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BEVEZETES

A leptin egyike a nagyrészt a fehér zsirszdvet altal termelt
citokinszer( protein hormonoknak. A testzsir-depdk ftriglicerid telitettsége,
illetve a takarmanyozas szintje (energetikai egyensuly) az a két legfonto-
sabb tényez6, ami az adipocytakban meghatarozza a leptin
génexpresszidjanak a mértékét, illetve ezzel szoros Osszefliggésben a
plazma leptinszintjét. A leptin egyik fontos élettani szerepe, hogy a
metabolikus szignalmechanizmus részeként informalja a taplaltsagi alla-
potrél az ivari mikddést centralisan szabalyz6, a hypothalamusban lokali-
zalt GnRH-termel6 neuronokat. E szerepe megengedé jellegiinek tlinik, és
elsésorban a petefészek-mikoédés ciklikussa valasakor jelentés, azaz
mindazokban az allapotokban (pubertas, ellés utani idészak, tenyész-
szezon kezdete), amikor egy anovulacios-aciklids idészak multaval az allat
ovulal, majd ezt kdvetéen petefészkének mikddése ciklikussa valik. Mas-
részt laboratériumi ragcsalokon és f6eml6sokdn szerzett tapasztalatok
arrol tandskodnak, hogy a plazma leptin szintjét az életkor, az ivar, a sza-
porodasbiologiai statusz (ivarérés, vemhesség, laktacio, ellés utani idé-
szak), tovabba az egészségi allapot is befolyasolja. E fajokban intravénas
endotoxin terhelés nyoman, Gram-negativ baktériumok okozta szepszis-
ben, valamint egyes intenziv citokin-felszabadulassal jar6 gyulladasos
megbetegedésekben a plazma leptin szintje emelkedik, aminek jelent&sé-
ge lehet a taplalékfelvétel ezt kdvetd csOkkenésében. A hazi emlésok
(mindenekelétt a kérédzok) plazma leptin szintjét befolyasolé tényezdkre
vonatkozd ismereteink napjainkban folyamatosan gyarapodnak ugyan, de
— els6sorban az analitikai nehézségekbdl kdvetkez6en — a laboratériumi
ragcsalokon és f6emlésékon nyert tapasztalatokhoz képest még mindig
nem kelléen széleskoériiek, és nem egyszer ellentmondasoktol sem mente-
sek. Mindezek a bizonytalansagok napjainkig meghiusitotték a leptin klini-
kai diagnosztikai célu felhasznélasat.

Laboratériumunk néhany évvel ezel6tt egy kér6dz6kbél szarmazd
vérszérum/plazma mintak leptin tartalmanak a meghatarozasara szolgalo,
fajcsoport-specifikus mérérendszert ('*°I-RIA) adaptalt, amelyet sikerrel
hasznalunk szarvasmarhéaban és kiskér6dzd fajokban. A vonatkoz6 iroda-
lom attekintését kovetéen értekezésemben ismertetem hét, e mébdszer
alkalmazaséaval végzett kisérletsorozat eredményeit.

ANYAG ES MODSZER

Munkankat széleskorli nemzetkdzi és hazai intézménykdzi egyiitt-
mikodésben végeztlik, amelynek keretében egyes kisérletekre is kiilféldén
(4a: Uruguay; 5a: Szerbia; 6 és 7a: Finnorszag) kerdlt sor. Néhany modell
(1a, 1c, 1d, 6 és 7a) és félizemi (2 és 4a) kisérlet kivételével vizsgalataink
tébbségére a valés hazai (zemi viszonyokat tikr6zd tartasi és takarma-
nyozasi kérilmények kozott tortént.

Az egyes metabolikus és hormondlis paraméterek meghatarozasara
szolgalé vérmintakat a torkolati (v. jugularis; szarvasmarha, juh), vagy a
farokvéndbdl (v. coccigealis; szarvasmarha), a tejmintakat pedig az egész-
séges tégynegyedekbdl gydijtéttik, alvadasgatiéként natrium fluoridot (glu-
k6z hatarozasara szolgaloé vérmintak) vagy heparint (egyéb célra szolgalé
vérmintak), illetve konzervaldészerként kalium dikromatot (tejmintak) tartal-
mazé csdvekbe. A vérmintakat minden esetben kb. 60 percen belll centri-
fugaltuk. A plazmat a laboratériumi feldolgozasig fagyasztva (-20 ill. -50
°C), a tejmintakat hitve (+4 °C) szdllitottuk és taroltuk. A 2. kisérletoen a
progeszteron-metabolit (P4-met) tartalom meghatarozasara a végbélbdl
gyajtétt és fagyasztva (-20 °C) tarolt bélsar-mintakbdl is sor kerilt.

A szarvasmarha és juh fajbdél szarmazd vérplazma-mintak
leptinszintjének a mennyiségi meghatarozasa céljara laboratériumunkban

— Delavaud és mtsai (2000 és 2002) modszerének az adaptélasaval, az



altaluk biztositott ellenanyag’ felhasznalasaval, Forgach T. (Orszagos
Sugarbiolégiai és Sugaregészségliigy Intézet, Budapest) és Magdy H. G.
Ishak (Nuclear Research Center, Kaird, Egyiptom) kézremikddésével, az
Izotop Intézet (Budapest) technikai segitségével — egy kérédzéspecifikus
'2%_RIA mérérendszert fejlesztettem ki (1. tabldzat).

1. tablazat: A Delavaud és mtsai (2000 és 2002) nyoman kifejlesztett '*°I-

RIA jellemzéi

2. tblazat: Az alkalmazott hormonanalitikai vizsgalémaodszerek

| ™jelolés wleptin, kléramin-t eljarassal (Hunter és
Greenwood, 1962)

"®|.leptin szeparaldsa | oszlopkromatogréfiaval

21/ - leptin arany-meghatarozas vékonyréteg-kromato-
grafiaval

Standard bleptin®, 0,0833 — 5,00 ng/csé (9 pont, 3 par-
huzamos)

K6ttt és szabad fazis Magnesezheté immunoszorbens szuszpenzi-

szeparacioja 6val®

Erzékenység 0,032 nmol/l

Visszanyerés 0,125, 0,250 és 0,500 nmol/minta: 95 — 106 %

Sorozatban higitott min- | A standarddal parhuzamos
tak kotési mintazata

A minéségellenérzé mintak leptinszintje

0,058 nmol/l 0,241 nmol/l 0,577 nmol/l

| Kisérlet
Hormonmeghatarozasok vérplazma-mintakbdl
Inzulin-szerii néve- | '*°I-RIA (helyi)? 3,4a,4b, 7a, 7b, 7c
kedési faktor-I "I.IRMA (keresk.)° 5b, 6
(IGF-1)
Tesztoszteron ®H-RIA (helyi)° 1c
Progeszteron (P4) | °H-RIA (helyi)® 1d, 1e,2,3
"®|.RIA (keresk.)® 4a
Kortizol ®H-RIA (helyi)' 3
Inzulin '2’.RIA (keresk.)® 2,3,4a,4b,7a,7b, 7c
1. IRMA (keresk.)" 5a, 5b, 6
Tiroxin (T4) '5_RIA (keresk.) 3,7a,7b,7c
"®|-RIA (keresk.) 4a, 4b, 6
Trijodotironin (T3) | "°I-RIA (keresk.) 3,7a,7b, 7c
"|.RIA (keresk.) 4a, 4b, 6
17B-6sztradiol (E2) | "°I-RIA (keresk.)" 1e
LH ELISA (keresk.) 1e
Hormonmeghatarok tejmintabol
Progeszteron (P4) | ELISA (helyi)™ | 4b
Hormonmeghatarok bélsar-mintabdl
Progeszteron-me- | ELISA (helyi)" 2
tabolit (P4-met)

Interassay CV 12,2 % 5,6 % 6,1 %

Intraassay CV 10,1 % 4,6 % 53 %

Az egyéb hormonmeghatarozésokat sajat fejlesztésili, vagy keres-
kedelmi forgalomban kaphat6 kitek hasznalatan alapulé (2. tablazat), min-
den esetben el6zetesen validalt modszerekkel végeztik. A vizsgalt
metabolikus paramétereket és akut fazis proteineket kereskedelmi forga-

T Rekombindns ovin leptin (rleptin) ellen nydiban termelt ellenanyag (Prof. Y. Chilliard és C.
Delavaud, INRA, Saint-Genes-Champanelle, Franciaorszag)

2 Rekombinans bovin leptin (wleptin) (DSL-RO 1708-100, DSL, Webster, Texas, USA)
3 |zotdp Intézet, Budapest

a Nikolic és mtsai, 2001

b DSL-5600 Active IGF-I Coated-Tube IRMA Kit; Diagnostic Systems Laboratories Inc.,
Webster, Texas, USA

¢ Dahlbom és mtsai, 1995; Fodor és mtsai, 2003

d Nagy és mtsai, 1998

e Coat-a-count, DPC Diagnostic Products Co, Los Angeles, CA, USA

f Nikolic és mtsai, 1998; Janosi és mtsai, 2003

9125]-Insulin RIA CT kit; CIS Bio International Ltd, Gif-Sur-Yvette, France

h Bl-Insulin IRMA kit; CIS Bio International Ltd — Subsidiary of Schering S.A., Gif-Sur-Yvette,
France

i125]-T4-Spec és 125|-Ts MIS RIA kitek (Izotdp Intézet, Budapest)

1125]-T4-Spec és 125-Ts kotott csoves RIA kitek (Izotdp Intézet, Budapest)

kDSL-39100 3" Generation Estradiol RIA kit, Diagnostic Systems Laboratories Inc., Web-
ster, Texas, USA

I'LH Detect, INRA, Tours, France

™ Nagy és mtsai, 1998; Huszenicza és mtsai, 1998; Taponen és mtsai, 2002

" Kulcsar és mtsai, 2006



lomban kaphat6 diagnosztikai csomagok segitségével kdzrem(ikddd tars-
laboratériumaink hataroztak meg.

A LEPTIN "®I-RIA BIOLOGIAI VALIDITASANAK BIZONYIiTASA
Az elsé kisérletsorozat keretében a kifejlesztett '?I-RIA (illetve az
Uzemi koralmeények kozott kivitelezheté mintagydjtési eljarasok) biologiai
validitasarél kivantunk megbizonyosodni. Médszerlnkkel sikerrel reprodu-
kaltunk néhany, az irodalmi adatok alapjan varhaté tendenciat (pl. a leptin
szintjének a 24 éras taplalékmegvonast kévetd, vagy a laktacio kezdetén
tapasztalhaté csdkkenése; a diurndlis ingadozas hianya), ezzel is bizonyit-
va eredményeink élettani megbizhatésagat (1a, 1b, 1c és 1d kisérlet). E
kisérletsorozat ujdonsagértékii tapasztalataként megfigyeltik tovabba,
hogy a plazma leptin szintje hasonl6 takarmanyozasu és taplaltsagi allapo-
tu anyajuhokban magasabb, mint kosokban (1c és 1d kisérlet). Tejeld
tehenekben és nem laktalé anyajuhokban egyarant igazoltuk, hogy a plaz-
ma leptin szintie a ciklus tlsz6- és sargatest-fazisaban, tovabba
ovariectomiat kdvetben, illetve dsztrogén-visszapétldas nyoman nem valto-
zik (1d és 1e kisérlet); ezzel szemben kosokban a kasztraci6 nyoman
emelkedik, hosszu hatasu tesztoszteron kezelés utan pedig ismét csékken
1. abra: A vérplazma tesztoszteron és leptin szintjének a valtozdsa kosok-

ban a kasztraciot, valamint a két héttel késébb végzett hosszi ha-
tasu tesztoszteron kezelést kbvetden (1c kisérlel).

Teszto- Tesztoszteron (250 mg)
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(1. &bra). Ennek alapjan megallapithaté volt, hogy — bar a szexualszteroid
hormonok nem tekinthetéek a leptinprodukci6 elsédleges regulatoranak —
a leptinnek a himivarban mérhetd alacsonyabb szintjéért a here
tesztoszteron termelése a felel6s.

A MODSZERREL VEGZETT TOVABBI VIZSGALATOK

Az el6bbiekben vazolt kedvez6 tapasztalatok birtokdban tovabbi 6
kisérletsorozatra kerilt sor. A terjedelmi korlatok miatt e helyen csak a
leptin vérplazmaban mért szintjének a valtozasara vonatkozé legfontosabb
megfigyeléseinket 6sszegezzik.

A 2. kisérlet keretében — adataikat nem vemhesiilt allomanytarsai-
kéival (n=32) Osszevetve — januar végén, indukalt/szinkronizalt ovulacié
nyoman vemhesiult, a késébbiekben egy (n=12), két (n=6), ill. harom-6t
(n=6) magzatot ell6 anyajuhokban azt vizsgaltuk, hogy a leptin szintjének
az irodalombdl ismert, a vemhességre jellemz6 emelkedése 6sszefligg-e a
val. A plazma leptin szintje a fogamzast megel6z6en mért értékhez képest
a vemhesség 41. és 81. napjan jelentésen emelkedett, majd a 101. napig
Iényegesen nem valtozott, és mindvégig 6sszefliggést mutatott a magzatok
szamaval, valamint a P4 és a P4-met tartalommal. A vemhesség egyes
szakaszainak a befolyasol6 szerepe azonban meghaladta e jarulékosnak
tekinthetd tényez6k hatasat. A vemhesség-indukalt hyperleptinaemia foka
nem volt korrelacibban az inzulinnal. A nem vemhesilt anyak
leptinszintjében Iényeges valtozasokat nem tapasztaltunk.

A vemhesség kb. 140. napjan vizsgalt anyajuhok adatait elemezve
a 3. kisérletben annak tisztazasara vallalkoztunk, hogy a vemhesség-
indukalt hyperleptinaemiat milyen mértékben befolydsolja a szubklinikai
ketdzis kialakulasa, tovabba az egészséges allomanytarsakéihoz
(vehemszam egy: n=41, kett6:n=30) viszonyitva a vemhességi ketdzis
tuléldinek (vehemszam minden esetben 2; n=27) miként alakul a szaporo-



dasbioldgiai teljesitménye. A januar végi ellési anyak Ujboli vemhesitését
egy 3 hdénappal késébbi ciklusindukcié nyoman kiséreltik meg. Megallapi-
tottuk, hogy az anyajuhok vemhességi ketdzisanak szubklinikai formaja a
vehemépités energiasziikségletének a kielégitetlenségét tikrézé komplex
endokrinologiai kévetkezményekkel jar, ami a leptin szintjének a csdkke-
nését is magaban foglalja. Ha a bioldgiai tenyészidészakon kivil (néhany
héttel az ellést, és kdzvetlenll a valasztast kdvetéen) ismét ovulaciot /
ciklikus petefészek-mikédést indukalunk, allomanytarsaikhoz viszonyitva a
korabban ketdzisos anyajuhokban a plazma leptinszintje alacsonyabb
lehet, mikdzben csbékken az ovaridlis valaszkészségik és fertilitasuk is.
Legeldn tartott fiatal (elsé borjas, L1; n=21) és az id6sebb (L2;
n=21) allatok adatainak az Osszevetésével tejhasznu tehenekben (4a ki-
Sérlet) azt vizsgaltuk, hogy az ellés korli leptin mintazat milyen dsszefiig-
gést mutat az egyéb metabolikus és hormonalis mutatékkal, tovabba an-
nak alakulasa fligg-e az elléskori taplaltsagi allapottdl és az allat életkora-
tél. A vemhesség utols6 kb. 30 napjan a taplaltsagi allapot valamint a leptin

0 —e—L1-BCS<3 vérplazma-szintje egyarant folyamato-
e I-I P san csdkkent. Utdbbi az ellés uténi elsd
é i .I héten érte el mélypontjat, és ezt kove-
% 04 II . téen a vizsgélatok idején mar nem

Elsd E”ésg:y; W valtozott |ényegesen. A leptin szintjé-

0035 s ben az elléskori taplalisagi allapottol
= &ié ° L2BCS>3 fligg6 kilonbségeket inkdbb az ellést
E 3
ﬁ: 04 é\g&i/“% 2. &bra: A’vérp,lazma Iep,tinsgir]tj'éngka
- valtozasa az ellés korili idészak-

5 [EBRERELS. ban, az elléskor atlagos atlagos

T

C % s 1 kondicioju, (BCS>3), ill. sovany
Eliés Nap (BCS<3) tehenekben (4a kisér-
let)

megeldzden, életkor-fliggd kildnbségeket pedig inkabb a laktacié kezde-
tén figyeltiink meg. A taplaltsagi allapot a plazma leptin szintjével az ellést

megeldzden jelentds fokl pozitiv korrelaciét mutatott, ami a laktacié kezde-
tén minimadlisra csdkkent, és csak az atlagos taplaltsagi allapotban ellé
allatokra korlatozodott. Ugyancsak jelent8s pozitiv korrelaciot tapasztaltunk
a leptin és az IGF-I szintje kdzott. Az ellés utani aciklias periddus tartama
Osszefliggést mutatott a leptin és az IGF-| vérplazma-mintazataval.

Mindezekkel 6sszhangban az egy tovabbi, hét hazai nagyiizem elsé
laktacioju (n=132) és idésebb (n=251) teheneire kiterjedd vizsgalatban (4b
kisérlet) a ciklikus petefészek-miikddési allomanytarsaikkal korcsoporton-
ként &sszevetve az ellés utani kb. 50. napon még aciklias allatokat szignifi-
kansan alacsonyabb leptin és IGF-I szintek jellemezték.

Tejhasznu tehenekben a vérplazma ketonanyag (BOH-butirat, BHB)
és leptinszintjének az ellés utani napokban tapasztalhatd dsszefliggését
sorozat-mintavételezésben részesilt néhany allatban (n=22; 5a kisérlet),
tovabba nyolc Gzem >2. ellési éallataira kiterjed6en (n=253; 5b kisérlet) is
vizsgéltuk, az 1.00 mmol/l BHB koncentraciot tekintve a normo- és a
hyperketonaemia kdzoétti hatarértéknek. A hyperketonaemias egyedeket —
kildndsképpen a hosszasan hyperketonaemidsakat — jelentésen alacso-
nyabb leptin szintek jellemezték.

Védett zsirforrasként a palmaolaj zsirsavainak Ca-soit (7,0 és 3,5 ill.
0 %, abraktakarmanyhoz kevert koncentratum formajaban, a laktacié elsé
8 hetében;n=24; 6. kisérlet) etetve igen nagy tejtermelésl tejhasznu tehe-
nekben nem tapasztaltunk jelents kildnbségeket a plazma leptin, inzulin,
Ts, T4 és IGF-1 szintjében.

Végezetll néhany metabolit és metabolikus hormon — igy a leptin —
szintiének a valtozasait intraciszternalis endotoxin® kezeléssel kivaltott
mastitisben (n=9; 7a kisérlet), a t6gygyulladasnak a laktacié kezdetén
diagnosztizalt, kilénb6zd sulyossagu és bakterioldgiai hatterli eseteiben
(n=837; 7b kisérlet), tovabba a puerperalis méhgyulladas enyhébb, illetve

4100 pg E. coli 0111:B4 lipopolysaccharid B; Bacto, Difco Laboratories Inc., Detroit, MI, USA
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altalanos (toxikus) tlinetekkel is jar6 eseteiben (n=41; 7c kisérlet) kdvettik
nyomon. E kérképekben jelentés endokrinologiai valtozasokat figyeltlink
meg: a kortizol, inzulin, IGF-1, T4 és a T3 szintjének a jellemzd eltérései
mellett csokkent a vérplazma leptinszintje is. A leptin szintjének a valtoza-
sa azonban inkdbb kdvetkezménye, mintsem oka az e megbetegedések
soran tapasztalhaté takarmanyfelvétel-csbkkenésnek.

Feltételezzilk, eredményeink hasznos alapként szolgalhatnak a
leptin diagnosztikai és prognosztikai értékének a megitéléséhez a terme-
Iés- és reprodukcié-orientalt, illetve a klinikai jellegl kutatbmunkaban

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK
Az 0 tudomanyos eredménynek tekintheté tapasztalataink az alab-
biakban 6sszegezhetbek:

(1) A plazma leptin szintje anyajuhokban magasabb, mint kosokban. Kéré-
dz6kben a plazma leptin szintje a ciklus tlisz6- és sargatest-fazisaban,
tovabba ovariectomiat kévetden, illetve 6sztrogén-visszapétlds nyoman
nem valtozik; ezzel szemben kasztraci6 nyoman emelkedik, a
tesztoszteron kezelés nyoman pedig ismét csdkken.

(2) Anyajuhokban a plazma leptinszintjének a vemhességgel kapcsolatos
emelkedése Osszefliggést mutat a magzatok szamaval, illetve a
progeszteron szintjével.

(3) Az anyajuhok vemhességi ketézisanak szubklinikai formaja a
vehemépités energiaszikségletének a kielégitetlenségét tikr6z6 komp-
lex endokrinoldgiai kdvetkezményekkel jar, ami a leptin szintjének a
csbkkenését is magaban foglalja. Ha a biolégiai tenyészidészakon kivil
ismét ovuléciot / ciklikus petefészek-mikddést indukalunk, allomany-
tarsaikhoz viszonyitva a korabban ketézisos anyajuhokban a plazma
leptinszintje alacsonyabb lehet, mikdzben csdkken az ovarialis valasz-
készségik és fertilitasuk is.

(4) Amikor tejhasznu tehenekben az ellés kérili metabolikus és endokrino-
|6giai valtozasokat — ide értve a plazma leptinszintjének a valtozasait is
— kivanjuk nyomon kdvetni, tekintettel kell lenniink az egyes életkor-
csoportok k6z6tti kilénbségekre is. Az endokrin szigndlmechanizmus,
ami tejhasznu tehenekben az ellés utani negativ energetikai egyensuly-
rol, illetve a testzsir-raktarak telitettségérdl tajékoztatja az ivari miké-
dés kdzponti szabalyozasat, magaban foglalja a plazma IGF-I és a
leptinszintjét.

(5) Az ellés kortli id6szakban, tovabba a laktacié elsé heteiben a normo-
és hyperketonaemias tehenek plazma leptinszintjében jelentés kilénb-
ségek igazolhatéak: azok az &llatok, amelyekben az ellést kdvetéen
emelkedett ketonanyag-szintek (BOH-vajsav: >1.00 mmol/l) fordultak
elé, alacsonyabb plazma leptin-koncentraciokkal jellemezhetéek (5a és
5b kisérlet).

(6) A laktacio kezdetén rekorder tehenekben védett zsirforras etetése
nyoman nem valtozott jelentésen a plazma leptin (tovabbia inzulin, Ts,
T4 és IGF-I) szintje.

(7) Tejhasznu tehenekben a laktacié kezdetén gyakran el6forduld, intenziv
endotoxin/citokin-felszabaduldssal  jar6  gyulladasos  korképek
(purerperalis metritis, sUlyos altalanos tlinetekkel is kisért mastitis)
szamos metabolikus hormonnak a vérplazmaban mérheté szintjét befo-

lyasoljak, igy a leptin koncentracidjat is csokkentik.
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