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1. BEVEZETES

A tarsallatok korében eléforduld elhizés egyre gyakrabban és széles korben észlelhetd
jelenség. A tény, hogy szamos betegség kialakuldsa bizonyitottan Osszefiigg az elhizéssal,
megkoveteli, hogy nagyobb figyelmet forditsunk a koros stilygyarapodasra €és annak vizsgalatara.

A leptin nem olyan régen felfedezett, a zsirszovet altal termelt hormon. Mint marker
nagyon fontos lehet az elhizottsag fokanak megallapitasa szempontjabol, illetve szerepét egyre
tobbszor hangstlyozzak metabolikus betegségek pathogenezisében. A szérum leptin szintet
azonban, a zsirraktarak telitettségi fokan kiviil tobb mas tényezd is befolydsolja. Human
vizsgalatok és patkdnyokon végzett kisérletek szerint, a nemi hormonok valtozdsa modosithatja
ezt a paramétert. A nemi miikddés soran jellemzd hormonalis valtozasok hatasanak vizsgalata
tehat elengedhetetlen eldfeltétele a leptin késdbbi, metabolikus statusz meghatarozasakor, illetve
a kondici6 jellemzésekor hasznalhat6 paraméterként torténd alkalmazasanak.

A leptin koncentracié a vérbdl ELISA modszerrel mérhetd. Szoros kapcsolatban 4ll a
testzsir mennyiséggel, igy kvantitativ markernek tekinthetd, mely klinikai koriilmények kozott is
elérhetd €s nem igényel invaziv beavatkozast. A leptinszint mérése ezért értékes modszernek
bizonyulhat a szervezet zsirmennyiségének meghatdrozasa soran.

A dolgozat célja, a szérum leptin szint vizsgalata, az ivari ciklusuk ismert szakaban jaré
szuka kutydkban. A plazmabeli leptin koncentracidé alakuldsanak feltérképezése reményeink
szerint nagy segitséget fog nyujtani a kés6bbiekben, az elhizas vizsgalatdban, mivel szuka
kutydknal a leptinszint valtozadsa eddig szinte egyaltalan nem volt feltérképezve. A leptin
szervezeten beliili bonyolult hatasait és hatdsmechanizmusait még a mai napig sem sikertilt teljes
mértékben megismerni. A dolgozat segitséget nyujthat a leptinnel kapcsolatos, tovabbi

vizsgalatok eredményeinek helyes értékelésében.



2. IRODALMI OSSZEFOGLALO

2.1. Az elhizas jelentosége és hattere

Az elmult 10 évben vilagszerte szamos tanulmany jelent meg a héazi kedvencek
elhizasaval kapcsolatban. Az éllatorvoshoz vitt kutydk és macskak elhizdsdnak gyakorisdga
egyre inkdbb nd. Az emberhez hasonléan, az allatok elhizasa is nagyban megndveli szdmos
betegség elofordulasi aranyat, megroviditi az allatok életét és rontja az életmindségiliket. A
talsulyos allapot kiilonbozd daganatos, ortopédiai és szisztémas betegségekre is hajlamosit. A
betegségek kialakuldsanak megakadéalyozasaban, egyre nagyobb jelentdséget tulajdonitanak az
elhizds megelézésének (German, 2006). Ahogy az embereknél mar kideritették, az allatoknal sem
egyediil a bevitt energiamennyiség vagy a kevés mozgas a tulstly kialakulasanak egyediili oka.
Az elhizasnak multifaktoralis hattere van, amely azt jelenti, hogy a taplalkozason kiviil egyéb
kiils6 behatasok, Gigy mint a genetikai hattér és bizonyos gyogyszeres kezelések is hajlamosito
tényezoként hathatnak. Kutydk esetében nagyban szamit a fajta. Példaul a labrador, cocker
spaniel, west highland white terrier, boxer és beagle fajtaju allatok hajlamosbbak az elhizasra,
mig egyes fajtak ellendlléak, mint példaul a grey hound. Szamit az ¢€letkor 1s (idésebb egyedek
kevesebb energiat igényelnek), ugyanakkor leggyakrabban az ivartalanitas hatdsat emelik ki.
Ivartalanitott beagle szukdknal 30 %-kal csokkentett energiatartalmu tapok etetésével érték el az
ivartalanitas elotti normal testsulyt (Jousette és mtsai, 2005).

Az a tény, hogy az allatok, himek és ndéstények egyarant ivartalanitas utan elhiznak, sok
gondot jelent. Sokan probaltak mar feltérképezni az elhizés hatterét, kevés sikerrel. A leptin
felfedezése utan felmeriilt a gondolat, hogy esetleg ez a hormon all a jelenség mogott. Kanchuk
¢s munkatarsai kandurokon végzett kisérletei azt mutattdk, hogy az étvagy drasztikusan
fokozodott az ivartalanitds utan. A leptin szint ugyan novekedett a zsirtomeggel 6sszhangban,
viszont nem csokkentette az allatok energiafelvételét, étvagyat. (Kanchuk és mtsai, 2002). Olyan
megfigyelések is 1éteznek, ahol az ivartalanitott allat étvagyfokozdodas nélkiil ndvelte a testzsir
tomegét. Ezt a jelenséget ivartalanitott horcsogoknél és patkanyoknal irtadk le (Jones és mtsai,
1991; Roy és Wade, 1977).

A nemi hormonoknak (ezeken beliil is leginkdbb az 0sztrogénnek) fontos szerepiik van az energia
felvételben és a metabolismus szabalyozasaban (Zoran, 2010). Egyes kutatok demonstraltak az
Osztrogén hatasat a lipogenesis gatlasban ¢és leirtdk az Osztrogén szerepét a zsirsejtek
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mennyiségének meghatarozasdban (Cooke ¢és Naaz, 2004). Ezért ugy tlinik, hogy az ivartalanitas
utan az Osztrogén szint csdkkenése, egyrészt kozvetleniil a kozponti agyi teriileteken (mint a
hipothalamusz) keresztiil tudja befolyasolni az elhizds mértékét - a csdkkent metabolizmus szint
¢és az ¢hségérzet befolyasolasan keresztiil - masrészt kdzvetve, a sejtmetabolizmus és az energia
hormonalis szabalyozasan keresztiil, tobbek kozott ghrelin és a leptin kozremiikddésével (Diez és
Nguyen, 2006; Houpt és Hintz, 1978; Jeusette és mtsai, 2005; Jeusette és mtsai, 2004; McGreevy,
2005; Edney és Smith, 1986).

2.2. A kondicio valamint az elhizas fokanak meghatarozasa

A kutya faj esetében, a fajtdk valtozatos mérete és eltéro testfelépitése szinte lehetetlenné
teszi a zsirtomeg fajtak kozotti 0sszehasonlitasat. Kan €s szuka, id6s €s fiatal eb kozott is eltér a
fiziologias testzsirtomeg. Az idealis, testosszetétel mérésre hasznalt eszkdznek pontosnak,
megbizhatonak, gyorsnak, nem til dragénak, biztonsdgosnak és konnyen hasznalhatonak, a
mérési eredménynek pedig jol reprodukalhatonak kell lennie. Természetesen még nem fedeztek
fel olyan modszert, amely mindegyik feltételnek megfelelne. Az elhizds okanak és hatdsainak
megértéséhez elengedhetetlen egy pontos mérési technika alkalmazasa (Elliott, 2006).

A testzsir mennyiség mérésére tobb modszer is alkalmas lehet. A legelterjetebb a Body
Condition Score (BSC) rendszer alkalmazisa. Tovabbi modszerek, amelyek hasznalatosak
klinikai koriilmények kozott: a Computer Tomografia, a bioimpedancia mérése, a nehézviz

higitdsos modszer, az ultraszonografia, illetve a szérum leptin szint meghatarozasa.

2.2.1. Kondicié pontszam (BSC)

A BSC egy altalanos allapotfelmérésre szolgalé moddszer, amely gyorsan elvégezhetd a
gyakorlatban. A felmérést végzé személy adott pontozasi rendszer alapjan biradlja az allat
5-0s pontszdm tekinthetd idedlisnak. A szemléld egy vagy tobb jellegzetes testrész
megvizsgalasaval, megtekintéssel €s tapintassal donti el, hogy az adott allat milyen pontszamot

kaphat, hanyas szamu katergoriaba sorolhat6 be (Laflamme, 1997).



Ennek a modszernek elonye, hogy hamar megtanulhatd, gyorsan és muszer nélkiil
kivitelezhet6. Hatranya, hogy egyéni véleményen alapszik, igy nehezen ismételhetd meg, és
pontatlan (legfeljebb az donthetd el, hogy az allat kovér, sovany vagy idedlis felépitésii-e)

(Burkholder, 2001).

2.2.2. Computer tomografia (CT)

A computer tomografia nagyon preciz eljaras, amivel a szervezetbeli zsireloszlast is ki
lehet mutatni. Féleg kutatdsoknal hasznélatos, amikor a hasiiregi €s a bdralatti zsirmennyiséget €s
annak eloszlasat vizsgéljdk elhizassal kapcsolatos betegségek esetén. A gép rontgensugarakat
bocsajt a szervezetbe, majd egy szamitogépen keresztiil 6sszerakva az egyes szeletekrdl készitett
rontgenképeket, részletdus felvételt kapunk. A gép hasznalata és beszerzése rendkiviil draga, de

nagyon pontos és megbizhatd (Ishioka és mtsai, 2005b).

2.2.3. Bioimpedancia mérés

A bioimpedancia mérésének lényege a viz-zsir eloszldsa a szervezetben és ezek eltérd
aramvezetoképességiik. A zsirszovetben talalhatd vizmennyiség kevés, igy ebben a szovetben
keresztiil halad6 aram masként fog haladni, mint a sok vizet tartalmaz6 szoveten. A zsirszévet
nagyobb elektromos ellenéllassal rendelkezik (nagyobb a rezisztencidja), ily modon lassitja az
aram haladéasat. Ha alacsony 4aram segitségével megmérjiikk, hogy mekkora a szervezet
ellenallasa, kovetkeztethetiink a testzsir mennyiségre. Deuterium-oxiddal tortént zsirszézalék
mérés segitségével hataroztdk meg.a bioimpedancia mérégép hatékonysagat, pontossagat. Ez a
kisérlet a nehéz viz és annak radioaktivitasan alapult. Vért vettek 15 kutya nyaki véndjabdl, majd
a vérszérum deutérium-oxid mennyiségét megmérték Osszehasonlitdsként. Ezutan 0.2 ml/ttkg
deutérium-oxid oldatot injektaltak be a melso 1ab vénajaba, a fecskendd sulya az oldattal és oldat
nélkiil egyarant le lett mérve. A nehézviz diffuziés ideje 90 perc, majd 6 ml vért vettek a masik,

crer

Spectrometry) mddszerrel analizaltak.



A kovetketkezd egyenlettel szamitottak ki a test zsirszazalékat:

Body fat percentage (% =100-{10° Wp,0/(Co~C, ) }/0.732BW

Ahol C; a vérszérum nehézviz koncentracidja az injekcio elétt és C, az injekcid utan. BW a

kutya testtomegsulya kilogrammban. A Wpy a befecskendezett nehézviz grammban.

A kapott eredmények jol megegyeznek a mérégéppel mért bioimpedanciaval, fliggetleniil a kutya

fajtajatol és testméretétdl (Ban és mtsai, 2009).

Body fat
Body  Trunk percentage (%) Bioelectrical — Subcutaneous
Individual weight  length by deuterium oxide  impedance fat thickness
No. Dog kind (kg) {cm) dilution method (€2) (cm)
L Welsh 14.1 39 19.0 110.2 0.8
Corgi
Pembroke
2 Labrador 30.2 49 29.3 177.4 1.2
Retriever
3 Miniature 9.6 37 31.5 216.7 0.8
Dachshund
4 Beagle 9.1 34 33.5 189.6 1.05
5 Miniature 6.7 34 34.2 165.4 0.8
Dachshund
] Miniature 6.6 31 37.4 223.8 1.2
Dachshund
7 Miniature 6.5 34 38.6 213.6 1.6
Dachshund
8 Beagle 15.7 37 39.0 2123 1.1
9 Miniature 6.1 34 39.8 225.6 0.8
Dachshund
10 Cairn 7.0 30 423 282.0 1.6
Terrier
11 Shih Tzu 7.1 34 259 190.0 .
12 Miniature 6.7 38 30.1 172.0 1.1
Dachshund
13 Chihuahua 4.1 29 22.4 183.2 0.65
14 Maltese 6.5 32 36.7 248.2 1.2
15 Chihuahua 3.5 29 32.6 221.8 0

1. Tablazat: Higitott deuterium oxiddal tortént zsirszazalék mérés és a boralatti zsirszovet

vastagsaganak osszehasonlitisa a bioimpedancidval (Ban és mtsai, 2009).

Ez a modszer meglehetdsen 1) és még igen kevés, az allatorvosi, klinikai felhaznalarol
sz0l16 szakirodalom. Az éllatorvos felhasznélasra kifejlesztett gép nem tulsdgosan draga és
konnyen kezelhetd, a jovében nagy valdszinliséggel gyakrabban fogjak alkalmazni a minden napi
gyakorlatban. Tovabbi eldnyei, hogy gyors, viszonylag pontos ¢és alacsony koltségli (Stone és

mtsai, 2009).



2.2.4. Nehézviz modszer

A deuterium-oxid oldat elsdsorban kisérleti kutatdsok soran hasznalatos. Ez egy indirekt
modszer, ahol elsOsorban a szervezet vizmennyis€égét mérik egy ismert mennyiségli izotop
(leggyakrabban deuterium oxid) beinjektaldsa soran, és annak maradékat hatarozzdk meg a
vérben egy bizonyos id§ elteltével. Az alapelv, hogy a deuterium oxid mindenhova képes
eloszlani, kivéve a zsirszovetben. E technika hatranya, hogy az eredmények csak laboratériumi
koriilmények kozott szamithatok ki és iddigényes. Eldnye viszont, hogy ez az eddigi

legpontosabb mddszere a testzsirmérésnek (Burkholder, 2000).

2.2.5. Ultraszonografia

Az ultrahanggal mérhetd, bdralatti zsirréteg vastagsag, foleg a lumbadris szakaszon, jol
tiikkr6zi a szervezetben levd Osszes zsirmennyiséget. Klinikai koriilmények kdzott jol hasznalhato,
bar nem bevett szokés, annak ellenére, hogy az ultrahang késziilék manapsag szinte minden
klinikdn megtaldlhatd. Hatrany, hogy megfeleld tudas és tapasztalat sziikséges a gép

hasznalatadhoz (Wilkinson és McEwan, 1991).

2.2.6. Leptin szint meghatarozasa vérplazmabdl

Kutyak elhizott egyedeiben is megndvekedik a leptin koncentracid, amely vérmintabol
konnyen megmérheté ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) médszerrel. A leptin szint
¢s a zsirmennyis€g szoros kapcsolatban all, igy kvantitativ modszernek tekinthetd. Klinikai
koriilmények kozott egyszerlien megmérhetd és kevésbé invaziv, mint egyéb kvantitativ
modszerek, példaul ultraszonografia és a deuterium oxid modszer. Ezek hatranya, hogy koltséges

¢s laboratorium is sziikséges az alkalmazéasahoz (Ishioka és mtsai, 2002b).



2.3. A leptin hormon

A Friedman és munkatarsai altal 1994-ben felfedezett, foleg fehér zsirsejtekbdl szarmazd,
16 kDa-os peptid természetli hormon szintjének meghatirozésa nagy elérelépésnek bizonyult.
Miutan azon korabbi feltevések bebizonyosodtak, miszerint a zsirszovet egyben endokrin
szervként is miikddik (Castracane és Henson, 2007), az elmult években szdmtalan kisérlet €s
vizsgalat tortént a szervezetben létrejovo, leptin altal kivaltott hatdsokrol. Felfedezték, hogy
tobbek kozott regulald hatdsa van a szervezet energia haztartdsdban és a jollakottsdg érzet
kialakitasaban, negativ feed-back hatas révén csokkentve az étvagyat. Tovabbi hatdsa van még az
ivari ciklusra, a pubertacid beinditasdban, ezen kiviil aktivalja a szimpatikus idegrendszert,
vérnyomas szabalyozo hatdsu €s a haematopoézisben is szerepet jatszik. Az angiogenezisben, az
agy ¢s a csont fejlddésében is szerepet tulajdonitanak a leptinnek (Popovic és Casaneuva, 2002).
Kidertilt az is, hogy a hormont nem csak a zsirsejtek termelik, hanem szdmos mas szerv is, ugy
mint a gyomor, maj, petefészkek, human placenta és a hipofizis. Ezekben a szervekben a leptin
termelés funkcidja még nem teljesen ismert (Bado és mtsai, 1998).

A kutya szervezetében termelddé leptin molekula hasonlé szerkezetii mint a tobbi emldsé,
82-92%-0s azonossagot mutat mas fajokéval. A legnagyobb hasonlosagot a sertés leptin cDNS-
sel mutatja. A leptin egy érett- és egy szignal részbdl all. Osszesen 167 aminosav alkotja, ebbdl
146 aminosav az érett részét, a maradék 21 aminosav a szignal részét képezi. Egy kutya leptin
bioldgiai aktivitasat vizsgalo tanulmany sordn hasonl6 biologiai aktivitast allapitottak meg, mint

a tobbi emldsallat esetében (Iwase és mtsai, 2000).

2.3.1. A kor és a fajta esetleges befolyasolo hatasai

Ishioka és munkatarsai kutyak leptin szintjét vizsgaltak, tekintettel fajtara, korra €s nemre.
A fajtat illetden alacsonyabb szintet talaltak torpetacskoknal, mig a shetlandi juhészkutyaknal az
atlagnal magasabb volt a leptin szint. Tehat a fajta némileg befolyasolhatja, de a legtobb esetben
ez nincs igy, ezért Osszeségében kijelenthetd, hogy fajtatol fiiggetleniil egyforman alakul a leptin
szint. A normal testsulyu és kiilonb6zo életkoru allatoknal nem taldltak kiilonbséget (Ishioka és
mtsai, 2007), Az egy évnél fiatalabb, normal teststlyu kolykoknél alacsonyabb szintet mértek,
valosziniileg azért, mert relative kevesebb zsir taldlhatd a fiatal szervezetben a felndttekéhez
képest (Ishioka és mtsai, 2007). Human vizsgalatok soran nem talaltak korfiiggd valtozast a leptin
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szintben (Zhong ¢és mtsai, 2005), ellenben Isidori és munkatarsai szerint nék esetében, korral
csokken a leptin szint (Isidori és mtsai, 2000). Szarvasmarhaban végzett vizsgalat soran nem

talaltak kiilonbséget kiilonbozo fajtak kozott a leptin szintben (Delavaud és mtsai, 2002).

2.3.2. A nem és az ivari ciklus befolyasolé hatasa

A mar korabban emberben elvégzett vizsgalatok bizonyitjak, hogy egy bizonyos
minimalis leptin koncentracid nélkiilozhetlen a normalis nemiciklus meglétéhez. Ismert jelenség
paldaul a sokat edzd- és az anorexias ndknél a menstruéacio sziinetelése (Cella és mtsai, 2000). A
kutatoknak az is feltlint, hogy ha ivarilag éretlen allatoknak leptint adnak, azok hamarabb valnak
ivaréretté (Chehab és mtsai, 1997). A leptin és az ivari ciklus kozotti kapcsolat 1étezése ezért
bizonyitott, bar a mechanizmus a ketté kozott még nem tisztazott. Valdsziniisithetd, hogy
kapcsolatot biztosit a szervezet energiahdztartasa és a reprodukcids képesség kozott. Ez egyfajta
visszajelzés a szervezet energiaszintjérdl azért, hogy egy esetleges terhesség bekdvetkeztekor,
megfeleld energiamennyiség alljon rendelkezésre a vehem kihordasédhoz (Bliither és Mantzoros,
2009).
jelenléte azt sugallja, hogy a hormonnak ez az elsddleges agyi teriilete, ahol negativ
visszacsatolassal befolydsolni tudja a szervezet energia allapotat és pozitiv visszacsatolassal a
nemi ciklust (Meister, 2000). A hipotalamuszon keresztiil a gonadalis hormonokat szabalyozza,
emberben napszakfliggdé LH és Osztradiol cstucsokat kialakitva, illetve a GnRH hormon
termelésének fokozasat indukalja (Popovic és Casaneuva, 2002). Emberben a hipotalamusz-
gonadalis tengelyt kozvetleniil is reguldlja a petefészkeken és a hipofizisen keresztil. A
hypothalamuszban a luteinizdl6 hormon releasing hormon (LHRH) leadasat képes fokozni,
hipofizisben a luteinizdld6 hormon (LH) és a follikulus stimuldlé hormon (FSH) leadésat
stimulalja. A petefészkekben csokkenti az dsztradiol-17b szintézisét a granuloza sejtekben (Cella
¢s mtsai, 2000). Patkanyokon végzett kisérletek is bizonyitjak, hogy a leptinnek nagy jelentosége
van az LH cstcs kialakitdsaban. A patkany hipofizisben leptin-receptorok és leptint kodolo
régiok egyardnt megtalalhatok, amely felveti a lehetdséget, hogy autokrin és/vagy parakrin
moddon szabalyozhatja az LH termelést (De Biasi és mtsai, 2001).

Az elhizéssal, illetve metabolikus problémakkal kapocsolatos vizsgalatok szempontjabol

elengedhetelen a kérdés megforditasa, tehat annak vizsgalata, hogy a nemi ciklus sorén jellemz6
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hormonalis valtozdsok milyen mddon hatdrozzak meg, hogyan modositjak a szérum leptin
szintet. Az irodalom sok szempontbdl nem egységes.

Egyes kutatok gyenge, de valoszinii Osszefliggést talaltak ndknél az LH és a leptin
koncentracio valtozasa kozott. Tovabbi kisérletek sziikségesek ahhoz, hogy kideritsék miként
hatnak ezek a hormonok egymasra (Teirmaa ¢és mtsai, 1998). Cella és munkatarsai ndkben
leirtak, hogy a lutedlis fazis alatt, leptin koncentracid novekedés kovetkezik be, amit egy korai
novekedés eléz meg, azzal egyidében, amikor az LH, FSH koncentracio eléri a maximumot
(Cella ¢és mtsai, 2000). Egy 2006-ban kozolt tanulményban patkanyokrol irtdk le, hogy human
chorio gonadotropin (hCG) beadasa esetén 4 oOraval késobb lecsokken a plazma leptinszint.
Equine chorio gonadotropin (eCG) hatasara, 48 ora elteltével megnétt a koncentracid (Ricci és
mtsai, 2006).

Az Osztrogén leptin szint alakuldsara kifejtett hatdsat tobb allatfajban vizsgaltak.
Emberben, sertésben és patkanyokban egyarant bizonyitottak, hogy az 0sztrogén ndveli a leptin
vérbeli leptinkoncetracid. De Biasi és munkatarsai arra a kovetkeztetésre jutottak patkdnyoknal,
hogy az Osztrogén noveli a hipofizisben a leptin koncentracidt és a receptor expressziot, igy
fokozva a stimulalé jeleket, amelyek sziikségesek a preovulacios GnRH csucs kialakitasahoz (De
Biasi ¢és mtsai, 2001). Egy szintén patkanyokban végzett kisérlet arra utal, hogy a prodsztrusz
soran, a megemelkedett 0sztrogén szint hatdsara a leptin szint is emelkedik, ami majd kivaltja a
préovulacios LH-cstcsot (Tanaka ¢s mtsai, 2001). Shimizu ¢és munkatarsai kimutattak
patkanyban és emberben egyarant az Osztrogén leptin koncentraciot emeld hatasat. Ivartalanitott
patkanyoknak beadott exogén Osztrogén hatasdra megnétt a szérum leptin koncentracio.
Posztmenapauzalis nékben alacsonyabb leptin szintet taldltak, mint prémenapauzalis ndkben
(Shimizu és mtsai, 1997). Mannucci és munkatarsai 0gy vélik, hogy FSH adagolds ndknél
Osztrogén ¢€s parhuzamosan leptin szint novekedést eredményez, ami emberben a leptin és az
Osztrogén kozotti kapcsolat 1étezését erdsiti (Mannucci €s mtsai, 1998). A fentebb emlitett
eredményekkel szemben Pelleymounter és munkatarsai egerekben folytatott vizsgélataik alapjan
nem tudtdk kumutatni az Osztradiol leptin szintet befolydsold hatasat. Arra a kdvetkeztetésre
jutottak, hogy az dsztradiol kozvetleniil nem valtoztatja a leptin szintet (Pelleymounter ¢s mtsai,
1999). Patkdnyoknak ivartalanitds utan beadott fizioldgids mennyiségli progeszteron €s/vagy
Osztradiol sem valtoztatott a leptin szinten (Watanobe és Suda, 1999). Ivartalanitott sertésekben
vizsgaltak, hogy a kor és suly hogyan befolydsolja a vérbeli leptin szintet és a zsirban vald
receptor expressziot Osztradiol adagolasa soran. Kimutattdk, hogy a szérum leptin koncentraci6 a

11



korral nd, illetve hogy az Osztradiol altal fokozott leptin mRNA mennyisége zsirban kor- és
sulyfliggd. Idésebb kocdkban 2.5-szer tobb mRNA expresszalodott kontroll allatokhoz képest
(Qian és mtsai, 1999).

Az emberben tortént, az 6sztradiol és progeszteron befolyasold hatasat kutatd vizsgalatok
eredményei szerint, a két hormon egyiitt, leptin szint novekedést valt ki, kiilon-kiilon nem lehetett
valtozast indukalni. Ez magyarazata lehet annak, hogy ndkben a lutealis fazisa alatt miért
novekszik a leptin mennyisége (Messinis és mtsai, 2001). Ezzel szemben egy-két éve végzett
tanulmany eredményei a progeszteron leptin-csokkentd hatasat valozinisitik. Ivartalanitott
patkdnyoknak, konstans Osztrogén beadds mellett, kiilonb6zé mennyiségli progeszteront
adagoltak. A novekvd progeszteron koncentracio, a leptin termelés csokkentésére kényszeriti a
zsirsejteket, az Osztrogén receptorok expresszidjanak modositdsan keresztiil (Rezai és mitsai,
2011). Ez a hatds abbol kovetkezhet, hogy a progeszteron csokkenti az Osztrogén receptorok
mennyiségét a zsirszovetben (Pinilla és mtsai, 1999). Egy korabbi vizsgalat ivartalanitott
patkanyokban, Osztrogén illetve progeszteron kiegészités esetén, nem mutatott valtozasokat a
leptin szintben. Ok azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a szteroid hormonoknak nincs nagyobb
befolyasold hatassal a leptinre (Luukkaa és mtsai, 2001).

Egy ¢éve végzett vizsgalat sorozat ndstény patkdnyokban viszont kimutatta, hogy
kronikusan megemelkedett progeszteron szintek a leptin-receptorok szamanak ndvekedését
eredményezi az inguinalis zsirszovetekben (Stelmanska és mtsai, 2012). A hypothalamuszban
1évé leptin receptorokat is megvizsgaltak patkanyban ivartalanitas utan is, és Osztradiol adagolas
utan is. Western blot analizissel végzett vizsgalatokkal mérték a receptorok mennyiségét. Egy
bizonyos 1d6 eltelte utdn receptorszdm csokkenést detektaltak, ugyanakkor perifériasan
emelkedett leptin szintet mértek. Osztradiol adagolds kdvetkeztében Ujra megnétt a receptorok
mennyisége. A szérumban megndvekedett leptin szint az ivartalanitds utdn centralis leptin
rezisztenciara utalhat (Meli és mtsai, 2004).

A szuka petefészkében, a corpus luteumon talalhato leptin receptorokat (LEP-R) és a
leptin fehérje (LEP) expresszidjat tanulmanyoztdk a sargatest teljes élettartama alatt. Balogh ¢s
munkatarsai azt talaltak, hogy a LEP a nem-vembhes lutedlis fazis 15.-35. napjan felszaporodik. A
legalacsonyabb LEP mRNA koncentraciot, az ovulacidé utadni 5. napon mértek, mig a kozép
lutealis fazishoz képest jelentdsen alacsonyabb koncentraciokat mértek a didsztrusz végén. A
LEP-R mRNA nem valtozott a lutedlis fazis alatt. A vemhes éllatok csoportjdban nem véltozott a
LEP-R illetve a LEP sem (Balogh és mtsai, 2012) Emberben is megfigyeltek egy hasonlo
progeszteron emelkedést, leptin csticskoncentracidoval parhuzamban (Ajala és mtsai, 2013). A
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Saleri és munkatarsai altal olasz nyelven publikalt adatok szerint, az 6sztrusz alatt szignifikansan
magasabb szérum leptin koncentracié mérhetd, mig a prodsztrusz €s a didsztrusz szakaszaban
kozel azonos hormonszintet mértek (Saleri €s mtsai, 2003).

Az ivartalanitds utdn bekovetkezd hormonadlis valtozasokat Rezai és munkatdrsai is
vizsgaltak. Patkanyokban végzett ovarioectomia utan a leptin szint csokken és tjra visszaall
Osztrogén beadas utdn (Rezai és mtsai, 2011). Mdasok épp az ellenkezdjét irtdk le patkanyokban,
miszerint a leptin szint ivartalanitds utin megné. Ugy vélekednek, hogy ez a stilynovekedésnek
az eredménye (Pinilla és mtsai, 1999). Meli és munkatarsai szintén ugy vélik, hogy a leptin szint
novekedése nem kifejezetten az Osztradiol hidnyaban kovetkezik be, hanem sokkal inkabb a
megnovekedett testzsirtomeg all a hattérben. A szérumban megndvekedett leptin szint az
ivartalanitds utan centralis leptin rezisztencidra utalhat (Meli és mtsai, 2004). Kutydknal az
ivartalanitott illetve az intakt szukak kozott nem talaltak szignifikans kiilonbséget, ahogy himek
¢és nostények kozott sem (Ishioka és mtsai, 2007; Jeusette és mtsai, 2005). Ivartalanitott beagle
szukakutyaknal figyeltek meg nagyfoku elhizast, amit a fokozott taplalkékfelvétel mellett
alkalmazott ad libitum etetés okozhatott (Jeusette és mtsai, 2006). Ennek hatterében a csokkent
Osztrogén szint miatt kialakulé nagyfokt étvagyfokozodas allhat (Houpt and Hintz, 1978). A
megnovekedett zsirtomeg emelkedett leptin szintet eredményez kutydban is (Ishioka ¢s mtsai,
2002a; Sagawa ¢€s mtsai, 2002).

Tobben is beszamoltak a tesztoszteron leptin szint csokkentd hatdsarol embereben és
patkdnyban. E jelenség allhat egyébb allatoknal a nemek kozotti eltérd leptin koncentraciok
mogott (Watanobe és Suda, 1999; Bell és Considine, 2007). Hasonl6 testtomegii him- és ndivaru
patkdnyoknal megmért leptin szint kimutatta, hogy a noéivari egyedeknél szignifikdnsan
magasabb volt (Watanobe és Suda, 1999). Emberben, néknél, koriilbeliil 40%-al volt magasabb,
mint férfiaknal, testzsirtdl fliggetleniil (Saad és mtsai, 1997). Ahogy fentebb olvashato, Ishioka és
munkatarsai, tobb kutatoval egybehangzdan, nem taldltak kutyaban nemi kiilonbségeket (Ishioka
¢és mtsai, 2007; Jeusette és mtsai, 2005; Sagawa ¢és mtsai, 2002). Ellenben Saleri és munkatérsai

szukakban magasabb leptin szintet talaltak (Saleri és mtsai, 2003).

2.3.3. A kondicio és az etetés befolyasolo hatasa

A leptin legfoképp a fehér zsirsejtekbdl szarmazik és a szervezet energia

homeosztazisaban jatszik kiemelkedd szerepet. Specialis mutaciot hordozo, ugynevezett ob/ob
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egerekkel (melyekben nem termelddik leptin) végzett kisérletek alapjan kimutattak, hogy az aktiv
leptin hidnya a vérkeringésben, sulyos elhizashoz vezet. A beadott leptin képes ezeknél az
egereknél visszadllitani a normalis testsulyt. A leptin hidnya, vagy a receptoranak muticioja
hiperfagiat és csokkentett energia felhasznalast eredményez (Pelleymounter és mtsai, 1995).
Ehez$ allatokban, nagymértékben csokken a leptin szint, amely fokozza az étvagyat és a
zsirépitést, mivel a hypothalamuszban tobbek kozott a neuropeptid Y (NPY) kdzremiikddésével
fokozza az energia felvételt. A neuropeptid Y-nak étvagyndveld hatasa van, ami alacsony leptin
koncentracional fokozdodik, magas leptin szint esetében pedig, a leptin negativ visszacsatolassal
gatolja az NPY-t, biztositva a megfeleld energiahdztartast.

A leptin altal vezérelt szabalyozd mechanizmus harom ponton karosodhat:

1. A szervezet nem képes leptint termelni.

2. Az adott zsirsejt mennyiséghez képest kevesebb leptin termelddik. Ebben az esetben
addig fokozddik a zsirsejttermelés (méret és szam) amig az el nem éri a megfeleld leptin
produkciot.

3. Abszolut vagy relativ inszenzibilizacio 1ép fel. Az inzulin rezisztencidhoz hasonldan a
leptin irant is felléphet rezisztencia. Kimutattdk, hogy a vér nagymértékben emelkedett

leptin szintje ellenére elhizott az allat (Friedman és Halaas, 1998).

Kutydkban végzett kisérletek bizonyitjdk, hogy ebben a fajban is pozitiv korrelacid
mutathat6 ki a vérben mérhetd leptin szint €s a testzsirtdomeg kozott, amely az elhizas mértékének
mérése szempontjabol birhat jelentéséggel (Sagawa és mtsai, 2002). A forditottja is
bebizonyosodott. Jeusette és munkatarsai ugyanis kimutattdk a csokentett kaloriatartalmu tappal
etetett kutyak esetében, hogy a stulycsdkkenéssel parhuzamosan csokkent a vérbeli leptin szint is
(Jeusette ¢és mtsai, 2006). Par éve késziilt tanulméany arra mutat, hogy kutydkban a leptin
rezisztencia a leggyakoribb oka az elhizasnak. Ennek a hatterében a leptin transzporterek
telitddése allhat, amely a leptin vér-agy gaton keresztiili transzportjat teszi lehetové vagy a
hipotalamuszban a leptin jelzOképessége hibasodik (Zoran, 2010).

Jeusette ¢és munkatarsai altal végzett vizsgalatai kutyaban a leptin és a vérbeli lipidek
pozitiv Osszefliggését erdsitették meg. Stulyosan elhizott kutyakban a triglicerid és a koleszterin
plazma szintek nagyfoku emelkedést mutattak, a leptin ezzel 6sszhangban szintén emelkedett volt
(Jeusette és mtsai, 2005). Sagawa és munkatérsai ugy vélik, hogy a leptin koncentracio osszefligg

a teststlyal, BSC-vel és a boralatti kotdszovettel, viszont, Jeusette-tel ellentétben, nem taldltak

14



szignifikans korrelaciot a leptin és a vérplazma koleszterin-, triglicerid- és szabad zsirsav szint
kozott (Sagawa €s mtsai, 2002).

Ahogy mas allatokban is kimutattak, igy a kutyaknal is kialakul etetés utan egy atmeneti
leptin koncentracio emelkedés (Ishioka és mtsai, 2005a). Az etetést kdvetd 5-8. oraban éri el a
maximumot, amely az ¢hezési leptin szintnek a két-harom szorosanak bizonyult (Nishii €s mtsai,
2006). Egyéb belsd ok, amelyet leptinszint mérésnél figyelembe kell venni, a leptin koncentracid
napi ingadozésa. Rendszeresen etetett kutydknal is észre lehet venni ezt a jelenséget. Ishioka és
munkatarsai négy him beagle kutyat etettek napi egyszer, délelott 10:00 orakor és ezt kovetden
harom oranként vizsgaltak a vérbeli leptinszintet. A legalacsonyabb koncentracidt az etetés elott
egy oraval mérték, a legmagasabbat 18:00-kor. Koplaltatott allatokban ez a ingadozas megsziinik
¢s mindaddig alacsony leptin értékek mérthetok, amig nem jut ujra taplalékhoz (Ishioka és mtsai,

2005a).

2.3.4 Mas leptin szintet befolyasolo tényezok

Tobbféle exogén €és endogén tényezd befolyasolhatja a szérum leptin szint alakulasat. Kiilso
behatdsok, tigy mint gyogyszerek, illetve belsd tényezdk, igy hormonok, példaul az inzulin,
endotoxinok, gyulladdsos mediatorok (pl tumor necrosis factor és interferonok) és metabolitok
egyarant valtoztathatjak a leptinszintet. Ishioka és munkatarsai kideritették, hogy az embereknél
megfigyelt leptin szint emelkedés gliikkokortikoid kezelés utdn illetve Cushing kor esetén,
kutyaknal is megfigyelhetd. Az exogén dexamethason beaddsa koplaltatott kutydknal is ilyen
hatassal bir. A dexamethason hatasmechanizmusa még nem ismert, viszont hosszantart6 hatést
tulajdonitanak neki. A szovetbeli bomlasideje sokkalta hosszabb mint a vérben, ezért a hatasideje
elnyult. Dexamethason kezeléseknél ezért ajanlott figyelembe venni, hogy a leptin szint mérés
eredménye nem fogja tiikrozni a valosagot (Ishioka és mtsai, 2002a). Egy masik gliikokortikoid,
a prednisolon, oralis adagoldsa hatdstalannak mindsiilt (Nishii és mtsai, 2006). A
metilprednisolon, ezzel ellentétben dozis dependens hatassal bir. Alacsonyabb koncentracio

noveli, magasabb koncetracio csokkenti a leptinszintet (Yilmaz és mtsai, 2007).

A tumornekrozis faktor gatolja a zsirsejtek differencialodéasat, ezaltal csokken a zsirsav
tarolasi képessége ¢s megnd a vérbeli szabad zsirsavkoncentracid. A kevesebb zsirsejt csokkend

leptinszintet eredményez. A tumornekrozis faktor endogén és exogén stressz (beleértve a
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gyulladast is) miatt termelddik, a zsirsejtek és makrofagok altal (Fischer-Posovszky €s mtsai,
2007). Horcsogokben végzett kisérletek alapjan, melyek soran endotoxinokat adagoltak az
allatoknak (LPS-t), szintén kimutattdk, hogy drasztikusan fogynak az éallatok. Gyulladaskor
hasonl6 folyamatok jatszodnak le (Grunfeld és mtsai, 1996).

Az isoproterenol, amely bradycardia esetén hasznalatos, human teriileten és allatgyogyaszati
készitményként is alkalmazott szivgyodgyszer, emberben csokkenti a leptin koncentraciot
(Stumvoll és mtsai, 2000). Kutydban még nem mutattak ki ezen hatésat.

Az inzulin és a leptin koncentracid szoros kapcsolatban 4ll. Inzulin adagolas vagy endogén
inzulin novekedés esetén a leptin koncentraci6 is kissé megnd (Ishioka €és mitsai, 2005a). A
kutyaknal egyik laggyakrabban eléforduldé endokrin betegség a hypothyredzis. Ebben az esetben
a csokkent thyroxin termelés leptin- €és inzulinaemiat okoz. A megvaltozott zsir- és szénhidrat
metabolizmus elhizdshoz vezet, amely kdzvetetetten leptin koncentracié ndvekedést eredményez,
de feltételezik, hogy kozvetlen hatdsa is van a pajzsmirigy hormonnak a leptin szint alakulasara
(Mazaki-Tovi és mtsai, 2010). A zsirok metabolitjai, a szabad zsirsavak, szintén befolyasolhatjak
a leptin szintet. Emberi zsirsejteken végzett kisérletek arra mutatnak, hogy a zsirsejten beliil
megnodvekedett szabadzsirsav-tartalom csokkenti a leptin receptorok szamat (Rentsch és mtsai,
1996). Ilyen jelenség példaul ¢hezéskor illetve hideghatds esetén fordulhat eld, amikor
bizonyitottan megnd a sejteken beliili szabadzsirsav-tartalom (Trayhurn €s mtsai, 1995a). Inzulin
altal 1étrehozott intracellularis zsirsavkoncentracid csokkenés viszont pozitiv hatdssal birhat a
leptin termelésre zsirsejteken beliil. Rovidtava Gsszefiiggést nem taldltak az inzulin és a leptin
szint kozott, viszont vizsgadlatok emberben arra mutatnak, hogy hosszutavil hatas létezik

(Kolaczynski és mtsai, 1996).
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3. ANYAG ES MODSZER

Az ivari ciklusuk ismert szakaban jar6 (prodsztrusz, dsztrusz, didsztrusz, andsztrusz), 18
beagle fajtaju szuka kutyat vizsgaltunk. Az adott vizsgalati napon, azonos idében fizikalis
vizsgalatot, valamint ¢homi vérvételt végeztiink, 24 6ras koplalas utan. A fizikalis vizsgalat soran
minden allat esetében mértiik és feljegyeztiik a testsulyt, BCS kategoriat, az impedancia mérés
eredményét (testzsir %), a medence korméret (PC - pelvic circumference, cm-ben) és térd-csank
tavolsag (HS - hock to stifle, cm-ben) paramétereket. VEérbol meghataroztuk a vércukor -, leptin -

, triglicerid -, koleszterin -, 6sztrogén - és progeszteron szinteket.

3.1. Mintagyiijtés

A mintavételeket és a méréseket kéthetes idokozonként, 6sszesen 3 alkalommal végeztiik
a Wobe Kutato Fejleszté, Allatgyogyaszati és Kereskedelmi Kft. Budapesti telephelyén. A
vizsgalat soran 18, egészséges, 2-9 éves korl, tenyészcélra szant, az ivari ciklusuk ismert
szakdban jard beagle fajtaji szuka paramétereit €s vérmintdit gyljtottiik Gssze. Az allatok
vizsgalatat és a mintavételt reggeli iddszakban, 8 és 9 ora kozott végeztiik, koriilbeliil 24 oras
koplaltatast kovetéen. Az allatok testsulyat digitalis mérleggel torténd mérés alapjan rogzitettiik,
majd a medence korméretet (PC) és csank-térdiziilet tavolsagot (HS) mértiikk mérdszalaggal.
Ezutan a bioimpedancia mérdvel torténd haromszori mérés eredményeit rogzitettiik. Minden allat
esetében megfigyeltiik a kiilsé nemi szervek éllapotat, valamint a hiivelybe vezetett vattasvégii
mintavételi palca segitségével, hiivelycitologiai mintat vettiink. A vérvétel a szakma szabalyainak
megfelelden, a vena cephalica antebrachi-bol tortént. A vércukorszint azonnal a vérvétel utan
keriilt meghatarozasra. A vérmintakat hiitve taroltuk és szallitottuk. A litium-heparin szeparatoros
csovekbe gylijtott vérmintdk, a vérvétel utan 2 oraval keriiltek vizsgalatra. A
hormonkoncentraciok mérése az Osszes minta begyiijtése utan keriilt sor, az ehhez sziikséges
szérum mintakat, a vérvételt kovetden, 3 6ran beliil elvégzett, 1500/perc fordulatszamon torténd

centrifugalas utan nyertiik, majd lefagyasztva, -86 °C-on taroltuk.
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3.2.A bioimpedancia mérése

A testzsir-mennyiség meghatarozasara egy kifejezetten kutya fajra kifejlesztett impedancia méro

kézi késziiléket (Healthlab Body Fat Analyzer IBF-D02, Kao Corp, Tokyo, Japan) alkalmaztunk.

Hattér elmélet

A Dbioimpedancia mérésének lényege a viz-zsir eloszlasa a szervezetben és ezek eltérd
aramvezetd képessége. A zsirszovetben talalhatd vizmennyiség kevés, igy ebben a szovetben
athalado aram masként fog haladni, mint a sok vizet tartalmazé szovetben. A zsirszovet lassitja
az aram haladasat - nagy a rezisztenciaja. Ha alacsony arammal megmérjik a szervezet
rezisztenciajat, megbecsiilhetd a zsirmennyiség. A mérés Iényeges mozzanata, hogy az elektrodak
kozott fix tavolsdg legyen, igy az dallat fizioldgiai statuszatdl fliggetleniill megmérhetd a

testzsirszazalék.

1. kép: A méroberendezés felépitése
10. Egy kiséllat testének zsirmérd eszkoze, 11.

2 Elektroda test, 12. Szamité egység, 12a képernyd,

LN

13. Két darab fesziiltségmérd elektroda, 14. Két

s darab aram elektroda, 15. Az elektrodakat és a

szamito egységet 0sszekotd kabel.

i\

Kivitelezés

A gépben beépitett szamitogép kiszdmitja a kisérletek alapjan tapasztalt adatok segitségével a
mért impedancia értékhez tartozo zsirmennyiséget, melyet szazalékban ad meg. Sokaig gond volt
az allati szervezetet beboritd szér, ami szigeteloként muikodik a méréseknél. Ezt a szOr
szétfésiilésével, valamint a bor és az elektrodak kozott alkalmazandd elektrolit vagy organikus
oldatok hasznalataval, (pl 0.5-5%-o0s CaCl2, NaCl, KCI vagy 50-100%-0s etanol,
isopropylalkohol) ki lehet kiiszobdlni. Masik lehetdség a szér borotvalasa adott mérépontok
felett, vagy szendvicsszerlien az elektroddk és a szér kozé helyezhetd egy szivacs, esetleg
textilanyag, amely eldzdleg at lett itatva elektrolit vagy organikus oldattal. A borén levo

szennyezddéseket, zsirt ajdnlatos a mérések eldtt eltdvolitani valamilyen olddszerrel (pl. etanol,
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isopropylalkohol, shampon, zsir abszorbeald puder). Az elektrodékat javasolt az allat hatso
testfeliiletén, oldalr6l nézve a lapockacsont és a csipdcsont kozotti teriileten, az utolsé bordapar

moge helyezni, ahogy a 2. képen, a d) dbra mutatja.

Regions sumounding shoulder bone
Sumounding region sbove:
/ pestesior ribs
Lmounding region above
fourth umibar spne
{ Fa;'ma surmounding iiac bone

2. kép: Az elektrodak felhelyezése négy elrendezédésben lehetséges:

a) Linearisan, a gerincvonal mentén, medidn siktol 30mm-re.

b) Linearisan, a median sikhoz viszonyitva vertikalisan, a gerincoszlop két oldalan.
¢) Négyszogben, a gerincvonal egyik oldalan.

d)Linearisan, mediansikhoz képest vertikalisan az allat egyik oldalan, utols6 bordapar mogott.

A bioimpedancia mérégép 0.1-1mA-ig terjedé aramot jutatt a szervezetbe az elektroddkon
keresztiil, 0.02 - 1.28 s-ig, egy 0.1- 5 s-ig terjedd intervallum alatt. A berendezés az adatok
alapjan kiszamol egy atlag fesziiltséget, amely megadja a hozzarendelt zsirszazalékot, eldzetes

kisérletek révén megkapott gorbék alapjan (Ban és mtsai, 2009).
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3.3. A vércukorszint méreés

A vérvételt kovetden azonnal mértik az éhomi vérglikoz szintet, Dcont Personal

vércukormérd muszerrel.

3.4. A hormonszintek vizsgalata

A hormonszintek meghatarozasahoz ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
teszteket hasznaltunk. A moddszer 1ényege, hogy a polisztirol mikrotitralé lemezek feliiletére
abszorbedlt ellenanyag a vizsgaland6 vérsavo specifikus antigénjeihez kotddik, amelyhez ezutan
hozzdadunk korabban torma-peroxiddz vagy egyéb enzimmel konjugilt faj specifikus
antiglobulin-savot. Az antigén-ellenanyag-antiglobulin-konjugatum komplexet lathatéva tessziik

hozzédadott szubsztrattal. A kialakult szinvaltozast fotométer segitségével mérjiik (Tuboly, 1998).

3.4.1. A leptinszint meghatarozasa

A leptin koncentraciot gyari Canine Leptin ELISA Kit-el mértiik, amely egy ugynevezett
direkt Sandwich ELISA teszt.

A kit tartalma:
= Mikrotitral6 lemez 96 lyukkal: kecske anti-kutya leptin antitestekkel bevonva
= 2x50ml mosé puffer koncentratum
= (,5ml standard kutya leptin
= 10ml puffer oldat
= ]1ml kutya-leptin detektalo antitest (kecske anti-kutya leptin antitest) oldat
= 12ml pufferelt, enzim konjugétum
= 12ml TBM (tetra-metyl-benzidin) szubsztrat oldat
= 12ml stop oldat (3M so6sav)
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Munkamenet:

10.

11.

12.

El6készités:

1. A standard oldathoz hozzaadunk 0,5 ml desztillalt vizet, 6vatosan Gsszerazzuk,
¢s 5 percig allni hagyjuk. Kozben egy higitasi sort készitlink, ugy hogy 6 db kémcsdbe
0,25 ml puffert mériink, és az els6hoz hozzaadunk 0,25 ml standard kutya leptint. Alapos
Osszekeverés utan atmériink ebbdl 0,25 ml-t a masodik csébe, majd keverés utan 0,25 ml-t
kimériink a masodik cs6bdl a harmadikba. Ezt folytatva a tobbi kémcsdben eldallitjuk a
higitasi sort.

2. Mindkét kutya leptin mennyiségi kontrollhoz (QC1, QC2) 0,5 ml desztillalt
vizet adunk, dvatosan Osszekeverjiik, 5 percig allni hagyjuk, majd ismételten alaposan

Osszekeverjiik.

Mindkét mos6 puffer koncentratumot felhigitjuk 450 ml desztillalt vizzel.

A megfelel6 szamu lyukat 3x atmossuk alaposan a higitott mosé pufferrel, 300 pl-t
hasznalva alkalmanként.

A lyukakba pipettazunk 80 pl puffert.

Az liresen hagyott lyukakba két parhuzamosban 20 pl puffert pipettazunk.

QCI-t és QC2-t pipettazunk a megfelel6 lyukakba, majd a megmaradt lyukakba
belemérjiik a 20 pl mintat lyukanként.

Lefedjiik a lemezt, és szobahdmérsékleten két 6ran at razékeverdn razatjuk, majd ledntjiik
az oldatokat a lemezrol.

A lyukakat 0jbol atmossuk haromszor, alkalmanként 300 pl moso6 puffert hasznalva.

100 pl kutya-leptin detektal6 antitest oldatot adunk hozza minden lyukhoz, és egy 6ran at
szobahOmérsékleten razokeverdn dsszerazzatjuk. Ezutan ledntjiik az oldatokat a lemezrol.
Atmossuk a lyukakat haromszor, mosasonként 300 pl mosépufferrel.

100 pl enzim konjugatumot pipettdzunk minden lyukba, és a lemezt szobahdmérsékleten
30 percre a razokeverdre helyezziik. Befejeztével ledntjiik az oldatot a lemezrdl.

Ezutan ujra atmossuk a lyukakat, Osszesen hat alkalommal, alkalmanként 300 pl
mosopufferrel.

Ezutdn minden lyukhoz hozzaadunk 100 pl szubsztrat oldatot és razokeverdre tessziik 5-

20 percre. A leptin hatasara megjelend kék szin intenzitasa koncentracio fiiggo.
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13.

Befejezésképpen hozzdadjuk a sésavas stop oldatot, majd kézzel 6sszerazzuk. A sargara

atvaltozott oldatot 5 percen beliil 450 nm-n és 590 nm-n fotometriasan megvizsgaljuk.

3.4.2. A progeszteronszint meghatarozasa

A mélyhiitott vérplazmabol torténd hormonszintek meghatarozasa a Sziilészeti Tanszék

laborjaban tortént. A progeszteronszintek meghatarozasat Quanti Check Progesterone Kkittel

végeztik.

A kit tartalma:
10 db progeszteron antitestekkel bevont ELISA teszt csik

0,5 ml 40 ng/ml P4 tartalmu standard oldat

0,5 ml 20 ng/ml P4 tartalmt standard oldat

0,5 ml 10 ng/ml P4 tartalmu standard oldat

0,5 ml 5 ng/ml P4 tartalmt standard oldat

0,5 ml 2 ng/ml P4 tartalm standard oldat

0,5 ml 1 ng/ml P4 tartalmu standard oldat

0,5 ml ,,A” oldat: M82 P4-HRPO (M82 progeszteron torma-peroxiddz)
45 ml PBS puffer oldat (foszfat pufferes konyhaso oldat)

45 ml citromsav-foszfat puffer

0,5 ml TBM (tetra-metil-benzidin)

15 ml stop reagens (kénsav)

Munkamenet:

1.

2.

3.

A progeszteron antitesttel bevont ELISA csikot, a fagyasztobol vald kivétele utan
lemezmos6 berendezéssel, puffer oldattal vagy csapvizzel kimossuk. A moséfolyadékot
ezt kovetden el kell tavolitani.

Egy kémcsébe 4 ml PBS puffer oldatot kimériink csikonként (egy csik két oszlopban 8-8
lukat tartalmaz), amelyekhez 20 pl ,,A“ oldatot adunk hozza. A pufferrel higitott
folyadékot géppel 0sszerazzuk.

Az ELISA csikokat keretbe helyezziik és 1-40 ng/ml progeszteront tartalmazd standard
oldatokbol és a szérumokbol, 20-20 pl-t a lyukakba pipettazunk. A mintakat legalabb két

parhuzamos sorban kell mérni, ezért az oldatokat minimum két lyukba kell pipettazni.
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10.

11.

Az igy kapott oldatokra, az el6zdleg elkészitett higitott “A”-oldatbol 200-200 pl-t
pipettazunk.

A csikokat letakarva razogéppel 1 percig razatjuk, majd egy ora inkubélas kovetkezik.
mosofolyadékot.

Ezutan 5 ml citromsav-foszfat puffert mériink ki méréhengerrel és poharba ontjiik, majd
50 ul TMB-t (tetra-metil-benzidin) adunk hozza. A kapott folyadékot dsszekeverés utan
egy valyuba ontjiik.

A pufferkeverékbdl minden lyukba 200-200 pl-t mériink és ezt 6 perc inkubalas kdveti.

A kialakuld6 kék szinvaltozast kvalitativ. modon értékelhetd, amikoris standard
szinskalaval hasonlitjuk ssze a kapott szin intenzitasat.

Kvantitativ meghatarozaskor 50-50 pl kénsavat tartalmazé stop reagenst mériink, amely
hatasara az oldat sargava alakul.

A szin intenzitasdt ELISA fotométerrel 450 nm-en mérve, megkapjuk a mintank
aranyossag all fent: a vilagosabb szin magasabb, mig a sotétebb alacsonyabb

hormonkoncentraciot jelent.

3.4.3. Az 6sztrogenszint meghatarozasa

Az 0sztradiol meghatarozasa kvantitativ modszerrel, a DRG Estradiol ELISA (EIA-2693)

teszttel tortént.

A kit tartalma:

Mikrotitral6 lemez: anti-6sztradiol antitestekkel bevont 12x8 (eltdrhetd) csik, dsszesen 96
lyukkal

1 ml 0 pg/ml oestradiol tartalmu standard oldat

1 ml 25 pg/ml oestradiol tartalmu standard oldat

1 ml 100 pg/ml oestradiol tartalmu standard oldat

1 ml 250 pg/ml oestradiol tartalmt standard oldat

1 ml 500 pg/ml oestradiol tartalmu standard oldat

1 ml 1000 pg/ml oestradiol tartalmu standard oldat

1 ml 2000 pg/ml oestradiol tartalmu standard oldat
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25 ml enzim konjugatum (6sztradiol torma-perozidaz konjugatum)
14 ml szubsztrat oldat: TMB (terta-metil-benzidin)
14 ml stop oldat (0,5M kénsav)

30 ml (40x koncentralt) moso oldat

Munkamenet:

1.

30 ml koncentralt moso6 oldatbdl 1200 ml mosé oldatot allitunk eld. A higitdshoz 1170 ml
deionizalt vizet hasznalunk.

Az ELISA csikot a keretbe helyezziik. A standardokbo6l, kontrollbol és a szérumokbol 25-
25 pl-t mériink a lyukakba.

Az oldatokra 200 pl enzim konjugatumot pipettazunk, majd a csikokat razokeverdn 10
masodpercig razatjuk.

Szobahdmérsékleten 120 percig inkubaljuk (nem kell letakarni).

Ezutan a lyukakat ki kell tiriteni, és a felhigitott mosofolyadékkal (400 pl/lyuk) haromszor
at kell mosni. A maradékot kilitogetjiik abszorbens papirra.

A lyukakba 100 pl szubsztrat oldatot mériink, majd szobahémérsékleten 15 perc inkubalas
kovetkezik.

Az enzimatikus reakciot 50 pl stop oldat bemérésével allitjuk le.

Az abszorbancia mikrotitrdld lemez olvas6 segitségével hatarozhaté meg. A mérést 10
perccel a stop reagens hozzdaddsa utdn végezzilk 450+/-10 nm-en. A kialakult
szinintenzitas és a mintak dsztradiol koncentracioja forditottan aranyos.

Ezutan standard gorbét szerkesztiink, amellyel az eredményeket értékelni tudjuk.

3.4.4. Az osszkoleszterinszint meghatarozasa

Az Osszkoleszterinszint meghatdrozasat egy enzimatikus kolometrias teszttel végeztiik el

vérszérumbol. A mérési elv alapja, hogy a koleszterin észtereket a koleszterin észter-hidrolaz

hidrolizalja. Az igy keletkezett szabad koleszterint a koleszterinoxidaz kolesztenonna alakitja at,

mikdzben hidrogén-peroxidaz keletkezik. A hidrogén-peroxid a peroxidaz, fenol ¢és 4-

aminoantipirin indikatorreakcid segitségével 505 nm-en jol mérhetd vords kinon szarmazékka

alakul.
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A készlet tartalma:
» Felhasznalasra kész reagens

= Standard koleszterin oldat

Munkamenet:
1. Elészor a vakmintat készitjiik, Gigy, hogy 1 ml felhaszndldsra kész reagenshez 10 pnl
desztillalt vizet adunk.
2. Kiilon kémcesébe 10 pl standard oldathoz 1 ml reagenst mériink.
3. Egy harmadik kémecsébe 10 pl mintdhoz 1 ml reagenst mériink
4. A mintékat jol osszekeverjiik és 37°C-on 5 percet inkubaljuk.
5.A kialakult vords szint 505 nm hullamhosszon megmérjiik kolorimetridsan.

------

A Linta/ A standard X Csandara, ahol A= abszorbancia, C= koncentracio

3.4.5. A trigliceridszint meghatarozasa

Ez a mérés szintén egy enzimatikus kolorimetrias teszttel végezhetd el, vérszérumbol. A
trigliceridet a lipoprotein-lipdz glicerinre €s zsirsavakra bontja. A glicerint a glicerin-kindz
foszforilalja adenozin-trifoszfat és Mg-ionok jelenlétében. A keletkezett glicerin-3-foszfatot a
glicerin-3-foszfat-oxidaz molekularis oxigén jelenlétében oxidalja. A felszabadulé hidrogén-
peroxid peroxidaz enzim jelenlétében, fenol szarmazék €s 4-aminoantipirin indikator reakcidval

szines terméket ad, amely 505 nm-en jol mérhetd.

A kit tartalma:
Felhasznalasra kész reagens oldat

Standard triglicerid oldat

Munkamenet:
1. Harom kiilon kémcsdébe 1-1 ml munkareagenst mériink.
2. Azelsé kémcesdbe 10 pl desztillalt vizet pipettdzunk. Ez lesz a vakmintank.

3. A masodik kémcsobe 10 pl standard oldatot mériink.
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A harmadik kémcs6 tartalmdhoz 10 pl mintat adunk.
Osszekeverés utan a reakcidelegyet 5 percig 37°C-on inkubaljuk.

Mérjiik le az abszorbanciaértékeket a vakkal szemben.

crer

N o oo s

ahol A= abszorbancia, C= koncentracio.

3.5. Ertékelés

Az eredmények kiértékelését a Microsoft Excel, valamint az R statisztikai program

segitségével végeztiik.
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4. EREDMENYEK

Munkénk sordn 18 nem vemhes szuka 3 alkalommal torténd cikus diagosztikai vizsgalatat
végeztiik el. Kéthetes idokozonként, dsszesen 3 alkalommal végzett hiivelycitologiai vizsgalat,
valamint vérbdl torténd progeszteron szint meghatarozas alapjan 10 andsztusz, 10 prodsztrusz, 8
Osztrusz és 12 metdsztrusz szakaban jard szukébol szdrmazo éhomi vérmintat valasztottunk ki
tovabbi vizsgalatra. A klinikai tiineteket és a hiivelycitoldgiai vizsgalatok eredményeit dsszesitve

a progeszteron szintek az 2. tdblazatban lathatd6 modon alakultak.

8 °
. 8
Ciklus P4 ng/ml o
Anosztrusz 0,58 - 0,89 &
Proosztrusz 0,41 - 3,83
Osztrusz ~ 4,64-1564 . &7 -
Didsztrusz ~ 9,82-28,090 & | S
2. tablazat: a progeszteron szint ® ——
vdlozasa az egyes ciklusszakokba o | i
sorolt dllatok vérmintdiban. o | ——— %
T T T T
A D o P

1. abra: a progeszteron szint valtozdsa az egyes
ciklusszakokba sorolt dallatok vérmintdiban.

Az elvégzett ANOVA teszt alapjan, és az 1. abran is lathatd a prodztrusz és andsztrusz
szakaban jar¢ allatok progeszteron szintje nem mutat szignifikans kiilonbséget. Az egyes
ciklusszakokba sorolt vérmintak eset¢ben nem taldltunk szignifikans kiilonbséget az
osztradiol szintben. gy ezt a paramétert a késébbiekben nem vettiik figyelembe. Feltételezve,
hogy a tovabbiakban vizsgédlt hormonok és egyes szamolt paraméterek Osszefliggést
mutathatnak a ciklus alatt jellemzd hormonalis valtozasokkal, ugyanakkor az E2 szint
vizsgélata nem adott megbizhato eredményeket, egyes statiszikai probak esetén megprobaljuk

elhagyni az andsztuszos csoport eredményeit.
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2. dbra: A progeszteron, osztrogén és a leptin szérum szintek alakuldsa az egyes ciklus szakok
kozott.

A vizsgalt allatok szérum lepin szintje az egyes vizsgalati iddpontokban, a 3.
tablazatban foglaltak szerint alakult. Parositott t-prébaval az egyes iddpontokban tortént leptin

szint vizsgalatok eredményei kdzott nem volt szignifikans kiillonbség.

o o
© Vizsgalat éatlag szoéras
° 1. 1,70 2,11
© 2. 2,07 2,53
3. 1,87 2,22
- ¥ —— : | 3. tabldzat: a leptin alakuldsa
| | ' az egyes vizsgalati idopontok
: : soran (ng/ml).
N _
ol - i - B
T T T I
A D 0 P

3. abra: a leptin szint valtozasa az egyes ciklusszakokba sorolt allatok vérmintaiban.
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Az egyes ciklusszakokba sorolt vérmintdk esetében nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget a leptin szintben sem ANOVA, sem parositott t-proba alapjan. A 3. dbran lathato
kiugro értékek mindegyike egy egyedbdl szdrmazd vérmintdkbol kapott mérési eredmény. Az

egyedi eltérés okat jelen vizsgalat soran nem tudtuk meghatarozni.

A BCS besorolés szerint kialakitott 3-as kondicidécsoportba 11, mig a 4-es csoportba 7

allat kertilt. A kondicio értékelésekor alkalmazott tovabbi mérési eredményeket a 4. tablazat

mutatja be.

Minta BCS BW PC HS BF%* BMI Leptin
228 3 10,2 48 16 22,44 25,67 0,52
1552 3 11,3 46,5 16 21,045 21,00 0,04
2465 3 10,3 43 16,8 16,43 18,67 0,62
2962 3 10,8 41 14,4 18,65 15,00

3767 3 9,2 42 15,2 18,22 18,67 0,57
4182 3 10,9 48 16 22,44 21,67 0,48
4218 3 11,4 48 16,8 21,08 21,67 7,28
5194 3 10 49 16 23,37 23,00 1,18
6203 3 10 50 16 243 34,00 0,78
8260 3 9,6 44 15,2 20,08 15,00 0,04
9467 3 10,3 43,5 152 19,615 20,00 4,07
2770 4 15,4 54 14,4 30,74 28,00 0,77
3481 4 15,9 64 16 37,32 29,00 1,2
3906 4 14,2 56 14,4 32,6 32,33 2,57
4048 4 12,3 55,9 14,4 32,507 34,33 1,37
5501 4 11,5 44 12,8 24,16 20,00 3,64
5819 4 12 52 14,4 28,88 20,67 1,96
8966 4 12 48 16 22,44 16,00 0,11

*Female body fat (%) = -1.7 (HS) + 0.93 (PC) + 5

4. tablazat: Az egyes dllatok kondiciobecslésre hasznadlt mutatdi: Body Condition Score
(BCS); testsuly (BW); medence korméret (PC), cm; tarsus patella tavolsag (HS), cm; testzsir
szazalék (BF%); Impedanciamérovel meghatarozott érték, haromszori mérésbol (BMI).

Sargaval jeloltiik a kiugro értékeket.
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4.-5. abra: atlag leptin szintek (ng/ml) a két kondicio csoportban: kiugrd értékekkel egyitt,

illetve nélkilik.

Kiugro értékek nélkiil (5. abra), leptin szint tekintetében szignifikdns kiillonbség
mutatkozott a két kondicidcsoport kozott (p-érték = 0.04479).

Mig a BCS 3-as kondiciécsoportban a leptinzint 0.529 + 0.374 (4tlag + széras), addig
a 4-es csoportban 1.660 = 1.178 ng/ml értéket mutatott. Koleszterin ¢és triglicerid szint

tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség a kondicidcsoportok kozatt.

Az egyes kondiciot jellemzd paraméterek kozotti Gsszefliggés vizsgalatara Spearman
féle korrelacios teszteket végeztiink, mivel ez a proba a nemlinearis kapcsolatokra is

hasznalhato és a kiugré értékek nem annyira befolyasoljak. Ennek eredményeit a 5. tablazat

mutatja be.

BW BMI BF% Leptin
n=15 F (rho) P # (rho) P # (rho) P # (rho) P
BW 0.4008286 0.09926  0.6970483 0.001305  0.4601613 0.08435
BMI  0.4008286 0.09926 0.7792746 0.0001379 0.4883721 0.06473
BF% 0.6970483 0.001305 0.7792746 0.0001379 0.72646  0.002160

Leptin 0.4601613 0.08435  0.4883721 0.06473 0.72646 0.002160

5. tablazat: A kondiciot jellemzo paraméterek kozotti dsszefiigges vizsgalatara Spearman féle
korreldcios teszttel. P (tho) : Spearman féle korrelacios koefficiens.
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A hasznalt paraméterek koziil a szamolt testzsir szazalék érték mutatta a legszorosabb
Osszefliggést a leptin koncentracioval. Bar ez a paraméter erds korrelaciét mutatott a
bioimpedancia méréssel kapott eredménnyel, utobbi gyengébb ¢és csak p<0,1 szinten

szignifikans korrelaciot mutatott a leptinszinttel.

ANOVA teszttel megvizsgalva a BSC és a ciklus leptin szintre kifejtett egytittes
hatasat, azt kaptuk, hogy ezek hatdsa nem szignifikans. Kiugr6 értékek elhagyasaval, csak a
BSC, tehat a kondici6 hatdsa volt szignifikans (p= 0.001774), a ciklus nem befolyasolta a

leptin szint alalakulasat.

Egyéb metabolikus allapotot tiikkr6z6 paraméterek vizsgdlata sordn, bar az egyes
kondici6 csoportok esetében nem voltak kiilonbségek a triglicerid, illetve a kolaszterin
szintekben, Spearman teszttel megvizsgalva, a koleszterin €s a leptin kdzott gyenge korrelacio
volt kimutathaté (p= 0,04789), rho= 0,3230676). A triglicerid €s a leptin k6zotti sszefiiggést
szintén gyenge korrelacioként irhatjuk le (p=0,01562, rtho= 0,3895702).
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5. MEGBESZELES

A vizsgélataink célja volt tanulmanyozni a szuka kutydk ivari ciklusa soran
bekovetkezd hormonalis és metabolikus valtozasok leptin szintre gyakorolt hatdsait. Célul
tlztik ki az eredményeink irodalmi adatokkal torténd Osszaehasonlitasat, illetve a mas
fajokban végzett vizsgalatok ismertetését. Vizsgalataink soran eldszor nyilt alkalmunk a kézi
bioimpedancia méré késziilék alkalmazéasara, igy munkénk soran értékeltiik a moddszer
gyakorlatban torténd hasznalhatdsdgat, a mérési eredmények pontossagat. A leptin szint
meghatdrozasakor kapott eredményeink alacsonyabbak voltak, mint az irodalmi adatok, de
nem volt kiilonbség a kiilonb6zd idOpontokban mért értékek kozott, és kiugro értékeket
mindig ugyanazok az egyedek adtdk. Ishioka és munkatarsai 3-as BSC-vel rendelkezd
kutydknal 3.0+0.4 ng/ml, 4-es csoporban 8.6 + 0.7 ng/ml nagysagrendii értékeket mértek
(Ishioka és mtsai, 2007). A sajat méréseink soran a BCS 3-as kondiciocsoportban a leptin
szint 0.529 + 0.374, addig a 4-es csoportban 1.660 + 1.178 ng/ml értéket mutatott. A nagyobb
szorasértékek oka lehet, hogy ezek az értékek az altalunk alkalmazott ELISA teszt mérési
tartomanyanak alsé hatardn vannak. Egy lehetséges magyardzata lehet az alacsonyabb
eredményeknek, hogy a telepen mindig reggel 7 ¢és 8 ora kozott etetnek. A telep
munkarendjére valo tekintettel a mintavételeket mindig reggel 8 orakor kellett végezni, igy a
koplaltatds a mintavételek el6tt tobb mint 24 o6ra volt. Egyes vizsgalati eredmények szerint
emberben ¢és patkanyokban 48 ora éhezés utdn, a leptin szint minden esetben csokkend
tendenciat mutat. Kutydban ugyanezt tapasztaltdk (Ishioka és mitsai, 2005a). Az etetés
kimaradasa esetén, tobb mint 24 oOra ¢éheztetés utan mért leptin szint még alacsonyabb
értékeket mutatott (Pasiakos ¢és mitsai, 2011; Elimam és Marcus, 2002). Ishioka ¢és
munkatarsai négy beagle kannal 2.3 + 0.5 ng/ml leptin koncentraciot mértek az etetési idépont
eldtt egy oraval, tobb mint 24 ora koplaltatas esetén lecsokkent 2 ng/ml ald. Sajat méréseink,
mint fentebb emlitettem, ennél joval alacsonyabb értékeket hozott ki. Ezért a sajat adatainknal
is figyelembe kell venni, hogy a kutydk tobb mint 24 ora koplaltatdsa valdsziniileg
befolyasolta az eredményeinket.

Mivel a kutyédkat telepi koriilmények kozott tartottdk, az adatok értékelése soran
kérdésként meriilt fel a hodmérséklet esetleges befolyasold hatasa. A vérvételek tél folyaman
torténtek ¢és mind a harom alkalommal 0°C alatti hdmérséklet volt. Egyes vizsgalatok arra

utalnak, hogy a hideg csokkenti a leptin szintet, bar a pontos hatasa még vitatott.
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Ragcsalokban tobben is leirtak a leptin szint csokkenését alacsony hofok hatasara (Hardie és
mtsai, 1996; MacDougald ¢és mtsai, 1995; Trayhurn €s mtsai, 1995b). Juhokban szintén leirtak
hasonlé hatast (Asakuma ¢és mtsai, 2003). Szarvasmarhaban kevesebb leptin mRNS-t talaltak
a boralatti kotészovetben (Murdoch és mtsai, 2005), tovabba emberben is ugyan ugy
kimutattdk mind a két nemben a leptin szint csokkenését (Ricci és mtsai, 2000; Peino és
mtsai, 2000). Pizon és munkatarsai férfiakban tortént vizsgélataik soran leirtdk, hogy a
Peino ¢és munkatarsai szerint a leptincsokkenés lehet az oka a hideg kornyezetben
megnovekedett étvagynak. A hideg a szimpatikus idegrendszeren keresztiil hat, és hatasai
patkédnyokban azt talaltak, hogy a hidegben tartott allatokban alacsonyabb leptin szint ardnyos
volt az ekkor bekovetkezett teststlycsokkenéssel (Bing és mtsai, 1998). Azonban irddtak
olyan cikkek is, ahol pont az ellenkezdjét, a leptin szint ndvekedését, talaltak. Horcsogokrol
késziilt tanulmanyban leirtdk a leptinnek egy olyan élettani funkciojat, hogy a hidegben
megnd a barna zsirszovet leptin szintézise az energiasziikséglet fedezése érdekében, a
magasabb leptin szint kdvetkeztében az étvagy is né (Zhao, 2011). Melnyk és Himms-Hagen
hasonldé jelenséget irtak le egerekben. HoOmérséklet csokkenéskor haromszoros
tapanyagfelvételt figyeltek meg az egerekben, bar a leptin szint ennek ellenére nem valtozott.
Feltételezik, hogy a barna zsirszovetben termelddik egy olyan faktor, amely az
energiaigényeknek megfeleléen megnoveli az étvagyat (Melnyk ¢és Himms-Hagen, 1998).
Kecskében is alacsonyabb leptin szintet mértek kora Osszel, mint a tobbi évszakban. Ekkor
testsulytomegcsokkenés is megfigyelhetd volt (Alila-Johansson és mtsai, 2004). Brojler
csirkékben emelkedést taldltak. Akut meleg ¢és hideghatdsok kovetkeztében a maj leptin
mRNS tartalma megndtt (Dridi és mtsai, 2008). Egy idei vizsgalat emberben kimutatta, hogy
tél soran, elhizott férfiakban, jobban megemelkedett a leptin szint, mint normal testalkata
férfiakban (Kanikowska és mtsai, 2013). Kutydban eddig nem késziilt tanulmany a hideg
hatasarol, ezért ugy véljiik, hogy a fentebb emlitett tobbi allatfajhoz képest, naluk is csokken a
leptin szint.

A legtobb irodalom megegyezik abban, hogy az 6sztrogén leptin szint-noveld hatassal
bir emberben ¢és patkanyban (Tanaka és mtsai, 2001; Mannucci €s mtsai, 1998; Shimizu és
mtsai, 1997; De Biasi és mtsai, 2001), viszont voltak, akik egérben és patkanyban nem
talaltak kapcsolatot a két hormon koz6tt (Pelleymounter €s mtsai, 1999; Watanobe ¢és Suda,

1999). Kutyaban egyetlen tanulmany késziilt a leptin és a nemi hormonok kapcsolatarol.
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Saleri és munkatarsai olyan eredményeket kaptak, hogy az Osztrusz soran a leptin szint
novekedik. Sajat laborértékeink nem mutatattak semmiféle dsszefiiggést a leptinnel. A leptin
nem mutatott szignifikans valtozast az egyes ciklusszakokban. Egy szarvasmarhaban végzett
kisérlet bizonyitotta, hogy egy olyan leptin kit, amely tobb fajra hasznalatos, nem elég
érzékeny ¢és alacsony értékeket adott. Arra jutottak, hogy a szarvasmarhdk leptin szint
méréséhez specifikusan erre a fajra fejlesztett RIA sziikséges (Delavaud és mtsai, 2002).
Kutyaban ezért is valasztottuk a fajspecifikus ELISA tesztet. Ennek ellenére az alacsonyabb
eredmények ¢és a magas szorasu értékek miatt nagyobb egyedszdmmal torténd vizsgalat
sziikségeltetik az Osszefliggések pontosabb értékelése érdekében.

A progeszteron leptin szint csokkentd hatdsa patkanyban, kutyaban €s emberben széles
korben elfogadott (Watanobe és Suda, 1999; Saleri és mtsai, 2003; Rezai és mtsai, 2011;
Stelmanska és mtsai, 2012; Balogh és mtsai, 2012; Ajala és mtsai, 2013), bar a mechanizmusa
még nem teljesen vildgos. Egyes vizsgalatok arra mutatnak, hogy indirekt médon, az
Osztrogén receptorok expresszidjanak csokkentésén keresztiil képes csokkenteni a leptin
szintet (Pinilla és mtsai, 1999). Olyan eredmények is léteznek patkanyban, ahol nem talaltak
Osszefliggést a leptin és a progeszteron szint kozott (Luukkaa és mtsai, 2001). Az egyes
ciklusszakokba sorolt sajat vérmintdink esetében nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a
leptin szintben, tehat az altalunk nyert adatok nem tamasztjak ala a progeszteron szint leptin
szintre kifejtett hatasat.

Ahogy kutyaban masok is pozitiv korrelaciot taldltak a leptin és a testzsirtomeg kozott
(Jeusette és mtsai, 2006; Sagawa €s mtsai, 2002), mi is ezt tapasztaltuk. A 3-as és a 4-es BSC
csoportok kozott szignifikans eltérés volt kimutathatd a leptin szint tekintetében a 4-es
pontszdmu kutydk héaromszoros leptin szintet mutattak. A koleszterin és a triglicerid is
megemelkedett volt ezekben az allatokban, szignifikdns, &mde gyenge korrelaciét mutatva a
leptin szinttel. A sajat értékeink Jeusette €s munkatarsainak eredményeivel megegyeznek,
miszerint elhizott kutydkban megemelkedett a vérbeli lipid koncentracio (Jeusette €s mtsai,
2005).

A bioimpedancia mérégéppel kiszamitott BMI (Body Mass Index) valtoz6 értékeket
mutatott. A haromszor mért értékek atlaga gyengébb és csak p<0,1 szinten mutatott
szignifikans korrelacidt a leptinszinttel. A hasznalt paraméterek koziil a szamolt testzsir
szazalék érték mutatta a legszorosabb Osszefiiggést a leptin koncentracioval. Ez a paraméter
viszont erds korreldciot mutatott a bioimpedancia méréssel kapott eredménnyel. A BMI ¢és a

leptin kdzotti gyenge Osszefiiggés okanak kideritése tovabbi vizsgalatokat igényel.
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A bioimpedancia mérés a gyakorlatban, terepen meglepden nehéznek bizonyult. A
kutyadk szOrét meglehetdsen nehéz volt széthajtani, hogy biztositsuk a gép és a bér megfeleld
érintkezését, ezért kénytelenek voltunk, pontosabb adatok érdekében, az adott ponton a szort
lenyirni. Tekintettel a kutydk kinti tartdsara, a bdr szennyezettsége is befolyasolhatta a
méréseink eredményeit. Pontosabb adatok érdekében a mérési teriilet f6l6tt alaposabb tisztitas
lett volna indokolt. Ennek ellenére elfogadhat6 értékeket nyertiink. Ahogy fentebb emlitésre
keriilt, a BMI ¢és a testzsir szdzalék erds korrelaciot mutatott. Egy 2010-es tanulmdnyban,
amely a bioimpedancia mérdgép pontossagéara iranyult, azt tapasztaltdk DEXA méréshez
hasonlitva (Dual-Energy X-ray Absorpiometry), hogy tal alacsony, illetve tal magas
testzsirszazalékoknal nem elég pontos értékeket mér. Ennek az okat nem tudtdk megmondnai.
Ellenben altalanossagban véve elfogadhatd eredményeket szereztek (German és mtsai, 2010).
Ezeket az eredményeket megerdsiti Stone és munkatdrsai altal készitett hasonld tanulmény,
mivel altaluk leirt eredmények szerint a BSC és a bioimpedancia jol korrelalt egymassal.
Testzsircsokkenéssel kapcsolatban nem végeztek kutatdsokat (Stone és mtsai, 2009). German
¢s munkatarsai altal folytatott vizsgdlatai soran tovabbi hatrany mertilt fel testzsirzsokkenés,
fogyas esetén, amikor a gép ezt nem tudta elég pontosan érzékelni. A tanulmany ir6i Ggy
vélik, hogy klinikai haszndlatban a BSC pontozds még mindig pontosabb, mint a
bioimpedancia mérés (German és mtsai, 2010).

Osszeségében kimondhato, hogy ezen dolgozat alapjan dsszegyiijtott adatok szerint,
szuka kutyaban a nemi ciklus leptin szintre kifejtett hatasat nem lehetett kimutatni. A kapott
eredmények gyenge korrelaciot mutattak a leptin szint €s a nemi ciklus kozott. Egy kordbban
elvégzett patkany-kisérlethez hasonldéan (Luukkaa és mtsai, 2001), mi sem talaltunk
Osszefliggést kutyaban a leptin szint és a nemi ciklus sordn bekdvetkezd hormonalis
valtozasok kozott. Mas tanulmanyban leirt nemi ciklus soran eléforduld dsztrogén fluktuécio
(Concannon, 2012) ebben a tanulmanyban nem volt kimutatathato, igy a leptinre val6 hatasat
sem tudtuk bizonyitani. A leptin szint sem valtozott szignifikansan az 6sztrusz ciklus soran,
igy a progeszteron leptin koncentracidra vald hatasa sem bizonyitott altalunk. A testzsirtomeg
¢s a leptin szint szoros kapcsolatat viszont sikeriilt kimutatnunk és mérési eredményeink nem
mutattak szignifikans kiillonbséget az egyes egyedekben a 4 hét alatt tortént 3 vizsgalat soran.
Ebbdl kiindulva az irodalomban ismert értékekhez képest alacsonyabb eredményeink mas
tartjuk. A bioimpedancia késziilék mérései €s a leptin szintek kozti kapcsolatot nem tudtuk

egyértelmiien kimutatni, de ennek ellenére a bioimpedancia alkalmas lehet a testzsirszazalék
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meghatarozasara. A bioimpedancia mérdvel kapott eredményeink gyengén korrelaltak a leptin
szinttel. A késziilék hasznalata terepi koriilmények kozott nehézkes volt, korhazi

koriilmények kozott valdsziniileg pontosabb adatokat lehetne mérni.
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6. OSSZEFOGLALAS

A fehér zsirsejtek altal termelt hormon, a leptin, mint marker nagyon fontos lehet az
elhizottsag fokanak megaéllapitasa szempontjabol, illetve szerepét egyre tObbszor
hangsulyozzak metabolikus betegségek pathogenezisében. A szérum leptin szintet azonban, a
zsirraktarak telitettségi fokan kiviil tobb mas tényezd is befolyasolja. A nemi hormonok
valtozasa modosithatja ezt a paramétert, ezért kutatdsunk célja a szukakutya nemi ciklus
miikddése soran jellemzd hormonalis valtozasok vizsgalata volt, illetve ezek hatasa a leptin
szintre. Munkank soran eldszor alkalmaztunk egy olyan alternativ testzsirttmeg mérd
szerkezetet, amely a szervezet impedancia mérésén alapul.

18 nem vemhes beagle szuka 3 alkalommal torténd ciklus diagosztikai vizsgalatat ¢s
vérvételét végeztik el, kéthetes i1dOkozonként, Osszesen 3 alkalommal. Az ¢homi
vérmintakbol megmértiik a progeszteron, dsztrogén, triglicerid, koleszterin és leptin szintet. A
kutyéakat 3-as és 4-es BCS kategoridba beosztottuk, majd testtomegmérés utdn megmeértiik a
testzsirtomegiiket bioimpedancia mérével.

A nemi ciklus és a leptin a vizsgalatunk soran nem mutatott Gsszefiiggést, ellentétben
az egyetlen, miénkhez hasonlo, szuka kutydkban végzett vizsgalattal (Saleri és mtsai, 2003).
Tovabba nem talaltunk az egyes egyedekben sem az 0sztrogén, sem a leptin koncentraciok
tekintetében szamottevd valtozasokat. A vizsgalataink soran mért leptin szintek alacsonyabb
értekeket mutattak az irodalmi adatokhoz képest (3-as BCS: 0.529 £ 0.374, 4-es BCS: 1.660 +
1.178 ng/ml). Ennek oka lehetett a mérések elott tobb mint 24 6ra éheztetés és az alacsony
kiils6 homérséklet hatdsa a kutydk szervezetére. Az impedancia mérégéppel mért
testzsirszaszalék a szamolt tesztzsirszazalékkal szoros kapcsolatot mutatott, a leptin szinttel
viszont gyengén korrelalt. Telepi koriilmények kozott nem adott elég pontos értékeket.

Osszeségében megallapitottuk, hogy nem lehetett a nemi ciklus és a leptin szint kozott
kapcsolatot kimutatni. A bioimpedancia mérégép értékei a szamolt testzsirszdzalékkal jol
egyezett, viszont a leptin szinttel nem. Tovabbi vizsgéalatok sziikségesek, hogy kideriiljén az

impedancia mérés hasznossaga és pontossaga klinikai koriilmények kozott.
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7. SUMMARY

The hormone called leptin is mainly produced by white fat cells and could be
important as a marker for determining the grade of obesity. Its role is more often emphasized
in the pathogenesis of metabolic diseases. Besides the saturation of fat storages in the body,
the serum leptin level is also influenced by other factors, such as the female sexual hormones
during the ovarian cycle. Our goal was to determine these hormonal fluctuations in the bitch
and their influences on the blood leptin level. A further goal of our investigation was to
determine whether an alternative percentage body fat measuring tool, which is based on
impedance measuring, could be useful in clinical practice.

18 non-pregnant female Beagle 's cycle diagnostics were made and after an
overnight fasting period blood samples were taken every two weeks in a six week period. The
progesterone, oestrogen, trigliceride, cholesterol and leptin levels were determined. The dogs
were divided into two groups according to their body condition scores (BCS 3 and 4) and
after a weight determination their body fat percentages were measured.

The ovarian cycle and the leptin didn't show any connections, despite of the only
paper written about a similar topic as our own (Saleri et al., 2003), where they found
correlation. We did not notice any significant changes in leptin or oestrogen values either. The
leptin levels where significantly lower than what can be found in the literature (BCS 3 : 0.529
+0.374, BCS 4: 1.660 *+ 1.178 ng/ml). This could have been due to more than 24h fasting and
the cold temperature, since the samples were taken outdoors during winter. The results of the
bioimpedance measuring tool showed strong correlations with the counted percentage body
fat, but not with the leptin levels. Our measurements under farm conditions did not show
enough accuracy.

In overall, we determined that there is no connection whatsoever between the dog’s
ovarian cycle and leptin level. The bioimpedance measuring tool’s values correlated well with
the counted body fat percentage, but not with the leptin level. Further investigations are

needed to assess the usefulness and accuracy of this device during clinical practice.
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mindazoknak, akik tdmogatasukkal segitettek, hogy elkészithessem a szakdolgozatom.
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