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1 Roviditések jegyzéke

4PLC — four parameter logistic curve

AZA — Assocation of Zoos and Aquariums
CITES - Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and
Flora

CLIA — Chemiluminescence Immunoassay
EIA — Enzyme Immunoassay

g — gramm

pg — microgramm

IUCN - International Union for Conservation of Nature — Természetvédelmi
Vilagszovetség

kg - kilogramm

ng — nanogramm

nm — nanométer

m — méter

mg - milligramm

ml — milliliter

mtsai - munkatarsai

PGF,, — prosztaglandin Fy,

PGFM — 13,14-dihydro-15-keto-PGFq
RIA — Radioimmunoassay

SHBG - sex hormone-binding globulin
TMB —3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin
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2 Bevezetés

A ma €16 36 vadmacskafajbol 23 fenyegetett vagy veszélyeztetett statuszban van
természetes elterjedési teriiletének legalabb egy részén. A populacio csokkenésének f6 okai
az erdoirtasok, a természetes €l6helyek megsemmisiilése, illetve széttagolodasa, valamint
az ember-allat konfliktusok. In situ és ex situ természetvédelmi erbfeszitések egyarant
sziikségesek ezen fajok kihalasanak elkeriilése érdekében. A szaporodésélettan endokrin
valtozasainak megismerése elengedhetetlen a helyes tartasi koriilmények és az optimalis
parzasi feltételek megteremtéséhez, valamint a szaporodasbiologiai beavatkozasok
elvégzéséhez. Vérmintak hasznélata a hormonszint ellenérzéséhez a stressz okozta nagy
kockazat miatt kontraindikalt, kiilonosen vemhes allatokban, ahol a stressz akar vetélést is
okozhat. Az alkalmazott fizikai megfékezés, vagy kémiai szedacié nem-vemhes allatokban
is befolyasolja a szervezetben hormonok leadasat, ¢és igy a mintdban mért
koncentraciojukat is.

Nagymacskakban a reproduktiv tulajdonsagok fajspecifikusak. Példaul az ovulacios
mechanizmusok (spontan vagy indukalt ovulator faj) nagy valtozatossagot mutatnak, nem
csak fajok kozott, de még a fajon beliil az egyedek szintjén is (Goritz és mtsai., 2009;
Brown, 2011). Példaul, mig a tigris (Panthera tigris), puma (Felis concolor), hoparduc
(Uncia uncia), gepard (Acinonyx jubatus) vagy a hiuz (Lynx pardinus, Lynx lynx) esetében
spontan ovulacid6 nem fordul eld, addig oroszlanokban (Panthera leo), leopardokban
(Panthera pardus) vagy halaszmacskakban (Prionailurus viverrinus) alkalmanként,
kodfoltos parducokban (Neofelis nebulosa) és hosszafarkti macskakban (Leopardus wiedit)
pedig rendszeresen figyeltek meg spontan ovulaciot. Hasonléan megosztott a Felidae
csalad szezonalitas szempontjabol is: mig a tigrisek, kodfoltos parducok, hitizok és
hoparducok esetében beszélhetiink szezonalitasrol, addig a Panthera nemzetség
nagymacskaiban, valamint a hosszifarki macskaban és a halaszmacskaban a follikularis
aktivitasra semmilyen hatast nem gyakorol a megvilagitott 6rak szama (Brown, 2006;
Jewgenow és mtsai., 2009). Ezekbdl a fajonkénti eltérésekbdl is adododan a teljes taxonra
vonatkozd altalanos kovetkeztetések levonasa helyett a szaporodasbiologiai tulajdonsagok

vizsgalata fajonként sziikséges.
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3 Irodalmi attekintés
3.1 A jaguar
3.1.1 Rendszertana

A jaguar (Panthera onca) a ragadozok rendjébe (Carnivora), a macskaalkatiiak
alrendjébe (Feliformia), ezen beliill pedig a macskafélék csaladjaba (Felidae) tartozo
ragadozo faj. A macskafélék ma él6 nemei nyolc fejlédési vonal mentén alakultak Ki,

melyek két alcsaladba sorolhatok: Pantherinae és Felinae (1. abra).
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Orocolobus
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1. abra: A ma él6 macskafélék torzsfaja.

A jaguar faj alfajokra torténd feloszlasat 1939-ben Pocock végezte. Pocock a
koponya mérete és a foldrajzi el6fordulas alapjan hatarozott meg nyolc alfajt, de a
kategorizalas ellenére gy vélte, hogy az egyének kozotti valtozatossdg erdsebb, mint
barmilyen rendszerezési modszer (Pocock, 1939). Modszerét az évek alatt tobben
ujraértékelték, még mitokondrialis DNS vizsgalat is tortént az alfajok elkiilonitésére, mely
azonban nagyon gyenge filogenetikus kiilonbségeket tudott csak detektalni (Eizirik és
mtsai., 2001). Kovetkezményesen napjainkban a jaguar alfajok nélkiili, monotipusos

allatnak tekintendd.
3.1.2 Morfologiai és anatomiai sajatossdagai

A jaguar a macskafélék csaladjanak egyik nagytestii képviseldje, az oroszlan és a

tigris utan a harmadik legnagyobb macskaféle. Testfelépitése hasonlit a leopardéhoz, de
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annal nagyobb és zomokebb. Az allatok testméretei nagy eltéréseket mutatnak a foldrajzi
eléfordulasuk fliggvényében, igy az atlagos testsuly és testhossz adatok is széles
spektrumot Glelnek fel. A testsuly 56-136 kg tartomanyban mozog, mig a testhossz
atlagosan 1,5-1,85 m. Az ivari dimorfizmus a testméretben nyilvanul meg, a ndstények
atlagosan 10-20 szazalékkal kisebbek a himeknél (AZA, 2016). A szérzet szine
leggyakrabban sargasbarna, de vordsesbarna ¢és fekete arnyalatok is léteznek. A foltok a
fejen és nyakon sotétbarna-fekete szintiek és kisebbek, mig a torzson nagyobbak és rosetta-

alakuak. A szdrzet szine és az allat ivara kdzott nincs Osszefiiggés.
3131
3121

Fogképlete:

3.1.3 Természetes élohelye, elofordulasa és életmodja

A jaguér természetes ¢léhelye az amerikai kontinens. Az Amerikai Egyesiilt
Allamok délnyugati teriileteitdl és Mexikotol egészen Paraguay és Argentina északi
teriiletéig fordul el6. Az Amerikai Egyesiilt Allamok teriiletén jelenléte korlatozott,
Gijabban Arizona, Uj Mexiko és Texas teriiletein észleltek egyedeket.

A jaguar altaldban maganyos életmodot folytat, ez alol kivételt képez az utddait
neveld anya. Ennek ellentmond, hogy kis szamban ugyan, de vannak feljegyzett
megfigyelések egyiitt €16 €és vadaszé jaguarokrol. Természetben a ndstények territoriuma
nagyjabol 10 km? mig a himeké 28-40 km? (Rabinowitz, Notthingham és Nottingham Jr.,
1986). Foleg eséerddkben ¢él, és habar a siirii erdéket részesiti elényben, megtalalhatd mas
mocsaras teriileteken, vagy akér fiives pusztdkon is. A viz kozelsége fontos meghatarozé
tényez0 a territorium kijelolésekor. A tobbi macskafélével ellentétben kifejezetten szeret
uszni.

A jaguar a nap mintegy kétharmad részét aktiv taplalékkereséssel €s taplalkozassal
tolti. Opportunista ragadozonak tekinthet6. Harapasa erds, a pancélos hiilldket pancéljuk
atharapasaval képes megdlni, mig a krokodilok esetében azok koponydjat is meg tudja
roppantani fogaival. A vadonban gyakori taplalékallata tobbek kozott a capybara
(Hydrochoerus hydrochaeris), a kajman (Caiman crocodilus, C. yacare), a pekarifélék
(Tayassu spp.), a kilencoves armadillo (Dasypus novemcinctus) és az ormanyosmedve
(Nasua nasua) (AZA, 2016). Taplalkozaskor a jaguar napokig a zsakmany mellett
maradhat, vagy magaval viheti azt territériuman beliil. A taplalkozasok kozott eltelt id6

nagyban fligg az elejtett taplalékallatok testméretétdl.
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3.1.4 Szaporodasa és utodnevelése

A fogsagban tartott ndstények 12-24 honapos korban valnak ivaréretté, mig ez a
himek esetében 24-36 hénapos korban kovetkezik be. Allatkerti adatok szerint az elsd
alom ellésekor a néstények atlagos életkora 6,7 év (n=381), mig himeknél az els6 sikeres
fedezéskor az életkor atlagosan 5,9 év (n=101) (AZA, 2016).

Sadleir (1966) valamint Wildt és mtsai. (1979) egy-egy ndstény jaguar ivari
ciklusat vizsgaltak a londoni Zoological Society, illetve a texasi Gladis Porter
allatkertekben. Kutatasuk alapul szolgal a jaguarrél elérheté mai szaporodasbioldgiai
ismeretekhez. Sadleir 10 6sztruszciklust jegyzett fel, ahol az 6sztrusz atlagos hossza 12,9
nap volt (hossztartomanya: 6-17 nap), mig az Osztrusz ciklus atlagosan 42,6 napig tartott.
Wildt tanulmanyaban novembertél augusztusig 7 Osztruszciklust emlit, ahol az atlagos
Osztrusz 12 napig tartott, mig az Osztrusz ciklus hossza 31 és 63 nap kozott valtozott,
atlagban pedig 47,2 nap volt. A kodfoltos parducokkal ellentétben ebben a fajban spontan
ovulacié nem volt megfigyelhetd (Brown és Wildt, 1997). Az 6sztrusz jelenlétére ivarzasi
tiinetek utalnak, mint példaul a lordosis, flehmen-reakcio, vokalizacid, hempergdzés vagy a
jelolovizelések megndvekedett mennyisége. A ndstény megndvekedett érdeklodést mutat a
him irdant, megnd a nem-agressziv fizikai érintkezés, valamint a kdolcsonds &polas
mennyisége.

A vemhesség atlagos hossza 91-111 nap. A kdlykok megsziiletése utdn a néstény
nem toleralja a him jelenlétét, mivel az a kolykoket timadja, vagy akar megolheti és meg is
eheti azokat. Fogsagban az egyébként egyiitt tartott allatok esetében sem keriilhet vissza a
him a ndsténnyel k6zds kifutdba az utdodok elvalasztasaig. A kolykok altalaban 1,5-2 éves

korban valnak kiilon anyjuktol.

3.1.5 Fajmegdrzés

A ma €16 36 vadmacskafajbol 23 fenyegetett vagy veszélyeztetett statuszban van
természetes elterjedési teriiletének legalabb egy részén. A jaguar az IUCN Vords Listajan
jelenleg a ,,Mérsékelten fenyegetett faj” besorolas ala esik. Azok a taxonok sorolhatok ide,
melyek az él6hely és populaciodinamikai vizsgédlatok alapjan nem sorolhatdk a ,,Stlyosan
veszélyeztetett”, a ,,Veszélyeztetett”, a ,.Sebezhetd” valamint a ,Nem fenyegetett”
kategoridk egyikébe sem, de a vizsgalatok adatai arra utalnak, hogy a kozeljovében
feltételezhetben meg fognak felelni ezen kritériumoknak (International Union for

Conservation of Nature and Natural Resources, 2008).
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A populacié csokkenésének f6 okai az erddirtdsok, a természetes ¢éldhelyek
megsemmisiilése, illetve széttagolddasa, valamint az ember-allat konfliktusok. In situ és ex
situ  természetvédelmi erdfeszitések egyarant sziikségesek ezen fajok kihalasanak
elkeriilése érdekében. A jagudr természetes élOhelyeinek megdrzésére készitette el a
Panthera non-profit szervezet a Jaguar Corridor Initiative-t, amelynek célja a fragmentalt
¢lohelyek Osszekotése €s megdrzése Mexikotol Argentindig, ezzel segitve a faj genetikai
integritasdnak megdrzését, ¢és eldsegitve annak fennmaradasat. Tovabba nemzetkozi
oktatasi programok indultak, a helyi szakemberek tovabbképzését és ezaltal az in situ
kutatasok fejlesztését tlizve ki célul (Swanson és Brown, 2004). A jaguar a Washingtoni
Egyezmény (CITES) 1. fiiggelékébe sorolt fajok kozé tartozik. Az 1. fiiggelék a
legveszélyeztetettebb allatok ¢€és novények védelmére késziilt, és tiltja ezen fajok
nemzetkozi kereskedelmét, kivéve azon esetekben, amikor a szallitds hatterében nem
kereskedelmi tevékenység all, hanem példaul tudomanyos kutatdbmunka. A jaguar
vadaszata természetes €él6helyén tiltott, de az orvvaddszat nagy mértékben fenyegeti az
allatallomanyt, valamint a helyi gazdakkal fennall6 konfliktusok miatt is még mindig
szamos allat vesziti életét.

Az ex situ fajmegérzési torekvések egyike a fogsagban tartott populaciok
méretének novelése. A jagudr a vadmacskafélek koziil kozepesen jol szaporodik
fogsagban, de a tartdsi viszonyok ¢és az allatok egymashoz vald viszonyuldsanak
optimalizdsan nagyon sok mulik. Ez utobbihoz segitséget nyujt a ndstény allatok ivari
ciklusanak ismerete, amely sziikség esetén egy mesterséges megtermékenyitéshez is jo
alapot adhat. Ismereteink szerint jaguarban még nem tortént sikeres mesterséges
megtermékenyités. Az ivari ciklus feltérképezése az ivari hormonok szintjének és

valtozasainak végigkovetése révén lehetséges.

3.2 Hormonanalizis

3.2.1 A hormonmérés mintdi

Az endokrinologiai vizsgalatokhoz sokdig a vérmintak hasznalata volt az
egyértelmii valasztds. Mivel a hormonok nagy része a transzport folyamatokhoz a
veérkeringést veszi igénybe, igy a vér optimalis kdzeget nyajt a vizsgalt allatban lezajlo
endokrinologiai valtozasok megitélésére. Ez a mddszer jol miikodik hazi- és laboratoriumi
allatok, valamint emberek esetében, ellenben kevésbé eldnyds vad és allatkerti allatok

vizsgalatanal. A vadallatokbdl torténd vérvételhez sokszor fizikai vagy kémiai megfékezés
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sziikséges, mely az dallat lehetséges egészségkarosodasa mellett az eredményeket is
negativan befolyasolhatja (Kersey ¢és Dehnhard, 2014). Mivel altaldban nem csak egy
alkalmi mintavételr6l van szd, az allat sokszorosan ki van téve a vérvétel okozta stressznek
és kockazatnak, valamint a stressz-indukalta mellékvese eredeti hormonvalasz
modosithatja IS a reproduktiv hormonok leadasat és miikodését, ezzel fals értékeket
eredményezve (Moberg, 1985). Tovabba a vérvételhez eszk6zok és képzett szakemberek
sziikségesek, ezzel sok helyen limitadlva a mintagytijtés lehetoségét.

Endokrinologiai vizsgalatok végezhetdk tovabba a nyalbdl, ahol szamos szteroid és
peptid hormon megtalalhaté valtozatlan formaban (Groschl, 2008). Mivel azonban a
mintdk beszerzése vagy a kicsoppend nyal Osszegyiijtésével, vagy a szajlireg belsejébol
mintavételi tampon segitségével torténhet, vadallatokban ez a modszer sem alkalmazhato
korlatozasok nélkiil. Ez igaz a sz6rmintabdl torténd hormonvizsgalatokra is.

A hormonok metabolizmusuk soran inaktivalodnak és  kivalasztodnak.
Zsiroldékony hormonok (pl. szteroidok, prosztaglandinok stb.) gyakran konjugalodnak a
majban, majd kivalasztodnak a bélsarban és vizeletben (Palme, 2005). Tovabba peptid
hormonok a vese glomerulusan atsziirve kivalasztodhatnak a vizeletben is (Kersey és
Dehnhard, 2014). Mivel a kivalasztas mértéke aranyos a vérben keringé hormonszinttel, az
excretumokbol nyert értékekbdl kovetkeztethetiink a szervezet hormondlis allapotara. A
kivalasztott hormonok koziil a szteroidok vannak jelen a legnagyobb mennyiségben ¢és
ezek a legellenallobbak a bomlassal szemben. A vizelet és bélsar felhasznalasa endokrin
vizsgalatokban nagy mértékben szélesitette a szaporodasbioldgiai szempontbodl vizsgalhatd
fajok skalgjat (Lasley és Kirkpatrick, 1991; Schwarzenberger és mtsai., 1996; Brown,
2006; Schwarzenberger és Brown, 2013). A mintdk gytijtése, kiilondsen a bélsar esetében
konnyen és koltségtakarékosan megoldhatd fogsagban tartott vadallatok esetében. In situ
természetvédelmi ¢és fajmegdrzési programok esetében az egyedi azonositas ugyan
nehézkes, de ez a modszer sikeresebben alkalmazhatd, mint a vérvizsgalat.

Hazimacskaban (Felis catus) majdnem az Gsszes reproduktiv szteroid hormon a
bélsarban keriil kivalasztasra (Shille és mtsai., 1990; Brown és mitsai., 1994), igy

vadmacskdk esetében is a bélsarvizsgalat szamit az elsddleges modszernek.

3.2.2 Hormonmérési modszerek
Hormonkoncentraciok mérésére immunoassay modszerek hasznalatosak. Az
immunoassayk miikodési elve az antigén, azaz a vizsgalando molekula (pl. szteroid) és

ugyanazon antigén jelolt forméja kozotti, az antitesthez vald kotddésért torténd
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kompeticién alapul. A jelolés torténhet radioaktiv izotép (RIA), enzim (EIA) vagy
luminophor anyag (CLIA) segitségével. A RIA vizsgalatok szamos eldnnyel rendelkeznek,
pl. a vizsgalatok konnyen megismételhetdk, precizek és a kittek ara viszonylag olcso.
Ellenben nagy hatranyuk, hogy hasznéalatuk sordn radioaktiv anyagokat kell haszndlni,
tarolni és megsemmisiteni, ami a jelentds kockazati tényez6k mellett szamos plusz
intézkedést és engedélyt von maga utan a hasznal6 intézmény szamara (Graham és mtsai.,
2001; Kersey ¢s Dehnhard, 2014). Az elérhetd EIA kittek szamaban az elmult
¢évtizedekben hatalmas ndvekedés kovetkezett be, és egyre inkdbb datveszik a
radioaktivitason alapuld vizsgalatok szerepét az endokrinoldgiai kutatdsokban. A CLIA
modszer eldnye, hogy nagyobb szenzitivitasi, mint a konvencionalis kolorimetris
modszerek, ¢s nem igényel hossza inkubaciés idoket, valamint leallitdo reagens hasznalatat
sem, ellentétben pl. az EIA-val. Ellenben a jelenleg elérheté CLIA kittek a hormonok
vérben keringd forméjara vannak optimalizalva és az excretumban talalhatd metabolitok
kimutatasara nem alkalmasak (Kersey €¢s Dehnhard, 2014). Habar a a CLIA, specificitasa
miatt, idével biztosan szélesebb korben lesz hasznalatos, mint mas immunoassayk, ez csak
akkor valik elképzelhetdvé, ha olyan csoport-specifikus antitestekre optimalizalnak,
melyek tobb, szerkezetileg hasonl6 szteroid felismerésére képesek (Mostl, Rettenbacher és

Palme, 2005).

3.2.3 Hormonok

A Felidae csaladd szamos fajaban végzett endokrinologiai vizsgalatok arra engednek
kovetkeztetni, hogy bar az ivari hormonok metabolizmuséanak jellegzetességei evoliicidésan
megtartottak a taxonon beliil, a hormonok koncentracidja €s kivalasztasi jellegzetességei

sokkal inkabb fajspecifikusak (Brown, 2006).

3.2.3.1 Osztrogének

Az 6sztrogénszteroidok a 18 szénatomot tartalmazod 0sztranvazbol allo vegytiletek
csoportjaba tartoznak. N6i nemi hormonok, melyek termeléséért az ovarium theca interna
¢s granulosa sejtjer €s kis részben a mellévesekéreg felelds (Frenyd €s Rudas, 1995).
Szintézisének eldanyaga a koleszterin, melybdl tobb lépésen 4t androsztendion, majd
Osztradiol, Osztriol és Osztron keletkezik. Hatdsai tobbek kozott a méhnyalkahartya
proliferacidja és elokészitése a pete bedgyazodasara, valamint a nyakcsatornaban hig

valadék képzddésének serkentése, mely megkonnyiti a spermiumok mozgésat.
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crer

vadmacska fajokban is a 0Osztrusz ciklus monitorozasanak. A metabolitok megoszlasa
hasonlo az Osszes vizsgalt Felidae fajban, habar a kivalasztott mennyiségben jelentds
eltéréseket talaltak. Az ocelot (Leopardus pardalis), tigrismacska (Leopardus tigrinus),
hosszafarki macska (Leopardus wiedi), pusztai macska (Otocolobus manul) és
halaszmacska (Prionailurus viverrinus) esetében az atlagos értékek magasabbak voltak:
alapértékek >60 ng/g, csucsok >800 ng/g; mig gepard (Acinonyx jubatus), kodfoltos parduc
(Neofelis nebulosa) és a Panthera fajok vizsgalt képviseldi esetében az értékek joval
alacsonyabbak voltak: alapértékek <50 ng/g, csucsok <500 ng/g (Brown és mtsai., 1995,
1996; Moreira és mtsai., 2001; Young és mtsai., 2004; Brown, 2006). Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a testméretiik szerinti besorolas alapjan ,,kis” vadmacska fajok magasabb
Osztrogén metabolit koncentraciokkal rendelkeznek. Ismereteink szerint Osztrogén
koncentracid mérésére az ivari ciklus végigkovetése céljabol jaguarban még nem volt

kisérlet.

3.2.3.2 Progeszteron

A progeszteron a szexualszteroidok csoportjaba tartoz6 hormon. Szintézisének
eldanyaga a koleszterin, mely koleszterinészter formajaban nagy mennyiségben tarolodik a
sejtekben a szintéziséhez sziikséges C-vitaminnal egyiitt. A progeszteront az ovarium
theca-, granulosa- és luteinizalt sejtjei termelik. A koleszterinbél a mitokondriumban a
dezmoldz enzim hatdsara pregnenolon képzddik, amibdl aztdn az endoplazmatikus
retikulum microsoma-frakcidiban kialakul a progeszteron. A vérben SHBG-hez kototten
szallitodik, majd a méajban metabolizalodik és az excretummal iiriil a szervezetbdl (Frenyo
¢s Rudas, 1995). A progeszteron felelds a vemhesség fenntartasadért annak kezdeti
szakaszan, a méhizomzatban anti0sztrogén hatast fejt ki, az emldben pedig a
mirigyallomany fejlédését segiti.

A Dbélsarban mért progesztagén koncentraciok az Osztrogén metabolitokéhoz
hasonloan a fajok k6zo6tt nagy valtozatossagot mutatnak. A mért csucsértékek 30-300 pg/g
koncentracio kozott valtoznak a kddfoltos parduc (Neofelis nebulosa), gepard (Acinonyx
jubatus), tigris (Panthera tigris) és pusztai macska (Otocolobus manul) esetében, mig a
leopardmacska (Prionailurus bengalensis) esetében a cstcsértékek meghaladtak a
2000ug/g koncentraciot (Brown és mtsai., 1994, 1995; Moreira és mtsai., 2001; Brown,
2006).
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Az 5a-pregnan-3a-ol-20-on az egyik dominans progeszteron metabolit a
nagymacskak bélsaraban. Jaguarban Umapathy és mtsai. (2013) mérte az Sa-pregnan-3a-
26000 ng/g koncentracidk kozott mozogtak. Az altaluk fejlesztett EIA alacsony
keresztreaktivitdst mutatott mas metabolitokkal, igy csak ezen metabolit értékérél van

jaguar esetében publikalt adat.

3.2.3.3 PGFM

Az eikoszanoidok (més néven zsirszerli antakoidok) 20 szénatom tartalmu
szénhidrogének. Ide tartoznak a prosztaglandinok, tromboxanok, leukotriének és lipoxinok.
A prosztaglandinokat A-I csoportokra osztjuk a ciklopentan gytiriin 1évé oxigén és kett6s
kotések szama szerint. Szintézisiik eldanyaga membranfoszfolipid, melybdl eldszor
arachidonsav, majd a cikloxigenaz iton keresztiil tobb 1épésben PGF», keletkezik (Frenyo
¢s Rudas, 1995). PGF,, rovid félidovel rendelkezik a szervezetben, €s metabolizacid utan
PGFM formajaban iiriil a vizeletben és bélsarban egyarant.

A prosztaglandinok kis mérete és termelésének sokszor fajra specifikusan torténd
parakrin szabalyozasa megnehezitette a hormon bioldgiai potencialjanak meghatarozasat
vadmacska fajokban. A hormon hasznalatanak fontossaga az ibériai hiuz (Lynx pardinus)
és az eurazsiai hiuz (Lynx lynx) esetében meriilt fel elséként, ahol az Osztrogén és
progeszteron metabolitok egyike sem alkalmas a vemhesség és alvemhesség elkiilonitésére
faji sajatossdgok miatt. Itt a PGFM jo biologiai indikatornak bizonyult a vemhesség
megallapitasara (Kersey és Dehnhard, 2014). Ezt kovetd vizsgalatok alkalméaval a PGFM
koncentraciok mérése szamos mas Felidae faj, tobbek kozott a jaguar esetében is igéretes
eredményeket mutatott (Dehnhard és mtsai., 2012, 2015; Dehnhard, Naidenko és
Jewgenow, 2014).
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4 Ceélkituzések

Ezen kutatas célja az ARTIS Amsterdam Royal Zoo ndstény jaguarjanak
hormonalis alapon torténé vemhességdiagnosztikaja progeszteron és PGFM hormonok
szintjének mérésén keresztiil. Az egyedi, allatkerti-szintli megfigyelések mellett célunk
bdéviteni a jaguarokrol jelenleg elérhetd hianyos szaporodasbioldgiai ismereteket, ¢és

felmérni a vizsgélatukra jelenleg elérhetd tesztek alkalmazhatdsagat.
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5 Modszerek
5.1 Vizsgalati alanyok

A kutatas vizsgalati alanyai az amszterdami allatkert ndstény és him jaguarja. A 12
éves him, Mowgli 2004. oktober 27-én sziiletett a franciaorszagi Zoo Parc de Beauval-ban
(2. abra). A 7 éves ndstény, Rica 2010. augusztus 29-én sziiletett a németorszagi Krefeld
allatkertjében (3. abra). Mindkét allat az emmeni Wildlife Adventure Zoo tulajdonabol

2016. november 29-én érkezett az amszterdami allatkertbe.
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2. abra: Mowgli 3. abra: Rica

5.2 lvarzasi viselkedés-megfigyelés

Az amszterdami allatkertben a ndstény és him jagudr az 4. abran megjelolt
kifutéban van elhelyezve. A benti kifuté a kozépen lathatd sziklaatjard alatt talalhato,
harom elkiilonithetd ketrecre osztott belsé részbol és gondozdi helységbol all. A
sziklalépcso elvalasztja egymastol a két kifutdt, de a latogatok szdmara megmaszhato, igy
még egy szOogbdl ralatast nyljt az allatokra.

Az allatok a 2016. decemberi integralodas soran naponta cseréltek kinti kifutot,
ezzel segitve a hellyel, valamint az egymas illatanyagaival valo ismerkedést. A Kinti
kifutokban 1évé 4llatok szaméra, a sziklalépcsd miatt, nincs lehetéség egymas
megfigyelésére, de egymds megismerése az auditorikus ¢és olfaktorikus ingerek
Osszegyujtésével azonnal megkezdddott. A sikeres paroztatds eldsegitése érdekében az
AZA iranyelveket kovettiik az allatok osszeengedését illetden. Az dsszeengedés gondozoi
feliigyelet mellett tortént, szétvalasztasukra barmikor készen dallva, majd pozitiv
eredmények esetén az egyiitt toltott id6 mennyisége naprdl napra nétt. A viselkedés-
megfigyelés kiterjedt az allatok egymashoz vald viszonyulasara, az agresszid mértékére,

Rica esetében az ivarzasi tiinetek jelenlétére, valamint parzési viselkedés meglétére.
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4, dbra: Jaguarkifutdo komplexum az amszterdami ARTIS allatkertben.

5.3 Bélsar- és vizeletgyiijtés

A bélsar és vizeletmintdk gyljtésére a reggeli kifuté karbantartasi munkak soran
keriilt sor. Az allatok ez id§ alatt az elkiilonitett kiilsé kifutokban tartozkodtak. A vizelet
gylijtése a kifutd aljzatardl pipettdval tortént Vacutest vizeletgy(ijté csovekbe. A
vizeletgyiijtés opportunisztikus jelleggel tortént, a gylijtés nehézsége a kis mintaszamban is
tikrozodik. A fellelhetd bélsarmintak datummal ellatottan zacskokba keriiltek (5. abra).
Mindkét mintatipus a gy(ijtés utani lehetd legrovidebb idén beliil lefagyasztasra keriilt és a
ghenti Allatorvostudomanyi Egyetem endokrinologiai laboratoriumaba torténé szallitasig
-20°C-on tarolédtak. -20°C-on tarolva a mintdk tobb honapig, akér évig eltarthatok
karosodas nélkiil (Khan és mtsai., 2002; Palme és mtsai., 2013).
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5. abra: Bélsarminta felcimkézett zacskoban

5.4 Hormonszintmérés

A vizsgalatokhoz 8 darab bélsar-, és 3 darab vizeletmintat hasznaltunk fel. A
mintdkbol két hormon szintjét mértiik: progeszteron és PGFM. A bélsarmintdk a
viselkedési paraméterekkel Osszevetve hidrom csoportba oszthatok. A bélsarmintakbol

idérendben az els6 harom minta — december 21., december 26., és januar 6. —
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feltételezhetden a normal ivari ciklus miikodésének egy-egy értékét mutatja, potencialisan
alapértéknek tekinthetd, mivel e datumokndl a vemhesség lehetosége teljességgel
kizérhato. Az idérendben negyedik és 6todik mintdk — aprilis 5. és majus 17. — esetében
mar fenndll egy esetleges korai vemhesség megléte, de ugyanakkor lehetnek alvemhes
vagy normal ciklusos minték is. Az utolsé6 harom minta — janius 6., junius 11., és jinius 18.
— potencialisan késé vemhességi fazisbol szarmazik, vagy normal ciklusos miikddést
mutat, amennyiben nincs vemhesség.

A vizeletmintdkat a bélsarmintak kiegészitéseként vizsgaltuk. Az elsé minta (januar
5.) az els6 csoportos bélsarmintakkal esik egy megitélés ald, mig a masik két vizeletminta

(jinius 8., junius 10.) az utolsé csoport idopontjaival fésiilhetd ossze.

5.4.1 Minta elokészitése

A minték felhasznalas eldtt egy minimum 24 6ras fagyasztva-szaritdson estek at.
Ezzel értiik el, hogy a vizsgalatokhoz szarazanyag-tartalmat vehessiink alapul, amely
lehetdvé teszi az inter- és intraciklusos megfigyelések 0sszehasonlitasat. A szaritas utan a
bélsarmintdkat megoroltik, és amennyire lehetséges volt, az emésztetlen szér- ¢és
csontmaradvanyok eltavolitasra keriiltek. A bélsarmintdk esetében ezutan a szteroid
extrakcié kovetkezett.

A vizeletmintakat miianyag tolcsér segitségével egy pamut filteren atsziirtiik 15 ml-
es polipropilén laboratériumi csovekbe. A vizeletmintdk esetében nincs sziikség szteroid

extrakcios 1épésre, igy ezeknél mintdknal az EIA kovetkezett.

5.4.2 Szteroid extrakcio
200 mg tomegl Orolt szaraz bélsarmintdkat mértiink ki 15 ml-es polipropilén
laboratériumi csovekbe (6. abra). Habar ranézésre némelyik csO tartalma nagyobb

térfogatt, a kimért mintak tdmege minden csében 200 mg bélsarminta Vvolt.

6. abra: 200 mg tomegi szaritott bélsarmintak.
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Ezt kdvet6en a mintakhoz 2 ml ethanolt adtunk, majd a csdveket 30 percig razattuk,
amit 15 perc centrifugalas kovetett percenkénti 5000 fordulatszamon (rpm). A
centrifugalds utdn a csovekbdl egyenként 1 ml feliilluszot atpipettaztunk egy madsik
laboratoriumi cs6be, melyet szaritas kovetett. Majd 100 pl ethanolt adtunk a mintdhoz,
amit vortex-kever6 segitségével elkevertiink. Ezt 400 pl assay puffer hozzaadasa kovette,
ismételt vortex-keveréssel, és utdna 5 perc nyugalmi idészakkal. A vortexezés és az azt

kovetd 5 perces periodus még kétszer keriilt megismétlésre. Ezutan az EIA kovetkezett.

543 EIA
5.4.3.1 Progeszteron

A progeszteron szint mérése a DetectX® Progesterone Enzyme Immunoassay Kit
(K025-H1, Arbor Assays™, Ann Arbor, Michigan, USA) hasznalataval tortént. A kiit az 1.
tablazatban leirt OsszetevOket tartalmazza. A minta felhigitasa el6tt a kitt-specifikus

reagensek elkészitésre kertiltek.

Tétel Mennyiség Megjegyzés
Microtiter lemez 1 darab 96 mélyedési
Progeszteron standard 125 wl specialis stabilizal6 oldatban
) egér monoklondlis progeszteronra
DetectX® progeszteron antitest 3ml . )
specifikus antitest
DetectX® progeszteron 3 progeszteron-peroxidaz konjugatum
m
konjugatum specialis stabilizal6 oldatban
alkalmazaskor deionizalt vagy desztillalt
Koncentralt assay puffer 28 ml _
vizzel 6tszordsére higitando
alkalmazaskor deionizalt vagy desztillalt
Koncentralt moséfolyadék 30 ml _
vizzel hliszszorosara higitando
TMB szubsztrat 11 ml
Leallito oldat 5ml IM soésav oldat
Microtiter lemez lezaro 1db

1. tdblazat. A DetectX® Progesterone Enzyme Immunoassay Kit 6sszetevoi.
A vizeletmintak higitasa 1:10 aranyban tortént, ellenben a bélsarmintak higitasahoz

nem allt rendelkezésre korabbi optimalis higitasi arany. A potencialis higitasi faktorok

kivalasztasa a mas vadmacska fajok irodalmi értékei alapjan tortént. Referenciaként a
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kodfoltos parduc (Neofelis nebulosa) értékeit hasznaltuk fel, melyek progesztagénekre a
100-400 ng/g savban mozogtak (Brown és mtsai., 1995; Brown, 2006). Az értékek
tikrében harom higitasi ardnyt valasztottunk: 1:8 aranyu higitdst (aminek tartomanyon
kiviil kellett esnie véarakozdsaink szerint), az 1:800 ardnyu higitadst (ami progeszteron
alapértékeket hivatott képviselni) és 1:80000 aranyu higitast (ami megfeleld lehet lutedlis
fazisu/alvemhes/vemhes progeszteron értékek detektalasara).

Minden microtiter lemezen alkalmaztunk negativ kontroll mélyedéseket, a nem-
specifikus kotddés (NSB) kisziirésére, valamint pozitiv kontroll mélyedéseket (maximum

binding wells, Bo). A Kitt protokoll részletes leirasat a 2. tablazat tartalmazza.

Mennyiség _
Lépés Munkamenet ' Megjegyzés
vagy 1d6
1. minta vagy standard hozzaadéasa 50 pl minden mélyedésbe
2. assay puffer hozzaadasa 75 ul negativ kontroll mélyedésbe
3. assay puffer hozzaadasa 50 ul pozitiv kontroll mélyedésbe
DetectX® progeszteron '
4, ' 25 ul minden mélyedésbe
konjugatum
. minden mélyedésbe, kivéve
5. DetectX® progeszteron antitest 25 ul
negativ kontroll
6. lemezlezard felhelyezése
hibas razas 45%-kal csokkenti
7. razas szobahémérsékleten 2 ora
a kotédés mértekét
minden mélyedést négyszer
8. oblités mosofolyadékkal 300 ul
atobliteni
9. szaritas torlokenddvel
10. TMB szubsztrat hozzdadasa 100 minden mélyedésbe
11. inkubécid szobahdmérsékleten 30 perc razas nélkiil
12. leéllito folyadék hozzaadasa 50 ul minden mélyedésbe

2. tablazat: DetectX® Progeszteron EIA Kit protokoll menete.

A folyamat leallitasa utan a Emax Plus Microplate Reader ((Molecular Devices,
LCC, Sunnyvale, California, USA)) lemezolvasoval leolvastuk az egyes mintak optikai
denzitasat 450 nm hullamhosszon. Majd az % B/Bo = 100*[(Odstandara — ODnsg)/(ODgo —

OD nsB)] egyenlet kiszamitasa utan (SoftMaxPro Software, version 6.4.1, Molecular
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Devices, LCC, Sunnyvale, California, USA) a 4 PLC hasznalataval megalkottuk a standard
gorbét. Az % B/Bo gorbe alapjan megkapott koncentracidokat megszorozva a higitési
faktorral kaptuk a mintdk hormonszint értékeit.

A Kitt keresztreaktivitasi értékei a kovetkezok: progeszteron (100%), 3B-hydroxy-
progeszteron (172%), 3oa-hydroxy-progeszteron (188%), 11B-hydroxy-progeszteron
(2,7%), 1la-hydroxy-progeszteron (147%), Sa-dihydroprogeszteron (7,0%) és
pregnanolon (5,9%).

5432 PGFM

A PGFM mérésére a DetectX® 13,14-dihydro-15-keto-PGF20 (PGFM) Enzyme
Immunoassay Kitet (K022-H1, Arbor Assays™, Ann Arbor, Michigan, USA) hasznaltuk.
A Kkitt elsédlegesen hitizokon lett kifejlesztve, de azdta szamos mas vadmacska fajban

igéretes eredményeket mutatott. A Kitt a 3. tablazatban leirt 6sszetevoket tartalmazza.

Tétel Mennyiség Megjegyzés
Microtiter lemez 1 darab 96 mélyedési
PGFM standard 125 wl specialis stabilizal6 oldatban
) nyul poliklonalis PGFMre specifikus
DetectX® PGFM antitest 3ml )
antitest
DetectX® PGFM konjugatum 3mil specialis stabilizalo oldatban
alkalmazaskor deionizalt vagy desztillalt
Koncentralt assay puffer 28 mi .
vizzel 6tszordsére higitando
alkalmazaskor deionizalt vagy desztillalt
Koncentralt mosofolyadék 30 ml .
vizzel hiszsorosara higitandé
TMB szubsztrat 11 ml
Leallit6 oldat 5ml 1M sodsav oldat
Microtiter lemez lezaro 1db

3. tablazat: a DetectX® 13,14-dihydro-15-keto-PGF2a (PGFM) Enzyme Immunoassay Kit

Osszetevoi.

A vizeletmintak higitdsa ez esetben is 1:10 aranyban tortént. A bélsarmintak
esetében a Dehnhard és mtsai. (2015) eredmények alapjan 1:8 és 1:800 higitasi aranyokkal
dolgoztunk; eldbbiek az alapértékeket, mig az utébbiak a vemhességi hormonszintet

céloztak meg.
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A protokoll részletes leirasa a 4. tablazatban talalhato.

Mennyiség _
Lépés Munkamenet ‘ Megjegyzés
vagy id6

1 minta vagy standard hozzaadasa 50 ul minden mélyedésbe
2 assay puffer hozzaadasa 75 ul negativ kontroll mélyedésbe
3. assay puffer hozzaadasa 50 ul pozitiv kontroll mélyedésbe
4 DetectX® PGFM konjugatum 25 ul minden mélyedésbe

minden mélyedésbe, kivéve
5. DetectX® PGFM antitest 25 ul

negativ kontroll
6. Lemezlezaré felhelyezése
hibas razas 45%-kal csokkenti
7. Rézés szobahdmérsékleten 1 ora
a kotédés mértékét

minden mélyedést négyszer

8. oblités mosofolyadékkal 300 ul )
atobliteni

9. szaritas torlokenddvel minden mélyedésbe
10. TMB szubsztrat hozzdadasa 100 pl minden mélyedésbe
11. inkubécid szobahdmérsékleten 30 perc razas nélkiil
12. leéllito folyadék hozzaadasa 50 ul minden mélyedésbe

4. tablazat: DetectX® 13,14-dihydro-15-keto-PGF2a (PGFM) EIA Kit protokoll menete.

A folyamat leallitdsa utdn a progeszteron mérésnél mar részletezett moédon lemértiik
a mintak optikai stirliségét 450 nm hulldmhosszon és kiszdmoltuk a mintdkban jelenlévo
PGFM koncentraciot.

A Kitt keresztreaktivitasi értékei az alabbiak: PGFM 100%, PGEM 1,5%. Az
anyamolekula (PGF.,), valamint mas metabolitok, pédaul a tetranor-PGFM és a 11p-

PGF2a esetében a keresztreaktivitas mar 0%.
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6 Eredmények
6.1 Viselkedés-megfigyelés

Az allatok 2016. november 29-én érkeztek az allatkertbe. Az elsé két hét a
kifutokkal tortén6 ismerkedéssel telt, majd az allatok az AZA iranyelv (AZA, 2016)
betartasa mellett k6zos kifutdba kertiltek. Megfigyeléseinket az 5. tablazat tartalmazza.

Kifutéban Ivarzasi
Datum egyuﬁ1 goltott tiinetek Kopulacio Megjegyzések
2016.12.16 ar perc nincsenek nincs cls6 probalkozds,
T parp mindkét allat agressziv
2016.12.28. 10 perc nincsenek nincs klfe]ezeﬁr:g;erakcm
2016.12.29. 14 perc nincsenek nincs Moweli agressziv -
szétvélasztas
2017.01.02. 1 ora nincsenek nincs qugll udvarqlna, de
Rica nem fogékony
2017.01.04. 2 ora nincsenek nincs MO.Wg“ udvaro,lna, de
Rica nem fogékony
mint el6z6 napokban,
2017.01.05. 2 ora nincsenek nincs de agresszivabb
viselkedés
i s . ¢jszakdra még
2017.01.09.-10. nappal vannak | probalkozasok elkiilénitve
2017.01.11.-18. egész nap vannak van tobbszori kopulécio
2017.01.19. 1 6ra nincsenek nincs agresszlv V,ls..eu(edes’
kisebb sériilések
2017.02.16. teljes délutan | nincsenek nincs nincs interakcio
Mowgli udvarolna, de
2017.02.17. teljes délelott nincsenek nincs Rica nem fogékony,
agresszivva valik
2017.02.20. par perc nincsenek nincs nagy mértékii agresszid
2017.03.12. nincs vannak nincs cgesz nap .k(,)l(fs,onos
vokalizacid
2017.03.13.-14. egész nap vannak van tobbszori kopulécio
2017.03.15.-19. |  egész nap vannak nincs megﬁgyﬁ}aé‘;’p‘ﬂam
2017.03.20. par ora nincsenek nincs megflove,k e(,iett .
agresszio, szétvalasztas
nincs interakcio,
2017.04.20-23. egész nap nincsenek nincs moderalt agresszio,
04.23. szétvalasztas

5. tablazat. A jaguarok viselkedésénék megfigyelése, tekintettel az agresszido mértékére, az ivarzasi

tiinetek és parzasi viselkedés meglétére.
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Az eredményekbdl kitlinik, hogy a kezdeti id6kben az egymas iranti teljes
kozombosség €s kifejezett agresszid valtotta egymast. Agressziv viselkedés esetén az
allatok a nap hatralevd részére szétvalasztasra keriiltek. Rica ivarzési tlineteket elso
alkalommal januar 9-én mutatott. Ekkor jelentésen tobbet hempergett, valamint megnétt a
vokalizacid6 mértéke ¢és a jelolések stirisége is. Mowgli jelenlétére és kozeledésére
fogékony volt, és par nap 6sszeszokas utan tobbszor is igéretesnek tiind parzasi viselkedést
mutattak. Rica janudrban 10 napig mutatott ivarzési tiineteket. Az ivarzasi tlinetek
kovetkez6 megjelenése marcius 12-én kdvetkezett be. Ez nagyjabol 62 nap hosszl 6sztrusz
ciklusra enged kovetkeztetni. Marciusban az Osztrusz hossza ivarzasi tiinetek megléte
alapjan nagyjabol 8 napra tehetd.

A marciusi 6sztruszt és kopulaciot kdvetden aprilisban, méjusban, illetve janiusban
Rica nem mutatott ivarzasi tiineteket. Az eredménytelen aprilisi 6sszeengedés utan Gjabb
Osszeengedés nem tortént.

Rica rendszeres testtomeg-méréseken esett at (7. abra); a kezdeti idészakban
havonta tobbszor, majd marcius kivételével havonta. Testtomege majus kézepén 58,5 kg
volt, mig junius 8-4n, nem egész harom héttel késdbb, mar 65,0 kg. Az egyértelmdi,
nagymértékii testtomeggyarapodds, valamint az ivarzasi tlinetek megjelenésének
elmaradasa vemhességre engedett kovetkeztetni.

Rica tomege a megfigyelt idészakban ellésig
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7. abra: Rica testtomegvaltozasai a kifuto elfoglalasanak idépontjatol junius 24-ig.
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Rica jinius 27-én visszavonult benti kifutdjaba, és fekve toltotte a nap nagy részét.
Majd junius 28-an 00:24-kor egy, majd 04:31-kor még egy kolyoknek adott életet. Az ellés
¢és a kolykok elfogadasa is komplikaciomentesen lezajlott. Az utolsé marciusi megfigyelt
kopulacié (marcius 13.) és az ellés (junius 28.) kozott 107 nap telt el. Mivel nem jelenthet
ki biztosan, hogy marcius 14. és 19. kdzott tovabbi kopulécié nem tortént, igy a vemhesség
idotartama 101-107 nap. A kolykok szexalasara 1 honapos korukban keriilt sor, egy
néstény és egy him allattal gyarapodott az allatkert allomanya. (8. abra).

8. abra: Harom hetes jaguarkolykok

6.2 Hormonanalizis
A bélsar- és vizeletmintakbdl nyert progeszteron és PGFM koncentraciokat a 6. és

7. tablazatok foglaljak ossze.

Mintagyijtés datuma Progeszteron (ug/g) PGFM (ng/g)
2016.12.21. 59 68,91
2016.12.26. 0,76 31,87
2017.01.06. 0,27 63,18
2017.04.05. 7,76 84,28
2017.05.17. 0,28 43,12
2017.06.06. 9,61 65,41
2017.06.11. 2,76 18,11
2017.06.18. 2,59 34,26

6. tablazat: A vizsgalt bélsarmintakbol mért progeszteron és PGFM értékek. A progeszteron pg/g, a
PGFM pedig ng/g koncentracidoban volt mértheté a mintakban.
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Mintagyiijtés datuma Progeszteron (ng/ml) PGFM (ng/ml)
2017.01.05. 5 10,96
2017.06.08. 3,87 13,97
2017.06.10. 57,56 52,63

7. tablazat: A vizsgalt vizeletmintakbol mért progeszteron ¢s PGFM értékek. A progeszteron és a

PGFM hormonok egyarant ng/ml koncentracidban voltak jelen a mintadkban.

6.2.1 Progeszteron

A bélsarban mért progeszteron értékek pg/g, mig a vizeletmintdkban ng/ml
koncentracioban voltak mérheték. A bélsarmintdknal alkalmazott 1:8, 1:800 és 1:80000
higitasi aranyokbodl csak az 1:800 higitasi mintakbol szarmazo értékek feleltek meg a
kalibracios gorbénknek. A bélsarbol mért progeszteron értékek koziil legalacsonyabb 0,27
pg/g, mig a legmagasabb 9,61 pg/g volt. A vizeletmintdkban mért koncentraciok a
bélsarban mért értékeknél jelentdsen kisebbek voltak. Ez aldtdmasztja azokat a kordbbi
megfigyeléseket, miszerint macskafélékben a szteroidhormonok kivalasztisa csak kis
aranyban torténik a vizelettel (Brown, 2006). A majus 17-i mintaban mért jelentds
koncentraciocsokkenés eddigi faji szaporodasbioldgiai ismereteinktdl eltérd eredményt ad.
Habar a kétféle minta gyiijtési datumai nem megegyezdek, a bélsarban junius 6-rél junius
11-re megfigyelt valtozas iranya ellentmond a vizeletben junius 8-r6l junius 10-re tortént

valtozasnak.

6.2.2 PGFM

A Dbélsarmintakban a PGFM koncentraciok ng/g, mig a vizeletben ng/ml
koncentracioban voltak mérhetdk. Az alkalmazott 1:8 és 1:800 higitasok koziil csupéan az
elobbi felelt meg a kalibracids értékeknek. A bélsdrmintakban a legalacsonyabb meért
koncentracio 18,11 ng/g, a legmagasabb pedig 84,28 ng/g volt. A nem-vemhes téli
kontrollmintakban mért legmagasabb koncentracio 68,91 ng/g volt, ez az 6sszes mért érték
kozil a masodik legnagyobb. A vemhesség ideje alatt az elsd vemhességi mintatol
szamitva a tobbi mintaban a PGFM szintje hullamz6 modon, de folyamatosan csokkent.
Ezzel ellentétesen a vizeletben mért harom érték novekvo tendenciat mutatott, habar a
jelentés mértékli ndvekedés a késéi vemhességi fazisban 13,97 ng/g koncentraciordl 52,63

ng/g-ra két nap alatt kovetkezett be.
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A 9. dbra mutatja bélsarmintdkban mért progeszteron és PGFM értékek egymashoz
viszonyitott alakuldsat. A grafikon két y-tengelyén abrazolt két hormon mennyisége
kiilonb6z6é koncentracio mértékegységekben van feltiintve. A grafikon célja a hormonok
egymashoz viszonyitott tendencidjanak abrazolasa. A megfigyelt iddpontok tobbségében a
progeszteron és PGFM értékek ugyanolyan iranyvonalat kdvetve valtoznak. A vemhesség
idotartama alatt mindkét hormon koncentracioi varakozasainktol eltérd, hullamzo-

csokkeno tendenciat mutatnak.

Progeszteron és PGFM hormon koncentraciok bélsarmintakban
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9. 4bra: A bélsarmintdkban mért hormonkoncentraciok. Az bal oldali kék y-tengelyhez a kék
pontokkal pg/g-ban kifejezett progeszteron koncentraciok tartoznak, mig a jobb oldali piros y-
tengelyhez a piros pontokkal ng/g mértékegységben abrazolt PGFM koncentraciok tarsulnak. A

grafikon jol abrazolja a két hormon egymashoz viszonyitott valtozasait.
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7 Megbeszélés (kovetkeztetések)

Kutatdsunk sordan az amszterdami allatkert ndstény jagudrjanak ivarzasi
viselkedését figyeltik meg, valamint vizsgaltuk a progeszteron és PGFM hormon
koncentraciokat az ivari ciklus és vemhesség kiillonboz6 fazisaiban gyljtott vizelet- €s
bélsarmintdkbol. Megfigyeléseink egy része kovette elvardsainkat, tovabb erdsitve az
elérhet6 irodalmi adatokat. Ezzel szemben a hormonalis vizsgalatunk eredményei t6bb
szempontbol is ellentmondanak a kordbbi vizsgilatokban mért értékeknek €s
tendencidknak.

A Rica altal mutatott ivarzasi viselkedés és tiinetek: hempergés, vokalizacio és
megnovekedett jeldldvizelések mennyisége egyezik a vadmacskakrol eddig birtokunkban
1év6 ismeretekkel (Stehlik, 1971; Wildt, Brown és Swanson, 1998). Januarban az ivarzasi
tiinetek jelenléte alapjan megallapitott 6sztrusz 10, marciusban 8 nap hossza volt, mig az
Osztrusz ciklus hossza hozzavetdlegesen 62 nap volt. Ezek az értékek beilleszthetdk a
Sadleir és Wildt altal megalkotott képbe: elébbinél az dsztrusz hossza 6-17 nap kozott
valtozott, mig az utobbi vizsgalatnal az atlagos érték 12 nap volt. Mig a ciklushosszok
mindketté esetben atlagosan 42 illetve 47 nap korill mozogtak, Wildt emlitést tesz 63
napos ciklusrdl is (Sadleir, 1966; Wildt és mtsai., 1979). Ezek az adatok arra engednek
kovetkeztetni, hogy az ivari ciklus fazisainak hossza intraspecifikusan, s6t az egyén
szintjén is nagy variabilitast mutat.

A vemhesség id6tartamara tobb irodalmi forrds is rendelkezésre all. Feljegyeztek
mar 108 valamint 111 napos (Sadleir, 1966), 103 napos (Stehlik, 1971), és 98 napos
(Umapathy és mtsai., 2013) vemhességet is. Osszességében 91 nap és 111 nap kozotti
hossziisagli gesztacios periodus elfogadottnak szdmit (Wildt, Brown és Swanson, 1998).
Mivel a mi esetiinkben az ovulacidé €és fogantatds pontos idépontja nem ismert, igy a
vemhesség hosszat 101-107 napban allapitottuk meg. Ez a vemhességi tartomany ebben a
fajban élettaninak mondhato.

Korabbi megfigyelések megallapitottak olyan eseteket, hogy a vembhesiilést
kovetden a kovetkezd (vagy akar kovetkezd kettd) Osztrusz még akadalytalanul
megtorténhetett, €s csupan a vemhesség utols6 harmadaban tint el a ciklusos ivari
viselkedés, ezzel is nehezitve a vemhesség detektalasat (Wildt, Brown és Swanson, 1998).
Kutatdsunkban azt tapasztaltuk, hogy a vemhesiilést kdvetden mar nem kovetkezett be a
kovetkezo ivarzasi tliinetek megjelenése. Ennek egyik oka lehet, hogy Rica 0sztrusz ciklusa

kifejezetten hosszinak mondhat6. Amennyiben ez a ciklushossz ebben az egyedben
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kovetkezetesen ilyen hossziisagu, akkor a kovetkezd Osztrusz bekovetkezésekor Rica mar
majdnem a vemhesség harmadik harmadéba 1épett, amely eldrehaladott allapotban a
normalis ciklusos mikddés mar megszint.

Progeszteron koncentracid6 mérésére a vadmacska fajok nagy szdzalékaban sor
keriilt mar. Az ezeknél megallapitott értékek, mint a mar korabban is emlitettem, nagyon
fajspecifikusak, igy nem meglepd, hogy a jagudr esetében 10 értékek ¢és tendenciak
jelennek meg. A laboratoriumi munkanal a kitt hasznalatakor a kddfoltos parduc (Neofelis
nebulosa) értékei alapjan (300-400 pg/g) alakitottuk a higitasi aranyokat (Brown és mtsai.,
1995). A mintakbdl kinyert alacsony koncentraciok fényében a referenciaként hasznalt faj
(Neofelis nebulosa), mint valasztas, ujraértékelendé. A kodfoltos parduc rendszertanilag
nem a jaguar legkozelebbi rokona, igy koztiik nagyobb evolucios kiilonbségek lehetnek. A
szintén Panthera nemzetségbe tartozo tigris (Panthera tigris) vizsgalata soran kisebb
nagysagrendii, 60-100 pg/g progeszteron koncentraciokat mértek (Brown, 2006). Az
altalunk mért értékek maximuma nagyjabol 10 pg/g, mely a Felidae csalad 6sszes vizsgalt
fajadban mért progeszteron koncentracio koziil jelenleg a legalacsonyabb. A mért értékek
ismeretében a modszer optimalizaldsa utan érdemes lenne a koncentraciokat egy ujabb
kisérlet alkalmaval ujravizsgalni.

Az egyetlen progesztagénekhez kdthetd irodalmi adat jaguérban az Sa-pregnan-3a-
ol-20-on vizsgalatara vonatkozik (Umapathy és mtsai., 2013). Az Sa-pregnan-3a-ol-20-on
az egyik bélsarral kivalasztédd, dominans progeszteron metabolit (Schwarzenberger és
mtsai., 1996; Umapathy és mtsai., 2007). A kutatok vizsgalatara sajat EIA modszert
fejlesztettek ki. Az eredmények azt mutattak, hogy a hormonkoncentraci6 a bélsarban a
parzas utani 12. naptol ndvekedett a parzas utani 60. napig. Az ellés napjara (98. nap) a
hormonszint visszacsokkent az Osztruszkor mért koncentraciora. Vemhes jaguarban 8,0
ug/g és 26 ng/g kozotti Sa-pregnan-3a-ol-20-on értékeket mértek. A kutatasunkban
hasznalt kitt keresztreaktivitdsa a pregnanolonnal szemben csak 5,9 %, mig az Umapathy
és mtsai. altal hasznalt EIA modszer nagyon specifikus volt a pregnanolonra, és az altalunk
foleg vizsgalt hydroxy-progeszteronokat nem vizsgalta. A két kutatas ezen okoknal fogva
részletekbe menden nehezen dsszehasonlithato, de a konzisztensen alacsony progeszteron
metabolit koncentraciok arra engednek kovetkeztetni, hogy a Panthera fajokban, és
kiilonosen a jaguarban ezek az alacsony koncentraciok élettaninak tekinthetéek. Ennek
megerdsitésére, valamint a progeszteron metabolitok bélsarban torténd megoszladsanak

megallapitasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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Eredményeinkben  anomalianak  szamit még a majus 17-i minta
progeszteronkoncentracidja, mely egyike a legalacsonyabb mért koncentracioknak. Mas
vadmacska fajokban a progeszteron minimum a vemhesség kétharmadaig (vagy annak
teljes hosszdban) magas szinten marad (Wildt, Brown és Swanson, 1998; Brown, 2006).
Esetiinkben a vemhesség madasodik harmaddban a progeszteron lecsokkent 0,28 pg/g
koncentraciora — mely a téli nem-vemhes értékek alapjan alapértéknek tekintheté —, majd a
harmadik harmadban visszaemelkedett 9,61 pg/g koncentraciéra. Habar a progeszteron-
csucsok jelenléte mas fajokban is jelen van, ilyen drasztikus koncentracid-csokkenés nem
tapasztalhatd. Tovabbi vizsgalatokkal sziikséges elkiiloniteni, hogy a tapasztalt valtozasok
ebben a fajban az élettani vemhességi hormonprofil részei, vagy valamilyen mas okbol
eléforduld egyszeri esetrdl van itt szo.

A kutatasunkban mért PGFM értékek nem kovetik az irodalmi értékeket, és nem
erésitik meg a vemhesség tényét sem. A PGFM koncentracido mérése az elmult par év 0j
vemhességdiagnosztikai mddszere, mely mara mar szdmos vadmacska fajban mutatott
igéretes eredményeket. Jaguarban (n=2) a PGFM alapértékei a vemhesség els6 hat hetében
546-875 ng/g koncentraciok kozott valtoztak, amit a 7.-12. héten egy lassii emelkedés
kovetett mely az ellés el6tti hétben érte el maximumat: 5875 + 216,5 ng/g koncentracidban
(Dehnhard és mtsai., 2015). Kutatasunkban az 6sszes mért PGFM koncentracio 100 ng/g
alatt volt, a Dehnhard és mtsai altal mért koncentraciokat meg sem kozelitettiik és
eredményeink az emelkedé tendenciat sem kovették. Laboratoriumi modszereink
Ujravizsgalasa és a szerzdvel tortént személyes kommunikécid utdn sem tudtuk a
kiilonbséget okat egyértelmiien feltdrni. Véleményiink szerint feltétleniil sziikséges az
assayt egy nagyobb mintaszam igénybevételével megvizsgilni az  értékek
normalizalhatdsaga, €s a fajspecifikus €s egyedi kiilonbségek azonositdsa érdekében.

Dehnhard és mtsai (2015) cikkiikben azt allitottak, hogy 1,5 pg/g kiiszobérték
elérése a vemhesség egyértelmi jele, és igy PGFM mérésen keresztiil néhany, vagy akar
csak egyetlen minta segitségével a vemhesség ténye biztosan kimondhato. Ezen
megallapitas alapjan esetiinkben a vemhességi diagndzis: nem vemhes (tévesen), mivel a
vemhesség alatti értékek nem  kiilonboznek nagysagrendileg a nem-vemhes
koncentracioktol, és meg sem kozelitik a kiirt kiiszobértéket. Ugy gondoljuk, hogy jelen
allapotaban a  PGFM  kitt csak  fenntartdsokkal  alkalmazhaté  jagudrok
vemhességvizsgalatara.

Véleménylink szerint feltétlentil sziikséges a Panthera onca faj ivari ciklusanak

teljes feltérképezése Osztrogén és progeszteron metabolitok vizsgdlata altal, hogy a
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jovoében mind a paroztatds, mind az esetleges mesterséges megtermékenyitési technikak
alkalmazasa a faj szaporodasbioldgiai tulajdonsagaihoz optimalizalva torténhessen.
Kutatdsunk demonstralja a vemhességi hormonok longitudindlis vizsgalatanak
sziikségességét, annak érdekében, hogy a kiragadott idépontokkal ellentétben egy teljes,
atfogod és konnyebben értelmezhetd kép alljon a kutatok rendelkezésére. Ugy gondoljuk,
hogy a bélsarmintdk vizsgalata ebben a fajban is a legegyszerlibben kivitelezhetd,
legkoltséghatékonyabb ¢€s az allat szempontjabdl legoptimalisabb mintagytijtési modszer a
reproduktiv hormonok vizsgélatira, de a mintagyiijtés heti rendszerességét javasoljuk.
Nem utols6 sorban ugy véljik, hogy a kutatasunkban hasznalt modszerek tovabbi
optimalizalasa ¢és validalasa sziikséges ahhoz, hogy az emlitett hormonok

vemhességvizsgalati jelent0ségét teljes magabiztossdggal meg lehessen itélni.
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8 Osszefoglalas

A ma €16 36 vadmacskafajbol 23 fenyegetett vagy veszélyeztetett statuszban van természetes
elterjedési teriiletén. A populacid csokkenésének f6 okai az erddirtasok, a természetes
¢lohelyek megsemmisiilése, illetve széttagolddasa, valamint az ember-allat konfliktusok. In
situ és ex situ természetvédelmi erdfeszitések egyarant szikségesek ezen fajok kihalasanak
elkeriilése  érdekében. A  szaporoddsélettan endokrin  valtozasainak megismerése
elengedhetetlen a helyes tartasi koriilmények megteremtéséhez. Vérmintadk hasznalata a
hormonszint ellendrzéséhez a stressz okozta nagy kockazat miatt kontraindikalt, kiilondsen
vemhes allatokban. Nagymacskdkban a reproduktiv tulajdonsdgok, mint példaul az Osztrusz
ciklus hossza, fajspecifikusak, igy mindegyik faj kiilon vizsgalatot igényel.

Kutatasunk célja a hollandiai ARTIS Amsterdam Royal Zoo ndstény jaguarjdnak hormonalis
vizsgalata volt. Viselkedését naponta megfigyeltiik az ivarzasi tiinetek detektdlasa érdekében,
tovabba bélsar- ¢és vizeletmintdkat is gyUjtottiink. A feltételezett vemhesség kiilonb6zo
fazisaibol szarmazé mintakbol progeszteron ¢és 13,14-dihydro-15-keto-PGF2a (PGFM)
koncentracidkat mértlink enzyme immunoassay hasznalataval.

A bélsarmintakbol mért progeszteron értékek a 0,27 pg/g - 9,61 pg/g tartomanyba estek, mig a
vizeletmintakbol 57,56 ng/ml koncentracio is mérésre keriilt. Ugyan a vadmacskak bélsarabol
mérhetd progeszteron metabolitok koncentracidja széles skalan mozog, eredményeink a
Felidae csalad fajaiban mért értékek alsé hatarara estek. Mindamellett értékeink nem tértek el
jelent6sen a jaguarokkal kapcsolatos, mar publikalt irodalmi adatoktol, arra utalva, hogy ebben
a fajban ez lehet az élettani tartomany.

A bélsarmintakbol mért PGFM értékek a 18,11 ng/g - 84,28 ng/g tartomanyba estek. A PGFM,
mint lehetséges biomarker hasznélata még egy fejlddésben 1évé vemhességvizsgalati modszer,
¢s tudomasunk szerint a mienk a masodik kutatds, mely ezt a hormont diagnosztikai
szempontbol vizsgilja. Mig az 0ttoré tanulmany igéretes eredményeket ért el egy kis
egyedszamu kisérletben, a mi eredményeink nem erdsitik meg azon hipotézisiiket, miszerint a
vemhesség késoi fazisaban végzett PGFM mérés mar néhany mintabol biztos vemhességi
diagnozist ad.

Habar megsziiletett két jaguar kolyok, a hormondlis alapt vizsgalatunk a vemhesség tényét
sem kizarni, sem megerdsiteni nem tudta. Az egyértelmii tendencidk hianyahoz hozzajarul a
kis mintaszdm, valamint a fajspecifikus endokrin ismeretek hidnya is. Tovabbi kutatasok
keretein beliil sziikséges a vemhességi hormonok longitudinalis monitorozéasa, valamint a

jelenlegi modszerek tovabbi optimalizalasa és validalasa.
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9 Angol nyelvii cim és rovid osszefoglalas

Hormone-based pregnancy monitoring in a jaguar (Panthera onca)

Out of the 36 currently extant wild cat species 23 are threatened or endangered with extinction
in their natural range. The population declines are due to deforestation, loss and fragmentation
of natural habitats, and human-animal conflicts. In situ and ex situ conservation efforts are both
imperative to protect these species from extinction. Understanding the endocrine status
associated with reproductive physiology is crucial for proper captive management practices.
Using blood samples for hormonal analysis is contraindicated due to the high risk associated
with stress, especially in pregnant animals. All big cats have species-specific reproductive
characteristics, such as the length of the oestrus cycle and the possibility of spontaneous
ovulation, and therefore every species has to be individually investigated.

In our study we examined the endocrinological status of the female jaguar in ARTIS
Amsterdam Royal Zoo, the Netherlands. She was observed daily for signs of oestrus behaviour
in order to facilitate successful copulations, while faecal and urine samples were also collected
for hormonal analysis. These samples from different stages of a suspected pregnancy were
examined for progesterone and 13,14-dihydro-15-keto-PGF,, (PGFM) levels using enzyme
immunoassays.

The obtained progesterone values ranged from 0,27 pg/g to 9,61 pg/g in faecal samples, while
reached up to 57,56 ng/ml in urine samples. While wild cats show a high variability in faecal
progesterone metabolite levels, our results are on the low end of concentrations measured in all
species of Felidae. However, these values fall close to data already published for jaguars,
suggesting this could be the physiological range for this species. The PGFM values were
obtained in a range of 18,11 ng/g to 84,28 ng/g from the faecal samples. Using PGFM as a
potential biomarker is still a developing method of hormone-based pregnancy monitoring, and
ours is, as far as we know, the second study attempting to work with this hormone. While the
pioneering study showed promising results with a small sample size, our results failed to
support their hypothesis, that in the late term pregnancy can be confirmed by measuring PGFM
in only a few samples.

Our results of two jaguar cubs are self-evident, yet our hormonal analysis fails to either
confirm or reject pregnancy. The lack of clear trends is attributed to the limited number of
samples, as well as to the lack of species-specific endocrinological knowledge. Future research
should include longitudinal monitoring of hormonal changes throughout the entire pregnancy,

as well as further optimization and validation of the current methodology.
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