qPCR-es vizsgalatakor, mivel a kifejez6dését
tekintve a takarmanyfelvételtdl fiiggetlen, megbizhaté normalizacids génnek bizonyult.
A dolgozatban vizsgalt, takarmanyfelvételben szerepet jatszé géneket fel lehet hasznalni
a jovObeli marker asszociadlt szelekciora esetleg allategészségiigyi, allatjoléti

vizsgalatokra.

A hazityuk €hbelében takarmanymegvonds hatasara bekdvetkezd proteomikai
valtozasok tovabbi kutatdsokhoz nyujtanak alapinformaciokat eldsegitve ezzel az

¢hbélben takarmanymegvonas alatt zajlé folyamatok teljesebb megértését.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az elso kisérletemben célul tiiztem ki a hazitytk esetén még kevésbé kutatott, a
takarmanyfelvétel szabalyozasaban részt vevé néhany neuropeptidnek és receptoranak
expresszios vizsgalatat. A tojotipusu tyukokat (n=16) két csoportba osztottam, a
madarak fele (n=8) a napi takarmanyadaguk 40%-0s korlatozasaban részesiiltek 5 napig,
mig a kontroll csoportot ad libitum takarmanyoztam. A kovetkezé célgének
expressziojat kvantitadltam qPCR modszerrel: hipofizis adenilat ciklaz aktivald peptid
(PACAP), és receptora (PAC1), galanin (GAL), neuromedin U (NMU), és két receptora
(NMURL1 és NMUR?2), ¢és a szénhidrat felvétel néhany elemét az inzulinreceptort (INSR,
mRNS ¢és fehérje kvantitalasat is elvégeztem), tovabba a gliikoztranszportereket
(GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT8, GLUT9). A felsorolt gének expressziojat a
hipotalamuszban, a mirigyes gyomorban és az éhbélben vizsgaltam. Tovabba RIA
modszerrel kvantitaltam a PACAP-38 koncentracioit az emlitett szovetekben, illetve a
hazityuk vérplazmaban (22,03 fmol/ml), ami 13-szor alacsonyabb a kérédzékben mért
értékhez  képest. A takarmanymegvonas 1,88-szoros ndvekedést mutatott
génexpresszios és 1,27-szeres novekedést a PACAP peptid koncentracidkban a mirigyes
gyomor esetén. A kovetkezd gének expresszidja ndtt meg a hipotalamuszban: PAC1
(1,49), NMUR1 (1,63) INSR (1,36). A GLUT3 (0,36) és a GLUT9 (0,49-szeres)
csokkenését mértem, allandd vérplazma gliikkdéz és inzulin koncentraciok mellett. Az
¢hbélmintak esetén novekedést mértem a PACAP (2,76-szeres) az NMU (3,41) az
NMURL1 (3,01) a GAL (3,08) és az INSR (1,96) esetén. Az INSRa relativ fehérje
szintjében 1,96-szoros kiilonbséget talaltam a takarmanykorlatozott csoport kozépbél
mintdi esetén. A szoveti metszetek immunfestése és a jelerdsség pontozasanak
segitségével megallapitottam, hogy az ¢hbél epitéliuma és kriptdi, valamint a mirigyes
gyomor epitéliuma expresszal tobb INSRa-t a kontroll csoporthoz képest. A PACAP
kifejezddése az €hbél és mirigyes gyomorban fokozddott, mig a hipotalamuszban és a
plazmaban nem mutatott valtozast. Feltételezem, hogy a PACAP fokozott kifejezddése
a gasztrointesztinalis rendszer (GIT) mentén a takarmanykorlatozas motilitas valtozasra
kifejtett hatasanak tudhatd be, mivel annak plazma szintje nem valtozott és a

szakirodalom mar beszamolt annak simaizom kontrakciot modulald hatasarél.
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Megvizsgaltam, milyen trendeket kovet a szakirodalom a referenciagének
kivalasztasat és hasznalatat tekintve a hazitytk QPCR-al végzett génexpresszios
kisérletekben altalaban és a takarmanymegvonas hatasara. Primereket terveztem 10
referenciagén-jeloltre (ACTB, B2M, GAPDH, HMBS, LBR, POLR2B, RN18S, RPS17,
TBP ¢és YWHAZ), majd mintavételt kovetden megvizsgaltam ezek stabilitasat a
brojlercsirke hipotalamuszaban, 5 kiilonb6z6, erre a célra kidolgozott statisztikai
modszerrel. A kisérlet beallitasat harom csoporttal végeztem (n=8/csoport) melyek az
ad libitum takarmanyozott, 24 Orara takarmanymegvont, valamint 24 Orara
takarmanymegvont, majd 2 oOrara ujractetett csoportok voltak. A referenciagén-
jelolteket stabilitasi értékeik alapjan rangsoroltam. A TBP, aminek génterméke egy
olyan transzkripciés faktor, ami az eukaridta sejtek alap sejtélettani folyamataban az
mRNS szintézisben vesz részt, nem befolyasolja a takarmanyozottsagi allapot, a tiz
referenciagén-jelolt koziil a legstabilabb kifejez6dést mutatta. Mind a harom kisérleti
beallitasban ¢s az 0sszevont koriilmények kozott is stabil kifejezodést mutatott, ezért a
hasonlo jellegi kisérletekben megbizhato referenciagénként hasznalhato majd a
takarmanyfelvételt szabalyz6 neuropeptidek kifejez6désének vizsgalatakor. A
szakirodalomban gyakran hasznalt (az esetek 36,4, 33,9 és 7,4%-a), ACTB, GAPDH ¢és
RN18S referenciagének stabilitasukat tekintve a TBP mogott maradtak.

A harmadik kisérletem célja az volt, hogy kvantitaljam az emlésok esetén mar
leirt, orexigén hatasu melanin koncentralé hormont (PMCH) és receptorat (MCHRA4)
kodolé gén hipotalamikus kifejezddését qPCR modszerrel, az el6z6 bekezdésben
részletezett kisérleti beallitds mellett. Meghataroztam az érett MCH peptid
koncentraciojat egy, a kozelmultban ko6zolt RIA  modszerrel. A kiilonbozo
takarmanyellatottsag mellett a két gén novekedési valtozasat is vizsgaltam 7, 14, 28 ¢és
35 napos ¢életkorokban. A PMCH ¢és MCHR4 kifejez6dését a GIT mentén
megvizsgaltam. A takarmanyellatottsadg nem befolyasolta sem a PMCH sem az MCHR4
MRNS expresszidjat. A 24 oras éhezés 25,65%-o0s novekedést okozott az MCH peptid
libitum allapothoz képest. Csokkend trendet figyeltem meg a PMCH és MCHR4 mRNS
szintekben a novekedés eldrehaladtaval, ami az MOCH koncentracidkban is
megmutatkozott, mig a vérplazma inzulin koncentracioi csokkenést mutattak. A

korrelacidelemzés alapjan az MCH peptid koncentracidja és a hasiiregi zsir mennyisége

nem korrelal egymassal, sem az olyan adipozitéds szignalokkal, mint a vérplazma gliikdz
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vagy inzulin koncentracioi az ad libitum takarmanyozott egyedekben. Az MCHR4 ¢és
PMCH kifejezédése foleg a hipotalamuszra korlatozodik, a GIT mentén alig fejez6dnek
Ki, ez is jelezi a kozponti idegrendszerben bet6ltott konzervalt funkcidjukat. A PMCH
gén végterméke az MCH peptid koncentracidja fokozddott a 24 6ras €hezés hatdsara,
majd az azt kovetd 2 oras Gjractetés hatasara tovabb novekedett. Ugy gondolom, hogy
ez a megfigyelés az MCH-nak a brojlercsirkében is, a takarmanyfelvétel szabalyzasaban
betoltott szerepét jelzi, az emlosokhoz hasonloan. Mindkét gén kifejezddése csokkend
trendet mutatott a novekedés eldrehaladtaval. A liposztat elmélet szerint az orexigén
peptidek kifejezddésére negativ hatassal van a zsirraktarak novekedése. Ennek ellenére,
korrelaciot nem taldltam az MCH agyi koncentracio, az ¢élosuly és a hasiiregi zsir

Osszefliggésében.

Kovetkez6 kisérletemben arra kerestem a valaszt, hogy a kozépbél
bélbolyhainak a  szakirodalomban leirt ¢és az altalam is  megfigyelt
takarmanyellatottsagtol fliggé morfometriai  valtozasaval parhuzamosan milyen
proteomikai valtozasok zajlanak. Az ¢hbél esetén 22%-0s csokkentést mértem a
villusok teriiletében 24 Ora éhezést kovetden, ami a kontroll értéknél 15%-al kisebbre
tért vissza a 2 Oras Ujraetetés utan. A tovabbi mért paraméterben, mint a kriptdk
mélysége, vagy a musculus externa vastagsagaban nem talaltam valtozast. Szoftveres
elemzés segitségével megallapitottam, hogy az éhbélmintakban pH 5-8 tartomanyban
541 fehérje folt talalhato. A foltok denzitometralasa és statisztikai Osszehasonlitdsa
alapjan megallapitottam, hogy 17 fehérjefolt (spot) 1,5-szeres vagy nagyobb expresszios
kiilonbséget mutatott 24 ora ¢hezést kovetden. Végiil 11 folt azonositasa tortént meg
sikeresen. A kontroll csoporthoz képest 9 fehérje fokozott kifejezdést mutatott, ezek
rendre az aktin (citoplazma-tipust), aktin (simaizom-tipusti), apolipoprotein Al,
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 voltak. Két fehérje, az apolipoprotein A5 és a mucin-6
csokkent kifejezOdést mutatott. Kovetkeztetéseim szerint a 24 6ras takarmanymegvonas
hataséara foként, az extracelluldris térbe kivalasztodo és a struktirfehérjék expresszioja
valtozott meg a brojlercsirke éhbelében. Biologiai funkcidjukat tekintve ezek a sejtvaz
komponensei, a zsirsavkotésben €s transzportban és az altalanos stresszvalaszban,

illetve az ion- és vezikula transzportban részt vevé fehérjék. Az éhbél villusok
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takarmanyellatottsagtol fiiggd dinamikus atalakuldsat részben magyarazhatjdk az

altalam leirt fehérje expresszios valtozasok.
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8. SUMMARY

In the first experiment, the expression of some less studied neuropeptides and
their receptors involved in feed intake regulation of chickens was investigated. Layer
type hens (n=16) were divided into two groups, half of the animals (n=8) were subjected
to 40% feed restriction for 5 days whereas the other group was fed ad libitum. The
expression of pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP), its receptor
(PAC1), galanin (GAL), neuromedin U (NMU), and its two receptors (NMURL1 and
NMUR2) was quantified with gPCR, and component of carbohydrate uptake and
regulation. These are namely insulin receptor (with gPCR and western blot too), and
some glucose transporters involved in glucose transport (GLUT1, GLUT2, GLUTS3,
GLUT8, GLUTY9, INSR) in the hypothalamus, proventriculus, and jejunum. With
radioimmunoassay it became possible to quantify the PACAP-38 concentrations in the
aforementioned tissues and plasma as well. The PACAP concentration in chicken
plasma was measured for the very first time by RIA. It was 13-fold lower compared to
ruminants. Feed restriction resulted in a 1.88 fold increase in mRNA and a 27%
increase in peptide level of PACAP in proventriculus measured with gPCR and RIA,
respectively. Increase was found in the gene expression of PAC1 (1.49), NMUR1 (1.63)
INSR (1.36) and lower expression for GLUT3 (0.36), GLUT9 (0.49) in the
hypothalamus, however plasma glucose and insulin concentrations did not change.
Higher expressions of peptide encoding genes (2.76 fold for PACAP, 3.41 for NMU,
3.01 fold for NMUR1 and 3.08 fold for GAL) and INSR (1.96) were recorded in the
jejunum of hens exposed to restricted nutrition. A 1.96 fold difference was detected at
protein level of INSRa in the feed restricted group’s jejunum samples. The anatomical
regions which respond differently to feed restriction by altering their insulin receptor
expression were found. These are the epithelium and crypts of villi and the epithelium
of proventriculus. The results indicate that PACAP concentration responds to calorie
restriction in the proventriculus and jejunum, but not in the hypothalamus and plasma.
Increased expression along the GIT might be due to differences in the gastrointestinal
tract motility in feed restricted compared to ad libitum fed chickens.

A comprehensive study of reference genes in chicken related experiments was

performed. The current trends of reference gene selection and usage regarding chicken
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gPCR studies in general and in relation to fasting were investigated. The expressional
stability of 10 reference gene candidates (ACTB, B2M, GAPDH, HMBS, LBR, POLR2B,
RN18S, RPS17, TBP, and YWHAZ) in chicken hypothalamus was tested by five
different, but already established methods. Experimental conditions were ad libitum fed,
fasted for 24 h and fasted for 24 h than refed for 2 h and under pooled conditions (with
n=8 birds in each group). Candidate reference genes were ranked according to their
stability values. TBP got the best rank under all experimental conditions and our study
recommends it as reference gene to be used for normalization for gPCR in chicken
hypothalamus, because its expressional stability remains unaffected by feeding state.
Despite their common appearance in gene expression studies (36.4, 33.9 and 7.4%
overall), ACTB, GAPDH and RN18S are not the best choice for accurate normalization
of qPCR results as their stability rank lagged behind TPB.

The third experiment was aimed to quantify the gene expression changes of the
potent orexigenic melanin concentrating hormone (MCH) in chicken with qPCR and for
the first time determine peptide concentrations with a recently developed RIA method
under different feeding status and in relation with growth. Broiler type chickens (n=24)
were assigned into three different experimental groups namely ad libitum fed, fasting
for 24 h, fasting for 24 h then refed for 2 h were applied to study the changes of the
aforementioned target and its receptor (MCHR4) gene expression to different nutritional
states. The relative changes of MCH and MCHR4 were also studied from 7 to 35 days of
age. Expression of PMCH and MCHR4 along the gastrointestinal tract (GIT) was also
investigated. It was found that both targets expression are restricted to the
hypothalamus, only weak expression was detected along the GIT. Different nutritional
states did not affect the PMCH nor MCHR4 mRNA levels. However, fasting for 24h
significantly increased MCH-like immunoreactivity with 25.65%. Fasting for 24h then
refed for 2 h further significantly increased MCH peptide concentration by 32.51%
compared to ad libitum state. Decreasing trend was observable both for PMCH and
MCHR4 mRNA levels and also for MCH-like immunoreactivity while plasma insulin
concentration increased with age. Correlation analysis did not result significant
correlation between MCH peptide concentration and abdominal fat mass, plasma
glucose or with insulin levels in ad libitum fed birds. It was found that MCHR4 and
PMCH expressions are mainly restricted to the hypothalamus in broiler chickens. Gene

expression of the selected transcripts are independent of feeding status, but MCH-like
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immunoreactivity was increased with fasting followed by refeeding which indicates a
role in feed intake regulation of broiler chickens. Both gene’s transcript and MCH-like
immunoreactivity had showed decreasing trend in the hypothalamus with age which
rises further questions why these gene’s expression alter during ontogenesis. In
conclusion, MCH peptide concentration altered with different feeding states in the
hypothalamus, which indicates that this peptide takes part in feed intake regulation
(short-term signalization of feed intake) of broiler chickens in a same manner as in

mammals.

Finally the jejunal proteome changes of 24 h fasted broiler chickens compared to
the ad libitum fed ones from the previous experiment was investigated by 2D-DIGE.
Morphometric analysis of the duodenum, jejunum and ileum tissue sections resulted
that a significant 22 percent decrease in villi area caused by 24 h fasting which returned
to a 15% lower level after 2 h refeeding compared to ad libitum fed group. Other
morphometric parameters like depth of crypts and width of musculus externa remained
unchanged in the investigated GIT samples. After two-dimensional gel electrophoresis,
541 different spots were detected in the jejunum with Delta2D software. Statistical
analysis of spot densities showed that 17 spots were significantly changed as the result
of 24 h fasting. These spots were cut out from gel and sent to mass spectrometry for
identification. 11 spots were successfully identified. Higher expression were found in 9
of them in the fasted group namely actin, cytoplasmic type 1; actin, smooth muscle
type; apolipoprotein Al; calcineurin B homologous protein 1; extracellular fatty acid-
binding protein; heat shock protein 90 kDa alpha class A member 1; keratin, type |
cytoskeletal 14; magnesium transporter protein 1 and tropomyosin alpha-1 chain, while
2 of them showed lower expression: apolipoprotein A5 and mucin-6. Functional and
biological characterization of the identified proteins revealed that most of them are part
of the cytoskeleton or a secreted protein and are involved in general stress response,
ion- and vesicle transport. It can be concluded that the dynamic remodeling of jejunal
villi in GIT caused by feeding state can be partially explained by the identified protein

alterations.

All together it was found that the 24 h long fasting mainly affects the level of
structural and secreted proteins in the jejunum of broiler chicken. According to their
biological functions these proteins are cytoskeletal components, involved in fatty acid

binding and transport, general stress response and ion- or vesicle transport. Our
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morphometric measurements revealed that the 24 h long fasting significantly decreased
the villus area and height. So it can be concluded that the identified protein alterations
can be related to the decrease of villi morphometry. All the identified cytoskeletal
structure proteins (ACTA2; ACTB; KRT14; TPM1) showed increased expression. It
seems that these proteins are the most important ones in villus remodelling caused by
fasting.
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Téjékoztatom, hogy a , Baromfi takarmdnyozdsaval, takarmdnyfelvételével kapcsolatos
molekuldris markerek tanulmdnyozasa” targyu éllatkisérletek végzése iranti kérelmét a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsiga (DE MAB) 3-1/2015/DEMAB szdmon vette
nyilvantartasba.

A kérelmet a Bizottsaig (DEMAB) jovdhagyas utin, engedélyezés végett a Hajdu-Bihar
Megyei Korményhivatal Elelmiszerldnc-biztonsdgi, Novény- és Talajvédelmi F&osztalydhoz
tovabbitotta.

Ertesitem, hogy a Hajdu-Bihar Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi, Novény-
és Talajvédelmi Fbosztalyanak megyei foallatorvosa Réacz Rébert kormanymegbizott nevében és
megbizasabol a HBI/01/4687-3/2015. szam levelében — az Allatkisérleti Tudoméanyos Etikai
Tanacs (Budapest) dontését figyelembe véve a

3-1/2015/DEMAB szimon

nyilvantartott kisérletet — kérésének megfeleléen —
5 évi idotartamra engedélyezi.
(2014. augusztus 14. — 2020. december 14.)

Jelen iigyirat a kérelem irataihoz csatolva képezi az allatkisérlet végzésének hatdsagi
engedélyét.

A kisérlet idotartama alatt minden naptari év végén, az év folyaman kisérletben felhasznalt
allatok szamardl statisztikai jelentést kell késziteni.

Kérjiik, hogy a kisérlet befejezését a DEMAB-hoz bejelenteni sziveskedjék.
Debrecen, 2015. augusztus 28.

Fax: +36 52 419-288 * H: demab @ med.unideb.hu
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vegyszer

A vegyszerek jegyzéke

kataléogusszam, gyarto

3. melléklet

40%-o0s akrilamid oldat (37,5:1)

A0857.1000, AppliChem

AccuGENE RNaz-, DNaz-mentes viz

51223, Lonza

ammonium-perszulfat

A3678-25G, Sigma-Aldrich

brémfenolkék 1610404, Bio-Rad
BSA A7906-50G, Sigma-Aldrich
DAPI 62248, Thermo Fisher Scientific

Direct-zol RNA miniprep

R2050, Zymo Research

ecetsav

27221-1L, Sigma-Aldrich

ECL reagens, SuperSignal West Femto

34094, Thermo Fisher Scientific

GeneRuler 50 bp DNS marker

SMO0373, Thermo Fisher Scientific

glicerin

G5516, Sigma-Aldrich

glicin

(G8898-500G, Sigma-Aldrich

Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit

K1642, Thermo Fisher Scientific

metanol

179957-1L, Sigma-Aldrich

N,N,N’,N’-tetrametil-etiléndiamin

T7024-100ML, Sigma-Aldrich

néatrium-klorid

S7653, Sigma-Aldrich

PageRuler Prestained Protein Ladder

26616, Thermo Fisher Scientific

PBS

17-517Q, Lonza

Power SYBR Green mastermix

4367659, Thermo Fisher Scientific

primerek

IDT-000, Integrated DNA Technologies

ProteoBlock proteaz gatld koktél

R1321, Thermo Fisher Scientific

gPCRBIO cDNA Synthesis Kit

PB30.11-10, PCR Biosystems

RC DC assay 5000122, Bio-Rad
RNeasy Mini Kit 74104, Qiagen

SDS 83886.290, VWR

TRI reagens T9424, Sigma-Aldrich

trisz-hidroximetil-amino-metan

AC0965, Scharlau

triton-x T8787, Sigma-Aldrich
tween-20 P9416-50ML, Sigma-Aldrich
urea U5378-500G, Sigma-Aldrich

Xceed gPCR SG Hi-ROX mastermix

HPCR10501L, Institute of Applied

Biotechnologies

[-merkaptoetanol

M6250-100ML, Sigma-Aldrich
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A Kkisérletek soran hasznalt oligonukleotid primerek és amplikonok tulajdonsagai

4. melléklet

primer szekvenciak hatékonysag amplikon amplikon olvadaspont
gén kédolt fehérje szekvencia azonosito (5°-3" irany, F: forward és R: reverz) (E)* (bp) ?b% I;)NS-en ©C)
F: AGATCACAGCCCTGGCACCTAG
ACTB béta aktin NM_205518.1 1,920 61 416 80,9
R: TTGCGCTCAGGTGGGGCAAT
. . o F: TAGACGGCATCTTCACGGACA
ADCYAP1  hipofizis adenilat NM_001001291.2 1,810 124 124 79,7
(PACAP)  ciklaz aktivalo peptid R: GCTACTCGGCGTCCTTTGT
) ) F: ATCCCGAGTTCTGAGCTGTGC
B2M béta-2-mikroglobulin -~ XM_015279077.1 1,888 115 1098 83,2
R: CCGTCATACCCAGAAGTGCGAT
. F: TAATCCTTTGTGCCGCCCTG
GAL galanin NM_001159678.1 1,999 112 773 79,4
R: TCAATACGACGTGGCCCAAG
gliceraldehid-3- F: GCTGGCATTGCACTGAATGAC
GAPDH NM_204305.1 1,853 113 470 82,3
foszfat dehidrogenaz R: CACTCCTTGGATGCCATGT
F: GACCTTCCACCAGCTCGGCAT
GLUT1 gliikéz transzporter 1~ NM_205209.1 1,858 89 485 76,6
R: GCCAGAGCGAGTCGTTTCCCATGA
F: CGTCACAGGCATCCTCATCAGC
GLUT2 gliik6z transzporter 2 NM_207178.1 1,908 103 677 86,7

R: CAGAGCAGCCACCCCGGACA




6ET

A Kkisérletek soran hasznalt oligonukleotid primerek és amplikonok tulajdonsagai (folytatas)

én Kédolt fehérie szekvencia primer szekvenciak hatékonysag amplikon amplikon a olvadaspont
g J azonosito (5°-3’ irany, F: forward és R: reverz) (E) (bp) gDNS-en (bp) (°C)
F: CTTCTTTTCTGCCCTGAGAGCCC
GLUT3 gliikoz transzporter 3 NM_205511.1 1,913 101 732 79,6
R: ACATCCTGTGTACCACGGAGCTT
F: TGCAGTGGTAAGCCTAGGACTCT
GLUT8 gliikoz transzporter § NM_204375.1 1,840 115 1025 74,6
R: ACTGCTTGATACACCCCTTGCT
F: CATGGTAGCTGGGACAGTCAACT
GLUT9 gliikoz transzporter 9 XM_420789.5 1,891 113 12577 75,8
R: AGCAGATGGCAGCAAACACGAGG
hidroximetilbilan F: GCCTGAAGGAAACAATGCAGA
HMBS XM_417846.5 1,886 91 543 81,2
szintaz - R: GCTGTGATGCCAACATGCT
F: TTGTTCCTGTCCTAAAACCGACT
INSR inzulinreceptor XM_001233398.3 1,822 140 3911 80,4
R: CAATGGAGCCCAGGTCTCTTC
) F: AAGGCACCTGAGGAAGACCTA
LBR lamin B receptor NM_205342.1 1,908 98 1032 80,7
R: AAACTGCCAATACGAGGGTTC
MCHR4 (Cui  melanin koncentral6 F: GCACAATTTCTCCACGTCGG
65 mtsai. KY196444.1 1,893 113 113 84,4
2017) ’ hormon receptor 4 R: CAACGCCCAGGAAACAGATG
F: CTTCTCTTCCTCCTCGCCTC
NMU neuromedin U NM_001277921.1 1,857 82 2164 83,1
R: GTTCCTGCTCTGCCTCCAAC
neuromedin U F: ACAGCGACTATCACAGAGTCCG
NMUR1 XM_004943371.1 1,825 100 584 81
receptor 1 R: GCCCAGCAGATCCCAAACAC
neuromedin U F: AGTGTGCTGTACTATCTGATGGG
NMUR2 XM_425209.4 1,895 85 4493 75,8
receptor 2 R: GCCTCTGAACATTCACGGACA




A Kkisérletek soran hasznalt oligonukleotid primerek és amplikonok tulajdonsagai (folytatas)

én Kédolt fehérie szekvencia primer szekvenciak hatékonysag amplikon amplikon a olvadaspont
g J azonosito (5’-3’ irany, F: forward és R: reverz) (E) (bp) gDNS-en (bp) (°C)
PACAP receptor 1-es F: CCAGTCACCTGATATTGGAGGC
PAC1 NM_001098606.1 1,802 141 19442 78,5
tipus R: AGTCTCTCCCGCTTACTGACA
pre-melanin koncentralo F: CAGCTAAATTCCCCATAGGAAGG
PMCH NM_001195795.1 1,877 114 399 81,5
hormon R: CAAAGAAGGTGCTGTAAGTCAGT
RNS polimeraz 11 F: ACACGTATGAATGCCGGGGA
POLR2B ] . NM_001006448.1 1,919 110 1262 82,1
polipeptid B R: GGTGCAATGCTCATAGACATCA
) F: CTCTTTCTCGATTCCGTGGGT
RN18S 18S riboszomalis RNS AF173612.1 1,907 96 96 (egy exon) 82,9
R: CATGCCAGAGTCTCGTTCGT
S17 riboszomalis F: TCCGGGGTATCTCCATTAAGCTG
RPS17 NM_204217.1 1,901 119 1177 85,7
fehérje R: CATTTCCTTGGTGTCCGGGTC
F: ATCAAGCCAAGAATTGTTCTGC
TBP TATA box kot6 fehérje  NM_205103.1 1,887 85 981 78,2
R: CTTCGTAGATTTCTGCTCGAACT
irozin 3- izens F: AGTCATACAAAGACAGCACGCTA
YWHAZ  yinrofin S mommoiaoniz NM_001031343.1 1,886 85 416 79,6
aktivalé fehérje zéta R: GCTTCATCTCCTTGGGTATCCGA
Ivarmeghatarozas (Li és mtsai., 2012)
W-Z kromoszomék homolog szakasza EST CV854162 F: CCATGGGAAGATCTCCAAAC
W kromoszéma NC_006127 Rw: CTGTCTGATTCCCCCTAATGTAA 202
7 kromosz6ma NC_006128 R,: AGACAATGCATACAAGGGCTTT 107

ortT



5. melléklet

A qPCR specificitasat olvadasi gorbékkel ellenériztem. A 10 referencia- és 2 célgén
esetén specifikus reakciot kaptam. Y tengely a fluoreszencia intenzitds negativ

derivaltjat, X tengely a hdmérsékletet (°C) jeloli.
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A ¢PCR specificitasat olvadasi gorbékkel ellenériztem (folytatas).
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6. melléklet

Referenciagének a hazityuk génexpresszios kisérletekben

normalizalashoz stabilitast . e . rox
# hasznalt referenciagén vizsgaltak digitalis objektum azonosito (DOI)
1 GAPDH 1 nem 10.1016/j.domaniend.2015.12.003
2 B2M, POLR2, TBP 3 nem 10.1016/j.ygcen.2016.02.010
3 GAPDH 1 nem 10.1371/journal.pone.0125816
4 TBP 1 nem 10.1016/j.ygcen.2016.02.008
5 ACTB 1 nem 10.1007/s00429-014-0923-5
6 GAPDH 1 igen 10.1371/journal.pone.0143418
7 GAPDH 1 nem 10.1007/s12011-015-0455-8
8 GAPDH 1 nem 10.1007/s12011-015-0487-0
9 ACTB 1 nem 10.1371/journal.pone.0143298
10 GAPDH 1 nem 10.1186/512917-015-0609-0
11 ACTB 1 nem 10.1016/j.cbpa.2015.08.002
12 ACTB, GAPDH 2 nem 10.1007/s12011-015-0486-1
13 RNI18S 1 nem 10.1016/j.ygcen.2016.03.007
14 GAPDH 1 nem 10.1534/93.116.028498
15 RNI18S 1 nem 10.1371/journal.pone.0142319
16 GAPDH 1 nem 10.1007/511033-014-3753-x
17 GAPDH 1 nem 10.1016/j.etap.2015.01.016
18 RNI18S 1 nem 10.1371/journal.pone.0141062
19 ACTB 1 nem 10.1016/j.mce.2015.09.007
20 ACTB 1 nem 10.1016/j.domaniend.2014.09.001
21 ACTB, GAPDH 2 nem 10.1074/jbc.m114.601401
22 ACTB 1 nem 10.1089/vim.2015.0054
23 GAPDH 1 nem 10.1089/scd.2015.0208
24 GAPDH 1 nem 10.3382/ps/peu064
25 ACTB 1 nem 10.3945/jn.115.214338
26 ACTB 1 nem 10.1371/journal.pone.0138975
27 ACTB, PPID 2 nem 10.1038/srep20837
28 ACTB, GAPDH 2 nem 10.1016/j.mcp.2015.12.003
29 GAPDH 1 nem 10.1016/j.mce.2014.10.015
30 ACTB 1 igen 10.1080/00071668.2015.1058920
31 ACTB, GAPDH 2 nem 10.1371/journal.pone.0140499
32 B2M, TBP 2 nem 10.1038/srep15345
33 GAPDH 1 nem 10.1371/journal.pone.0146028
34 ACTB 1 nem 10.1590/1516
35 UBC 1 nem 10.2460/ajvr.76.11.975
36 RN18S 1 nem 10.1016/j.toxlet.2015.09.005
37 ACTB 1 nem 10.3382/ps/pev362
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Referenciagének a hazityuk génexpresszios kisérletekben (folytatas)

ACTB, GAPDH
ACTB
GAPDH
GAPDH
GAPDH
ACTB
GAPDH
ACTB, GAPDH
GAPDH
ACTB
ACTB
GAPDH
GAPDH
RN18S
GAPDH
RN18S
ACTB
PPIA
ACTB
GAPDH
ACTB
RPS17

GAPDH

B2M, GAPDH,
HRPT1, PPIA,
TBP, YWHAE

GAPDH
RN18S
ACTB
ACTB
ACTB
ACTB
ACTB
B2M, POLRZ2, TBP
ACTB
ACTB
GAPDH
GAPDH
POLR2
ACTB
GAPDH
ACTB
ACTB
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10.2527/jas.2014-8165

10.1590/s0100-736x2015000900003

10.1371/journal.pone.0119750

10.1007/s00484-014-0829-1

10.1007/s00774-014-0563-0

10.1017/s0007114514003535

10.4142/jvs.2015.16.4.423

10.1186/s12864-014-1202-9

10.1016/j.vetimm.2015.12.010

10.3184/175815515x14370479509643

10.1016/j.vetimm.2014.12.005

10.1242/dev.119149

10.3109/10253890.2015.1083551

10.1016/j.ygcen.2014.12.022

10.1007/s12011-015-0462-9

10.2141/jpsa.0150062

10.1016/j.biochi.2016.04.017

10.1038/srep18321

10.1371/journal.pone.0131474

10.1083/jch.201503071

10.5713/ajas.15.0252

10.1210/en.2015-1634

10.1016/j.acthis.2015.06.004

10.1016/j.vetimm.2015.01.003

10.1016/j.vetimm.2015.06.006

10.1016/j.livsci.2015.10.005

10.1371/journal.pone.0122643

10.1017/s1751731114002262

10.1016/j.rvsc.2015.10.005

10.1007/s11010-014-2249-2

10.1016/j.brainres.2016.01.038

10.1530/rep-15-0253

10.1080/03079457.2015.1086725

10.1007/s00251-014-0810-5

10.1186/s12985-016-0499-1

10.1016/j.ygcen.2014.11.009

10.1016/j.physbeh.2015.06.033

10.1007/s00484-015-0968-z

10.1080/00071668.2015.1041098

10.1080/00071668.2015.1099615

10.1016/j.apjr.2016.04.007
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Referenciagének a hazityuk génexpresszios kisérletekben (folytatas)

GAPDH
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GAPDH
RN18S
GAPDH
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RPL4, SDHA
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7. melléklet

Referenciagének a hazityik génexpresszios (éhezés) Kisérletekben

normalizalashoz stabilitast . et rue . "
# hasznalt referenciagén vizsgaltak digitalis objektum azonosito (DOT)
1 ACTB 1 nem 10.1016/j.gene.2015.06.022
2 ACTB 1 nem 10.1371/journal.pone.0127107
3 POLR2 1 igen 10.1016/j.cbpa.2012.08.009
4 ACTB, RN18S 1 nem 10.1016/j.domaniend.2011.08.001
5 ACTB 1 nem 10.2527/jas.2010-3339
6 ACTB 1 igen 10.2527/jas.2011-3897
7 GAPDH 1 nem 10.1016/j.cbpa.2015.08.004
8 GAPDH, RN18S 2 nem 10.3109/10253890.2011.639413
9 RNI18S 1 nem 10.3109/10253890.2010.543444
10 RNI18S 1 nem 10.1016/j.cbpb.2015.04.007
11 ACTB, GAPDH 2 igen 10.3382/ps.2014-04047
12 RPS17 1 nem 10.1016/j.cbpb.2015.07.002
13 RN18S 1 nem 10.5713/ajas.2012.12153
14 GAPDH, RN18S 2 igen 10.1186/s40104-016-0084-x
15 GAPDH 1 nem 10.1007/s11427-011-4226-2
16 RN18S 1 igen 10.1016/j.cbpb.2010.07.001
17 GAPDH 1 nem 10.3382/ps/pev315
18 GAPDH 1 nem 10.2141/jpsa.0150036
19 RN18S 1 nem 10.1016/j.cbpb.2015.10.007
20 RPS17 1 nem 10.1016/j.cbpb.2013.03.005
21 RPS17 1 nem 10.1016/j.cbpb.2013.06.003
22 ACTB 1 nem 10.1111/jne.12333
23 GAPDH 1 nem 10.3382/ps.2010-01173
24 ACTB 1 nem 10.1016/j.domaniend.2014.09.006
25 RNI18S 1 nem 10.1016/j.npep.2014.04.007
26 ACTB 1 igen 10.1016/j.physbeh.2011.06.023
27 ACTB 1 nem 10.1016/j.bbr.2015.02.008
28 GAPDH 1 nem 10.1016/j.cbpa.2012.07.010
29 GAPDH 1 igen 10.2141/jpsa.010093
30 RPS17 1 nem 10.2141/jpsa.0150011
31 RNI18S 1 igen 10.1186/2049-1891-4-43
32 ACTB 1 nem 10.7717/peerj.2129
33 ACTB 1 nem 10.1016/j.ygcen.2014.08.010
34 GAPDH 1 nem 10.2141/jpsa.009110
35 GAPDH 1 nem 10.1016/j.cbpa.2010.01.011
36 ACTB, CYTB 2 nem 10.1371/journal.pone.0139517
37 GAPDH 1 nem 10.1016/j.neuroscience.2011.09.007
38 RNI18S 1 nem 10.2141/jpsa.0140135
39 RPS17 1 nem 10.1111/asj.12392
40 ACTB 1 nem 10.1016/j.ygcen.2016.01.004
41 TUBB 1 nem 10.1186/1471-2164-13-441
42 ACTB 1 nem 10.1038/ij0.2011.221
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8. melléklet
A 10 referenciagén- jelolt Cq értéke az éhezés-ujraetetés kisérletekben (A) és a

novekedés hatasara (B). A doboz abrak az interkvartilis értékeket (25-75%), valamint a

mediant jelolik, mig a hibasdvok a minimum ¢és maximum értékeket.
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Allattenyésztési Tanszék tanszékvezetd egyetemi docensének, amiért feleldsségteljesen
iranyitotta és segitette a kutatdsi munkamat. Szakmai kapcsolataibol szdrmazé
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