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Osszefoglalé

Kifejlett japan fiirj tojokat immunizaltunk kecskevorosvérsejt és bovin serum albumin kombinécidjaval
(100pg/allat/i.m). A kontroll csoportot (C) kereskedelmi tojotappal takarményoztuk, a masik csoport (X)
ugyanahhoz a takarmanyhoz keverve természetes oxikarotinoidokat (1000 ppm Capsantal EBS 40 NT:
Tagetes erecta kivonata; aktiv anyagok: 40 g/kg sdarga xantofill: 0,8 % B-karotin, 1,5 % kriptoxanthin,
82,0 % trans-lutein, 4,0 % trans-zeaxanthin, 11.7 % egyéb karotinoidok) is tartalmaz6 takarményt kapott.
A vizsgdlat 6 hete alatt gyljtottik vér €és tojds mintdkat, valamint elvéreztetést kovetden a
petefészektiiszOk analizis€éhez is mintat vettiink. A mintdk retinoid és karotinoid spektrumit HPLC
analizissel dallapitottuk meg, az immunvalaszkészséget madar immunglobulin (IgY) titer ELISA-
mérésével, valamint HAG-teszttel hatdroztuk meg. A tojassargdja és a bor szinét CIELab mddszerrel
értékeltiik (Micromatchs™ Sheen Ltd). A xantofill koncentrécié folyamatosan nétt az X csoport vérében,
mikdzben a retinoid koncentrdcié nem vaéltozott. A tojassdrgdja szinintenzitisa emelkedett a xantofill
kiegészitéssel takarmanyozott madarakban, az atlagos szinezetnél sotétebb volt (p<0,05) egészen a
kisérlet végéig. A bor szinének CIELab értékelése alapjan a kontroll csoportban L*: 65,8; a*: 4,1; b*: 26,
€s a xantofillal kezelt csoportban L*: 59.3; a*:7,8; b*: 41,7 értékeket mértiink. A b* paraméter estében
szignifikans (p<0.05) kiilonbség tapasztalhatd. A vér IgY és HAG titere emelkedett mindkét csoportban,
de az oxikarotinoid kiegészitésben részesiilt fiirjek estében magasabb értékeket kaptunk. A természetes
oxikarotinoidok szerepével kapcsolatos jelen kutatdsok bizonyitjdk, hogy nemcsak a tojas €s a bor szinét
szinezik, hanem fokozzdk az immunvalasz készséget is.

Kulcesszavak: xantofill, CIELab, IgY, ELISA, japan fiirj
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Effects of xanthophylls on humoral immune response of Japanese quails

Abstract

Adult Japanese quail layers were immunized by combination of goat red blood cell and bovine serum
albumin (100 pg/animal/i.m.). The control group (C) was fed with commercial layer food the other group
(X) with the same food but supplemented with mixture of natural xanthophylls (1000ppm Capsantal EBS
40 NT: extraction of Tagetes erecta; active substances: 40 g/kg yellow xanthophyll: 0.8 % B-carotene, 1.5
% cryptoxanthin, 82.0 % trans-lutein, 4.0 % trans-zeaxanthin, 11.7 % other carotenoids). Blood and egg
samples were collected in two weeks intervals for six weeks. The samples were analyzed for retinoid and
carotenoid spectrum by HPLC and for the avian immunoglobulin-Y (IgY) titres by ELISA and
haemagglutination inhibition test (HAI) as well. The colours of egg yolk and skin were characterized by
CIELab values (MicromatchsTM Sheen Ltd). The concentrations of oxycarotenoids were increased
continuously in the blood of group X. Between the retinoid concentrations of blood there were no
differences. The yolk colour intensity increased in the 2nd w. in xanthophylls fed birds and the average
coloration was higher (p<0.05) throughout the experiment. The skin CIELab values were in controls L*:
65.8; a*: 4.1; b*: 26; and in the xanthophylls treated group L*: 59.3; a*:7.8; b*: 41.7 respectively. The
differences were significant (p<0.05) in the case of b* values. The blood IgY and HAI titres were raised
in both groups and the values were higher of xanthophylls supplemented birds. Recent studies on the
roles of natural oxycarotenoids have demonstrated that beside the coloration of egg yolk and skin they
enhance immune function as well in Japanese quail.

Keywords: xantophyll, CIELab, IgY, ELISA, Japanese quail

Bevezeto

A karotinoidok mikroorganizmusokban, gombdkban és novényekben szintetizal6d6 kozel 600 féle
természetes szinezOanyag. Kozilik 4ltaldban 20-féle megtaldlhatd az élelmiszerekben és a
takarmanyokban. Ezek a bizonyitottan antioxiddns tulajdonsagu vegyiiletek segitenek megvédeni az
immunrendszert az oxidativ karosoddsokkal szemben, ezéltal segitik az immunvélaszt (Hughes, 1999), és
igy novelik a fertdzésekkel szembeni ellendlloképességet (Chandra, 1992).

Az immunvélaszt kialakuldsdnak bevezetdjekor az antigént bemutaté sejtek a T-limfocitdkat
serkentik (Unanue and Cerottini, 1989). Az antigén bemutaté sejt egyik jellemzdje a mebranjan
elhelyezkedd, 6 hisztokompatibilitdsi génkomplex (MHC) molekula kifejez6dése. Lehetséges, hogy az a

mechanizmus, amivel a karotinoidok, mint helyi citoprotektiv anyagok novelik a sejt kozvetitett
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immunvalaszt, kihat e molekuldk sejtfelszini expresszidjara (Hughes et al., 2000). A humoralis
immunvalasz az érett, aktivalt B-sejt ellenanyag szekretdlé plazmasejtté alakuldsatdl fiigg. A karotinoidok
szerepe a B-sejt medialt folyamatokban még nem tisztazott.

A takarmdnyozdsi technoldgidk féleg a baromfi egyes testrészeinek szinezésére hasznéljdk a
karotinoidokat, de ezek az anyagok részt vesznek a szarnyasok metabolizmusdban és a szaporodasi
folyamatokban is. Szdmos karotinoid az A-vitamin szintézis prekurzoraként szolgal (Sklan et al., 1989),
€s tobb természetes antioxiddnsként viselkedik (Miller et al.,, 1996), igy novelve az
immunvalaszkészséget (Sklan et al., 1989). Ugymint az 4llatok dltaldban a baromfi sem tudja szintetizalni
ezeket a molekuldkat, ezért a karotinoidokhoz a taplalékukbdl kell hozzajutniuk (Perez-Vendrell et al.,
2001).

Jelen kisérletben a barsonyvirdgbdl (Tagetes erecta) szarmazé xantofill komplex (Capsantal EBS
40 NT) takarmédnyba torténd adagoldsat kovetden, mint szinezd, €s mint esetleges immunmoduldns

tulajdonsagu anyag hatdsat vizsgaltuk japan fiirjekben.

Anyag és modszer

Kisérleti dllatok és elrendezés

Kifejlett japan fiirj tojobol (n=10) két csoportot alakitottunk ki. A kontroll csoport egyedeit (K
csoport) kereskedelmi tojotappal takarmanyoztuk. A maésik csoportot (X csoport) ugyanahhoz a tdphoz
kevert természetes 1000 ppm xantofill kiegészitést tartalmaz6 takarmdnnyal etettiik (Capsantal EBS 40
NT, Copharm; hatéanyaga 40g/kg xantofill, aminek 82 %-a lutein). A madarak itatdsa és takarmanyozdsa

ad libitum tortént a 6 hétig tard kisérlet alatt.

Antigén
Tisztitott kecske vorosvérsejt (gRBC) €lettani sdoldattal készitett 5%-os szuszpenzidjahoz 1:125
000 higitasi csersavat adtunk. Az igy kapott elegybe annyi BSA-t oldottunk, hogy 100 pg/dllat

koncentraciot érjiink el.

Immunizdlds
A kecske vorosvérsejt és BSA kombinacidjaval mellizomba (i.m.) oltva immunizaltuk a fiirjeket a

kisérlet kezdetekor és a 4. héten.
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Analitikai modszerek

A vér retinoid és karotinoid koncentracigjat reverz fazisd izokratikus HPLC mddszerrel mértiik
(Kerti és Bdrdos, 2006). A keringésben 1év6 madar immunglobulint (IgY) ELISA mddszerrel analizaltuk
(Losonczy et al., 1999). Hemagglutiniciés probat mikromddszerrel végeztiik el (Allan and Gough, 1974)
10 % (w/v) PBS oldatban, mivel madarak esetében minimum 8% feletti sbkoncentracié esetében jon létre
a teljes precipiticié (Goodman et al., 1951). A tojasok szinét Yolk Colour Fan-nel (YCF) hasonlitottuk
Ossze. A borfelszin szinének értékelését kolorimetrids mddszerrel a CIELab skaldhoz viszonyité kézi

reflexiés célfotométerrel hataroztuk meg (MicromatchTM Plus, Sheen Ltd., United Kingdom).

Eredmények és megbeszélés

A xantofill szinezékek az allati szovetek festékanyaganak tekinthetdk. A karotinoidok esetében
gyakorta hasznélt pigment és a festékanyag kozott jellemzd kiilonbség van. A pigmentek organikus, vagy
nem organikus szinanyagok, melyek gyakorlatilag oldhatatlanok a szoveti kdzegben, amiben eloszlanak.
Ezeknek részecskéik vannak, melyek a kozeg szinét eredményezik. A festékek viszont feloldédva
oszlanak el a kozegben, tehat részecskéik nem lathatok.

A xantofill (oxikarotinoid) adalék (Capsantal, Copharm) legfébb komponense a lutein. A lutein

koncentracio, a japan fiirj sz€rumdaban folyamatosan novekedett a X csoportban (/. dbra).
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1. dbra: A vér lutein koncentraciéja a japan fiirjek szérumaban
Fig. 1: Lutein concentration in the blood of Japanese quails

A vér retinoid koncentracidja nem mutat kiilonbséget a két csoport kozott (2. dbra). Ez jelzi, hogy
a xantofilloknak nincs A-provitamin aktivitdsuk, mert a termindlis gytrijiikben oxocsoport (substituens)
helyezkedik el. A B-jonon gylirlis szerkezet a retinoidok, igy az A-provitamin karotinoidok esetében is

esszencialis.
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Group C(0-6 wk) Group X (0-6 wk)

2. dbra: A vér retinol koncentracidja japan fiirjek szérumaban
Fig. 2: Retinol concentration int he blood of Japanese quails

A kisérlet végén a madarakat lege artis elvéreztettiikk. A bort a mellrészrdl lenyidztuk. A bdrszin
intenzitdsat a bor belsd, sik feliiletén mértiikk (/. tdbldzat). Perez-Vendrell és mtsai (2001) szerint a
CIELab b* koordinitija a mellrész borén mérve jé indikdtora a takarmdnyban 1évé a xantofill
jelenlétének, mig az a* koordinita a ldbszdron mérve egyenes ardnyban all a takarmdny cantaxantin
mennyiségével. A Dbarsonyvirdgban taldlhaté xantofillok koziil a cantaxantin nem taldlhato.

Kisérletiinkben szignifikdns kiilonbséget taldltunk a b* értékek kozott.

1. tabldzat: A bor belso feliiletének CIELab értékei (x+s)

L a* b*

K csoport | 65,8+0,9 4,043,5 | 25,9487

X csoport | 59,3+3,1 7,8+1,9 | 41,7+6,7
p< 0,01 0,08 0,01

Table 1: CIELab values of inner skin surface (xxs)

A tojassargdjanak YCF-nel mért szinintenzitisa mar a mdasodik hétre fokozddott a xantofill
kiegészitésben részesiilo madarakban (3. dbra) és az atlagos szinértékek magasabbak (p<0.05) a kisérlet
teljes ideje alatt (4. dbra). Mindezen eredmények azt jelzik, hogy az alkalmazott természetes xantofill
szarmazék jol abszorbedlddik, metabolizdlddik és deponalddik a szervekben (tojds, bdralatti zsir) a japan

fiirjekben.
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3.dbra: A tojas szinének osszehasonlitasa a K (0) és az X (e) csoportban.
Fig. 3: Comparision of yolk colour between group K (o) and group X (e)
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4. dbra: A tojasok szine kozti kiilonbség a kisérlet ideje alatt
Fig. 4: Differences of yolk colour thought the experiment

Toyoda és mtsai (2002) hasonl6é eredményt kaptak madar szérumban, mdjban, zsirban és retindban
is. Tehat ez a festék intenziv szinez6anyagként viselkedik. Karotinoidok koziil leginkabb a xantofillok a
madarak természetes szinezOanyagai. Szinezd hatdsuk eredménye a tojas, a bor, a toll, a csOr és a 1abszar
jellegzetes szine fligg a madar taplalékanak tényleges karotinoid tartalmétdl. A szin részben koncentraci
fliggden a vildgossargatdl egészen a narancsvorosig terjedhet.

A tyukok tojdsa atlagosan 0,3 — 0,5 mg total xantofillt tartalmaz, amibdl tobb mint a fele lutein.
Mint a legtobb zsir és zsirban old6dé vegyiilet, a tojas Osszetétele érzékeny a tojé takarmény zsirjainak
Osszetételére (Leeson and Caston, 2004).

A vér IgY és HAG titere megnovekedett mindkét csoportban Az IgY éatlag titere a vérben

magasabb volt az X csoportban, mint a K csoportban. A legnagyobb kiilonbség a masodik immunizalas
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(booster) antigén-komplex bejuttatdsat kovetden volt mérhetd (5. dbra). Hasonl6 tendenciat a HAG-préba

nem mutatott.
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5.dbra: Szérum IgY titere a kontroll (K csoport, o) és a xantofill kiegészitést kapo (X csoport, ®)
japan fiirjekben
Fig. 5: Serum titers of 1gY in control (group K, o) and xantophyll supplemented (group X, ®) Japanese
quails

A lutein tehat nemcsak szinez6 (bdr, tojassdrgdja) de fontos €lettani hatdsa is van. Védi a sejteket
€s a szoveteket az oxidativ karosodastol (Miller et al., 1996; Ribaya-Mercado et al. 2004) és stimuldlja az
immunrendszert is. Kimutattdk, hogy a xantofilloknak immunmodulédns €s a rdkos sejtek proliferaciot
mérsékld hatdsa van emberekben (Ribaya-Mercado et al., 2004). A szérum IgG titer karakterisztikus
emelkedését mutattdk ki macskdkban (Hong et al., 2000a) és kutydkban is (Hong et al., 2000b) lutein
kiegészitéses étrend alkalmazasa mellett.

Kevin és mtsai. (2004) lutein és zeaxantin kiegészitésben részesitett him zebrapintyekben a
fitohemagglutinin (PHA) fokoz6do sejtmedidlt immunvalaszt taldltak.

Kisérletiinkben mi is mérsékelt novekedését tapasztaltuk a humoralis immunvélaszban, a xantofill
kiegészitésben részesiild japan fiirjek vérében, mivel vorosvérsejt-BSA-antigén komplexszel szemben

nagyobb IgY és HAG értékeket mértiink.

Kovetkeztetés

Jelen vizsgélatok bebizonyitottdk, hogy a barsonyvirdgbdl szarmazé oxikarotinoidok tobbségét
adé lutein a tojds sdrgdjdnak ¢és a DbOrszinének sdrgdra szinezése mellett, fokozhatja az

immunvalaszképességet japan fiirjben.
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