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Bevezetés

A nagyuzemi baromfitartds soran szamos problémat okozhatnak egyes, az allatok
immunrendszerére hatd kdrnyezeti és takarmanyozasi faktorok, melyek a csirkék egészségi
allapotat, és ezaltal a termelékenységet is negativ irdnyba befolyasolhatjak, valamint karos
hatast fejthetnek ki a gyulladasos- és stresszvalasz lefolyasara. Napjaink tudomanyos
eredményeinek ismeretében kijelenthetjik, hogy a globalis felmelegedés az emberiséget és
az 6koszisztémat olyan kihivasok elé allitja, melyekre hosszu id6 6ta nem volt példa a Foldon.
A jovében varhatdéan egyre gyakrabban fordulhatnak el6 erételjes és ismétlédé héhullamok,
egyenlétlenné valhat a csapadékeloszlas, valamint hirtelen bekévetkezd, 6zénvizszeri
es6zések mellett jelents aszalyokra is szamithatunk. A fent emlitett valtozasok erételjes
hatassal lehetnek a mez8gazdasagra is, igy a haszonallatainkat egyre gyakrabban érd
héstressz, valamint a kuldnb6z6 termények és takarmanyok mikotoxinokat termeld
penészgombakkal vald szennyezettsége is szamos karos kovetkezménnyel jarhat az
allategészségligy és az élelmiszeripar terlletén egyarant. A fent emlitett faktoroknak vald
kitettség komoly veszélyt jelent szamos haszonallat, igy a brojlercsirkék egészségi allapotara
és jollétére, amely nemcsak a termelési hatékonysag romlasahoz vezet, de néveli az allatok
kulénféle komplex kéroktanu, multifaktorialis betegségekkel szembeni fogékonysagat is. Bar
ismert tény, hogy a maj kifejezetten és fokozottan érzékeny szervnek tekinthetd a fent emlitett
stresszorokkal szemben, valamint kozponti szerepet jatszik a metabolikus- és redox-
homeosztazis fenntartasaban, a h8stressz és a mikotoxinok karosité hatasainak pontos,
sejtszint(i mechanizmusai maig sem teljesen tisztazottak.

A hdstressz szamos szerv, koztik a maj, a |ép, és a vese miikddésének zavarahoz
vezethet. Mar a hdmérséklet néhany fokkal térténé emelkedése is, kiléndsen, ha a folyamat
magas paratartalommal tarsul, sulyos karokat okozhat a sejtekben talalhatd fehérjék, zsirok
és nukleinsavak szerkezetében, valamint a metabolikus folyamatokban beto6ltétt szerepében
egyarant. A héstressz sejtszintll hatasainak minél alaposabb megismerése el&segitheti
kulonféle protektiv hatasu, takarmanykiegészitéként is alkalmazhatd hatdéanyagok, vagy
gyogyszerek fejlesztését a brojleragazatban, melyek segitségével megel6zhetévé valnanak
az emlitett karos hatasok.

A magas hdémérsékletnek valo kitettség egy specifikus védelmi mechanizmust, a
hésokkvalaszt (heat shock response, HSR) aktivalja, melynek feladata a sejtszinti
homeosztazis megdrzése kulonféle jelpalyak és metabolikus utvonalak komplex
szabalyozasan keresztul. A HSR-rel gyakran egy(tt jar az oxidativ stressz, amely f6leg reaktiv
oxigéngyokok (reactive oxigen species, ROS) fokozott termel6dése révén alakul ki, és a
héstressz egyik legkomolyabb kdvetkezménye lehet. A megemelkedett ROS termelés
karosithatja az antioxidans védelmi rendszert, amely lipidperoxidacidhoz, s ezaltal



malondialdehid (MDA) termel6déshez, illetve a fehérjék oxidativ karosodasahoz, és protein-
karbonil szarmazékok kialakulasahoz vezethet.

A fehérjék stabilitasat a tulzottan magas hémérséklet jelentés mértékben befolyasolja,
ezért kiemelt jelentdséggel bir konformaciéjuk megtartasanak biztositasa, illetve a nem nativ
mint protektiv molekuldk fontos szerepet téltenek be a kilénféle fizioldgias folyamatok
stresszreakcio alatti fenntartasaban, valamint szilkségesek a HSR-ben létrejovd sejtszinti
valaszok szabalyozdsaban. Az olyan, széleskdrben vizsgalt HSP-ken kivul, mint a HSP70 és
HSP90, az ugynevezett kisméret(i h6sokkfehérjék (small heat shock proteins, sHSP) szintén
nagy jelentéséggel birnak a védelmi mechanizmusok biztositasaban, valamint a sejtek
betdltétt szereplk viszont pontosan, a mai napig sem ismert. Azonban az mar szamos
kutatasban leirasra kerilt, hogy a héstressz, mint immunmodulalé faktor, képes befolyasolni
egyes pro-inflammatorikus citokinek génexpressziojat és koncentraciojat.

A takarmany mikotoxinokkal valé szennyezettsége szintén nagy jelentéséggel bir a
nagylzemi baromfitartds soran. A trichotecén vazas mikotoxinok csoportjanak egyik
legkarosabb tagja, a T-2 toxin a baromfi takarmanyaba vagy a gabonaalapu élelmiszerekbe
kerllve nem csupan az allatok, de az ember egészségét is karosithatja, ezaltal jelentds
kbzegészségugyi kockazattal is bir. Bar a madarak az eml8sdkhéz képest viszonylag
toleransok a mikotoxinokkal szemben, azonban a T-2 toxin a baromfitartasra
és -takarmanyozasra is komoly veszélyt jelent. Habar szamos kutatas vizsgalta a T-2 toxin
hatasait baromfifélékben, még igy is rengeteg megvalaszolatlan kérdés maradt a molekularis
szintl hatasmechanizmusukkal, illetve az egyes fajok kozti kilonbségekkel kapcsolatban. A
kutatasok jelentés része szerint a T-2 toxin nagymértékben fokozhatja a ROS termelédését,
ezaltal befolyasolva a sejtek antioxidans statuszat. Masrészrél azonban egyes kutatasokban
a sulyos sejtkarositd hatas mellett a fokozott mértékii oxidativ stressz nem volt kimutathaté.
Emellett ismert, hogy néhany HSP, mint a HSP70 befolyasolhatja a kilonféle toxikus hatasok
meérséklésére aktivalddd sejtvédd mechanizmusokat, azonban olyan tovabbi kérdések, mint
pl. a trichotecének hatasa a HSP-k expressziéjara maig sem teljesen tisztazott.

A fenti ismeretek alapjan megallapithatd, hogy a magas kérnyezeti hémérséklet és a
mikotoxinok okozta majkarosodas kritikus kovetkezményekkel jarhat az egész szervezet
szamara, hiszen a maj kodzponti szerepet jatszik a tapanyagok és xenobiotikumok
metabolizmusaban, valamint a legfontosabb anyagcsere-folyamatokban. A kialonféle
sejttipusok, kulénosképp a stressz- és gyulladasos reakcidk szabalyozasaban fontos szerepet
betdlté hepatocitak és nem-parenchymalis (NP) sejtek (nagyrészt makrofagok) molekularis
szintl szerepének vizsgalata szamos hasznos informaciéval szolgalhat a stresszel
Osszefliggésbe hozhaté multifaktoridlis megbetegedések patomechanizmusardl, tovabba
hozzajarulhat az allatok egészségének javitasahoz, és ezaltal a termelés hatékonysaganak
noveléséhez.



Anyag és modszer

Csirke eredetii primer hepatocita mono-kultura és hepatocita - nem -
parenchimalis sejt ko-kultura modellek létrehozasa és jellemzése
(I. kisérlet)

Az |. kisérlet soran a sejtek izolalasara 3 hetes, himivaru Ross 308 brojlercsirkék
majabdl kerilt sor. Az allatok dekapitalasa utdn a vena gastropancreaticoduodenalis-on
keresztil valosult meg a maj tébblépcsés perfuzidja. Kollagenaztartalmu pufferrel vald
emeésztés utan, a Glisson-tokot felnyitva tértént meg az elsédleges sejtszuszpenzioé kinyerése,
melyet a majsejtek és a nem-parenchimalis sejtek elkulonitése érdekében tdbb lépcsds
differencialé centrifugalas kdvetett.

A sejttenyészeteket elézetesen |. tipusu kollagénnel bevont tenyésztGedények
fellletén alakitottuk ki. EIs6ként az NP sejtek lerakasa tortént meg, melyek hozzavetélegesen
20 perc alatt letapadtak a sejttenyészté edény felszinére. Ezt kdvetden, a hepatocita — NP sejt
ko-kulturak létrehozéasdhoz a letapadt NP sejtekhez 6:1 sejtaranyt kialakitva
(hepatocita:NP sejt) hozzaadtuk a majsejteket. A hepatocita mono-kulturak kialakitasakor a
majsejtekben gazdag frakciot raktuk le sejttenyészté edényekre, NP sejtek jelenléte nélkil. A
sejtkulturak inkubacidja 38,5°C-on, 5%-0s CO; koncentracié mellett tortént. A tapfolyadékot 4
oraval a lerakas utan cseréltik, majd 24 6ra elteltével kialakultak az 6sszefliggd tenyészetek.

A sejttenyészetek morfolégiajanak pontos meghatarozasa a lerakast kdvetben
48 6raval, Giemsa festéssel tortént, illetve az egyes sejttipusok jelenlétének és aranyanak
meghatarozasat  csirkespecifikus  ellenanyagok felhasznalasaval immuncitokémiai
vizsgalatokkal végeztik. Az albumin kimutatasa csirkespecifikus, fluoreszcein-izotiocianattal
(FITC) konjugalt antitestek segitségével tortént meg, mig a NP sejtfrakcidban talalhato
makrofagokat csirke makrofag specifikus fikoeritrinnel (PE) kapcsolt ellenanyaggal jeloltik.
Mindezek mellett a hepatocitakat és az NP sejteket tartalmazé frakciok behatdbb vizsgalatara
az aramlasi citometria mdédszere szolgalt.



A hoéstressz és a T-2 toxin sejtszintii hatasainak vizsgalata csirke
eredetii majsejttenyészeteken (ll. és lll. kisérlet)

A ll. és a lll. kisérlet soran a sejtizolalast és a sejttenyésztést az I. kisérlet esetében
leirtak alapjan vegeztik. A Il. kisérletben 24 6ras tenyésztést kdvetden a hbstressz sejtszinti
hatasainak nyomon kévetése érdekében az dsszefliggd mono- és ko-kulturdkat 43°C-on 1,
illetve 2 éran keresztil inkubaltuk, mig a kontroll sejteket tovabbra is 38,5°C-on tartottuk. A
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egészitettik ki, az alkalmazott kezelési id6 pedig 8 és 24 éra volt.

A kezelések utan mindkét kisérlet soran mintat vettink a tenyésztéedények
tapfolyadékabal, amit a sejtek, Mammalian Protein Extraction Reagent (M-PER) lizis pufferrel
tortén6 emésztése kovetett. A mintakat a késébbi vizsgalatok elvégzéséig -80°C-on taroltuk.
A kezelések sejtszintli hatasainak nyomon kévetése érdekében CCK-8 teszttel mértik azok
metabolikus aktivitasat, illetve a tapfolyadék LDH aktivitasanak mérésével hataroztuk meg a
sejtelhalas meértékét. Az extracellularis H202 koncentraciot Amplex Red médszerrel vizsgaltuk,
mig a HSP70, IL-6 és IL-8 szintjének meghatarozasa csirkespecifikus szendvics ELISA tesztek
segitségével tortént meg.

Az akut hoéstressz kovetkezményeinek vizsgalata csirkék
parenchimas szerveiben in vivo korulmények kozott (IV. kisérlet)

A kisérlethez falhasznalt egynapos, himivari Ross 308 brojlercsirkéket szalma almon,
csoportosan helyeztik el. A koérnyezeti feltételek és a tartas korilményei a munka teljes
idejében - a kezelési nap kivételével - a Ross technoldgia kdvetelményeinek megfeleléen
kerultek beéllitasra.

Az allatok takarmanyozasa és itatasa ad libitum moddon, 3 fazisban, a tenyészt6i
utasitasoknak megfeleléen tortént. A csirkék ellatasa és kezelése megfelelt a nemzeti és
nemzetkdzi szakmai elbirasoknak, torvényeknek, illetve az intézményi iranyelveknek. Az
allatok 27 napos korban, véletlenszerlien kivalasztva, 3 kuldnb6z6 csoportra osztva, egyedi
ketrecekbe kertltek (n=8/csoport). A 32. napon az allatokat 37°C-os hémérsékletnek és
50%-o0s relativ paratartalomnak (hémérséklet-paratartalom index = 88) tettik ki 4, illetve 8 éran
keresztul. A kontroll csoportban a kdrnyezeti tényezék valtozatlanul megfeleltek a tenyésztoi
el6irasoknak (22 + 1°C). A kezeléseket kdvetben megmeértik a kloakahémérsékletet, majd az
allatokat szén-dioxidos narkézist kovetben dekapitaltuk, amit mintavétel kovetett a maj bal
lebenyébdl, a l1épbdl, illetve a vese bal caudalis diviziojabdl. A mintakat szarazjégben
sokkfagyasztottuk, majd azokat felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

A laboratoriumi analizis el6tt a szévetmintékat jégen felolvasztottuk, majd Tissue
Protein Extraction Reagent (T-PER) lizis pufferben, Potter-Elvehjem szévethomogenizator
segitségével homogenizaltuk. Ezt kdvetéen a homogenizatumokat centrifugaltuk (5000xg
10 perc), és a tovabbi méréseket a fellluszébdl végeztik. A mintak Osszfehérje-



hataroztuk meg. Az MDA, a protein-karbonilok és a redukalt glutation koncentracidjat, illetve a
glutation-peroxidaz aktivitdsat specifikus kolorimetrids tesztekkel meértik. Csirkespecifikus
ELISA kitek felhasznalasaval vizsgaltuk tovabba a HSP27, az aA-crystallin és az aB-crystallin

Statisztika

A csoportok kozotti kidldnbségeket egytényez8s variancianalizissel (ANOVA) és
Dunett-féle post hoc tesztekkel hataroztuk meg a paronkénti dsszehasonlitas érdekében. A
kalonféle valtozok kozotti kapcsolatokat Pearson-féle korrelacios teszttel allapitottuk meg. A
kilénbségeket P < 0,05 szintnél tekintettlk szignifikansnak.



Ceélkitizeés
Osszefoglalva, a PhD munka legfébb céljai:
Ad 1. Uj tipusu, eddig még nem létrehozott, csirke eredetii hepatocita — nem-parenchimalis
(NP) sejt (tulnyomorészt Kupffer-sejt) ko-kulturak kialakitasa.

Ad 2. Az akut h8stressz immunmodulans, valamint metabolikus és oxidativ folyamatokra
gyakorolt hatasainak vizsgalata a kialakitott sejttenyészetek segitségével, in vitro kérilmények
kozott.

Ad 3. A T-2 toxin altal okozott majkarositd hatasok vizsgalata in vitro, beleértve a metabolikus

s

valtozasokat.

Ad 4. Informaciok gyljtése az akut héstressz parenchimas szervekre (maj, l€p, vese) gyakorolt
hatasaival kapcsolatban csirkében, kilénos tekintettel az oxidativ stressz és az sHSP-k
kiemelt szerepére.

Annak érdekében, hogy valaszt keresslink a fent emlitett kérdésekre, az alabbi kutatasi terv
kerilt kidolgozasra:

. Felhasznalt . — o ,
Kisérlet . i i . | Tudomanyos kérdés Vizsgalt paraméterek
sejttenyészet/allatfaj
Csirke eredetl hepatocita Ui tiousd. csirke eredetii
mono-kulturak és  tipusuy, csir Az izolalt sejtek immuncitokémiai
. hepatikus sejtmodellek s C o
l. hepatocita — nem- . e és aramlasi citometriai
e : kialakitasa és o PP )
parenchimalis sejt ko- : g vizsgalatokkal térténd jellemzése
AT jellemzése
kultdrak (in vitro)
Csirke eredetl hepatocita ) - Metabolikus aktivitas,
mono-kulturak és A héstressz hatasainak - S
: o ) extracellularis LDH aktivitas,
Il hepatocita — nem- vizsgalata csirke g
e : S extracellularis H202, HSP70, IL-6
parenchimalis sejt ko- eredetl majmodelleken . APy
A és IL-8 koncentracidja
kultarak (in vitro)
Csirke eredetl hepatocita
mono-kulturak és A T-2 toxin hatasainak Metabolikus aktivitas,
[l hepatocita — nem- vizsgélata csirke extracellularis H202, HSP70, IL-6
parenchimalis sejt ko- eredetl majmodelleken és IL-8 koncentracidja
kultarak (in vitro)
A kistomeg( MDA, protein-karbonil, glutation,
h&sokkfehérjék HSP27, aA-crystallin, aB-crystallin
V. Brojlercsirke (in vivo) szerepének vizsgalata koncentracid, glutation-peroxidaz
akut h6stressz soran aktivitas (maj, Iép, vese
brojlercsirkében szbvetminta)




Eredmények és diszkusszio

Csirke eredetli primer hepatocita mono-kultura és hepatocita -
NP sejt ko-kultira modellek Iétrehozasa és jellemzése (I. kisérlet)

A kutatas els¢ fazisaban sikeresen hoztunk létre kilonféle uj, csirke eredetl primer
hepatikus sejtmodelleket (1. kisérlet). Az elkulonitett sejtfrakciokon végzett aramlasi citometriai
és immuncitokémiai vizsgalatok eredményei alapjan csak hepatocitakat tartalmazé mono-
kultarak, valamint hepatocitakat €s nem-parenchimalis sejteket tartalmazé ko-kulturak keriltek
kialakitasra. Ahogy azt immuncitokémiai vizsgalataink is megerésitették, az NP sejtfrakcio
tulnyomaorészt makrofagokat tartalmaz, melyek f6képpen, mint a maj rezidens makrofagjai,
Kupffer-sejtek, illetve kisebb mennyiségben keringésbdl szarmazé sejtek. Ennek ellenére
azonban a sejtfrakcioban kis szamban egyéb NP sejttipusok jelenléte (csillagsejtek, valamint
biliaris epithél sejtek) is feltételezhetd.

Jelenlegi tudasunk szerint a fentihez hasonlo, csirke eredetlii majtmodell eddig nem kerult
kialakitasra. Ebbdl kifolyélag az ujonnan létrehozott sejtmodelleink egyedulallé és hianypotié
kutatasok elvégzését tehetik lehetévé a parenchimalis és NP sejtek kulonb6z6 folyamatokban
betdltétt specifikus szerepének vizsgalataban. Tovabba, a hepatocita és NP sejtfrakciok
aranyanak valtoztatasaval és pontos beallitasaval kilénb6z8 foku gyulladasos folyamatok is
modellezhetévé valhatnak. Az altalunk alkalmazott 6:1 sejtarany (hepatocita:NP sejt) egy
enyhébb foku, mérsékelt hepatikus makrofag migraciéval kisért gyulladasos majmodellnek
tekinthet6. A ko-kulturak jol alkalmazhatéak Iehetnek egyes gyulladasos- vagy
stresszvalasszal kapcsolatos folyamatok molekularis szintli elemzésére, valamint kulénféle
sejtfunkcidkkal kapcsolatos vizsgalatok elvégzésére is. Ennek megfeleléen megbizhatdéan
nyomon kovethetéek példaul a pro- és anti-inflammatorikus citokinek szintjén, valamint a
redox-homeosztazisban bekdvetkezd valtozasok egyarant.



A hoéstressz sejtszintli hatasainak vizsgalata csirke eredeti
majsejttenyészeteken in vitro (Il. kisérlet)

Az ujonnan kialakitott csirke eredetli majsejttenyészetek megfeleld és megbizhatdéan
alkalmazhaté modellrendszernek bizonyultak a hdstressz sejtszintli hatasainak vizsgalata
céljabdl. Eredményeink alapjan kijelenthetjik, hogy a révidebb tavu héstressznek vald
kitettség (1 ora) nagyban befolyasolta a vizsgalt sejttenyészetek allapotat. A kezelés hatasara
intenziven nétt a sejtek metabolikus aktivitdsa és a H>O: koncentracioja, mikdzben
szignifikdnsan alacsonyabb HSP70, IL-6 és IL-8 koncentracié volt mérhetf. A fentiekkel
szemben a hosszabb ideig tartd, 2 6ras kezelési id6ét kdvetéen ezek a kildonbségek mar nem
voltak tapasztalhatdk, mely valtozas hatterében valdszinlileg a majsejtek gyors és hatékony
adaptacios potencialja allhat. A rendelkezésre allé adataink alapjan kijelenthetjik, hogy a
hdstressznek valo rovidtavu kitettség intenziven befolyasolta sejttenyészeteink allapotat, mely
hepatikus hatasok kialakulasaban kdzponti szerepet jatszhat a fokozott oxidativ stressz.
Masrészt, eredményeink szintén kiemelik a kilsé stresszor hatdsara aktivalodd védekezési
mechanizmusok jelentdségét, melyek kovetkeztében a hosszabbtavu héstressznek vald
kitettséghez sejttenyészeteink hatékonyan és megfeleléen alkalmazkodni tudtak.

A T-2 toxin sejtkarosité hatasainak vizsgalata csirke eredetii
majsejttenyészeteken in vitro (Ill. kisérlet)

A kutatas 3. fazisaban az altalunk kialakitott primer hepatocita mono-kultirak és hepatocita
— NP sejt ko-kultura modellek, a hdstressznek valo kitettség vizsgalatan tilmenéen a T-2 toxin
molekularis szintl hatasaival kapcsolatos munka elvégzésére is alkalmasnak bizonyultak. A
toxin egyértelmlien karos hatassal volt a sejttenyészetekre, mely hatasok a metabolikus
aktivitas intenziv csdkkenésében, valamint gyulladasos valaszreakcidé kivaltasanak
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szemben nem tapasztaltunk a kezelést6l fiiggé valtozasokat. Ez utdbbi eredmény, tobb
korabbi kutatassal is 6sszhangban arra utalhat, hogy mas allatfajokkal ellentétben, csirkék
majaban a T-2 toxin negativ hatasainak létrejottében kevesebb szerepe lehet a reaktiv oxigén
gyokok fokozott termel6désébdl fakadd karos hatasoknak. E hipotézis megerdsitésére
azonban elengedhetetlen a jov6ben tovabbi vizsgalatok elvégzése a hattérben huzddd
sejtszint(i mechanizmusok pontos felderitése céljabdl. Osszefoglalva, fenti eredményeink Uj
és értékes ismeretanyaggal szolgalhatnak a T-2 toxin majra kifejtett sejtszinti hatasaival
kapcsolatban, kiemelve a toxin intenziv és nagymértékben karos hatasainak jelentéségét
brojlercsirkékben.
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Az akut hoéstressz kovetkezményeinek vizsgalata csirkék
parenchimas szerveiben in vivo koriulmények kozott (1V. kisérlet)

A kutatdbmunka utolsé fazisaban a hdstressz okozta molekularis szintl valtozasok Uuj
szemszdgbdl torténd vizsgalatat kivantuk elvégezni brojlercsirkék kilénbdzd szerveiben. A
vizsgalt parenchimas szervek kozil a héstressz kovetkeztében fellépd fokozott oxidativ
terhelésnek leginkabb kitett szervnek a maj bizonyult. Ez a fokozott érzékenység azonban a
hepatikus védelmi mechanizmusok gyors aktivalodasaval is egyutt jart, mely a
glutation-peroxidaz enzim emelkedett aktivitasa, valamint az aA- és aB-crystallinok fokozott
felhasznalasa révén valdsult meg. A fent emlitett két kistémegl h&sokkfehérje feltehetbleg
kézponti szerepet jatszhat az akut héstressz hatasara megjelend hepatikus valaszreakcidk
kialakitasaban, mig a folyamatban a HSP27 fehérjének kevésbé lehet szerepe. Tovabba, a
héhatasra bekdvetkezé intenziv protein-karbonil szint csdkkenés is az aA- és aB-crystallinok
fokozott felhasznaldédasa révén kovetkezhetett be, mely valdsziniileg egy tulkompenzaciés
mechanizmus eredményeképp jott létre. Hasonld korrelacié volt megfigyelhetd a redukalt
glutation (GSH) és a crystallin szintek kdzott is, mely a glutation rendszer és a kistomegi
hésokkfehérjék hatasa kozti tovabbi Osszefliggésekre enged kdvetkeztetni. A majsejtek jo
adaptacios képessége abbdl a szempontbdl is megfigyelhetd volt, hogy az oxidativ stresszel
szembeni fokozott érzékenység ellenére a lipidperoxidacidés folyamatok csak enyhébb
forméaban és csak a hosszabb, 8 6ras kezelést kdvetéen voltak kimutathatdok. Osszességében
elmondhaté tehat, hogy a kutatas uUjszerli eredményekkel szolgalt a hd&sokk-valasz
kialakulasaval kapcsolatban, kiemelve a maj oxidativ stresszel szembeni fokozott kitettségét
€s egyes adaptaciés mechanizmusok aktivalodasanak jelentéségét. Eredményeink alapjan a
kistbmegli h&sokkfehérjek kozponti szerepet tolthetnek be a majsejtek normal, élettani
allapotanak fenntartasaban oxidativ stresszhatas fellépése esetén.
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Konklazié

A vizsgalt faktorok immunmodulans keépességével, valamint redox homeosztazisra
gyakorolt hatasaival kapcsolatos eredményeink a jovében nagy jelentéséggel birhatnak az
agraragazat szempontjabdl. Kiemeltik tovabba a HSP70 és a kistdmegl h&sokkfehérjék
szerepét a sejtek homeosztazisanak, valamint a redox rendszer fiziologias allapotanak
fenntartasaban, héstressznek és mikotoxinnak vald kitettség esetében egyarant. Az emlitett
folyamatok kapcsan szintén kiemelt szerepe volt az oxidativ stressz indukalta fokozott ROS-
termelésnek. Kuldonbozd citokinek, igy az IL-6 és -8 koncentraciojanak nyomon kovetéseével
tovabbi fontos informaciokhoz juthattunk a vizsgalt stresszorok immunmodulans hatasairél.
Végll, az altalunk Ujonnan kialakitott sejtmodellek a nem-parenchimalis sejtek hepatikus
stresszvalaszban betdltott szerepével kapcsolatban is értékes eredményekkel szolgaltak.

Munkank soran Uj szemszdgbél vizsgaltuk a hdstressz és a T-2 toxin karos hatasait. A fenti
kutatasok nagy jelentéségi adatokkal szolgalhatnak a vizsgalt immunmodulans faktorok elleni
védekezés szempontjabdl is, kulénds tekintettel bizonyos specifikus takarmanykiegésziték,
valamint protektiv hatasu egyéb anyagok alkalmazasanak lehetéségeire.
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Uj tudomanyos eredmények

Ad 1,

Uj tipusu, csirke eredetli hepatocitakat és nem-parenchimalis sejteket tartalmazo primer
ko-kultura sejttenyészeteket hoztunk Iétre, valamint aramlasi citometriai és immuncitokémiai
vizsgalatok segitségével jellemeztik a modelleket, amelyek megfelelének bizonyultak egyes
majbeli gyulladasos folyamatok, valamint kulénféle immunmodulans faktorok altal kivaltott
stresszvalasz vizsgalatara.

Ad 2,

A rovidebb ideig tartdé hdkezelés a katabolikus anyagcserefolyamatok intenzitasanak,
valamint az extracellularis H.O. koncentracidjanak emelkedését és a HSP70, IL-6, IL-8
a tapasztalt valtozasok nem voltak kimutathatéak 2 éras hékezelést kdvetben, mely
megfigyelés a majsejtek nagyfoku adaptacids potencialjara enged kdvetkeztetni.

Ad 3,

Az altalunk kialakitott sejtmodellek a T-2 toxin révidtava toxikoldgiai vizsgalatara is
alkalmasnak bizonyultak. A T-2 toxin nagymeértékben befolyasolta a majsejtek élettani
funkcioit, igy csOkkentette a metabolikus aktivitast, megndvelte a HSP70 extracellularis

s s

YA

sugallhatja, hogy a reaktiv oxigéngydkok termelédése feltehetéleg nem a legfontosabb faktor,
mely a csirkék majaban tapasztalhatod, T-2 toxin indukalta citotoxikus folyamatok hatterében
hazédhat.

Ad 4,

Az in vivo vizsgalatokbdl nyert eredményeink alapjan a vizsgalt szervek kozil a
héstressznek leginkabb kitetthek a maj bizonyult. A fokozott oxidativ terhelés kdvetkeztében
emelkedett a lipidperoxidacié mértéke, valamint aktivalodtak olyan sejtszint(i védelmi reakciok,
mint a glutation-peroxidaz enzim aktivitasanak nagyfokd emelkedése, valamint az aA- and
aB-crystallinok fokozott felhasznalasa. A héhatasra bekovetkezd majbeli GSH, valamint
protein-karbonil szint csdkkenés feltehetbleg az aA- and aB-crystallinok altal medialt védekezd
mechanizmusok hatasara létrejovo tulkompenzacios valaszreakcio kdvetkezménye.

13



Sajat tudomanyos kozlemények

Az értekezés témajaban megjelent tudomanyos kdézlemények

Mackei, M., Matis, G., Molnar, A., Sebdk, C., Véréshazi, J., Pal, L., Dublecz, K., Husvéth, F. & Neogrady,
Z.: Therelationship between small heat shock proteins and redox homeostasis during acute heat
stress in chickens. Journal of Thermal Biology, 103040, 2021. Impact factor: 2.902

Mackei, M., Molnar, A., Nagy, S., Pal, L., Kévago, C., Galfi, P., Dublecz, K., Husvéth, F., Neogrady, Z.
& Matis, G.: Effects of Acute Heat Stress on a Newly Established Chicken Hepatocyte—
Nonparenchymal Cell Co-Culture Model. Animals, 10(3), 409, 2020. Impact factor: 2.752

Mackei, M., Orban, K., Molnar, A., Pal, L., Dublecz, K., Husvéth, F., Neogrady, Z. & Matis, G.: Cellular

effects of T-2 toxin on primary hepatic cell culture models of chickens. Toxins, 12(1), 46, 2020.

Impact factor: 4.546

Mackei, M., Matis, G., & Neogrady, Z.: The effects of T-2 toxin on animal health, focusing especially

on poultry: literature review. Magyar Allatorvosok Lapja, 140, 475-483, 2018. Impact factor: 0.143

Nemzetkozi konferencian torténd részvétel (eléadas vagy poszter prezentacioé

formajaban)

Maté Mackei, Szabolcs Nagy, Andor Molnar, Ferenc Husvéth, Karoly Dublecz, Zsuzsanna Neogrady,
Gabor Matis

Effects of heat stress on recently established primary hepatocyte — non-parenchymal cell
mono- and co-culture models of chicken origin. World’s Poultry Congress, 2020, Paris, France,
2022 August (delayed).

Maté Mackei, Andor Molnar, Husvéth Ferenc, Karoly Dublecz, Zsuzsanna Neogrady, Gabor Matis,
Hedvig Fébel

Investigation of the effects of T-2 toxin on primary chicken hepatocyte mono- and hepatocyte —
non-parenchymal cell co-culture models, World’s Poultry Congress, 2020, Paris, France, 2022

August (delayed).

Maté Mackei, Kata Orban, Andor Molnar, Karoly Dublecz, Zsuzsanna Neogrady, Gabor Matis
Investigation of the cellular effects of T-2 toxin on hepatic cell culture model of chicken origin

23rd Congress of the European Society of Veterinary and Comparative Nutrition, Turin, Italy, 2019

Gabor Matis, Anna Kulcsar, Patricia Hatala, Maté Mackei, Zsuzsanna Neogrady Investigations on the
effects of heat stress on hepatic cell culture models of chicken origin
XVth European Poultry Conference, Dubrovnik, Croatia, 2018.

14



Magyarorszagi konferencian torténé részvétel

Mackei Maté, Molnar Andor, Pal Laszlo, Dublecz Karoly, Husvéth Ferenc, Matis Gabor, Neogrady
Zsuzsanna

Effects of heat stress on chicken-derived primary hepatic cell culture models,
62. Georgikon Napok, Szent Istvan Egyetem, Georgikon Kar, Keszthely, 2020.

Mackei Mate, Matis Gabor, Sebdk Csilla, Voréshazi Julia, Molnar Andor, Pal Laszl6, Dublecz Karoly,
Husvéth Ferenc, Neogrady Zsuzsanna
A héstressz redox homeosztazisra gyakorolt hatasainak vizsgalata csirkében

MTA Akadémiai Beszamolok, Budapest, Hungary, 2021.

Mackei Maté, Matis Gabor, Molnar Andor, Pal Laszl6, Dublecz Karoly, Husvéth Ferenc, Neogrady
Zsuzsanna

A héstressz akut hatasainak vizsgalata csirke eredetii hepatocita mono- és hepatocita — nem -
parenchimalis sejt ko-kultiran

MTA Akadémiai Beszamolok, Budapest, Hungary, 2020.

Mackei Maté, Matis Gabor, Voréshazi Julia, Molnar Andor, Pal Laszlo, Dublecz Karoly, Husvéth
Ferenc, Neogrady Zsuzsanna

A T-2 toxin sejtszintii hatasainak vizsgalata kiilonb6z6 csirke eredetii primer majmodelleken
MTA Akadémiai Beszamolok, Budapest, Hungary, 2020.

Mackei Maté, Matis Gabor, Molnar Andor, Kulcsar Anna, Hatala Patricia, Nagy Szabolcs, Dublecz
Karoly, Husvéth Ferenc, Neogrady Zsuzsanna
Immunmodulalé faktorok vizsgalatara alkalmas hepatikus sejtmodellek kialakitasa csirkében

MTA Akadémiai Beszamolok, Budapest, Hungary, 2019.

Matis Gabor, Kulcsar Anna, Hatala Patricia, Téth Adrienn, Mackei Maté, Neogrady Zsuzsanna
A T-2 toxin sejtkarosité hatasainak osszehasonlité vizsgalata csirke primer bélhamsejt- és
majsejttenyészeten

MTA Akadémiai Beszamolok, Budapest, Hungary, 2018.

Matis Gabor, Kulcsar Anna, Kulcsarné Petrilla Janka, Talapka Petra, Hatala Patricia, Mackei Maté,
Neogrady Zsuzsanna

A hostressz sejtszintii hatasainak vizsgalata csirke majsejt — Kupffer-sejt ko-kultiran

MTA Akadémiai Beszamolok, Budapest, Hungary, 2017.

15



Az értekezés témajahoz szorosan nem kapcsolédé tudomanyos kozlemények

Sebdk, C., Traj, P., Voréshazi, J., Mackei, M., Papp, M., Galfi, P., Neogrady Z. & Matis, G. Two Sides
to Every Question: Attempts to Activate Chicken Innate Immunity in 2D and 3D Hepatic Cell
Cultures. Cells, 10(8), 1910, 2021. Impact factor: 6.600

Barna, R. F., Mackei, M., Paszti-Gere, E., Neogrady, Z., Jerzsele, A., & Matis, G.: The Effects of
Matriptase Inhibition on the Inflammatory and Redox Homeostasis of Chicken Hepatic Cell
Culture Models. Biomedicines, 9(5), 450, 2021. Impact factor: 6.081

Borda-Molina, D., Matis, G., Mackei, M., Neogrady, Z., Huber, K., Seifert, J., & Camarinha-Silva, A.:

Caeca microbial variation in broiler chickens as aresult of dietary combinations using two cereal

types, supplementation of crude protein and sodium butyrate. Frontiers in Microbiology, 11, 3453,
2020. Impact factor: 5.640

Mackei, M., Véréshazi, J., Sebdk, C., Neogrady, Z., Matis, G., & Jerzsele, A.: Fermented Wheat Germ

Extract as a Redox Modulator: Alleviating Endotoxin-Triggered Oxidative Stress in Primary

Cultured Rat Hepatocytes. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2020. Impact factor: 6.543

Kurucz, A., Orban, K., Mackei, M., Fébel, H., Neogrady, Z., & Matis, G.: Investigations on hepatic and

intestinal drug-metabolizing cytochrome P450 enzymes in wild boar compared to domestic
swine. European Journal of Wildlife Research, 66(1), 1-10, 2020. Impact factor: 1.983

Matis, G., Kulcsar, A., Mackei, M., Petrilla, J., & Neogrady, Z.: Comparative study on the modulation

of incretin and insulin homeostasis by butyrate in chicken and rabbit. PloS one, 13(10), 0205512,
2018. Impact factor: 2.776

Petrilla, J., Matis, G., Kulcsar, A., Talapka, P., Biro, E., Mackei, M., Fébel, H. & Neogrady, Z.: Effect of
dietary cereal type, crude protein and butyrate supplementation on metabolic parameters of
broilers. Acta Veterinaria Hungarica, 66(3), 408-452, 2018. Impact factor: 1.050

Matis, G., Mackei, M., & Neogrady, Z.: Role of incretin hormones in the regulation of insulin

homeostasis and carbohydrate metabolism. Literature review. Magyar Allatorvosok Lapja, 139(2),
119-125, 2017. Impact factor: 0.196

Mackei, M., Barcza, Z., Péntek, G., Gabor, G., Reibling, T., & Solymosi, N.: Heat stress forecast

system on Carpathian Basin. Magyar Allatorvosok Lapja, 139(6), 337-343, 2017. Impact factor:
0.196

Matis, G., Mackei, M., Bajcsy, A. C., & Neogrady, Z.: Reproductive aspects of subacute ruminal
acidosis (SARA): literature review. Magyar Allatorvosok Lapja, 138(5), 279-287, 2016. Impact
factor: 0.189

16



Koszonetnyilvanitas
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munkatars és KF csoporttag volt, Dr. Papp-Sebék Csillanak, akire tényleg mindig szamithatok,
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lelkiismeretes és preciz munkara tanitott, Dr. Kissné Dr. Hatala Patricianak a toretlen optimizmusaért
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Asszonynak az allando segitségét és tamogatasat minden terileten.
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Halas vagyok diakkords és szakdolgozé hallgatéimnak, Lars Folkmannak, Olah Barnabasnak,
Pozsar Zséfianak, Vaktor Nellinek és Varga Bencének a kemény és elhivatott segitségukért, mely
engem is motivalt a kutatas soran.
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