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Természetes eredetii xantofillok
hatasa egyes szovetek szinére és
a humoralis immunvalaszra japan
furjben

SUMMARY

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 (K) was fed on
commercial layer food the other group (X) with the same food but supplemented
with mixture of natural xanthophylls (1000 ppm Capsantal EBS 40 NT: extraction
of Tagetes erecta; active substances: 40 g/kg yellow xanthophyll: 0.8% f3-caro-
tene, 1.5% cryptoxanthin, 82.0% trans-lutein, 4.0% trans-zeaxanthin, 11.7% other
carotenoids). Blood and egg samples were collected weekly 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 test (HAG) as
well. The colours of egg yolk and skin were characterized by Yolk colour fan (YCF)
and CIELab values (MicromatchsTM Sheen Ltd). The concentration of xanthophy!l
increased continuously in the blood of group X, and there was no change in the
retinoid concentration of blood. The yolk colour intensity increased in the 2nd w. in
xanthophyll fed birds and the average coloration was higher (p < 0.05) throughout
the experiment. The skin CIELab values were as follows: control group L*: 65.8; a*:
41; b*: 26; and in the xanthophyll treated group L*: 59.3; a*:7.8; b*: 41.7, respec-
tively. The differences were significant (p < 0.01) in the case of L and b*value. The
blood IgY and HAG titres were raised in both groups and the values were higher
for xanthophyll supplemented birds. These studies on the role of natural xantho-
phylls have demonstrated that beside the coloration of egg yolk and skin they can
enhance the immune function too in Japanese quail.
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A karotinoidok csoportjaba mikroorganizmusokban, gombakban és névények-
ben szintetizalddd kdzel 600-féle természetes szines vegyllet tartozik. Kozuluk
altaldban 20-féle fordul eld a leggyakrabban fogyasztott élelmiszereinkben és
az allatok takarmanyéaban is.

Az dllatok az anyag- Az éallatok az anyagcsere-folyamataikban nem képesek a karotinoidok el8alli-
csere-folyamataikban tdsara, ezért a taplalékukbdl kell hozzajutniuk (21). A takarméanyozasi technol6-
nem képesek a karo- giak f6leg a fogyasztéi elvarasokhoz alkalmazkodva, a baromfi egyes testrészei-
tinoidok elééllitasdra, nek (bdr, 14b) szinezésére hasznaljak a karotinoidokat. Egyes tyUkfajtakban (pl.
ezért a tapldlékukbdl Orpington, Dorking, Sussex) ismert egy autoszomalis mutacié, ami miatt bar
kell hozzajutniuk a vérlkben megtalalhaték a karotinoidok, természetesen csak akkor, ha volt a

taplalékukban, de azok a bérbe nem éplilnek be. Ezekben a madarakban is van
vérben xantofill, ami zsirba és a tojassargajaba is beépll, de a bSrlukbdl hiany-
zik (5). A szinez& hatdsuk mellett ezek az anyagok részt vesznek a szarnyasok
anyagcseréjében és a szaporodasi folyamatokban is. Szamos karotinoid, azok,
amelyeknek legalabb egy f3-jonon gylrdje van, az A-vitamin-szintézis prekurzo-
raként szolgél (23). Tobb méas molekula természetes antioxidansként viselkedik
(18), amivel néveli az immunvalaszkészséget (23).

Allatkisérletekben és human vizsgalatokban is egyarant bizonyitast nyert, hogy

Egyes nem A-provitamin egyes nem A-provitamin tulajdonsagl karotinoidok (lutein, kantaxantin, likopin
tulajdonsdagu karotinoi- és asztaxantin) a B-karotinnal hatékonyabban segitik mind a sejtmedialt, mind a
dok a B-karotinnal haté- humoralis immunvalaszkészséget. Ezek a hatasok részben az antioxidans rend-
konyabban segitik az szer folyamataiban érvényesiilnek, mivel csokkentik a reaktiv oxigéngyokok (ROS)
immunvdlaszkészséget kialakulasat, amik szamos kérkép oktanaban, pl. sziv-érrendszeri és neurodege-

nerativ megbetegedések, valamint az dregedési folyamatokban érvényesllinek.
A vizsgalatokban mar cellularis és szubcellularis szinten bizonyitast nyert, hogy
az emlitett karotinoidok szabalyozé tényez8k az immunfolyamatokban (3).

Ezek a bizonyitottan antioxidans tulajdonsagl vegylletek segitenek meg-
védeni az immunrendszert az oxidativ kdrosodasokkal szemben, ezaltal segi-
tik az immunvalaszt (10). Ezzel fligg Ossze a fert8zésekkel szembeni ellenall
képesség er8sddése (2). Az immunvalasz kialakuldsanak kezdetén az antigént
bemutaté sejtek a T-lymphocytdknak adnak at informaciékat (27). Az antigén-
bemutatd sejt egyik jellemz8je a membranjaba agyazott fé hisztokompatibili-
tasi gén komplex (MHC-I, ill. -II) molekula kifejez8dése. Feltételezik, hogy egyes
karotinoidok, mint helyi citoprotektiv anyagok, ebben a mechanizmusban hatva
novelik a sejtkdzvetitett immunvalaszt (11). A humoralis immunvalasz az érett,
aktivalt B-sejt ellenanyagot termelé plazmasejtté alakuldsatdl figg. A karoti-
noidok szerepe a B-sejt-medialt folyamatokban még kevésbé tisztazott. Sajat
koradbbi vizsgalatainkban, japan firjek A-vitamin-mentes takarmanyat 10 000

A bdrsonyvirdag szirmai- NE retinolekvivalens, ill. annak 2,5-, valamint 5-sz6rés mennyiségl f3-karotinnal
bdl szarmazé xantofill- kiegészitve, a baromfipestis (NVD) elleni po. vakcindzasra a specifikus IgY-titerek

komplex szinezé és a B-karotin-kiegészités mértékében emelkedd tendenciat mutattak (15).
immunmoduldns Jelen kisérletben a barsonyvirag (Tagetes erecta L.) szirmaibdl szarmazé xan-
hatdsat vizsgadltdk tofillkomplex (Capsantal EBS 40 NT) takarmanyba adagolasat kovet8en nemcsak
japdn fiirjekben mint szinezd, de mint esetleges immunmodulans tulajdonsagl anyag hatasat

vizsgaltuk japan firjekben.

ANYAG ES MODSZER

KISERLETI ALLATOK ES ELRENDEZES
Kifejlett japan firj tojobdl (n = 10) két csoportot alakitottunk ki. A kontrollcsoport
egyedeit (K-csoport) kereskedelmi tojétappal takarmanyoztuk. A mésik csoportot



A flirjeket kecske-
vérésvérsejt és szarvas-
marha-szérumalbumin
keverékével immunizaltak

Mérték az dllatok
vérének IgY-tartalmat,
tovdbbad a bér és a tojd-
sok sdrgdjdanak a szinét

A pigmentek az adott
kézegben oldhatatlan,
a festékanyagok pedig
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(X-csoport) ugyanahhoz a taphoz kevert természetes xantofillkiegészitést tar-
talmaz6 (1000 ppm) takarméannyal etettik (Capsantal EBS 40 NT, Copharm; hat6-
anyaga 40 g/kg xantofill, aminek 82%-a Iutein). A madarak faforgaccsal almozott
dllattartd dobozokban, természetes megvilagitasi és szell6zésl allatszobaban
voltak elhelyezve. Az &llatok itatasa és takarmanyozasa ad libitum tortént a 6
hétig tartd kisérlet alatt.

ANTIGEN

Heparinra levett kecskevért kiméletesen (1500 rpm, 30 min, 4 °C) centrifugal-
tunk. Az Uledéket élettani sbéoldattal (1: 1 v/v) higitottuk, majd ismét centrifu-
galtuk. Ennek 6tszori ismétlésével tisztitott vorosvérsejt- (QRBC) szuszpenzidt
nyertink. Az 5%-ra beéllitott szuszpenzidéhoz 1: 125 000 higitasl csersavat (Gal-
lotannin, Ph.Eur., Reanal, Budapest) adtunk. Az igy kapott elegybe annyi BSA-t
oldottunk, hogy az immunizalashoz hasznalt 100 pg/allat koncentraciét érjink el.
Az igy el8allitott kecske-vordsvérsejt és BSA kombinacidjaval mellizomba (im.)
oltva immunizaltuk a flrjeket a kisérlet kezdetekor és annak 4. hetében.

ANALITIKAI MODSZEREK

A kisérlet alatt minden héten kb. 0,5 ml vért vettink a madarak szarnyvénajabal.
A kémcsdben felfogott vért szobahémérsékleten tartottuk a teljes alvadasig.
Az alvadékot vékony tlvel elvalasztottuk a kémecsd falatdl, majd centrifugalassal
levalasztottuk a szérumot, amit a vizsgalatokig fagyasztva (=20 °C) taroltunk.
A vér retinoid- és karotinoidkoncentracidjat reverz fazisu izokratikus HPLC-mdd-
szerrel mértik (12). A keringésben Iév8 madar-immunglobulint (IgY) ELISA-m6d-
szerrel analizaltuk (17). A hemagglutinaciés (HAG) préobat U fenekl ELISA-leme-
zen mikromodszerrel végeztik el (1) 10% (w/v) PBS-oldatban, mivel madarak
esetében 8% feletti sokoncentracié esetében jon létre a teljes precipitacié (6).
A kisérlet alatt folyamatosan gyUjtott tojasok sargajanak a szinét nemzetkozileg
elfogadott szinskalaval (Yolk Colour Fan, YCF; DSM) hasonlitottuk 6ssze. A b&rfel-
szin szinének értékelését kolorimetrids modszerrel a CIELab-skaldhoz viszonyitd
kézi reflexiés célfotométerrel (Micromatch TM Plus, Sheen Ltd., United Kingdom)
hataroztuk meg.

STATISZTIKAl MODSZEREK
Az atlag (x) szamitast és szoras (¢s) becslést kdvetSen az eredményeket paro-
sitott t-probdval mindsitettlk. A csoportatlagok és az 6sszes atlag értékeit a
varianciaanalizis (ANOVA) Dunnett-féle tesztjével (GraphPad Prism ver. 5.0 for
Windows) hasonlitottuk dssze.

EREDMENYEK ES MEGVITATAS

A gombékban és ndvényekben 1évd xantofillszinezékek az allati szovetekben
festékanyagoknak tekinthetdk. A karotinoidok esetében gyakorta hasznalt pig-
ment megnevezés és a festékanyag kozott jellemzd kildnbség van. A pigmen-
tek szerves vagy nem szerves szinanyagok, amelyek gyakorlatilag oldhatatlanok
a kdozegben (extra- vagy intracellularis térben), amiben eloszlanak. Ezek tehéat
részecskék, amelyek a kdzeg szinét eredményezik. A festékek viszont feloldédva
oszlanak el a kdzegben, tehat a részecskéik nem lathatdék. A xantofill (oxi-karo-
tinoid) adalék (Capsantal, Copharm) a gyarté HPLC-analizise alapjan megadott
szazalékos osszetételében (B-karotin 0,8 = 0,2; kriptoxanthin 1,5 * 0,3; transz-
lutein 82,0 £ 4,0; transz-zeaxantin 4,0 £ 1,0 és egyéb karotinoidok 11,7 = 4,0) a
legfébb komponens a lutein. Ezt tUkrozi is a Capsantal-kiegészitést kapott cso-
port (X) japan furjeinek széruméban a vizsgalt idészakban folyamatosan nove-
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Az dllatok szérumdaban
folyamatosan
emelkedett a lutein és a
zeaxantin mennyisége

A bér szinét a mell-
tdjéki, tolltlisz6mentes
teriileten mérték

1. ABRA. A vér lutein- és
zeaxantinkoncentrdcidja a
japadn furjek szérumdban

FIGURE 1. Concentration of
lutein and zeaxanthin in the
blood of japanese quails

2. ABRA. A vér retinolkon-
centrdciéja japdan flrjek

szérumdban

FIGURE 2. Retinol con-
centration in the blood of
Japanese quails
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ked& luteinkoncentracié (1. dbra). Azaz a kiegészités eredményeképpen a felszi-
vbdas is hatékonynak télhetd. A lutein- és a zeaxantinmolekulak csak az egyik
terminalis gylrlben |évs kettls kotés helyét tekintve kiUlonboznek egymastol.
Ez magyarazza, hogy a szokasos és az altalunk is alkalmazott HPLC-technikakkal
e két oxi-karotinoid elvalasztidsa nem lehetséges (24). Ezért a legtdbb esetben,
a vonatkozd irodalomban ennek a két oxi-karotinoidnak a koncentracidjat egyut-
tesen adjak meg, ill. elemzik az adott anyagban vald eldforduldsukat. Jelenleg,
valamint a korabbi ilyen kdzleménylnkben miis (13) hasonldan jartunk el.

Mivel a Capsantal deklaralt 6sszetételében a tobbségben [évd lutein mellett
vannak egyéb karotinoidok is, ezért megmértik a vér A-vitamin-szintjét is. A vér
retinoidkoncentracidja egyik héten sem mutatott szignifikans kilonbséget a két
csoport kozott (2. dbra). Ez jelzi, hogy a xantofilloknak nincs, az adalékban [évé,
1%-nal kisebb mennyiségl 3-karotinnak pedig gyakorlatilag elhanyagolgaté mér-
ték( az A-provitamin aktivitdsa. A xantofillok esetében a terminalis gy(rdjukben
oxocsoport (szubsztituens) helyezkedik el. A 3-jonon gy(irlis szerkezet viszont a
retinoidok, igy az A-provitamin hatasd karotinoidok esetében is esszencialis.

A kisérlet végén a madarakat lege artis elvéreztettlik. A bért a mellrészrdl
lenylztuk. A xantofill- (X) kiegészitésben részesuld allatok zsirszdvete a kontroll-
allatokkal (K) 6sszehasonlitva szabad szemmel is j6I érzékelhetSen mutatta a
sarga festékanyagok beépllését, ami jellegzetes elszinez&dést adott (3. dbra).
A szin objektiv mérésének kifejezésére a bdrszin intenzitdsat a bdér belsd, sik
fellletén mértuk (1. tdbldzat). A méréseket azért végeztik a melltajék lenyl-
zott bérének belsd felszinén, mivel a mellizom feletti kisméretd tolltlisz8 nélkuli
fellllet (apteria) nem volt elégséges a készilék apertirdjanak a pontos illeszté-
séhez. igy a belsé bérfelszinen a béraljaban lerakédott zsirréteg karotinoidjainak
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A tojdssdrgdjanak
szinintenzitasa mar a
madsodik hétre fokozo-
dott a xantofillkiegé-
szitésben részeslilé
madarakban

3. ABRA. A kontroll (K) és
a Capsantal-kiegészitésben
(X) részeslil6 csoportokbdl
szdarmazé flurjek bér alatti

zsirjanak szine

FIGURE 3. Colour of subcu-
taneous fat of a control (K)
and a Capsantal (X) treated
quail

4. ABRA. A tojdssdrgdja
hetente mért YCF-szinskdla
értékei

(A harmadik héttdl a
csoportok kozott p < 0,05
kllonbség tapasztalhatd)

FIGURE 4. Comparison of
yolk colour between group
KO and group xO

(The differences are sig-
nificant p < 0.05 between
groups from the 39 weeks)

TABLAZAT. A bér belsé
fellletének CIELab-értékei
(x *s)

TABLE. CIELab values of
inner skin surface (x * s)
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szinét tudtuk mérni. PEREZ-VENDRELL és mtsai szerint a CIELab b* koordinataja a
mellrész bdrén mérve jo indikadtora a takarmanyban 1évd xantofill jelenlétének,
mig az a* koordinata a labszaron mérve egyenes aranyban all a takarmany kan-
taxantin mennyiségével (21). A barsonyvirdgban talalhaté xantofillok kézott kan-
taxantin nem taladlhatd. Ez az oxi-karotinoid, amit egyes takarmanykiegészitSk
tartalmaznak, elsGsorban gombakban, algdkban és tengeri halakban fordul eld.
Kisérletinkben mi is szignifikans kilonbséget talaltunk a b* értékek kozott.

A tojassargajanak YCF-fel mért szinintenzitdsa mar a masodik hétre fokozddott
a xantofillkiegészitésben részesllé madarakban. A csoportok kd6zott a kisérlet 3.
hetétdl szignifikans kilonbség (p < 0,05) volt kimutathaté (4. dbra). Az 6sszesi-
tett &tlagos szinértékek az X-csoportban nagyobbak voltak (p < 0,05) a kisérlet
teljes ideje alatt (5. dbra). A tylUkok tojasa atlagosan 0,3-0,5 mg Osszes xan-
tofillt tartalmazott, aminek tobb mint a fele lutein volt. Mint a legtdobb zsir és
zsirban oldédo vegyllet, a tojas Osszetétele érzékeny a tojétakarmany zsirjainak
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Csoport L a* b*
Kontroll (K) 65,8 £ 0,9 4,0 + 3,5 25,9 + 8,9
Capsantal (X) 59,3 + 3,1 7,8 +1,9 41,7 + 6,7
p< 0,01 0,08 0,01
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Az IgY atlagos titere
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a kezelt csoportban

A booster oltdst
kévetbéen szignifikdns
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a humordlis immun-
vdlaszban a kezelt
csoportban
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dsszetételére (16). Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az alkalmazott természetes
xantofillszarmazék jol felszivodik, majd metabolizalédik és lerakddik a szervekben
(tojas, bér alatti zsir) a japan flrjekben is. Hasonldé eredményt kaptak szintén fiir-
jekben végzett vizsgalatokban a szérumban, majban, zsirban és retindban is (26).
Tehat ez a festék intenziv szinez8anyagként viselkedik. Karotinoidok koézil leginkabb
a xantofillok a madarak természetes szinez8anyagai. Szinez4 hatasuk eredménye
a tojas, a bdr, a toll, a csér és a labszarpikkelyeinek jellegzetes szine, ami fligg a
madar taplalékanak tényleges karotinoidtartalmatdl. A szin részben koncentracio-
fliggben a vilagossargatdl egészen a narancsvorosig terjedhet. Amint mar emlitet-
tlk, egyes tyukfajtakban egy autoszomalis mutacié miatt a bérbe nem épllnek be
a xantofillok. (5). Flrjekben errél a jelenségrdl nem talalhaté irodalom.

A vér IgY- és HAG-titere megnovekedett mindkét csoportban. Az IgY atlagos
titere a vérben magasabb volt az X-csoportban, mint a K-csoportban. A legna-
gyobb kilénbség a méasodik immunizalads (booster) antigénkomplex bejuttata-
sat kovetéen volt mérhetd (6. dbra). A HAG-préba hasonldé tendencidt muta-
tott (7 dbra). Ez utébbi préba esetében értelemszerlien a kisérlet elsé hetében
nem tapasztaltunk agglutinaciét a kecske-vorésvértestekkel (gRBC) szemben.
A negyedik héttdl kezdédben az X-csoportban mar jelentésen nagyobb titerl
anti-gRBC-1gY-t lehetett mérni.

Jelen modellkisérletlnk is igazolta tehat, hogy a lutein nemcsak szinez& anyag
(b6, tojassargdja), hanem fontos egyéb élettani hatdsa is van. Védi a sejteket és
a szOveteket az oxidativ kdrosodastél (18, 22), és stimulélja az immunrendszert is.
Kimutattak, hogy a xantofilloknak immunmodulans és a rakos sejtek proliferaciot
mérsékld hatdsa van emberekben (22). Egerekben a tap luteinkiegészitése késlel-

A szérum IgG-titer karakterisztikus emelkedését mutattak ki macskakban és
kutyakban is luteinkiegészitést tartalmazd étrend alkalmazéasa mellett (8, 9). Kevin
és mtsai lutein- és zeaxantinkiegészitésben részesitett him zebrapintyekben a
fitohemagglutininnel (PHA) szemben fokozddé sejtmedialt immunvalaszt taldltak
(14). Madarakban az immunoldgiai vonatkozdsok kozel sem ilyen egyértelmdiiek.
A jelen vizsgélathoz hasonld kisérleti elrendezésben a kantaxantint tartalmazd
takarmanyt etettink kifejlett japan furj tojokkal. A szarvasmarha-szérumalbumin-
nal (BSA) immunizalt madarakban a vér IgY-tartalma emelkedett (25). Tenyészto-
jast termeld tydkok takarmanyanak komplex karotinoid- (3-karotin, kantaxantin,
lutein) és E-vitamin-kiegészitése esetében a tojasokban mind a lutein, mind az
E-vitamin-tartalom szignifikansan megndtt, de azt tapasztaltdk, hogy a kelte-
tett csibék immunvalszkészségét csak az E-vitamin-kiegészités esetében sike-
rilt novelni (7). Szintén az immunglobulinok és karotinoidok anya-utdéd transz-
portjanak kevésbé magyarazhato jelenségét tapasztaltak akkor, amikor japan firj
tojok takarmanyanak karotinoidkiegészitése ugyan szignifikdnsan megemelte a
vérplazma karotinoid-szintjét és az adaptivimmunvalaszkészéget is, de ez utdbbi
a kezelt madarak tojasaibdl keld csibékben mar nem volt jellemzd (20).

Jelen modellkisérletiinkben mi is mérsékelt, a booster oltast kdvetden viszont
szignifikdns novekedést tapasztaltunk a humoréalis immunvalaszban a termé-
szetes eredet(i xantofillkiegészitésben részesUlS japan furjek vérében, mivel
a voOrosvérsejt-BSA-antigén komplexszel szemben nagyobb IgY-titereket és
HAG-értékeket mértink.

KOVETKEZTETES

A bemutatott vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a barsonyviragbdl szarmazd termé-
szetes oxi-karotinoidok tobbségét add lutein a tojas sargajanak és a bdr szinének
sargara szinezése mellett fokozhatja az humoralis immunvalaszt japan firjben.



5. ABRA. A kezelt és
kontrollcsoportokban
gyljtott tojasok 6sszesitet
YCF-értékei a kisérlet alatt
(p < 0,05)

FIGURE 5. Differences of
yolk colours throughout the
experiment

(p < 0.05 between K and X
groups)

6. ABRA. Szérum
IgY-titerek
Az immunizalasokat nyilak

jelolik

FIGURE 6. Serum titres of
IgY in control (group K, D
and xanthophyll supple-
mented (group X, ©) of
Japanese quails

Arrows indicate immuni-

zations

7. ABRA. Hemagglutindcids
titerek (x * s)

FIGURE 7. Titres of

haemagglutination (x * s)
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