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Roviditések jegyzéke

AME, = nulla nitrogenretenciora korrigalt latszolagos metabolizalhat6 energia

ATP = adenozin-trifoszfat

ANOVA = analysis of variance, varianciaanalizis

DNS = dezoxiribonukleinsav

DPP-4 = dipeptidil-peptidaz-4 enzim

EEC = European Economic Community

ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay, enzimhez kapcsolt immunoszorbens vizsgalat
FFA = free fatty acid, szabadzsirsav

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

G-protein = guanine nucleotide-binding protein, guaninnukleotid-koté fehérje

GALT = gut associated lymphoid tissue, nyalkahartya-asszocialt nyirokszovet a béltraktusban
GLUT = glucose transporter, gliikoz transzporter

GIP = glucose-dependent insulinotropic peptide, gliikdzdependens inzulinotrop peptid; gastric
inhibitory polypeptide, gasztrikus inhibitoros peptid

GLP = glucagon-like peptide, glukagon-szer( peptid

GOD/PAP = glukozoxidaz/fenol+aminoantipirin

GOD/POD = glukézoxidaz/peroxidaz

HRP-avidin = horseradish peroxidase-avidin, avidinnel kapcsolt tormaperoxidaz
IGF = insuline-like growth factor, inzulinszeri ndvekedesi faktor

MRNS = messenger ribonukleinsav

MyoD-gén = myogenic differentiation gene, izomdifferenciaciot befolyasolé gén
n = egyedszam (mintaelemszam)

n-butirdt = normal (egyenes lancu) butirat

NE = nemzetkdzi egyseg



NSP = non starch polysaccharide, nem keményitd poliszacharid
p (statisztika) = tévedési valoszindseg

pg = pikogramm

PYY = peptide YY; peptide tyrosine tyrosine

SGLT = sodium-glucose transporter, natrium-gliikoz transzporter

ttkg = testtémeg kilogramm



Bevezetés és irodalmi attekintés

A csirke szénhidrat-anyagcseréje

Altalanossagban kijelenthets, hogy a csirke szénhidratforgalma és annak endokrin
szabalyozasa, a tobbi madarfajhoz hasonldan, nagyban kiilonb6zik az emlésokben leirtaktol. A
csirke vércukorszintje élettani korulmények kozoétt is joval magasabb, mint a monogasztrikus
emlésoke, korilbeltl annak a kétszerese; az extrahepatikus szdvetek inzulin-érzekenysége
viszont elmarad azokétél (Dupont et al., 2004; Hazelwood et al., 1986). A magas
verglikozszintet a madaraknal hagyomanyosan a repilés nagy energiaigényével hoztdk
kapcsolatba, ennek ellentmond azonban, hogy a vérbdl, illetve a glikogenolizisb6l szarmazo
vercukor csak a rovid tavu repulések energiaigenyét fedezi, tartos fizikai megterhelés esetén
els6sorban a zsirsavak [(-oxidacioja, illetve az aminosavak nitrogénmentes szénlancanak az
elégetése szolgaltatja az energiat (Jenni et al., 1998; Klaassen et al., 2000). A szervezet
glukozforgalmanak szabalyozasat szamos hormonalis tényezd biztositja. Egyik igen jelent6s
hormon - az élettani korilmények koz6tt is magas vércukorszint egyik feltételezett okozoja lehet
- a glukagon, illetve szintén nagyon fontos hormon az intermedier anyagcserére €s a ndvekedésre
gyakorolt 0sszetett hatasai révén az inzulin. Mint anabolikus hatasi hormon, az inzulin fokozza a
gliikdz glikogénbe torténé beepitését, a lipogenezist és a fehérjeszintézist (Simon et al., 1989).
fgy az inzulin szekréci6janak és a széveti inzulinérzékenység befolyasolasanak a csirkében

termelésélettani jelent6sége is lehet.

A glukoz felszivodasa és forgalma

A kovetkez6kben a glikéz forgalmadban részt vevé transzportereket, a glikoz
felszivodasanak folyamatat és a kilonféle szovetek gliikdzfelvételének mechanizmusat, illetve
ezek sajatossagait ismertetem csirkékben. A gliik6z a szemipermeabilis hartyakon keresztill
facilitalt diffGzioval, transzmembran fehérjék (GLUT - gliikoz transzporter) segitségével mozog,
az emldsokhoz hasonl6 modon, fontos kulonbség azonban, hogy az eml6sokben nagy
jelent6ségli, a sziv- és vazizomban, illetve a zsirszOvetben expresszalodo inzulin- vagy
kontrakciofliggé GLUT-4 a madarakban hianyzik (Braun et al., 2008; Dupont et al., 2004), ami
ugyancsak 0sszefugghet a madarakban kialakul6 magasabb vércukorszinttel. A masik f6
transzportertipus, az SGLT (sodium-glucose transporter) madarakban is kiemelt fontossagu, féleg
a bélhdmsejtek apicalis oldalan kifejez6d6 SGLT-1 (Braun et al., 2008).



A csirkék esetében, az eml6sdkhdz hasonldan, a glikoz felszivodasa a béltraktusbol két
uton mehet végbe, egyrészt a bélhdmsejtekben expresszaldoddé GLUT-2 és SGLT-1 feherjék
segitségevel, kisebb hanyadban pedig a sejtkozotti réseken keresztil, paracelluléris diffazioval is
torténhet. Az SGLT-1 a bélhamsejtek apicalis oldaldn fejez6dik ki, ahol — a natrium
elektrokémiai gradiensének megfelel6en — két natriumion mozgasat egy molekula glikdzzal
0sszekapcsolva juttatja be azt a sejtbe. Ezt a gradienst a sejtek basolateralis oldalan kifejez6d6
natrium-ké&lium pumpa hozza létre ATP felhasznélasaval, az ugyanitt elhelyezked6 GLUT-2
transzporterek pedig a portalis keringésbe juttatjak a glikdzt. Az SGLT-1 fehérjéket kimutattak
mar csirke duodenumbol, jejunumbol, de colorectumbdl is, utobbiban vélhetéen a vese altal
vissza nem szivott glikdéz megmentése a feladata (Garriga et al., 2009). A bélhamsejtek altal
felvett gliikdz tébb mint egyharmada atalakul az anaerob glikolizis soran tejsavva, és igy 1ép be a
keringésbe (Riesenfeld et al., 1982).

Az eml6sokhdz és a tobbi madarfajhoz hasonléan a vércukorszint fenntartasanak
legfontosabb szerve a maj, amely elégtelen takarmanyozas mellett is képes a vércukorszintet az
élettani szinten tartani a raktarozott glikogén bontésaval, illetve glikoneogenetikus aktivitasanak
kdszonhet6en (Braun et al., 2008; Tinker et al., 1986). Fontos azonban, hogy csirkében és a tdbbi
madarban a vesék is igen fontos, vércukorszintet biztositd szervek; a glikoneogenezis kozel
30%-a a vesékben zajlik (Tinker et al., 1986). A legfontosabb méajban expresszalodd glikdz
transzporter a GLUT-2, emellett MRNS szinten kimutattak mar a GLUT-1, GLUT-3 és GLUT-8-
at is, de ezek szerepe vélhet6en elhanyagolhat6 (Carver et al., 2001; Kono et al., 2005).

Az extrahepatikus szovetek kozll a vazizomzat fontos szerepet jatszik a glikdz
homeosztazisaban, mint nagy mennyiség( vércukrot felhasznal6 szerv. Az izomsejtek a glukdzt
elégethetik, és igy energiaforrasként hasznalhatjak, a sejtekben a glikdéz bekapcsolodhat a
glikogenezisbe, illetve felhaszndlédhat az aminosavak szénlancanak szintéziséhez, ezéltal
nélkllozhetetlen a fehérjeszintézishez és a gyors izomtdmeg-novekedeshez (Braun et al., 2008).
A csirkék vazizomzataban felhalmozodo glikogénraktarak bontésa éhezés hatasara fokozodik
(Parker et al., 1976; Tinker et al., 1986).

Fontos kilonbség az eml6sdkhodz kepest a csirke esetében, hogy az inzulinfliggb GLUT-4
fehérje hianyzik, nem fejez6dik ki sem a vaz- és szivizomzatban, sem pedig a zsirszdvetben.
Szerepét vélhet6en részben a nemrég felfedezett, szintén inzulin-dependens GLUT-12 fehérje
tolti be (Coudert et al., 2013). Mivel a csirkék izomzataban a GLUT-12 mellett GLUT-1 és
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GLUT-3 széllitomolekulék is kifejez6dnek, melyek inzulinra nem érzékenyek, a vazizomsejtek
inzulin nélkdl is képesek bizonyos mennyiségl gliikéz felvételére (Braun et al., 2008). A csirke
szivizomzatanak, illetve zsirszovetének glikozfelvételeért GLUT-1 és GLUT-3 fehérjék felelnek,
az inzulinfuggé glukoz transzporter (GLUT-4) itt is hianyzik (Kono et al., 2005). A csirke
vorosversejtek erésiik soran elvesztik az erythroblastokban meg jelent6s mértékben kifejez6d6
GLUT-1-eket, és a GLUT-3 fehérjék mennyisege is csokken, igy a keringésben Ilévo
vorosversejtek pontos gliukozfelvételi mechanizmusa még nem tisztazott (Braun et al., 2008;
Johnstone et al., 1998).

Az eml6s6khoz hasonldan a kdzponti idegrendszer csirkében is els6sorban a vérbdl felvett
gliikéz aerob oxidaciéjabol fedezi energiaigényének dontd hanyadat (Shepherd et al., 1999).
Ennek megfeleléen a GLUT-1 és a GLUT-3 fehérjék nagy szdmban talalhatok meg az agyban, és
biztositjak az idegsejtek folyamatos, inzulinfiiggetlen glukdzfelvételét (Carver et al., 2001). A
legtobb madarfajhoz hasonléan a csirke is rendelkezik a rhomboidealis sinusban helyez6d6
corpus gelatinosum nev( szervvel, melynek pontos funkciéja maig nem tisztazott (Moller et al.,
2003). A corpus gelatinosum jelentés mennyiségl glikogént raktaroz, melynek szintéziséhez a
gliikézt GLUT-1 transzporter segitségével veszi fel, igy ez a folyamat inzulintdl fliggetlen. Mivel
a szerv anatomiai helyez6désénél fogva a veér-agy gatat attori, ezért az idegrendszer
gliikdzellatdsaban, glikozforgalmanak szabalyozésdban lehet jelent6s szerepe (Mdller et al.,
2003).

A csirkék vizelete élettani korilmények kozott a magas vercukorszint ellenére sem
tartalmaz glikdzt, készonhetben annak, hogy a vesék proximalis tubulusai az eml6sdkénél
mintegy 4-5-sz6r nagyobb glikdz-felvevé képességgel rendelkeznek (Morgan et al., 2001). A
tubuléris visszaszivasban a GLUT-1, GLUT-2 és GLUT-3 transzporterek szerepét mar
bizonyitottak, az SGLT jelenlétét eddig nem vizsgaltadk (Braun et al., 2008; Kono et al., 2005).

A csirke szénhidrat-anyagcseréjének endokrin szabalyozasa

A csirke szénhidrat-anyagcseréjében a legfontosabb szabalyozé szerv az emlésokhoz
hasonléan az endokrin hasnyalmirigy, mely o-, B-, 8- és F-szigeteket tartalmaz. Az a- és B-
szigetek sejtjei termelik a glukagont, illetve az inzulint, a 6-szigetek sejtjei a szomatosztatint, mig
az F-szigetek sejtjei felel6sek az Un. avian pancreatic polypeptide elvalasztasaért (Sitbon et al.,

1980). A hasnyalmirigy egészét tekintve kijelenthet6, hogy annak allomanyaban a glukagon



koncentréacioja joval magasabb, mint az inzuliné. Csirkében a legtobb kisérlet arra mutatott ra,
hogy az inzulin a vercukorszintet kevéssé befolyasolja, illetve az extrahepatikus szOvetek
alacsony inzulinérzékenysége miatt a szoveti glikozfelvételre  élettani  inzulin
plazmakoncentracio esetén csak kis mértékben hat (Tokushima et al., 2005). A vérplazma
inzulinkoncentrécidja csirkékben kb. egytizede az emldsokre jellemz6 értéknek, ami 6sszefligg
azzal, hogy a csirkék hasnyalmirigyeben keves [3-sejt talalhatd, és ezen sejtekben is viszonylag
kicsi az inzulin koncentracioja (Dupont et al., 2004). Béar a gliukozstimulussal szemben
meglehet6sen ellenall6 a madarak hasnyalmirigye, az eml6sdkben nagy jelent6ségl
feszultségfiiggé kaliumcsatornak agonistdja, a tolbutamid madarakban is kivaltja az inzulin
felszabadulast és a kovetkezményes vércukorszint-csokkenést, igy Vvélhetéen az
inzulinfelszabadulas folyamata madarakban is hasonléan zajlik, mint az emlésokben (Danby et
al.,, 1982; Tinker et al., 1986). Az inzulinszer(i ndvekedési faktorokkal (IGF-1 és -2) egydtt
serkenti a novekedést és befolyasolja az allatok takarmanyhasznositasat az inzulin (Braun €t al.,
2008; Gao et al., 2007). Az inzulin a sejtekben sokrétli valtozasokat okoz kulonbdz6
intracellularis kaszkadfolyamatok aktivalasaval: ezek moduldlasan keresztil serkenti a
glikogenezist, glikolizist, lipogenezist és fehérjeszintézist; emelett egyes gének transzkripcidjat
is szabalyozhatja (White et al., 1994). Kimutattdk, hogy a napos korban adott inzulin a MyoD
gén expresszidjara hatva serkentheti a myoblastok proliferaciojat és csokkentheti
differencidlodasukat, ezaltal hozzajarulhat az izomtémeg gyarapodasdhoz, és javithatja a
novekedési mutatokat csirkében (Sato et al., 2012). Méas kutatdsi eredmények szerint a
takarmanyhoz kevert karbohidraz és fitaz enzimek szignifikansan novelték az inzulinreceptorok
kifejezOdesét, és ezéltal a takarményhasznositast javitottdk brojlercsirkében (Jozefiak et al.,
2010). Kutatécsoportunk korébban a takarmanykiegészitéként széles kdrben alkalmazott butirat
inzulinjelpalyara és a szovetek inzulinérzekenysegere  kifejtett  hatasait  vizsgélta
brojlercsirkékben, ennek bemutatasara a késébbiekben keril sor.

A glukagon egysegnyi tomegre vetitve 8-10-szeres mennyisegben van jelen a csirke
hasnyalmirigyében az eml&sokéhez képest. A vérgliikdzszint emelkedésének hataséra
elvalasztasa az endokrin szigetekb6l nagymértékben csokken (Ruffier et al., 1998). Az inzulinnal
szemben a csirke nagyon érzékeny a vér glukagonszintjének emelkedésére, és arra a ver glikoz-,
triglicerid-, glicerin- és szabadzsirsav-koncentracidjanak emelkedésével valaszol. A

vércukorszint emelkedését a glukagon az emlésokhoz hasonlé mdédon a méj glikogénraktarainak



bontésaval és glikoneogenetikus aktivitasanak ndvelésevel éri el (Hazelwood, 1973). Egyes
kutatdsok szerint a mellékvese vel6allomanyabol felszabaduld adrenalin csirkében Kisebb
mértékd hiperglikémiat valt ki, mint az eml6sok esetében, igy csirkében a glukagon tekinthetd az
akut stressz f6 hormondlis mediatoranak (Thurston et al., 1993). A d-sejtek Aaltal termelt
szomatosztatin parakrin modon mind a glukagon, mind az inzulin elvalasztasat gatolja, illetve
kutatdsok alapjan feltételezhetd, hogy a glikoz glukagonfelszabadulast gatlo hatasa is ezen
mediétoron keresztll érvényesul (Honey et al., 1981; Sakurai et al., 1974). Az F-sejtek hormonja,
az avian pancreatic polypeptide a zsirbontast serkenti, es emellett az inzulinfelszabadulast gatolja,
tovabba elvélasztasanak hatdsadra a mdj glikogénraktarai kidrilnek, amely arra utal, hogy
kdzvetve ugyan, de jelentés mediator csirkék és mas madarak gliikdz-anyagcseréjének
szabélyozasaban (Hazelwood, 1973).

A mellékvesekéreg zona fasciculata rétegében termel6dd glikokortikoidok az
emlésokhdz hasonléan a gliikoneogenezis stimulaldsa révén a vércukorszint lassd, elnydjtott
emelkedését okozzak csirkeben is. A ndvekedési hormonnak a gyorsan fejl6d6é brojlercsirke
életében kiemelt jelent6sége van, gatolja a glikkoneogenezist, segiti az aminosavak fehérjébe valo
beéplilését, de jelentds zsirbontd hatasa mellett a vércukorszintet csak kis mértékben emeli
(Vasilatos-Younken et al., 1988).

Az inkretin hormonok csirkeék szénhidrat-anyagcseréjére kifejtett hatasai az albbiakban

kerllnek targyalasra.

Az inkretinek

A szénhidrat-anyagcsere és az inzulin-homeosztazis szabalyozéasadban fontos szerepet

toltenek be a bélfal altal termelt inkretin hormonok. Az inkretinekhez két enteroendokrin hormon
tartozik: az L-sejtek altal termelt GLP-1 (glucagon-like peptide 1) és a K-sejtek altal elvalasztott
GIP (gastric inhibitory polypeptide vagy glucose-dependent insulinotropic peptide). Az
enteroendokrin sejttipusok megoszlasa bélszakasz specifikus, a K sejtek csak a vékonybélben
fejezOdnek ki, javarészt az epésbélben és az éhbélben, de kismértékben a csipdbélben is (Kim and
Egan, 2008). Az L-sejtek egyarant kifejezddnek a vékonybélben és a remesebélben (Doyle and
Egan, 2007), ezek kozil a disztdlis bélcsatorna L-sejtjei a PYY (peptide YY) elvalasztasaért is
felelnek. Az L-sejtek altal termelt GLP-1-et a proglucagon gén kddolja, hasonléan a glukagonhoz

és a GLP-2-hoz; a fehérje csak késdbb, a poszttranszlaciés modifikacié sordn nyeri majd el



végleges, aktiv formjat (Kim and Egan, 2008). A szintén itt termel6dé GLP-2 nem rendelkezik
az inkretin hormonokhoz hasonlé bioldgiai funkcioval, nincs inzulinfelszabadulést serkentd és
verglikozszint csokkentd hatasa (Kim and Egan, 2008). Annak ellenére, hogy egyazon génen
kodolodik a glukagon, a GLP-1 és a GLP-2, gyakorlatilag nem kdt6dnek egymaés receptoraihoz,
azok er6teljes specifitdsa miatt (Kim and Egan, 2008).

Az inkretinek az étkezés (ill. allatokban a takarmanyfogyasztés) soran szabadulnak fel a
sejtekbdl, és a glikoz-indukalt inzulin-szekrécioban van szereplik (Holst et al., 2008). A
takarmanyfogyasztast kovetd inzulinfelszabadulds kortlbelll 70%-4ért felel6sek az inkretinek
(Holst et al., 2008). Mind a GIP, mind a GLP-1 eml&sokben a hasnyalmirigy szigeteinek -
apoptozisat gatolja, és segiti a glikoz-dependens inzulinfelszabadulést (Baggio et al., 2007).
Nemrég leirtak, hogy csirkében a GLP-1 receptorok nem a (3-sejteken expresszalddnak, hanem a
hasnyalmirigy szigeteinek szomatosztatint termel6 d-sejtjein fejez6dnek ki (Watanabe et al.,
2014). Ez alapjan feltételezhetd, hogy a GLP-1 emlGsokéhez igen hasonlé mertékd,

inzulinfelszabadulast serkentd hatasa csirkében mas receptorialis Uton keresztil val6sul meg.

Az inkretinek nem csak a hasnyalmirigy endokrin szigeteinek mikddését modulaljak,

hanem egyéb szdvetekre is van hatasuk. gy a GIP fokozza a zsirraktarozast a zsirszovetben, és

VA

VA

csokkentése, a jollakottsdg érzetének kialakitasa és a glikoz glukagonfelszabadulast géatld
tevékenységének el@segitése (Baggio et al., 2007). A legtobb sejt fellletén expresszalodd, oda
kotott, dipeptidil-peptidaz-4 enzim (DPP4) felelds az inkretin hormonok gyors inaktivalasaért.
Mivel ismert, hogy a madarak szénhidrat-anyagcseréje és glikdz-homeosztazisa sok ponton eltér
az emlOsokétdl, az inkretin-hdztartds vizsgalata és annak befolydsolasa takarmanyozasi

faktorokkal nagy jelent6séggel birhat.
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A butirat

Az n-butirat (tovabbiakban: butirat) a négy szénatomot tartalmazé vajsavnak az anionja.
Nagy mennyiségben keletkezik a baktériumok anaerob fermentacidja soran a kér6dzdk
elégyomraiban, illetve a monogasztrikus Aallatok vastagbelében. A colonocytak 6
energiaforrdsaként szolgél (Velazquez et al., 1997), a sejtekbe jutva aktivalodas utan a [-
oxidacioba kepes belépni. Ismert a butirdt szelektiv antimikrobialis hatdsa, melynek soran az
emelked6 butiradtkoncentraciora érzékenyen reagalnak egyes patogén baktériumfajok, igy az
enterotoxikus Escherichia coli torzsek, illetve Salmonella és Clostridium fajok, mikozben az
eubiotikus flora nem karosodik (Ricke, 2003; van Immerseel et al., 2005; Ferndndez-Rubio et al.,
2008). A butirat szikséges tovabbd a GALT (gut associated lymphoid tissue) megfeleld
fejlédéséhez (Friedman et al, 2005), emellett gyulladascsokkentd hatasat is kimutattdk méar
(Segain et al, 2000). Ezen hatdsok okan a butiratot széles korben felhasznaljak
takarmanykiegészit6ként a nagyiizemi allattartasban. A bélhdmsejtek altal le nem bontott butirat
a portalis keringéssel a majba juthat, és ott a hepatocytak B-oxidacidjaba, illetve a ketogenezishe
kapcsolddhat be. A butiradt méjsejtek altal nem metabolizalt hanyada epigenetikus hatast fejthet
ki: a hisztonfehérjék acetilacidjanak mértékét és a DNS metilaltsagat mddositva
megvaltoztathatja a kromatinallomany szerkezetét, és ezaltal egyes genek expressziojat (Doyle,
2010). A butirat, mint jelatvivé hatadstd molekula, kotédhet tovabba a G-protein kapcsolt FFA
receptorokhoz is, els6sorban az FFA3-hoz (free fatty acid receptor 3), mely tdbbek kdzott a
bélben is kifejezddik az enteroendokrin sejtek kozelében, és igy azok hormontermelésére hathat
(Lin et al., 2012).

A beélcsatornaban keletkezd butiratnak csak kis hanyada jut el a szisztémas keringésig
(Guilloteau et al., 2010). Egéerben megfigyelték, hogy a takarmanykiegéeszitéként adott, nagy
mennyiségl butirdt a maj metaboliz&cids kapacitasat telitve bejuthat a szisztémas keringésbe, és
novelheti a sejtek inzulin irdnti érzékenységet, ezzel megvaltoztatva a vérplazma glukoz- és
szabadzsirsav-koncentracidjat (Gao et al., 2009). Ezzel szemben csirkében a bolusban adott
butiradt csokkentette a szisztémds inzulinérzékenységet (Matis et al., 2014). A butiratkezelés
hatasara a csirke maj- és zsirszévetében az inzulin receptorok down-regulécidja kovetkezik be,
mig a vazizomsejtekben kifejez6désiik mértéke nd, a vérplazméban pedig mind a glikdz, mind az
inzulin koncentracidja emelkedik (Matis et al., 2014). A butirdtadagolas altal kivaltott

receptorexpresszio-valtozasnak es a verplazma inzulinszint ndvekedésének termelésélettani
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jelent6ésége lehet, mivel igy az inzulin stimulalhatja a vazizmok gliikdzfelvételét, és képes lehet a
fehérjeszintézis serkentésével az izomtdmeg nagyobb aranyl névelésére. Az egerben leirtakhoz
képest csirkében tapasztalt jelent6s eltérések feltehet6en a madarak és az eml6sok szénhidréat-

haztartasanak nagyfoku kilonbozdségebdl fakadnak.

A butirdt inzulin-homeosztazisra gyakorolt hatasat emellett a butirat eredete, illetve
felszivodasanak helye is alapvet6en befolyasolhatja. Munkacsoportunk tovabbi vizsgalatok soran
kimutatta, hogy a takarmany nem keményitd tipusu poliszacharid-tartalmanak emelése — amely
stimulélja a caecumban zajlé endogén bakterialis butirattermelést — csokkentette a vérplazma
hatast fejtett ki (nem publikélt adatok). Az inkretintermel6 enteroendokrin sejtek bélszakasz-
specifikus megoszlasa felveti annak lehetGsegét, hogy a szajon &t adott és vastagbél eredetd
butirat eltér6 hatasa az inkretinek szabalyoz6 szerepével all dsszefliggésben. Butiratkezelés
hatasara egérben szignifikdnsan emelkedett a GIP és GLP-1, és ezekhez kapcsoltan az inzulin
plazmakoncentracidja is (Lin et al., 2012). Mivel az inkretin-elvalasztds takarmanyozasi
faktorokkal torténd befolyasolasara vonatkoz6an madarakban csak nagyon kevés irodalmi adat
all rendelkezésiinkre, és az inkretinek pontos szabalyozo szerepe is kevéssé tisztazott, munkank
soran arra kerestiik a valaszt, hogyan befolyasolja a szajon at adott butirat az egyes inkretinek, és

ezzel 0sszefluiggésben az inzulin homeosztazisat.
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Celkitdzes

Kisérletlink soran az inkretinek inzulin-homeosztazisban betoltott szerepét, illetve ennek
takarmanyozéasi faktorokkal tortén6 befolyasolasat kivantuk vizsgalni csirkében. Ezen kutatasi
terulet eml@sdkben mar nagyrészt feltart; ismert, hogy az inkretinek a takarmanyfelvételt kdvet6
inzulinfelszabadulas fontos iranyitoi. Ezzel szemben az inkretinek szerepe, jelentGsege
madarakban kevésbé ismert, igy ezen fajokban tortén6é vizsgalatuk 6sszehasonlitd élettani
szempontbdl is nagy jelent6séggel bir. A csirkében és méas madéarfajokban tapasztalhato,
emlésokkel szembeni jelentds szénhidrat-haztartasbeli kiilonbségek miatt felmeril a kérdés, hogy
az emlésokben kulcsfontossagu inkretinek madarakban milyen mértékben és milyen mddon

modulaljak az inzulin felszabadulasat.

Szintén célul tlztik ki az élettani szabalyozas megismerése mellett azt is, hogy
megvizsgaljuk az inzulin felszabaduldsanak befolyasolasi lehet6ségét takarmanyozasi faktorok
segitségével. gy munkank soran az alternativ hozamfokozoként, takarmanykiegészitéként is
széles korben alkalmazott, epigenetikusan aktiv és receptorialis hatadsokkal is rendelkez6 butirat
inkretin-elvalasztasra gyakorolt hatasat kivantuk vizsgalni. Ismert, hogy a madarak szdveteinek
élettanilag alacsony az inzulinérzékenysége, igy amennyiben ezt valamely takarmanyozasi faktor,

takarmanykiegészité befolyasolni, ndvelni képes, ugy ett6l a termelékenység javulasa is varhato.

Kérdéseink megvalaszolasa érdekében 24 napos, az intenziv ndvekedés fazisdban Iévé
brojlercsirkéket  begyszondan  keresztil  kivantunk  kezelni  kilénbdzd  toménységl
butiratoldatokkal, azok akut hatdsat vizsgalva. A két alkalmazott dézis kozil az alacsonyabb
(0,25 glttkg) felel meg a nagylizemi baromfitartasban alkalmazott takarmanykiegészitéssel
naponta felvett butirdt mennyiségének. Az emelt dézis (1,25 g/ttkg) viszont egy jelent6sen
megndvelt butirdtmennyiség beadasat jelenti, mellyel a butirat tovabbi, magasabb koncentracio
esetén fellépo esetleges hatasait kivantuk vizsgalni. Az allatoktol a kezelés el6tt egyszer, majd azt
kdvetéen haromszor kivantunk veért venni (0., 10., 30., 60. perc), és a vérplazma inzulin-, GIP-,
GLP-1- és glukozkoncentraciojanak alakuldsdt nyomon kdvetve vizsgélni az inzulin-

homeosztazis butirat hatdsara bekdvetkez6 valtozasait.
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Anyag és modszer
Allatkisérlet

Elhelyezés, nevelés

A munkacsoportunk altal végzett allatkisérletek soran a hatalyos hazai és eurdpai unios
jogszabalyokat (86/609/EEC) betartottuk, a kisérletek elvégzése a Munkahelyi Allatjolléti
Bizottsag engedélyével zajlott.

Kisérleteinkhez 24 napos, ivar alapjan elkilonitett, kizarolag himivara brojlercsirkéket
hasznaltunk fel. A Ross 308 torzsbe tartozé allatokat napos korban vasaroltuk a Gallus Kft.
devecseri keltet6jébdl, és ezeket Karunk Elettani és Biokémiai Tanszékének allathazaban
helyeztiik el. A tartdsi korllmények minden tekintetben megfeleltek a Ross technoldgia
el6irasainak (Ross Broiler Management Manual, 2009). A himivaru allatokat hét fés csoportokba
osztottuk, és 1,5 m? alapteriilet(i fémketrecekben, friss faforgacs almon tartottuk. Az alkalmazott
fényprogram az allatok igényeit Kielégitette; a betelepitéstdl a 7. napig napi 23 6ra, a 8.-t6l a 14.
napig napi 18 dra, ezt kdvetben a kisérlet befejezteig napi 16 dra megviléagitast biztositottunk. A
homerséklet bedllitdsa is megfelelt a fejl6dé allatok sziikségleteinek: az elsé napokban
megszabott 30-33°C-rol fokozatosan 25-26°C-ra csokkentettilk. A relativ paratartalom a nevelés
teljes ideje alatt 35-45% koz0Ott mozgott, a csibék igényeinek megfelelGen. A csirkeket a kisérlet
megkezdéseig (24. nap) ad libitum lattuk el vizzel és takarmannyal (1. tdblazat). A Kisérlet
megkezdése el6tt 12 draval a takarmanyt megvontuk az allatoktol, hogy el6segitsik a beadando

butirat bolus minel eredményesebb felszivodasat.

Az llatok fejl6désének nyomon kovetése érdekében a csirkék testsulyat és
takarméanyfelvetelét folyamatosan meértik, és meghataroztuk a legfontosabb termelési
paramétereket (2. tablazat). Ez alapjan megallapithatd, hogy az allatok a Ross technolégia
kovetelményeinek megfeleléen fejlodtek, és az egyes csoportok kozott nem tapasztaltunk
szignifikans kilonbséget.
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1. tdblazat. A brojlercsirkék takarmanyanak osszetétele és beltartalmi paraméterei
(szamitott értékek)

Osszetevik, g/kg

Kukorica 593,7
Sz0ja 310,0
Kukoricaglutén 50,0
Takarmanymész 15,0
Kalcium-foszfat 18,5
NaCl 4,0
Vitamin-asvanyi anyag
keverék' 6,0
L-lizin-HCI 1,8
DL-metionin 1,0
Beltartalmi paraméterek
Nyersfehérje g/kg 212,2
Nyerszsir g/kg 29,4
Nyersrost g/kg 25,3
Nyershamu g/kg 65,9
AME,, MJ/kg 11,9
Lizin, g/kg 11,9
Metionin g/kg 4,9
Metionin + Cisztein, g/kg 8,6
Kalcium, g/kg 11,6
Foszfat, elérhetd, g/kg 4,5
Salinomycin-Na mg/kg 66,0

LAsvényianyag- és vitamintartalom (takarmany-kg-ra szamolva): Se:
0,24 mg; Fe: 135mg; Mn: 136 mg; Cu: 22 mg; Zn: 110 mg; I: 1,2 mg;
retinil-acetat: 4,14 mg; kolekalciferol: 0,075 mg; tokoferol: 26,85 mg;
kolinklorid: 360 mg; menadion: 3,0 mg; riboflavin: 7,0 mg;
kobalamin: 0,03 mg; niacin: 40 mg; pantoténsav: 12 mg; folsav: 1,0
mg; piridoxin: 5,0 mg.
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2. tablazat. A testtdmeg és takarmanyfelvétel valtozasai a brojlercsirkékben

Kontroll Butirat alap Butirat emelt
Testtdmeg (Q)
0. nap 434 + 04 441 + 0,8 43,6 £ 0,7
7. nap 2272 + 6,9 2126 + 6,3 2218 £ 25
14. nap 4717 + 64 475,0 £14,0 4943 + 7,7
21. nap 9350 +114 913,9 +£28,7 8948 £17,1
24. nap 1072,4 +14.3 1106,0 + 15,3 1075,2 + 16,5
Takarmanyfelvételi
atlagok
(g/csirke, naponta)
0-6 nap 27,8 29,3 28,5
7-13 nap 60,5 61,5 62,0
14-20 nap 87,7 86,6 85,9
21-24 nap 99,0 99,9 99,2

A testtdbmegeket egyedenként megmértik a 0., 7., 14., 21. és 24. napokon, és ezek értekeit a
csoport atlagaban + standard hiba adtuk meg (n=7/csoport). A naponta elfogyott takarmany

mennyiségébdl szamoltuk ki a csoportonkeénti atlagos napi takarméanyfelvételt.

Butirat alap = Szajon at torténd butirat bolusos kezelés a 24. napon (0,25 g/ttkg ).

Butirat emelt = Szajon at torténd butirat bolusos kezelés a 24. napon (1,25 g/ttkg).

Kontroll = Sz4jon at torténo kezelés fizioldgias sooldattal a 24. napon.
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A kezelés és vervétel menete

Az allatkisérletbe 21 allatot vontunk be, melyeket 3 csoportra osztottunk a kezelés tipusa
szerint. A kezelések a 24. napon torténtek, 12 6ras takarmanymegvonast kdvetéen. A 12 6ras
takarmanymegvonasra azért volt sziikség, hogy az allatok bélcsatornaja kiuruljon, eés a kés6bb
bolusban beadott natrium-butirat (Sigma-Aldrich, Mlinchen, Németorszag) az (ires bélcsatornabol
minél hamarabb fel tudjon szivédni. A kezelést minden allat esetben egy vérvétel el6zte meg (1.

veérvétel, 0. perc). A mintavételt a szarnyvénabol végeztik el.

A kontroll csoport tagjait begyszondan keresztiil beadott fiziologids sooldattal kezeltik,
2,5 ml/ttkg dozisban. A ,butirdt alap” csoport tagjai begyszondan keresztil 0,1 g/ml
oldatos kezelést kaptak, 2,5 ml/ttkg ddzisban, begyszondan keresztul. Az &llatoknak beadott
butiratmennyiség igy 0,25 g/ttkg-nak felelt meg a ,,butirat alap” csoport, mig 1,25 g/ttkg-nak a
»butirdt emelt” csoport esetében.

A ,,butirat alap” csoport tagjainak adott bolus felel meg a nagytizemi koriilmények kozott,
takarmanykiegészitéként alkalmazott, egy é&llat &ltal a takarmannyal felvett atlagos napi
butiratmennyiségnek. A ,,butirat emelt” csoport altal kapott butirdtmennyiség ezzel szemben egy
jelentésen megndvelt adag, mellyel a butirat tovabbi, nagyobb dézis alkalmazasa esetén varhato

lehetséges hatésait kivantuk vizsgalni.

A butirat in vivo hatésainak alapkutatasi jellegi vizsgélatara tobbféle beadasi modot
alkalmazhatunk (Matis, 2013; Lin et al.,, 2012). Az egyik lehet6ség a natrium-butirat
takarmanymegvonast kovetd, bolusban térténd, egyszeri beadasa, amelyet mi is alkalmaztunk. A
masik vizsgalati modell a butirdt takarmanyba keverése, melynek sordn az allatok a butiratot
folyamatosan, egész nap a takarmannyal egydtt veszik fel. A bolusban torténd kezelés egy széles
korben elfogadott vizsgalati modszer, in vivo modell, amelyet tanszékiink kutatocsoportja mar
korabban is alkalmazott (Matis et al., 2013). Ennek sorén egy olyan vizsgéalati rendszert alakitunk
ki, melynek elénye a takarmanykiegészitéként térténd adagolassal szemben, hogy ilyenkor a
beadéast kovetben az ires gyomor-bélcsatorna proximalis szakaszarol rovid idon belil felszivodik
a butirat szinte teljes mennyisége. Ez els6sorban annak készonhet6, hogy az ,,ures” gyomor-bél
traktus elils6 szakaszaira (begy, gyomor) jellemz6 alacsony pH-n a disszociélatlan vajsav

konnyen diffundal at a szemipermeabilis hartydkon keresztill. A gyorsan felszivodd butirat

= z=z
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stimulust jelent mind a maj, mind az extrahepatikus szovetek szdmara, ezzel jO lehetdséget
teremtve a butirat lehetséges biokémiai hatasainak molekularis szint(i vizsgalatara is (Matis et al .,
2013).

A butirdt takarmanyba keverése esetén az A&llatok a butirdthoz folyamatosan kis
mennyiségben jutnak hozza, mely a bélcsatornaba jutva elnyujtottan szivédik fel, a takarmany
emésztésének megfeleléen. Ebben az esetben a vérben folyamatos, de mérsekelt
butirdtkoncentracio-emelkedés tapasztalhatd. El6nye a takarmanyba kevert butirat
alkalmazésanak a bolusban tortend kezeléssel szemben, hogy az igy kapott kutatési eredmenyek
velhetéen jobban extrapolalhatéak az intenziv Aallattartas soran fellépé hatasokra, hiszen a
nagyuzemi korulményekhez hasonlé mddon jutnak a butirdthoz az &llatok. A boluskezelést
viszont a magasabb, jobban detektalhatd vérszintek és a biologiai hatdsok erételjesebb

megjelenése teszi el6nydssé a tovabbi lehetséges bioldgiai hatasok felkutatasara.

Az allatoktol a bolus beadasat kovetben veért vettink a kezelést6l szamitott 10., 30. es 60.
percben heparinos csovekbe. A kezelt allatok a vérvételezések befejezéséig nem jutottak
takarmanyhoz. A véralvadds megakadéalyozasa érdekében a heparinos veérvételi csoveket a
vérvétel utan egyszer atforgattuk. Az alvadasaban gatolt vérmintakat el6bb jégre téve hitottik,
majd azokat centrifugaltuk (15 perc, 1000g), a mintdkbdl a plazmat leszivtuk, és a késdbbi

felhasznalasig -80°C-o0s h6mérsékletet biztosito fagyasztogépben taroltuk.

Meérések

Munkacsoportunkkal a csirkékbdl nyert vérplazmamintdkbol hdrom hormon, valamint a
glukdz mennyiségi meghatarozasat végeztik el. Az inzulin, a GIP (gastric inhibitory polypeptide
vagy glucose-dependent insulinotropic polypeptide) és a GLP-1 (glucagon-like peptide-1)
koncentraciojanak ~ ELISA  mddszerrel  torténd  mérése, illetve a  vérplazma
glikozkoncentracidjanak spektrofotometrids diagnosztikai teszttel val6 meghatérozésa a
kovetkezékben kerll ismertetésre. A merések megkezdése el6tt a fagyasztott plazmamintakat

jégre téve olvasztottuk fel.

Inzulin
A mintak inzulin-koncentracidjanak meghatarozasat kompetitiv, enzim inhibicids, csirke

specifikus szendvics ELISA-val végeztik el a gyartd utasitasai szerint (MyBioSource, San
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Diego, California, USA, cikkszdm: MBS701713). Az aldbbiakban az alkalmazott protokollt

foglalom 6ssze roviden.

Els6ként el6készitettiik a 96 lyukd mikrotiter lemezt, az els6 sorban két lyukat Uresen
hagytunk ,,Vak”-nak, a maradek tiz vajatba keriltek a standard sor oldatai, dsszesen o6tféle,
mindegyikbdl két-két lyukba mértlink 50 ul-t. A mintainkat a felolvasztas utan, higitas nélkdl,
vortexelést kdvetéen bemértik a lyukakba (50 pl/lyuk).

A mérésiinkhoz hasznalt mikrotiter lemez gy kerdilt kialakitasra, hogy lyukait elz6leg
inzulin-specifikus antitestekkel vontak be, mely a minta inzulinmolekulait képes megkotni. A
mintdk bemerését kovetéen a ,konjugatum” oldatok adagoldsa kovetkezett tobbcsatornas
pipettakkal, a két ,Vak” lyuk kivételével minden helyre mértiink 50 pl mennyiséget. (A ,,Vak”
vegig Uresen maradt.) A ,konjugdtum” tartalmazta a biotinnal kapcsolt inzulint, mely a
rendszerbe kertlve a minta sajat inzulinmolekulaival versengésbe kezdett a lyukak inzulin-
kotéhelyeinek az elfoglalasaert. Minél tobb biotinnal konjugélt inzulin tudott ezekhez a
kot6helyekhez kotédni, annal kevesebb szabad inzulin volt eredetileg a mintankban. A
»konjugatum” bemérése utan 60 percen keresztil 37°C-os termosztatban inkubaltuk az ELISA-
lemezt. Az inkubacios idd letelte utan a folyadékot a lyukakbdl tébbcsatornas pipetta segitségével
eltavolitottuk, majd azokat mosépufferrel haromszor atmostuk. (Az atmosassal minden esetben a
rendszerben feleslegben 1évd, nem kotott molekuldktdl kivantunk megszabadulni.) Ezutan
minden lyukba 50-50 pl HRP-avidin (horse radish peroxidase-avidin = avidinhez kapcsolt
tormaperoxidaz) tartalmd oldatot mértink be. Az avidin a biotinhoz er6sen kotddik, igy a
lemezen megkotott biotinilalt inzulinnal aranyos mennyiségl HRP-avidin kotédik az el6bb
kialakult biotinilalt inzulin — anti-inzulin ellenanyag komplexekhez. A HRP-avidin adagoléasa
utdn 30 percig inkubaltuk a mikrotiter lemezt a 37°C-os termosztatban. Ezt kovetben a
folyadékokat a lyukakbol ismét leszivtuk, majd haromszori mosas utan hidrogéen-peroxid-oldatot,
majd szinképz6 szubsztratot tartalmazo oldatot mértiink a lyukakba 50-50 pl mennyiségben. Ezt
a lépést egy 15 perces inkubacio kovette a 37°C-os termosztatban, majd a kénsavtartalmua ,,Stop
oldat” hozzaadasaval a tovabbi szinvaltozast leéllitottuk. (A peroxidaz aktivitasnak kdszonhetben
a hidrogén-peroxid bontésa kozben a szinképzd anyag oxidalddott, es ezéltal szines vegyuletté
alakult.) A keletkezett szin intenzitasat 450 nm-en mértiik a vak ellenében. Az eredmények

feldolgozésa soran a standard sor adataira a Curve Expert 1.3 program segitségével illesztettiink

VA
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GIP, GLP-1

A GIP és a GLP-1 vérplazméabol tortén6 meghatarozasanak modszere rendkivil hasonld,
igy az alabbiakban egyiitt keril targyalasra. Mindkét esetben a mennyiségi meghatarozast dupla
antitestes, csirke specifikus szendvics ELISA mddszerrel vegeztik el a gyartd utasitasai szerint
(MyBioSource, San Diego, California, USA, cikkszamok: MBS261884, MBS260694).

A mintak felolvasztasa utan el6szoér — a GIP és a GLP-1 esetében egyarant — a standard
sor elkészitésére keriilt sor, ennek soran a gyart6 altal biztositott liofilizalt standardet 1 ml
standard diluens segitsegével rekonstitualtuk, 30 percig szobahdémérsékleten allni hagytuk,
Osszeraztuk, és ebbdl kiindulva elkészitettiik az dsszesen nyolctagu higitasi sort. A higitas el6tt
300-300 ul standard diluenst pipettaztunk a 7 Eppendorf cs6ébe, majd sorban, a tomény
standardtél kezdve, 300 ul-t pipettaztunk at az el6z6 Eppendorf csdvekbdl a soron kovetkezdkbe.
Ezutdn a 96 lyukd mikrotiter lemezre vittiik fel a standard sor tagjait, illetve a mintakat (100
ul/lyuk). Ezt kdvetéen mindkét ELISA kit esetében 90 percig inkubaltuk a lemezeket 37°C-0s
termosztatban. Az inkubacio soran a mintainkban levé GIP és GLP-1 molekulak kapcsolddtak a
mikrotiter lemez lyukainak faldhoz kotott, specifikus monoklonalis ellenanyagokkal. Az
inkubdcids idd alatt elkészitettilk a mosopuffert, valamint megtortént a biotinnal jeldlt GIP, ill. a
biotinnal jeldlt GLP-1 antitestek 100-szorosara torténd higitdsa. Az inkubacios id6 letelte utan,
tobbcsatornas pipettakkal leszivtuk a lyukakbdl a folyadékot, és a mosépuffer oldattal haromszor
atmostuk az 0sszes lyukat. Ezutan a lyukakba bemértiink 100-100 pl biotinilalt GIP antitestet a
GIP kit esetében, és szintén 100-100 pl biotinilalt GLP-1 antitestet a GLP-1 kit esetében, majd
egyoras inkubécid kovetkezett 37°C-os termosztatban. Ezalatt a biotinnal jel6lt antitestek
kapcsolddtak a lyukak belsé fellletén az el6bbiek sordn létrejott antigén-ellenanyag
komplexekhez, a minta hormontartalmaval ardnyos mennyiségben. A varakozas id0 letelte utan a
lyukak ismételt haromszori atmoséasa kovetkezett. A mosas utan 100-100 pl higitott ,.enzim-
konjugatum” oldatot (avidinnel kapcsolt tormaperoxidaz tartalmu oldat) mértiink tdbbcsatornés
pipettaval a lyukakba. Ezutdn a lemezeket 30 percig inkubaltuk a 37°C-os termosztatban. Az
inkubacid leteltét kovetéen, haromszori mosas utan a szinképzd oldatbdl mértiink be 100-100 pl
mennyiséget, majd ismét 30 percig inkubaltuk sotétben a lemezeket. A szinképzés ugyanazon elv
szerint tortént meg itt is, mint az inzulin ELISA esetében, azaz a tormaperoxiddz enzim a

hidrogén-peroxid elbontésa kdzben a szinképz6 szubsztratot szines termékké oxidalta.
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Ezen ELISA mddszer alkalmazasa soran a keletkezett szin intenzitdsa annal nagyobb,
minél tobb a vizsgalt molekula a mintankban. A szinkepzést kénsavtartalmu oldattal allitottuk le
az inkubécios id6 letelte utdn. A keletkezett szin intenzitdsadt 450 nm-en mértik, végul az

abszorbancia-értékekbdl — az inzulin esetében mar ismertetett médon — meghataroztuk az egyes

SV

Glukoz

A vérplazma-mintak glukozkoncentraciojat a GOD-POD mddszerre épuld glikdz
GOD/PAP spektrofotometrids diagnosztikai reagenskészlet (Diagnosticum Zrt.,, Budapest)
segitségevel hataroztuk meg. Ennek mikodési elve a kovetkezd: a glukozoxidaz (GOD) a
mintaban talalhato glikdzt glikonsavva oxidalja. A keletkez6 H,O,-t a peroxidaz (POD) bontja,
mikdzben a szinreagensben talalhatd szinképzé szubsztrat (4-aminoantipirin) oxidalédik és
fenollal vorés szind, fotometridsan mérheté kinonimin-szarmazékot képez.

glikéz + 0, — glikonsav + H, 0,

2 H,0, + 4 — aminoantipirin + fenol — vorés kinon — szarmazék + 4 H,0

A mérest — az ELISA vizsgalatokhoz hasonldan — 96 lyuku mikrotiter lemezen végeztiik,
az egyes lyukakba 3 pl vérplazmat, illetve standard gliikdzoldatot mértiink be. Ezt kdvetGen
minden véjatba 300 pl szinreagenst pipettaztunk, és az elegyeket 37°C-on 5 percig inkubaltuk,
majd 546 nm-es hulldmhosszon mértik az abszorbancia-értékeket. Az egyes mintdk

glukozkoncentrécidjat a standard glikdzoldat abszorbancidja alapjan hataroztuk meg.

Statisztika

Az eredmeények Kkiértékeléséhez az R program 2.11.1-es verzi¢jat hasznaltuk, az
eredményeket atlag + standard hiba formaban adtuk meg. Az adatok eloszlasat hisztogram
segitségével vizsgaltuk, majd egyutas ANOVA-val értékeltik 6ket. A kontroll csoporttol val6

eltérést szignifikansnak tekintettlik, ha a p érték kisebb volt, mint 0,05.
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Eredmények

Inzulin

Az inzulin ELISA tesztek eredményeinek statisztikai kiértékelése soran megallapitottuk,
hogy a vérplazma inzulinkoncentracidja mar a 10. perctél kezd6d6en szignifikans csdkkenést
mutatott a 0. perchez viszonyitva mind a ,,butirat alap”, mind a ,,butirat emelt” csoport esetében.
A ,,butirat alap”csoport esetében a 10. és 30 percben (p<0,01), valamint a 60. percben is (p<0,05)
szignifikans csokkenés volt tapasztalhatd a 0. perchez képest. A ,butirdt emelt” csoportndl is
szignifikans csokkenést észleltiink a 10. (p<0,05), 30. (p<0,01) és 60. (p<0,05) percben a O.
perchez viszonyitva. A kontrollcsoport esetében nem tapasztaltunk szignifikans valtozast az
inzulin plazmakoncentraciéjaban. A vérplazma inzulinkoncentracidjanak értékeit az 1. abra

mutatja be az egyes csoportok esetében.

GIP

A GIP ELISA tesztek eredményei alapjan megallapithatd, hogy csak az emelt dézisu
butiratkezelés (,,butirdt emelt” csoport) csokkenti szignifikdnsan a vérplazma GIP
GIP vérplazma-koncentraciojaban a 30. és 60. percben (p<0,05) a 0. perchez viszonyitva. A
kontroll és a ,butirdt alap” csoport esetében nem tapasztaltunk szignifikdns véaltozast a
vérplazma-koncentraciokban. A vérplazma GIP-koncentracidjanak értékeit a 2. abra mutatja be

az egyes csoportok esetében.

GLP-1

A mérési eredmények alapjan megallapitottuk, hogy sem az alap, sem az emelt dozisu
butirdt nem befolyasolta szignifikansan a GLP-1 vérplazma-koncentraciojat, a kontrollcsoport
esetében sem tapasztaltunk szignifikans véaltozast a vérplazma-koncentraciokban. A vérplazma

GLP-1-koncentraciojanak ertékeit a 3. abra mutatja be az egyes csoportok esetében.

Glukoz

Eredményeink szerint sem az alap, sem az emelt ddzisi butirat nem befolyasolta
szignifikans mértékben a vérplazma glikdzkoncentracidjat, és a kontrollcsoport esetében sem
tapasztaltunk  szignifikdns  véaltozdst a  vérplazma-koncentraciokban. A vérplazma

glukozkoncentracidjanak értékeit a 4. &bra mutatja be az egyes csoportok esetében.
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1. &bra. A vérplazma inzulinkoncentracidjanak valtozasa butiratkezelés hatasara

A harom csoportot az alabbiakban szereplé oldatokkal kezeltiik begyszondan keresztil a nulladik perces
vérvételt (1. vérvétel, 0 min) kdvetben. A vérvételezést megismételtik a 10., 30. és 60. perchen. Az
oldatok koncentrécioja és dozisa:

Kontroll: fiziolégiés séoldat, 2,5 ml/ttkg
Butirat alap: natrium-butirat oldat, 0,1 g/ml, 2,5 ml/ttkg
Butirat emelt: natrium-butirat oldat, 0,5 g/ml, 2,5 ml/ttkg
A beadott butirdtmennyiség 0,25 g/ttkg-nak felel meg a ,,butirat alap” és 1,25 g/ttkg-nak a ,,butirat emelt”
csoport esetében.

*=Szignifikans eltérés a 0. perchez viszonyitva, p<0,05
**=Szignifikans eltérés a 0.perchez viszonyitva, p<0,01

n=7/csoport
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2. abra. A vérplazma GIP-koncentraciojanak valtozasa butiratkezelés hatasara
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A héarom csoportot az aldbbiakban szerepl6 oldatokkal kezeltiik begyszondan keresztul a nulladik perces

vérvételt (1. vérvétel, 0 min) kdvetben. A vérvételezést megismételtik a 10., 30. és 60. percben. Az

oldatok koncentracioja és dozisa:

Kontroll: fizioldgias séoldat, 2,5 ml/ttkg
Butirat alap: natrium-butirat oldat, 0,1 g/ml, 2,5 ml/ttkg
Butirat emelt: natrium-butirat oldat, 0,5 g/ml, 2,5 ml/ttkg

A beadott butirdtmennyiség 0,25 g/ttkg-nak felel meg a ,,butirat alap” és 1,25 g/ttkg-nak a ,,butirat emelt”

csoport esetében.

*=Szignifikans eltérés a 0. perchez viszonyitva, p<0,05

n=7/csoport
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3. abra. A vérplazma GLP-1-koncentracidjanak valtozasa butiratkezelés hatasara

A héarom csoportot az aldbbiakban szerepl6 oldatokkal kezeltiik begyszondan keresztil a nulladik perces
vérvételt (1. vérvétel, 0 min) kdvetben. A vérvételezést megismételtik a 10., 30. és 60. percben. Az
oldatok koncentracioja és dozisa:

Kontroll: fiziolégias séoldat, 2,5 ml/ttkg
Butirat alap: natrium-butirat oldat, 0,1 g/ml, 2,5 ml/ttkg
Butirat emelt: natrium-butirat oldat, 0,5 g/ml, 2,5 ml/ttkg
A beadott butirdtmennyiség 0,25 g/ttkg-nak felel meg a ,,butirat alap” és 1,25 g/ttkg-nak a ,,butirat emelt”
csoport esetében.
n=7/csoport
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4. dbra. A vérplazma gliikdzkoncentraciojanak valtozasa butiratkezelés hatasara

A harom csoportot az alabbiakban szereplé oldatokkal kezeltiik begyszondan keresztiil a nulladik perces
vérvételt (1. vérvétel, 0 min) kdvetGen. A vérvételezést megismételtik a 10., 30. és 60. percben. Az
oldatok koncentracioja és dozisa:

Kontroll: fiziolégias séoldat, 2,5 ml/ttkg
Butirat alap: natrium-butirat oldat, 0,1 g/ml, 2,5 ml/ttkg
Butirat emelt: natrium-butirat oldat, 0,5 g/ml, 2,5 ml/ttkg
A beadott butirdtmennyiség 0,25 g/ttkg-nak felel meg a ,,butirat alap” és 1,25 g/ttkg-nak a ,,butirat emelt”
csoport esetében.
n=7/csoport
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Megbeszélés

Kisérleti eredményeink szerint az egyszeri, szajon at bolusban adott butirdt mindkét
alkalmazott dodzisban, méar 10 perccel a beadas utan csokkentette az inzulin
plazmakoncentraciojat, és emelt dozisban, 30 perces inkubacids id6 alatt csOkkentette az
inkretinek kozll a GIP plazmaszintjét. Ezek az adatok jelent6sen kilonbdznek més kutatok
egéren végzett hasonld vizsgalatainak eredményeit6l. Egérben mind az egyszeri, szajon at adott
butirat bolus, mind a takarmanykiegeszitéként alkalmazott butirat szignifikansan névelte mindkét
inkretin hormon (GIP és GLP-1), valamint az inzulin vérplazma-koncentréacidjat is (Lin et al.,
2012). Ez a jelent0s eltérés valoszinlleg az eml6sok és madarak szenhidrat-anyagcseréjének
eltéréseivel magyarazhato, és egyben indokolja tovabbi kutatasok megkezdését a csirke, valamint
Kisérletiink soran nem tapasztaltunk szignifikdns valtozast a GLP-1 plazmaszintjében, ez
valdszin(ileg azzal magyardzhat6, hogy a beadott butirat bolus mar az ires gyomor-bélcsatorna
ellls6 szakaszabdl (begy, gyomrok) felszivodott, igy a kés6bbi bélszakaszokban talalhatd, L-
sejtekhez kotodtt FFA receptorokhoz mar nem tudott kotédni, ezért nem hatott a GLP-1
elvalasztasara. Nem zarhato ki azonban az sem, hogy csirkében a butirat az enteroendokrin L-
sejtek hormontermelését — azok eltéré szama vagy érzékenysége miatt — kevésbeé tudja stimulalni,

mint eml&sokben.

Tanszékiink kutatocsoportja kordbban csirkében mar vizsgélta a butirdt szénhidréat-
anyagcserét befolyasold hatasait: a kisérlet soran a starter periédusban a 20-24. napon az allatokat
naponta egyszer (6sszesen 5 alkalommal, 5 napon keresztul) butirdt bolussal kezelték 12 oras
takarmanymegvonast kovetéen. Az 5. napi bolus beadasat kdvet6en vett vermintakban ez a
vérplazma glukoz- és inzulinszintjének szignifikans emelkedését okozta (Matis et al., 2014).
Ezek az eredmenyek is szembeallithatdk a jelen kisérletlink soran tapasztaltakkal: nem észleltlink
szignifikansan csokkent esetlinkben. Ez a kulonb6z6ség azt mutatja, hogy a butirat, mint
takarmanyozasi faktor eltér6képpen hathat nemcsak az adagolas formajatol (bolus,
takarmanykiegészités), hanem a kezeles idGtartamatdl, ismetl6déseétdl fliggben is. Lehetséges,
hogy a bolusban torténé kezelés, mely akut stimulusnak felel meg, és egyszeri magas vérplazma-

koncentraciot eredményez, ismételve, tobb napon keresztil alkalmazva azért okoz eltéré
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valtozasokat, mert a butirat receptorokon vald hatasai mérséklédnek a receptorok csdkkend
stimulalhatésaga miatt. Ilyenkor, feltételezéseink szerint, a butirat inkabb epigenetikusan hat az
inzulinjelpalya egyes tagjaira, azok expresszidjaban, aktivitdsdban okoz valtozést, és ezaltal

csokkenti a szisztémas inzulin-érzékenységet. Ennek a kovetkezményeként megn6é a

YTV

Ve

forméjdban, sem a bélcsatorna kezdeti szakaszain fel nem szivodo, els6sorban az ileumban
felszabadul6 un. ,,védett butiratkent” alkalmazva (nem publikalt adatok). Ezen eredmények akar
felvethetnék a lehet6ségét annak is, hogy a bioldgiai hatdsok szempontjabdl nincs dontd szerepe
annak, honnan szivodik fel a bélcsatornabol a butirat. Ennek ellentmond azonban az, hogy a
takarmany NSP (non-starch polysaccharide) tartalmanak megnovelésekor, a vastagbélben
elszaporodd mikrébak nagyobb mennyiségii butirattermelése 6sszefliggésbe hozhato a vérplazma
inzulinszintjének szignifikans csokkenésével (nem publikalt adatok). Azaz jelents relevanciaval
bir, hogy butiratkiegészitést adunk egy allatnak vagy a takarmany dsszetételének valtoztatasaval
fokozzuk az endogén butirdttermelést, ugyanis a két esetben jelent6sen eltér6 hatasokat
tapasztalhatunk a szervezetben. A kulonb6z6 tipust butiratkezelések altal a csirke

vérplazmajanak inzulinkoncentraciojara gyakorolt hatasokat foglalja dssze a 3. tablazat.

3. tablazat. Kilénboz6 tipusu butiratkezelések hatasai a csirke vérplazmajanak inzulinkoncentraciojara

. . . o Endogén
Egyszeri Napi egyszeri | Takarmanykiegészités .
o _ o butiratszintézis
Kezelés tipusa bolus (jelen | bolus 5 napon (Na-butirat, védett o
. ] o stimulalasa
Kisérlet) at butirat)
(NSP)
Inzulin
plazmaszintjének Csokkent Novekedett Nincs valtozas Csokkent
valtozasa

Jelen Kkisérletlink fontos célja volt az inkretinek szabalyozo szerepének vizsgalata a csirke
inzulin-homeosztazisdnak medialasaban. Az eredményeink alapjan feltételezhet6, hogy az
inkretinek csirkében csak részleges szerepet jatszanak az inzulinfelszabadulas szabalyozasaban,

amit az tamaszt ala, hogy butiratkezelés hatasara (alap és emelt dozis esetén is) mar a 10. percben
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csokkent az inzulin plazmaszintje, mig az inkretinek kozil csak a GIP plazmakoncentracioja
valtozott, és csak az emelt dozisu butirat hatadsara csokkent szignifikans mértékben, a 30. perct6l
kezdddben. Ez ugyanakkor bizonyitja azt is, hogy a butirat egyéb uton — igy feltételezhetéen az
eml6sokhoz hasonldé maodon kozvetlentl befolyasolva a [-sejtek miikodését — is hat az
inzulinfelszabadulasra, amit mar az inkretin hormonok plazmaszintjének valtozasa el6tt képest
kivaltani. Fontos kiemelni, hogy mind az inzulin, mind a GIP plazmakoncentracioja egy iranyba
valtozott az emelt dozisu butirdtkezelés esetén, ami aldtdmasztja az inkretinek eml&sben mér leirt
szerepét az inzulin-homeosztazis szabalyozasaban, de ugyanakkor ramutat arra, hogy ez a

szabalyoz0 szerep csirkében valoszin(leg csak részleges.

Kisérleti eredményeinket 0sszefoglalva megallapithatd, hogy a csirke szénhidrat-
haztartasdnak szabalyozasa, illetve befolyasolhatosaga jelent6sen elter az eml6sokétél, igy
vizsgalataink, illetve a felmerild tovabbi kérdések 6sszehasonlitd biokémiai szempontbdl is nagy
jelentéséggel birnak. Eredményeink alatamasztjak, hogy a butirat fontos szereppel bir a csirke
szénhidrat-anyagcseréjének szabalyozéasaban, amely részben az inkretinek kozvetité szerepével
val6sulhat meg. A csirkék inzulin-homeosztazisanak, illetve annak takarmanykiegészit6kkel vald
befolyasolhatésaganak alaposabb feltardsa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel, amelyek

termelésélettani szempontbol is értékes eredményeket hozhatnak.
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Osszefoglalas

A csirkék szénhidrat-anyagcseréje jelentésen kilonbozik az eml8sokétél: a vérplazma
élettani korilmények kozott is joval magasabb gliikdzkoncentracioja, valamint az extrahepatikus
szovetek csokkent inzulinérzékenysége jellemzi. Mivel a csirke névekedési erélye igen nagy, és
az izomtdémeg-gyarapodas is intenziv, igy a fehérjeszintézisben jelent6s szereppel bird inzulin
homeosztazisanak, hatasmechanizmusanak és ezek befolyasolhatdsaganak tanulmanyozésa e
fajban kulondsen fontos. Az inzulin elvalasztasat szdmos endokrin tényezd, elsésorban az un.
inkretin hormonok (Glucose-dependent insulinotropic polypeptide, GIP; Glucagon-like peptide 1,
GLP-1) szabalyozzék. Kutatdsunk soran az inkretinek inzulin-homeosztazis szabalyozasaban
betdltott szerepét, illetve azok takarmanyozasi faktorokkal, esetlinkben natrium-butirattal valo
befolyasolhatdsagat kivantuk vizsgalni csirkében.

Munkank soran 24 napos, himivart, Ross 308 tipust brojlercsirkéket vizsgaltunk. A
Kisérletbe 21 &llatot vontunk be (n=7/csoport), melyeket a Ross szabvany szerint dsszeallitott
inditotappal takarmanyoztunk. A 24. napon 12 6ras takarmanymegvonast kévetéen az allatokat
egyszeri, szajon at beadott natrium-butirat bolussal kezeltik (0; 0,25; 1,25 g/ttkg). A kezelést
megeldzGen vért vettlink a szarnyvéndkbdl, majd ezt megismételtiik a kezelést kovetd 10., 30. és
60. percekben. A plazmamintakbol ELISA mddszerrel meghataroztuk az inzulin, GIP és GLP-1
hormonok, illetve spektrofotometrids modszerrel a glitk6z koncentraciojat.

Az eredmenyek kiértékelése sordn megallapitottuk, hogy az inzulin esetében mindkét, a
GIP esetében pedig csak az emelt ddzisu butirat szignifikdnsan csokkentette a hormonok
tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget.

A kapott adatok nem esnek egybe a méas kutatok &ltal egérben végzett kisérletek
eredményeivel, ahol a szajon at adott butirdt emelte az inkretinek és az inzulin
plazmakoncentraciojat. Ezek az eltérések feltehet6éen az Aallatfajok kozotti jelents élettani
kulonbségekkel lehetnek dsszefiiggesben. Munkank eredményei azt mutatjak, hogy az inkretinek
csirkében csak részben felel6sek az inzulin-szekrécid szabalyozaséért, egyben rdmutatnak arra,
hogy az inzulin-homeosztéazis takarmanyozasi faktorok segitségével befolyasolhatd. Kisérletiink
igazolta, hogy a butirdtnak jelent6s szerepe van a csirke szénhidrat-anyagcseréjenek

szabalyozasaban, amely részben az inkretinek kozvetitd szerepével valdsulhat meg.
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Summary

The carbohydrate homeostasis in chicken is greatly different from that of mammals: the
physiological blood glucose level is higher, and the insulin sensitivity of the extrahepatic tissues
is decreased compared to mammals. Since chickens have high growth and muscle protein
synthesis rates, regulated mostly by insulin, the investigation of insulin’s homeostasis and the
examination of possible ways for affecting its regulation can be of special importance. The
insulin release is regulated by many endocrine factors, primarily by incretins, which are the GIP
(Glucose-dependent Insulinotropic Peptide) and the GLP-1 (Glucagon-like Peptide 1). In the
present study, we aimed to examine the role of incretins in the regulation of insulin homeostasis
in chicken, as well as to focus on its modulation by nutritional factors, such as the commonly
applied feed additive, sodium butyrate in our case.

Twenty-four-day old, male Ross 308 type broiler chickens were included in our
experiment. Twenty-one chickens were housed in groups (n=7/group) and fed with starter diet
according to the Ross standard. On day 24, following an overnight feed deprivation, the animals
were treated with a single orally applicated sodium butyrate bolus (0; 0,25; 1,25 g/kg BW).
Before the treatment, blood samples were drawn from the wing veins (0. min) and this was
repeated after the treatment three times (10., 30., 60. min). From plasma samples the insulin, GIP
and GLP1 hormone concentrations were determined with ELISA method, and the glucose

concentrations with a spectrophotometric assay.

According to our results, we found that in the case of insulin, both doses, and in the case
of GIP, only the higher dose of butyrate lowered the plasma concentrations of hormones
compared to the 0. minute control, while in the case of GLP-1 and glucose, no significant

changes were found.

Our findings aren’t in full consonence with other researchers’ results, where the orally
applied butyrate raised the plasma concentration of incretins and insulin in mice. These can be
associated with the species-related significant differences in carbohydrate metabolism. Our
results show that the incretins are only partially responsible for the regulation of insulin release in
chicken, and also reveal that the insulin homeostasis can be modified by nutritional factors. This
study justifies that the butyrate has a significant role in regulating the insulin homeostasis of

chickens, which role may be partly mediated by incretins.
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