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1. Osszefoglalas

A taplaltsagi allapot, igy egyes metabolikus faktorok hatasa a szaporodasbiologiai
mukodésre mindkét nem esetében hosszu ideje részletesen vizsgalt kérdés. Elsdként, a
kutyaban még nem alkalmazott, human gyakorlatban ismert, a kondiciot jellemzé
paraméterek vizsgalatat tliztuk ki célul. Szuka kutyak esetében vizsgaltuk a morfometriai és
bioimpedancia mérések alkalmazhatésagat, valamint az ezek alapjan meghatarozott
testzsirszazalék és a szérum leptinkoncentracio 6sszefiiggését. CT felvételek elemzésével
vizsgaltuk a testzsireloszlast, illetve annak szérum leptinszintre és inzulinérzékenységre
kifejtett hatasat, valamint nativ zsirmintak vizsgalatara kifejlesztett mddszeriinkkel képet
kaptunk a nagyobb zsirdepokat alkoté zsirsejtek méretének alakulasarél. Szoros pozitiv
Osszefuggést irtunk le a szérum leptinkoncentracié és a morfometriai mérések alapjan
szamolt testzsirszazalék érték kozott, ugyanakkor a bioimpedancia mérés eredménye nem
mutatott 0Osszefiiggést a szérum leptinkoncentracioval. Egyes egyedekben alapvet6
kilonbség mutatkozott a zsirszévet regionalitasanak tekintetében, a leptin vérb8l mérhet6
koncentracioja pedig 6sszefliggést mutatott a lumbalis magassagban megjelené szubkutan
és viszceralis zsirmennyiséggel, ugyanakkor a viszceralis zsirszévet mennyisége erésebben
befolyasolta a hormonszint alakulasat. Kimutattuk, hogy a kondicidval és a leptinszint
alakulasaval parhuzamosan emelkedik a szubkutan és a viszceralis raktarakat alkoto
zsirsejtek mérete, egyes egyedekben azonban a kondiciécsoportra jellemzé atlagnal
nagyobb, vagy annal kisebb atlagos zsirsejtméret volt jellemz6, ami valdszinisiti a

hiperplazias, illetve hipertréfias tipusu obezitas megjelenését kutyaban is.

Munkank masodik részében a leptin és az inzulinszerli névekedési faktor-1 (IGF1), mint a
taplaltsagi allapotot tikrdzé faktorok szaporodasbiologiai mikodésben jatszott szerepét
vizsgaltuk szukakban és kanokban. Annak ellenére, hogy a leptin kifejez6dését kimutattuk a
petefészek egyes sejtjeiben, az ivari ciklusstadium és a szérum progeszteronszint szérum
leptinszint alakulasara kifejtett hatdsat nem tudtuk igazolni. Elséként vizsgaltuk az IGF1 és
receptoranak génexpresszidjat, valamint fehérje-szintl megjelenését a petefészken, vemhes
és nem-vemhes allatokbdl szarmazé sargatesteken, illetve ezen fehérjék cellularis
lokalizaciéjat a preovulacios follikulusokban. Eredményeink alapjan arra kovetkeztetlnk,
hogy az IGF1 kutyaban para-, vagy autokrin Uton hatassal lehet a preovulacios follikulusok
granulosa és theca sejtjeire, stimulalhatja azok proliferacidjat és szteriodprodukciojat.
Kimutattuk, hogy az IGF1 és annak receptora a korai lutealis fazisban, tehat a fejl6d6, még
er8s gonadotropin figgdséget nem mutatd sargatestben expresszalddik legerésebben, ezzel
is erGsitve azt az elméletet, miszerint a sargatest fejl6édését, kezdeti ndvekedését és

progeszteronprodukcidjat leginkabb a helyileg termel6d6, parakrin/fautokrin faktorok



befolyasoljak, mint példaul az IGF1. Az IGF1 csOkkend expresszidja a lutealis fazis késdbbi

id6szakaban az IGF1 csotkkend jelentéségli szerepére utal.

A leptin és az IGF1 megjelenését és lehetséges szerepét egészséges juvenilis és ivarérett
kutyakbol szarmazd, valamint deslorelin tartalmid implantatummal kezelt, infertilis allapotot
modellezd allatok heréjében és mellékheréjében is vizsgaltuk. Eredményeink alapjan
feltételezzik, hogy a leptin és az IGF1 rendszerek kor, illetve fejlédési stadium
fuggvényében valtozo szerepet jatszanak a herék mikodésében kutya fajban is. A leptin és
IGF1 gének magasabb foku expresszidja és/vagy a fehérjek nagyobb aranyu megjelenése
az éretlen here egyes sejttipusain, ezen hormonok szerepét jelzi a gonocitak, valamint a
Sertoli- vagy Leydig sejtek érésében, proliferaciojaban. Ivarérett allatokban a leptin szerepet
jatszhat a spermatociték és a spermatidak érése és differenciacidja soran, mig az IGF1
esetében annak a spermatogoniumok proliferaciojanak, valamint a Leydig sejtek
szteroidogenezisének iranyitdsaban jatszott szerepét valoszinisithetjik. A mellékhere
vizsgalata soran ivarérett allatokban, legerésebb fokban a testi régidban mutatkozott leptin
expresszio, ami a csatornacskak hamjanak régionként eltérd szerepét veti fel. Prepubertalis,
expressziot kimutatni, ami alapjan a leptin tesztoszteronfliggé, vagy a spermatozoak
jelenléte altal regulalt szerepét valdszinisitjuk a mellékhere csatornacskak hamjanak

mikodésében.



2. Bevezetés és célkitlizések

A napjainkra népbetegséggé vald elhizas és a kovetkezményes metabolikus zavarok,
valamint az ehhez tarsuld, reproduktiv mikddést is érintdé problémak gyakorisaga nagy
lenduletet adott az anyagcserefolyamatokban fontos hormonok és mediatorok, igy példaul a
leptin (Lep), az inzulin, vagy az inzulinszer(i névekedési faktor-1 (IGF1) szaporodasbiologiai
szerepét elemz6 kutatasoknak. A human vizsgalatok, valamint az allatkisérletekben
leggyakrabban alkalmazott fajok, az egér és patkany mellett, szarvasmarhaban, juhokban,
melyek esetében a szaporodasbioldgiai mutatok javitasa elsédleges cél, széles koérben
vizsgaltdk a legfontosabb metabolikus paraméterek szaporodasbioldgiai hatasait.
Napjainkban egyre nagyobb hangsulyt fektetnek az elhizas kévetkeztében létrejovd
metabolikus problémak miel6bbi diagnosztizalasara, illetve megelbézésére tarsallatok
esetében is. Ezek mellett a szamos genetikai és élettani hasonlésag miatt igen elterjedten
hasznaljak a kutyat, mint modellallatot, a terlleten végzett human kutatasok soran. Annak
ellenére, hogy az elhizas egyre novekvd problémaként jelentkezik tarsallatként tartott kutyak
és macskak kdreben, tikrozve a human populacioban megfigyelhetd tendenciat, a taplaltsagi
faktorokrél, koéztik is a legfontosabbnak szamité leptin kondiciéval kapcsolatos
Osszefluggésérél és szaporodasbioldgiai hatasairdl kevesebbet tudunk, mint a tébbi allatfaj
esetében. Munkank egyik céljaként hataroztuk meg, hogy kutya fajban is megkezdjuk a
legfontosabb, a taplaltsagi allapottal, anyagcserével Osszefiiggd biomarkerek vizsgalatat,
melyek mas fajokban végzett vizsgalatok alapjan tobbréti hatast fejthetnek ki a
szaporodasbiologiai mikddésre.

A human vizsgalatok attekintése alapjan, a kondicidmeghatarozas részeként vizsgalandé
paraméterek kore sokkal szélesebbnek mutatkozott, mint az allatorvosi vonalon, a
mindennapi gyakorlatban hasznalt mutatok. Ezek alapjan elséként, a kutyaban még nem
vizsgalt, a kondiciot jellemzd paraméterek vizsgalatat tlztuk ki célul. Szuka kutyak esetében
vizsgaltuk a morfometriai és bioimpedancia mérések alkalmazhatésagat, valamint a
mérések alapjan meghatarozott testzsirszazalék és a szérum leptinkoncentracio
osszefluiggését (3.3. fejezet). A human vizsgalatokat kdvetve kutyaban is nagy jelentéségi
lehet az elhizas tipusainak, tehat regionalitasanak részletesebb vizsgalata, a szubkutan,
valamint a viszcerdlis zsirszdvet eloszlasanak detektalasat célz6 modszerek fejlesztése.
Ennek keretében vizsgaltuk a testzsireloszlas alapjan elkiilonitheté elhizastipusok
megjelenését kutya fajban. Célul tiztik ki egy, a zsirszovet megoszlasanak
meghatarozasara kutyaban is alkalmas médszer kidolgozasat, valamint vizsgalatuk az
allatra jellemz6 zsirszoveti regionalitas hatasat a szérum leptinszint alakulasara és az
inzulinérzékenység valtozasara (3.4.). Mivel a zsirszovet eloszlasa mellett a zsirdepokat

alkotd sejtek szama és morfolégiaja is alapvetéen befolyasolhatja a zsirszévet metabolikus



aktivitasat, ezért a kutya fajpan még ismeretlen paraméterként vizsgaltuk az egyes
zsirdepokat alkoto zsirsejtek méretének alakulasat (3.5.).

Munkank masodik részében vizsgaltuk a leptin és az IGF1l, mint a taplaltsagi allapotot
tikrozd, emellett a reproduktiv szervek helyi (autokrin/parakrin) szabalyzé folyamataiban is
fontos szerepet jatszé hormonok szaporodasbioldogiai miikodésben jatszott szerepét
szukakban és kanokban. A leptin a taplalékfelvétel egyik f6 szabalyzé faktora, aminek
vérszintjét els6 sorban a zsirraktarak telitettségi foka hatarozza meg, ennél fogva a kondicio
meghatarozasara is alkalmas biomarker. A szervezet taplaltsagi allapota tébb ponton is
befolyasolja a szaporodasbioldgiai funkciokat mindkét nem esetében. A taplaltsagi allapot
szaporodasbioldgiai folyamatokra kifejtett hatdsanak egyik legfontosabb hirvivé molekulaja a
leptin. Szerepének pontos megismerését ugyanakkor neheziti, hogy a zsirszévet mellett
szamos mas szerv és szovet, kdztlk a nemi szervek sejtjei is termelik ezt a fehérjét, illetve a
receptorat is kifejezik. Ebbél adéddéan a keringésben jellemzé leptin mennyiség hatasa
mellett a periférian képz6d6 leptin auto- vagy parakrin hatasat is valoszinUsitik. A leptin kutya
fajpban jellemz8 szaporodasbioldgiai szerepének tisztasa céljabdl, sajat vizsgalat alapjan
irtuk le a leptin és a leptin receptor sejtszintii lokalizaciéjat kutyabol szarmazé
petefészkeken (4.3.). Emellett vizsgaltuk a szuka ivari ciklusahoz kotheté hormonalis
valtozasok és a kondicio szérum leptinkoncentracidra kifejtett egyiittes hatasat (4.4.).
A keringésben jelenlévé, a nbvekedési hormon (GH) leginkabb a majban termel6dé effektor
molekulajaként megjelend IGF1 szintie a taplaltsagi allapot révidtava valtozasainak
potencialis biomarkere, ugyanakkor vérszintje jelentésen kilénbdozhet a kutyak
testméretének fuggvényében. A GH/IGF1 tengely mellett az IGF1 a leptinhez hasonldéan a
periférian, a kilonb6zé szévetekben, példaul az emlészdvetben helyileg termelédve, majd a
véraramba jutva, szisztémas hormonszint-valtozast és a test egészét érint6 hatasokat
idézhet el6. A petefészekben termel6dve pedig auto-/parakrin uton is képes lehet
befolyasolni a follikulusok érését vagy a sargatestfunkciot. Ezek a folyamatok kutya esetében
még kevéssé feltart terlletek, ezért elséként vizsgaltuk az IGF1 és az IGF1R
génexpressziojat és fehérje-szinti megjelenését a petefészken, vemhes és nem-
vemhes allatokb6l szarmazé sargatesteken, illetve ezen fehérjék sejten beluli
lokalizaciéjat a preovulaciés follikulusokban (4.5.). Az anyagcsere egyes szabalyzé
molekulai, kdztik a szukakban vizsgalt leptin és IGF1 is varhatéan tobb ponton képesek
bekapcsolddni a nemi mikddés szabdlyozasaba kanokban is, ugyanakkor ezek befolyasolo
szerepét maig kevésbé tartjdk tisztazottnak. Munkank soran vizsgaltuk a leptin és az
inzulinszeri novekedési faktor-1 megjelenését és lehetséges szerepét egészséges
juvenilis és ivarérett kutyakbol szarmazé hereszovetekben (5.3.). Ezt kovetden intakt

kanok és deslorelin tartalmi implantatummal kezelt, infertilis allapotot modellezé



allatok heréjében és mellékheréjében vizsgaltuk a leptin, a leptin receptor, az IGF1,

valamint az IGF1 receptor expressziéjanak alakulasat (5.4.).

3. A kondicid és a taplaltsagi allapotot jellemz6 endokrin tényezok

vizsgalata kutyaban
3.1. Irodalmi attekintés

3.1.1. A kondicié meghatarozasanak lehetéségei kutya fajban

A kondiciét meghatarozé tényezék és ezek mérési lehetéségeinek kore is jelentésen kitagult
az utdbbi évtizedekben f8leg human vonalon, leginkabb a tulsulyos emberek névekvé aranya
és az elhizas jelentbéségének egyre meélyuld ismeretei nyoman. Az elhizas egyre ndvekvd
problémaként jelentkezik tarsallatként tartott kutyak és macskak kérében is. Eléfordulasanak
valtozasa tukrozi az emberek esetében megfigyelheté tendenciat, kilénésen az Egyesiilt
Allamokban és Nyugat-Eurépa teriiletén (German, 2006).

Kutyak esetében a vartnal nagyobb nehézséget jelenthet a kondicid, illetve az elhizas
meértékének megitélése, a taplaltsag pontos mérésére alkalmas, gyakorlatias modszer
kivalasztasa. Az elhizas meghatarozasanak alapja a testdsszetétel vizsgalata, tehat a
testzsirmennyiség, valamint a zsirmentes testtbmeg mérése (German, 2006). Bar szamos,
human vizsgalatokban hasznalt, leginkdbb a normal testtdomeggel térténd 6sszehasonlitasra
alapozott modszer ismert, ezek nem adaptalhatéak a kisallatpraxisra, kiildénésen a kutya fajra
jellemzé hatalmas diverzitas és a fajtastandardok tag hatarértékei miatt. A testzsirmennyiség
becslésére alkalmas paraméterek koézll a testsulymérés, a szubjektiv biralaton alapulé,
kondici6 meghatarozasra alkalmas modszerek, mint a Body Condition Score System
(BCSs), valamint a mér6szalag segitségével végezhetd objektivebb morfometrias mérések
hasznalata terjedt el mind a Klinikai vizsgalatok soran, mind a kutatasban. Az utdbbi két
modszer a kulénb6zé fajtaju egyedek esetében is jol alkalmazhato. (Burkholder és Toll,
2000; Edney és Smith, 1986; German et al., 2010a; Laflamme, 1997; Mawby et al., 2004;
Stone et al., 2009).

A testsuly, mint legegyszeriibben mérhet6 paraméter, mérsékelten dsszefigg a testzsir
mennyiségével, igy ennek rendszeres meérése alkalmas lehet a kondicid valtozasanak
detektalasara. Fajtatiszta allatok esetében rendelkezésre allnak fajtastandardok, melyek a
segitenek meghatarozni az idealis testsulyt. Relativ testsulyként megadhaté az allat
testsulya az idealis testsuly szazalékaként. Az irodalom nem egységes abban a tekintetben,
hogy pontosan milyen érték folott detektaland obezitas. Egyes vizsgalatokban 115%,
masokban csak 140% folott beszélunk klinikai tineteiben megnyilvanulé elhizasrdl

(Burkholder és Toll, 2000). Valaszthato, elfogadott médszer a kondicidbecslésen alapuld
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rendszerek alkalmazasa. A BCSs egy egyszerlien hasznalhatd rutin vizsgalat, amely
szemikvantitativ mérést biztosit. Lényege, hogy tapasztalt megfigyel6k elére meghatarozott
szempontok szerint, megtekintés és gyorsan elvégezheté fizikalis vizsgalat utan,
leggyakrabban 5 vagy 9 pontos skalan értékelik az allat taplaltsagi allapotat (Edney és
Smith, 1986; Laflamme, 1997). A moddszer hasznalhatésaganak elemzésére linearis
regresszioval hataroztak meg az 6sszefiiggést a testzsirszazalék és a BCSs kozott, illetve
vizsgaltak a fajta és a nem hatasat erre a kapcsolatra. A BCSs szerinti besorolas erés
korrelaciot mutatott a testzsirszazalékkal és a modszer megbizhatésaga nem kuldnb6zott az
egyes fajtak esetében, ugyanakkor szuka kutyaknal magasabb testzsirszazalék tartozott egy
bizonyos BCS kategoriahoz, mint a kanok esetében (Laflamme, 1997). Az 6t pontos skalat
tekintve 80, 90, 100, 110 és 120% relativ testsulytdl szamitjuk az egyes kategdriakat. A
testdsszetétel fontos informaciét adhat az allat fizikai allapotardl, valamint metabolikus
statuszarol, igy a kondicio értékelésekor a zsirmentes testtomeg és a testzsir aranyat, vagyis
a testzsirszazalékot prébaljuk megbecsilni. Optimalisnak tekintjiok a 15-25%
testzsirmennyiséget mind kutyak, mind macskak esetében, tehat a BCS3 kategoriaba esé
allatoknal, hozzavetbleg 20% testzsirt varunk, ami kategdrianként 10%-kal valtozik
(Burkholder és Toll, 2000). Egyes morfometriai mérésekbdl szamolhatd értékek szintén
Osszefluggést mutatnak a testzsir mennyiségével. Kutya esetében allé helyzetben mérhetd
paraméterek a medence kérméret (PC) és a térd-csank tavolsag (HS). Ezt a két tavolsagot
hasznalva, a 1. abran lathatd képlet szerint szamithaté a testzsirszazalék (BF%). Ez a
modszer brachycephal és dolichocephal kutyak esetében pontatlanabb eredményeket ad
(Burkholder és Toll, 2000; Mawby et al., 2004).

BF%jan = -1,4 X HS )+ 0,77 X PC oy + 4
BFO/OSZUka - '1 ,7 X HS(cm)+ 0,93 X PC(cm)+ 5

1. abra Testzsirszazalék (BF%) meghatarozas morfometriai mérések alapjan
PC medencekdrméret (cm), HS térd csank tavolsag (cm)(tuber calacanei-tél a patella

egyenes szalagjaig).

A kondicio, illetve a testzsirmennyiség meghatarozasanak legpontosabb, inkabb a kisérletei
korulmények kozott alkalmazhatd eszkozei a DEXA valamint a nehézviz higitasos modszer.
A DEXA (Dual energy X-ray absorptiometry) egy régéta hasznalt rontgenalapu modszer,
mely a mineralizalt csontok Osszetételének mérése mellett, a testzsirmennyiség és a
zsirmentes testtomeg meghatarozasara is alkalmas. Bar kisérleti korulmények kozott
ragcsaldk és sertés mellett, kutyak és macskak esetében is sikeresen alkalmazott technika,
amellett hogy draga, mindennapos hasznalata a kisallatpraxisban nyilvanvaldéan nem

megoldhaté (Son et al., 1998). Utébbihoz hasonldéan, szintén inkabb kutatasi vonalon
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hasznalatos a nehézviz higitdsos modszer, mely a test folyadéktartalmanak
meghatarozasan alapszik (Burkholder és Thatcher, 1998). Atmenetet jelenthet a
kutatasokban hasznalt, illetve a klinikkumban is alkalmazhaté kondicidomérésre alkalmas
modszerek kozott a bioelektromos impedancia vagy bioimpedancia mérés (Ban et al.,
2012, Stone et al., 2009), ami a szbvetek kildnb6zé viztartalmabdl adédoé eltérd aramvezetd
képességén alapuld gyors, nem invaziv modszer. A mérés alapja a szervezetben talalhaté
zsirmennyiség nagyobb elektromos ellendllasa, mely a zsirszovet mennyiségének
fuggvényében lassitja az aram haladasat a hasznalt elektrodok kozott. Bar pontossagarol
megoszlanak a vélemények, ma mar létezik kifejezetten kutya fajra kifejlesztett, a
testfelszinre helyezhet6 elektrodokkal ellatott, kézi készulék (Healthlab Body Fat Analyzer
IBF-D02, Kao Corp, Tokyo, Japan), mely a fejlesztése soran dsszegylijtoétt adatok alapjan
megadja a mert ellenallasértékhez tartozé zsirmennyiséget, és testzsirszazalék-értékként
mutatja az eredményt (Ban et al.,, 2012; German et al.,, 2010a; Stone et al., 2009). Ez a
modszer meglehetésen Uj, ezért még igen kevés az allatorvosi klinikai felhasznalasrol szo6lé
szakirodalom. Az allatorvosi hasznalatra kifejlesztett gép koénnyen kezelhetd, gyors,
viszonylag pontos és alacsony koltségli mérést biztosit (Stone et al., 2009). A miszer a
tulajdonos szamara is értelmezhetd adatokat szolgaltatd, gyors, praktikus eszkodzként,
vehetd igénybe a klinikai munka soran, egy-egy allat testzsirmennyiségének méréseére,
valamint folyamatos kontrollalasara.

Ahogy az korabban emlitésre kerllt, a testzsir és a zsirmentes testtdbmeg aranya mellett
alapvetéen befolyasolja a metabolikus kdvetkezményeket a zsirszévet eloszlasa. Egyes
modszerek a testOsszetétel mellett, alkalmasak lehetnek az egyes zsirraktarak telitettségi
fokanak meghatarozasara is. A human gyakorlatban, a hastregben lerakddott zsirmennyiség
mérésére a komputer tomografia (CT) vizsgalatot tartjak a legalkalmasabbnak, illetve ennek
alternativaiként megbizhatd ultrahangos mérési eljarasokat is kidolgoztak (Hirooka et al.,
2005; Ribeiro-Filho et al., 2003). Kutyak esetében a lumbalis 3. és 5. csigolya
magassagaban készitett CT felvételek elemzése bizonyult a testzsirmennyiség elemzése
céljara alkalmas médszernek (Ishioka et al., 2005a), emellett a hasi zsireloszlas és a teljes
testosszetétel mérése is megvaldsithatd ezzel a vizsgaldéeszkdzzel (Purushothaman et al.,
2013).

Rutin mdédszerként hasznalhatd, mégis kvantitativ markere lehet a taplaltsagi allapotnak a
zsirszdvet altal termelt leptin plazmaban mérhet6 szintje, ami pozitivan, szorosan korrelal a
testzsir mennyiségével (Ishioka et al., 2002a; Ishioka et al., 2007). Mint a testzsir raktarak
telitettségének endokrin mutatoja, vérben mérhetd szintje kutyaban is szoros 0sszefliggést
mutat az egyed kondicidjaval (BCSs; Ishioka et al.,, 2007), ugyanakkor a morfometriai
mérések, illetve a bioimpedancia mérés alapjan meghatarozott testzsirszazalék és a szérum

leptinkoncentracio kozotti dsszefliggésrél kutya fajban vizsgalatunkig nem szamoltak be.
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Ishioka és munkatarsai 166 normal és elhizott kutyaban vizsgaltak a kor, a nem és a fajta
hatasat a plazma leptinszintjére. Azt mutattak ki, hogy az utébbi megbizhaté mutatdja a
kutyak elhizasanak, fliggetlenil kortdl, nemtél és fajtatol. A vizsgalatot kutyara validalt ELISA
modszerrel végezték. Korabban bizonyitottdk, hogy az igy mért leptinszint erés pozitiv
korrelaciot mutat a deutériumoxid higitasi moédszerrel kapott eredménnyel. A mintavételnél
figyelembe vették azt a korabbi kisérleti eredményt, amely szerint a leptinszint emelkedik a
taplalékfelvételt kdveté 2-10 oéraban, illetve valtozik inzulin és glikokortikoid kezelést
kovetden is ( Ishioka et al., 2002b; Ishioka et al., 2005b). Az egyes BCSs kategoriakon belul,
a leptinszint nem kilénbdzott a kanok és a szukak esetében, emellett az ivartalanitasnak
sem volt kimutathaté hatasa a leptinszintre (Ishioka et al., 2007; Sagawa et al., 2002).
Ugyanakkor a parameéter alkalmazasat bizonytalanna teszi, hogy mas szerzék leirtak a
leptinszint valtozasat a nem, valamint az ivari ciklus fuggvényében (Saleri et al., 2003). Az
egyes fajtak képviselbinek leptinszintie megegyezett az adott BCS atlagaval kivéve, a
skotjuhasz fajta egyedeiben, melyek esetében minden BCS kategériaban magasabb, mig a
tacskoknal alacsonyabb értékeket mutattak ki. A kondicio jellemzésére is alkalmas leptinszint
alakulasa koveti a tobbi taplaltsagot is jellemzd marker valtozasat, igy elhizott kutyaban
jelentdsen né a szérum leptinkoncentracio, ezzel parhozamosan pedig szignifikansan
csOkken a plazma ghrelinkoncentracioja, mig a koleszterin és friglicerid (TG) mennyisége
emelkedik a vérben (Jeusette et al., 2005a). Ennek ellentmonddéan, masok nem tudtak
szignifikans korrelaciot kimutatni a TG-, a koleszterin-, a glikéz- vagy a nem észterifikalt

zsirsav (NEFA) -szint és a testzsirmennyiség kézott (Sagawa et al., 2002).

3.1.2. A taplaltsagi allapot endokrin hattere kutyaban: leptin, inzulin, IGF1

Szamos endokrin marker kozul leginkabb a taplalékfelvétel rovid- és hosszutavu
szabalyozasaban résztvevd faktorokkal, valamint a zsirszdvet altal termelt adipokinekkel
kapcsolatban merdl fel, hogy a taplaltsagi allapot, illetve az ahhoz kdtheté metabolikus
allapot jellemzésére is alkalmasak lehetnek. Ezek kdzll a leptin, az inzulin, valamint az IGF1

szerepét targyaljuk részletesen.

A leptin molekula felfedezése nem csak az addig passziv raktarként elkdnyvelt zsirszévet
jelent8ségének megitélését irta fellil, de uj iranyt adott a kutatadsoknak azzal, hogy ramutatott
egy feltérképezésre vard kapcsolati matrix meglétére a genetikai és hormonalis tényezék, a
taplaltsagi és metabolikus allapotot jelzd zsirszovetmennyiség és -eloszlas, illetve szamos
élettani és patologias folyamat kozott. A leptin egy fehérje molekula, amit elsésorban a
zsirszovet termel és a taplalékfelvétel szabalyozasanak, valamint a szervezet energia-
egyensulyanak kulcs faktora. Elhizott egértdrzsek vizsgalataval két gént is azonositottak, a

leptin expresszidjat meghatarozé6 ob gént, és a diabetes (db) gént, melyek mutacidja
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homozigéta formaban felel6s lehet az extrém mértékil elhizas kialakulasaért (Coleman 1978;
Friedman és Leibel 1992). Friedman kutatdcsoportja 1994-ben klénozassal azonositotta az
ob gén altal kédolt, 167 aminosavbdl all6 leptint (Zhang, Y et al., 1994). A két mutans allélt
(ob/ob) hordozo, igy leptinhianyos egértdrzsek egyedei mar fiatal korban elhiznak,
infertilisek, élettartamuk lerévidil. A hormon pdétlasat kovetéen az endokrin- és reprodukcios
statusz jelent6s javulasat, illetve a taplalékfelvétel és a testsuly csokkenését figyelték meg,
ami kodzvetlen bizonyitéka a leptinhiany donté szerepének ob/ob egerekben (Halaas et al.,
1995, Pelleymounter et al., 1995). Késdbb a hasonldan elhizott fenotipust eléidézni képes db
gen klénozasaval megtalaltak a leptin receptorat is, melyet a citokin receptorok csaladjaba
soroltak (Tartaglia et al., 1995). A db génrdl atit mRNS alternativ hasitasa folytan tobb
receptor izoforma is létrejohet, melyek extracellularis, ligandk6té6 doménje megegyezik, mig
C-termindlis szakaszuk kulonboézik (Chen et al., 1996; Lee et al., 1996; Li et al., 1998; Wang
et al., 1996). A leptin receptor jelenlétét szinte valamennyi vizsgalt szévetben igazoltak, igy
az agyban, a bélben, a vesében, a majban, a tidében és az ivarszervekben is (Schulz és
Widmaier 2007). Mig a rovid receptor tipusok elsGsorban a periférias szovetekben
expresszalodnak legnagyobb mértékben, addig ezekben a szervekben minddssze 3-5%-ban
jelenik meg a hosszu receptor forma (Ob-Rb), ezzel szemben a hipotalamusz teriletén 30-
40%-ban ez a tipus mutathaté ki, jelezve, hogy donté szerepet jatszik a taplalékfelvételt,
étvagyat és az energiaegyensulyt befolyasold neuropeptidek és neurotranszmitterek
termelédésének szabalyozasaban (Bjerbaek et al.,1997; Ghilardi et al., 1996). A rdvidebb,
Ob-Ra izoforma is nagy mennyiségben expresszalddik az agy chorioid plexusaban és a
hajszalerekben, ahol szerepét a leptin vér-agy gaton valo atjutdsaban valészinUsitik
(Bjarbaek et al., 1998; Hileman et al., 2000). Az Ob-Rb varians rendelkezik a leghosszabb
intracellularis szakasszal, és csak ez a teljes hosszusagu valtozat tartalmazza az 6sszes
jelatvitel szempontjabdl fontos régiot, mely a f6 JAK2-STAT3 (Janus kinaz-szignal
transzducer és transzkripcio aktivator) jelatviteli utat aktivalni képes (Ghilardi et al., 1996). A
leptin altal beinditott jelatvitel a f6 ut mellett mas molekulakon keresztul is megvaldsulhat,
mint a MAPK (mitozis aktivalo protein kindz) és az IRS (inzulin receptor szubsztrat). Utdbbiak
aktivalodhatnak receptor-asszocialt JAK segitségével, illetve kdzvetlenll a rdvid leptin
receptor izoformakon keresztll is (Bjgrbaek et al.,, 1997, Hegyi et al., 2004). Az Ob-Re
transzmembran és citoplazmatikus rész hianyaban, szolubilis receptorként befolyasolja a
biolégiailag aktiv, szabad leptin szintjét a vérben (Li et al., 1998), utdbbi jelenlétét azonban

csak patkanyban igazoltak.

Napjainkra tobb fajban is ismertté valt a leptin molekula szerkezete és élettani jelentésége
(Friedman és Halaas, 1998). Kutyaban egy japan kutatécsoport sikeresen klonozta és

szekvenalta a leptint kddolo cDNS-t, melynek nukleotid sorrendje 82-92%-ban, a leptin
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fehérje aminosav sorrendje pedig 76-88%-ban bizonyult azonosnak mas fajokéval (lwase et
al., 2000a). A szérum leptinkoncentracié fajspecifikus meghatarozasara alkalmas szendvics
ELISA teszt kifejlesztése lehetdvé tette a leptin élettani és kortani szerepének vizsgalatat
kutya fajban is (lwase et al., 2000b). Hasonléan mas fajokhoz, a szérum leptinkoncentracié
kutyaban is szoros ¢sszefliggést mutatott a test zsirraktarainak telitettségével, fliggetlenil az
egyedek koratél, nemétdl és attdl, hogy ivartalanitva voltak-e (Ishioka et al., 2007; Ishioka et
al., 2002a; Sagawa et al., 2002). Elhizott allatok esetében a leptin szérumszintje 5-6 szorosa
is lehet a normal kondicioju egyedekben mért értéknek (Ishioka et al., 2007; Jeusette et al.,
2005b). Alacsony energiatartalmu étrend etetésekor azonban mar a testsulycsokkenés
megindulasa el6tt 25%-0s leptinkoncentracié csokkenés mérhetd, amit a testdsszetétel
valtozasaval magyaraznak, illetve feltételezik a takarmany-0sszetétel kozvetlen hatasat is
(Jeusette et al., 2005b). Az azonos kondiciéju allatok szérum leptinkoncentraciéi esetében
azonban jelentés egyedi eltérések is eléfordulhatnak, ami moégott mas befolyasold tényezék
hatasa (a vérvétel, vagy az etetés idépontja, gydgyszeres kezelés stb.) allhat (Ishioka et al.,
2005b; Nishii et al., 2006). Bar az adott kondiciécsoportra jellemzé leptin koncentracio
altalaban flggetlen az allat fajtajatol, bizonyos fajtak ez aldl kivételt képeznek, mint példaul a
torpetacskd, ahol alacsonyabb, vagy a shetlandi juhaszkutya, ahol magasabb leptin
koncentraciok voltak mérhetdk (Ishioka et al., 2007).

Tobb fajban is igazoltak, hogy elsédlegesen a zsirsejtekben termel6d6 faktorként, a leptin
vérszintje szorosan korrelal a zsirraktarak telitettségi fokaval (Maffei et al., 1995), igy az a
kdzponti idegrendszer felé kozvetitett, ugynevezett hosszutavu jelzés formajaban
befolyasolja a taplalékfelvételt, illetve egyes anyagcsere folyamatokat, valamint ezeken
keresztul az egész szervezet energia egyensulyat. A ragcsaldmodellben megismert, elhizast
okoz6 rendellenességek, mint a leptin vagy receptoranak hianya helyett, elhizott
tarsallatainkban, az emberekhez hasonldéan emelkedett szérum leptinszint megléte mellett
leptinrezisztenciat valdszinlsitenek, ami a hipotalamikus neuronok leptinre adott
valaszkészségének, vagy a leptin vér-agygaton torténd atjutasanak defektusa miatt alakulhat
ki (Wynne et al., 2005). Amellett, hogy a leptin els6dleges élettani szerepét a taplalékfelvétel,
valamint a zsir szoveti raktdrozasanak regulaciojaban tolti be, illetve segiti az inzulin szignalt,
amin keresztll serkenti a sejtek glikozfelvételét, valamint gatolja a zsirlerakédast a periférias
szbvetekben (Park et al., 2008), szamos mas szervfunkciéra, igy az immunrendszer, a
csontrendszer mikodésére, a kardiovaszkularis, 1égz&szervi, a kivalasztd szervek, valamint
a reproduktiv szervek miikddésére kifejtett hatasaval is szamolni kell (Pérez-Pérez et al.,
2017; Poetsch et al., 2020; Chen és Yang 2015; Malli et al., 2010; Wolf et al., 2002; Smith et
al., 2002). Mindezek alapjan érthetd, hogy a zsirraktarak telitédésével parhuzamosan
emelkedd leptinszint jelentéségét a legtdbb elhizashoz kéthetd kdvetkezményes betegség

patogenezisében hangsulyozzék. Ezekben a folyamatokban, a kdzponti leptinrezisztencia
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mellett, emelkedd szérum leptinszint, valamint a leptin énallé proinflammatérikus hatasa is
szerepet jatszhat (Lord, 2006). A telit6édd zsirraktarak névekvé leptinprodukcidja mellett, az
egyre nagyobb zsirsejtek megvaltozott adipokinprodukciéja (né a proinflammatérikus
adipokinek, gyulladasos citokinek produkcidja, illetve cstkken az antiinflammatérikus hatasu
adipokinek, mint példaul az adiponektin vérszintje), valamint az egyre nagyobb szamban
megjelend szoveti makrofagok gyulladasos citokin termelése, egy a zsirszovetben hosszan
fennalld, low grade gyulladasként kihatassal lehet a legtdobb szerv funkcidjara (Lee és
Pratley 2005). Bar az elhizas, valamint a magas leptinszint hasonl6 szerepét tarsallatainkban
még csak egyes esetekben igazoltak, az emberekhez hasonléan, kutyakban is
valoszindsithetjik, hogy az elhizas hajlamosité vagy sulyosbitoé tényezéként jatszik szerepet
egyes tarsult betegségek kialakulasaban. igy szerepével szamolni kell az osteoarthritis,
egyes légz6szervi- vagy kardiovaszkularis betegségek, vesefunkciot érintd, vagy
metabolikus rendellenességek hatterében (Impellizeri et al., 2000; Bach, et al.,, 2007;
German et al., 2009; Tvarijonaviciute et al., 2012; Tvarijonaviciute et al., 2013).

Az inzulin, mint az egyeduli vércukorszintet csOkkenteni képes hormon, a glikéz
homeosztazis legfontosabb szerepl6je. Vérszintje, pontosabban a megfeleld vércukorszint
fenntartasahoz sziikséges inzulin mennyisége, 6sszefliggést mutat a sejteket, és ezen
keresztlul a szervezetet jellemzd inzulinérzékenységgel, valamint a zsirraktarak telitettséqgi
fokaval. Az inzulinérzékenység csdkkenése, vagyis az inzulinrezisztencia, az inzulin a sejtek
glukézfelvételét, metabolizmusat és raktarozasat serkentd hatasanak csdkkenését jelenti,
ami tulsulyos vagy elhizott emberekhez hasonléan, kutyakban és macskakban is jellemzé
(Smith, 1996; Hoenig et al., 2007; Verkest et al., 2011b). Az inzulinrezisztencia, mint az
elhizashoz kotheté egyik legfontosabb kdvetkezményes metabolikus rendellenesség
hatterében leginkabb az inzulinreceptorok posztreceptorialis defektusa sejthetdé (Kruszynska
és Olefsky 1996), illetve nem zarhaté ki a magemelkedett NEFA és TNFa vérszintek
koroktani szerepe sem (Hsueh és Buchanan 1994). Gayet és mtsai szerit a 7 hdnapon
keresztll tuletetett kutyak esetében, azok 43+5%-0s testtdbmeggyarapodasa mellett a NEFA
és TNFa vérszintek progressziv emelkedése detektalhatdé az inzulinszenzitivitas jelentds
csOkkenésével (44+5%) parhuzamosan. A vizsgalt egyedekben a hizas folyaman csdkkent a
sejtek inzulinmedialt glikozfelvétele, emellett emelkedett posztprandialis inzulinszint (Gayet
et al.,, 2004). Mindezek mellett az emelkedett IGF1 vérkoncentracié is szerepet jatszhat az
inzulinszekrécié gatlasaban, igy az inzulinrezisztencia (IR) kialakulasaban (Guler et al.,
1990; Kolaczynski és Caro 1994). Inzulinrezisztencia esetén, nem teljesen tisztazott
kompenzacios folyamatok eredményeként tobb inzulin termelédik, ami egy ideig képes
élettani szinten tartani a vércukorszintet (Verkest et al., 2011b). Ki kell emelni, hogy a hizas

kovetkeztében kialakuld szénhidrat anyagcserében megfigyelhetd eltérések kilonbdzéen
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alakulnak kutyak és macskak esetében. Kutyakban az elhizas indukalta inzulinrezisztencia
esetén beinduldé kompenzald mechanizmusok, melyek tébb inzulin termel6déséhez
vezetnek, nagyon hatékonyan mikddnek. A kompenzacids hiperinzulinémia kialakulasanak
hatterében a magasabb leptinszint szerepét valdszinisitik (Verkest et al., 2011a). Attdl a
ponttdl, amikor a fokozott inzulin szekréci6 mar nem képes kompenzalni az elhizas altal
indukalt inzulinrezisztenciat, kettes tipusu cukorbetegség alakul ki (Polonsky 1999). Annak
ellenére, hogy az elhizas altal eldidézett inzulinrezisztencia mind macskaban, mind kutyaban
ismert, az inzulinszekrécido kdvetkezményes elégtelensége csak macskaban jellemz6
(Appleton et al., 2001; Rand et al., 2004). Kutya esetében hianyoznak az elhizas indukalta IR
mellett kialakuld inzulinszekréciot érintd elégtelenséget leiré eredmények (Verkest et al.,
2011b). Mig az alap vércukorszint nem kilénbdzik az elhizott és a fiziolégias kondicioju
egyedek esetében, ugyanakkor elhizas esetén mind az éhomi, mind a glukoézfelvételt kbvetd
Jrst phase” inzulin valasz magasabb. Elhizott macskakban ezzel szemben gyakoribb a
glukéz intolerancia, vagyis az epizédikusan alapértéket meghalad6 vércukorszintek. Kovér
macskakkal ellentétben, melyekben glikoz intolerancia, valamint az inzulin felszabadulas
elsé fazisanak csokkent volta vagy hianya jellemz6 (Hoenig et al., 2002), elhizott kutyak
esetében az intravénas glikoéz adagolas hatasara megindulé ugynevezett ,first-phase”
inzulin szekrécié nem csokken, még évekkel az elhizas kialakulasa utan is fokozott, kdzel
kétszeres értéket ér el (Verkest et al.,, 2011b). Az ugynevezett diszpozicidés index, ami azt
méri, hogy a first-phase inzulin valasz milyen mértékben képes kompenzalni az
inzulinérzékenység valtozasat, nem csokken. Hatbdl 6t egyedben az elhizas indukalta
inzulinrezisztencia hatékony kompenzalé mechanizmusai mikodnek, ami azt jelenti, hogy
glukéztolerancia és inzulinrezisztencia mellett az inzulin szekrécié folyamata nem karosodik,
ezaltal a vércukorszint a beadas utan két 6raval, mar fiziolégias hatarértékek k6zé csokken.
Emberben és macskaban is jellemz8, hogy az inzulinrezisztencia kdvetkeztében, valamilyen
fajspecifikus folyamat (pl. amilyn lerakddas, lipotoxikdzis) kdvetkeztében létrejovd béta sejt
karosodas nagyon nagy aranyban vezet cukorbetegség kialakulasahoz. Kutyak esetében
ezzel szemben a béta-sejtek szekrécids kapacitasa né. Egyes feltételezések szerint ebben
az esetben szintén fajspecifikus, ugyanakkor védd hatasu mechanizmusok, pl. magas

leptinszint, alacsony adiponektinszint allhatnak a hattérben (Verkest et al., 2011b).

Gayet kutatdcsoportjdnak vizsgalata szerint a tuletetéssel elhizlalt kutyakban, a megfigyelt
sulygyarapodassal, valamint a posztprandidlis inzulinkoncentraci6 emelkedésével
parhuzamosan az IGF1 szérumkoncentraciok is magasabbak (Gayet et al., 2004). Az IGF1
egy 70 aminosavbdl &all6 polipeptid hormon, mely nevét onnan kapta, hogy nagyfoku
homoldgiat mutat a proinzulinnnal, ami bizonyos mértéki atfedést jelent a jelatviteli utakban

is (Rinderknecht és Humbel 1978). Az IGF1-szintézist els6dlegesen a taplalékfelvétel és a
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névekedési hormon stimulalja a majban és mas szévetekben. A keringd IGF1 kétharmada
névekedési hormon hatasara a majban termelédik, majd endokrin, parakrin és autokrin uton
is kozvetiti annak anabolikus hatasait. Emellett mitogenikus, valamint inzulinszer(
metabolikus aktivitassal is rendelkezik, azaz képes stimulalni a zsirsejtek és az izom
glikozfelvételét. A majon kivil sok mas szévet is képes IGF1 termelésre részben a GH
parakrin/autokrin hatasara, ugyanakkor expressziéjat mas hormonok is képesek befolyasolni,
példaul az Osztrogének, az adrenokortikotrop hormon (ACTH), a tireotropinfelszabadité
hormon (TRH), a luteinizalé hormon (LH), vagy a follikulusstimulalé hormon (FSH), az inzulin
€s mas ndvekedési faktorok is (Laviola et al., 2007). Ezek a faktorok, valamint az életkor, a
nem, a tapanyagbevitel valtozasai és a taplalék dsszetétele egylttesen hatarozzdk meg az
IGF1 szérumszintjét és hatasat a ndvekedés és az anyagcsere szabdalyozasaban.
Kaloriamegvonas esetén kevesebb IGF1 termelédik, mivel a maj refrakterré valik a GH-
stimulaciora, ezzel gatoltta valik a névekedés és a fehérjeszintézis. Ehhez hozzajarul, hogy
csOkkent szénhidratfogyasztas esetén a portélis vénas inzulinkoncentracié csékkenése az
IGF1-szintézisének csdkkenését okozza a majban. Az IGF1 negativ visszacsatolas révén, az
agyalapi mirigy szomatosztatin termelésének serkentésén keresztil gatolja a GH-szekréciot.
Mivel a GH 6nmagaban, az IGF1 hatasaitdl figgetlenil is fontos metabolikus szerepet jatszik
a lipolizis stimulalasaban, valamint az inzulin-jelatvitel gatlasaban mind a zsir- mind az
izomszdvetben, az IGF1 a GH gatlasa révén, tehat annak metabolikus hatasainak
csokkentésével néveli az inzulinérzékenységet. Emellett az IGF — a GH produkcidra kifejtett
hatasatdl fuggetlenll — kdzvetlendl is képes ndvelni az inzulinérzékenységet. Az inzulin és az
IGF1 egymas hatasat kiegészitve azonnali, valamint elnyujtott hatast fejtenek ki az
anabolikus folyamatokra. Az inzulin mellett és annak hatasat kiegészitve az IGF1 kdzvetlenil
is szabalyozza a fehérje-, a szénhidrat- és a zsiranyagcserét (Clemmons, 2012). Az IGF1
hatasat az IGF1-receptorhoz (IGF1R) kétédve fejti ki, a receptorhoz térténé hozzaférést
pedig az IGF-kétd fehérjék (IGF bounding protein = IGFBP) mennyisége hatarozza meg. A
proinzulinhoz szerkezetileg hasonld IGF1 az IGF1R mellett képes kotédni az
inzulinreceptorokhoz (mind az A-, mind a B-izoformakhoz, valamint a hibrid receptorokhoz
(IRA-IGF1R és IRB-IGF1R) is, ezaltal szabalyozva a fehérje-, szénhidrat- és zsirmetaboliz-
must. A hepatocitak és az érett adipocitak béségesen tartalmaznak IRB-t. Az inzulinnak az
IGF1-nél 2 nagysagrenddel nagyobb az affinitdsa az IRB-hez, igy e szévetekben az inzulin
szerepe meghatarozé az anyagcserében. A preadipocitak béséges IGF1R-rel rendelkeznek,
melyekhez az IGF1 affinitasa két nagysagrenddel nagyobb, mint az inzuliné; itt az IGF1
kdzvetiti a preadipocita proliferaciot, differencialodast és tulélést (Dupont és LeRoith 2001,
Clemmons, 2012). Felnétt kutyakban, az IGF1 vérbdl mérhetd koncentracidja erés linearis
korrelaciot mutat a testmérettel, annak ellenére, hogy a szérum GH-koncentracié nagyon

hasonlé szinten mozog a kulénb6z6 fajtak esetében (Meij et al., 2010). Példaul a kdzép
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uszkarban mérhetd plazma |GF1-koncentracié koézel hatszorosa a tdérpe uszkarokban
mérheté szintnek. Ennek ellenére nem lehet kimondani, hogy a szérum IGF1-szint lenne a
testméret f6 meghatarozoéja, hiszen a szabad és fehérjéhez kotott frakcid aranyat, valamint
az IGF1R expresszid mértékét sem vizsgaltak, illetve szemben a névekedésihormon
adagolassal, az IGF1 poétlasa nem fokozza a ndvekedés ttemét. Ezekkel ellentétben a fiatal
allatokban, ezek kozétt is a nagyobbra névé fajtakban magasabb és a ndvekedési itemmel
Osszefluggésben tovabb marad magas a GH-szintje, mig az IGF1 nem valtozik, ami arra
utalhat, hogy a fiatalkori GH hiperszekrécido sokkal inkabb meghatarozdja a testméret
alakulasanak, mint az IGF1 (Meij et al., 2010). Mindemellett ugyanakkor ki kell emelni, hogy
a GH direkt hatasa mellett jelentés indirekt hatassal is rendelkezik, melyeket nehéz
kdlénvalasztani, hiszen a GH ndvekedést elbsegitdé hatasat nemcsak a majban termelt
IGF1-n keresztul fejti ki, hanem kozvetlenul a kulonb6z6 szdvetekben is stimulalja a helyi
IGF1 szekréciét, ahol a GH ezen ndvekedést elésegitdé hatasaival ésszhangban a GH
receptor lokalis expresszidja is valtozik (Meij et al., 2010). Az elhizlalt kutyak esetében leirt,
magasabb posztprandialis inzulinkoncentracié mellett megfigyelt IGF1 szérumkoncentracié
emelkedés ellenére nem mondhaté ki egyértelimiien, hogy a szomatotrop tengely
aktivitasanak valtozasa oka vagy kovetkezménye az elhizasnak (Gayet et al.,, 2004). Az
IGF1-szint inkabb kovetkezményes emelkedését tamaszthatja ala, hogy a zsirraktarak
telitédésével parhuzamosan emelkedd leptinszint direkt uton befolyasolja a majban folyo
IGF1-szintézist (Nyomba et al., 1999; Luna-Pinto és Cronjé 2000). Emellett mind az
IGF1-szintézis, mind pedig a szekrécio dsszefiiggésben van a periférias GH szenzitivitassal,
ami fokozddik elhizas esetén (Baumann et al.,, 1994), emellett n6 a szabad IGF1 frakcié
aranya a csOkkent mennyiségl IGF1 kotéfehérje miatt. Maga az inzulin is fontos regulatora a
maj IGF1 produkcidjanak, valamint szuppresszalja a maj IGF1 kétéfehérje szintézisét. Az
IGF1 vérszint tehat Osszefliggésben van az energiabevitellel, valamint a kialakulé IR-val.
Mindemellett napjainkban azt is hangsulyozzak, hogy a majban termel6dé IGF1 javitja az
inzulinérzékenységet, illetve segiti a glikoéz toleranciat és az energiafelhasznalast (féleg
termogenezis formajaban) (Hong et al., 2017).

A taplaltagi allapot valtozasa tehat a tdbbi fajhoz hasonldéan kutya fajban is modulalja az
IGF/IGFBP rendszer miikddését. Mig az egy éjszakan at torténé koplalasnak, majd Ujbdli
taplalékfelvételnek nincs hatasa az IGF1-, vagy kotéfehérjéinek koncentracidjara a vérben,
addig az energiabevitel hosszabb (2 hetes) 5%-ra, illetve 42,5%-ra torténd csdkkentésének
hatasara az IGF1 szérumszint 20,4%-0s, illetve 32,7%-0s csokkenésérdl szamoltak be. Ezt
kovetden egy 2 hétig alkalmazott ad libitum etetés hatasara az értékek normalizalédasarol is
beszamoltak. A kalériamegvonassal és az IGF1 vérszintjének csdkkenésével parhuzamosan
a |IGFBP-2-koncentracio jelentés emelkedését is medgfigyelték. Mindezek alapjan

elmondhatdé, hogy a szérum IGF1l-szint a taplaltsagi allapot rdvidtavu valtozasainak
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potencialis markere, annak ellenére, hogy vérszintje jelentésen kuldnbdzhet a testméret
fliggvényében, tehat az egyes fajtak esetében (Maxwell et al., 1998).

A novekedési hormon IGF1 tengely fontos mellékagaként kell kiemelni az eml6észdvetet,
hiszen az ebben a szdvetben zajlé idészakos ndvekedési hormon, valamint IGF1 produkcié
képes jelentésen befolyasolni ezeknek a hormonoknak a vérszintjét. Az emlészdvet
hiperplasztikus duktalis epitheliumabdl szarmazo, lutealis fazisban jellemz8 progeszteron-
indukalt GH felszabadulas nem pulzatilis és fliggetlen a ndvekedési hormon serkent6
hormon (GHRH), vagy a szomatosztatin hatasatdél. A didsztrusz alatt jellemzé lokalis GH
produkcié mellett, az ehhez kapcsolédé GH receptor expresszié, valamint a lokalis IGF
produkcié fokozddasa is jellemzd, ugyanakkor az emlészdvetben termel6dd GH és IGF1 a
véraramba jutva szisztémas hormonszint valtozast és a test egészét érinté hatasokat idéz
el6 (Meij et al., 2010). Kutyaban medroxiprogeszteron acetattal (MPA) kisérletesen el6idézett
hiperprogeszteronémia, vagy a fiziologias didsztrusz soran mért magasabb szérum
progeszteronszintek mellett kézel duplajara emelkedett IGF1-koncentraciérdl szamoltak be,
ami az MPA megvonasa, vagy ovariohiszterektomia végzése utan a GH-koncentracid
csOkkenésével, valamint a klinikai tlinetek (pl.: glikéz intolerancia) enyhllésével

parhuzamosan élettani szintre esett vissza (Maxwell et al., 1998).

3.1.3. A testzsireloszlas és a zsirdepokat alkoté zsirsejtek méretének

jelentésége

A human orvoslasban folytatott kutatasok soran élesen elkllonitik a ,férfias”, android tipusu,
centralis/abdominalis/viszcerdlis elhizast, és a ,n6ies”, f6leg az alsébb testrészeket, a
femoradlis és glutedlis tajékot érintd periférias elhizast, illetve kiemelik a tipusok eltérd
szerepét a tarsult betegségek kialakulasaban és a prognézis megitélésében (Vague, 1956).
Emellett kilénbségeket tesznek az alapjan, hogy az adott zsirdepét mekkora méretl
zsirsejtek alkotjak (Matsuzawa et al., 1992). Az elhizas ilyen médon, tehat a regionalitas és a

zsirsejtméret alapjan elkilonithetd tipusainak megjelenését kutya fajpan még nem igazoltak.

3.1.3.1. A testzsireloszlas jelentésége

Az utdbbi 50 év kutatasi eredményei eloszlattak azt a tévhitet, miszerint a fehérzsirszovet
mind0ssze az energia trigliceridek formajaban toérténé tarolasanak passziv helyszine,
ehelyett, mint az egyik legnagyobb endokrin szervet mutattdk be és egyre csak
hangsulyozzak jelentéségét a napjainkra népbetegségnek szamité elhizashoz tarsulé
betegségek patogenezisében. A zsirszovet altal termelt, szertagazé hatasokkal rendelkezé
szabalyz6 faktorokat k6zoés névvel adipokineknek hivjuk. A zsirszévet endokrin funkcioja

mellett heterogén szerkezete is napjainkig kutatasok targya. Helyez6désik alapjan tébb
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nagyobb zsirdepdt kilonitlink el a szervezetben. A két nagyobb depét a hastregen belll
helyez6dd viszceralis (Visc), mas néven intraabdominalis zsirszovet, valamint a bér alatti
terlleteken helyez6dd szubkutan (Sc) zsirszdvet adja. Az el6bbin belll egyes vizsgalatok
soran elkiulonitik a cseplesz terlletén talalhaté omentalis, valamint a belek k6zoétt megjelend
mezenterialis zsirszdvetet. A bér alatti zsirszovet esetében pedig kilonbséget tesznek a hasi
régioban helyez6dd hasi Sc, valamint a glutealis terlileten és a combokon megjelené
zsirszovet kozott. Az egyes zsirdepok nem csak anatomiai helyez6désik, hanem sokszor
ezzel Osszefliggésben vérellatasuk és szoveti szerkezetlk tekintetében is eltéréseket
mutatnak. Egészséges emberek esetében a Visc zsir legfeljebb 8-20%-at (férfiakban tébb,
nékben kevesebb) adja a teljes zsirtbmegnek. A kondici6 meghatarozasanak részeként
nagyon fontos a zsireloszlas vizsgalata, hiszen a ragcsalokat elemzé kutatasok, valamint a
human irodalom szerint az inzulinrezisztencia és a diszlipidémia kialakulasa mellett mas
metabolikus problémak megjelenése is szorosabb 0Osszefliggést mutat a zsirszdvet
zsirdepokban torténd eloszlasaval, mint az &sszzsirtdmeg, vagy a testsuly alakulasaval
(Vague, 1956; Larsson, 1991). Mindez felhivia a figyelmet az egyes zsirdepok sokszor
nagyfokban eltérd tulajdonsagaira. A zsirsejtek endokrin funkcidja, a szovet lipolitikus
aktivitasa, valamint az inzulinnal vagy mas hormonokkal szembeni érzékenysége mind-mind
kiilonb6zd lehet a Visc valamint a Sc zsirraktar esetében (Hellmér et al., 1992; Laviola,
2006). A zsirszovet szervezeten bellli eloszlasat a human irodalom szerint befolyasolhatja a
nem, a kor, ugyanakkor egyes betegségek, gyogyszerek, hormonok hatasa mellet, annak
egyedi eltéréseit is emlitik. Osszefoglalod kdzlemények alapjan altalanosan elfogadott, hogy a
centralis obezitas, mely a glutealis teruletek helyett a hasuregben és a hasi Sc teruleteken
koncentralédott zsirszovet meglétét jelenti, egyértelmien tarsithatdé szamos betegség
megemelkedett kockazatahoz, igy a cukorbetegség, a magasvérnyomas, az ateroszklerézis,
diszlipidémia, illetve daganatos betegségek nagyobb aranyu eléfordulasahoz (Shuster et al.,
2012). Kutya estében is beszamoltak arrdl, hogy mar 12 hetes hizlalas utan igazolhatdéak az
elhizas karos metabolikus és kardiovaszkularis hatasai, melyek er8sebb 0&sszefliggést
mutattak a Visc zsirdepé méretével, mint a teljes, vagy a Sc zsirmennyiséggel (Adolphe et
al., 2014). Az egyes zsirraktarak metabolikus funkciok hatterében jatszott jelentéségét
nagyban meghatarozzak az adott zsirdepd anatémiai jellemz6éi, a differencialodasi
képessége, a zsir-tarolasi folyamatok kulonbdzdsége, illetve a zsirszévetben élettani funkciot
betdltd gyulladasos sejtek megjelenési aranya is (Tchkonia et al., 2013). Alapvetd, a funkciét
is befolyasolé anatomiai kulonbségként emlitendd, hogy mig a Visc zsir felél érkezd, NEFA-t
és adipokineket szallité vénas vér a portalis rendszeren keresztul kdzvetlenil a majba jut,
addig a Sc teruletekrdl a szisztémas keringésbe kerul. Ezek mellett tobb molekularis szintl
kildnbségrél is beszamoltak, egyes receptorok kifejez6désében, illetve az adipokinek

produkci6jaban is irtak le kulonbségeket. Ibrahim az irodalmat 2009-ig attekintd
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Osszefoglaldja alapjan a Visc zsir metabolikusan sokkal aktivabbnak tekinthetd (lbrahim,
2010). Magasabb foku lipolitikus aktivitasa, magasabb foki NEFA mobilizaciot eredményez,
ami anatomiai okokbdl egybdél a majba jut. Amellett, hogy a Visc terilet vaszkularizaltsaga és
inervacioja gazdagabb, nagyobb mennyiségben tartalmaz nagyobb méretli zsirsejteket
melyek sokkal kevésbé reagalnak az inzulinra (Salans et al.,, 1973). A Visc terlleten
helyez6dd zsirszovet ezek alapjan rezisztensebb az inzulinhatassal szemben, mint a hasi
bér alatti depdban helyezddd zsirszévet (Abate et al., 1995; Frayn, 2000). A Visc depd
telitettsége alapvetbéen meghatarozza az egész szervezet inzulinérzékenységét. Az innen
indulé fokozott NEFA aramlas a majban is csOkkenti az inzulinérzékenységet, és a
szisztémas hiperinzulinémiahoz vezet, amellett hogy kiesik az inzulin hepatikus glikéz
produkciéra kifejtett gatld hatdsa. Az NEFA gyorsitia a glikoneogenezist és
nagyon alacsony slriségl lipoprotein (VLDL) szekréciot, emellett csokkenti az inzulin-
stimulalt periférias glikozfelvételt, amit egészséges szervezetben a glikéz-stimulalt inzulin
szekrécid6 NEFA altal indukalt fokozédasa kompenzal, igy tovabb fokozva a periférias
hiperinzulinémiat. A folyamatosan magas NEFA-szint karositia a béta-sejteket igy 2-es
tipusi diabétesz kialakulasara hajlamosit (lbrahim, 2010; Wajchenberg, 2000).
Hiperinzulinémiaval parhuzamosan, illetve posztprandialisan az alsébb terlletek (glutealis
terlilet, comb) NEFA felszabadulasa sokkal inkabb gatolt, mint a fels6bb-hasi Sc terileteken
mérhetd felszabadulas. A Visc terlletekrél szarmazd NEFA felszabadulas rezisztensnek
mutatkozott az inzulin antilipolitikus hatasara (Jensen, 1995; Meek, 1999). Az adipocita
funkcidban leirt depdspecifikus  kulonbségek kozott a  viszcerdlis  zsirszovet
inzulinreceptorainak csokkent affinitasa mellett, annak emelkedett katekolamin-indukalt
lipolitikus aktivitasat és csokkent leptin expresszidjat is emlitik (Stoll, 2002).

Amellett, hogy az egyes zsirdepok esetében eltér6 metabolikus aktivitas, adipokin- és
parakrin faktor szekréciés profil jellemz8, ezek a szbvetek eltérd hormonokkal szembeni
érzékenységet és telitédési Gtemet is mutatnak (Thomou, 2010). Az adott depét jellemzb
zsirsejt el6alakok (altalanosabb kifejezéssel élve preadipocitak) aranya, illetve eltéré
jellemvonasai, pl. replikaciés potencialja, az egyes terlleteken meghatarozzak a zsirdepok
tarolasi kapacitasat és telitédésének tUtemét (Hauner, 1988; Montague et al., 1998; Tchkonia
et al., 2002; 2006b). A sulygyarapodas soran az egyes depdk ndvekedése eltérd Gtemd,
emellett terlletenként valtozd, hogy a zsirsejtek méretének ndvekedésével jard hipertréfia
vagy a zsirsejtek szamanak gyarapodasa soran kialakuld hiperplazia uralja inkabb a képet
(Tchoukalova et al., 2010). Egy patkanyokon végzett kutatas eredményei alapjan a béralatti
zsirraktarak esetében, azokon a terilleteken, amiknek feladata inkabb a hosszutavu
tartalékolas, igy a femoradlis terlleteken a zsirsejtek szamanak névekedése inkabb jellemzé,
mig a hasi terlleteken (mind a Visc, mind a Sc) a zsirsejtek méretének névekedése dominal.

A Visc zsirszdvet esetében inkabb jellemzd zsirsejtméret ndvekedés igazodik a gyors
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raktarozasi és felszabaditasi folyamatokhoz, illetve a rendelkezésre all6 tér behatarolt
jellegéhez. Hasi Sc dep6 esetében nagyobb kapacitas jellemz8, mint az omentalis zsirszovet
esetében (Tchkonia et al., 2002). Ez a depok kézotti kilénbség a preadipocitak Sc zsirszévet
esetében jellemzé nagyobb aranyu megjelenésében is megmutatkozik (DiGirolamo et al.,
1998). Human vizsgalatok soran is kimutattak, hogy a hasi Sc teriletrél szarmazé szdévetben
jelenlévé preadipocitak sokkal intenzivebb replikaciéra képesek, mint a cseplesz tertletérdl
szarmazok, vagy a kicsit jobb potencialt mutatdé mezenteridlis preadipocitak (Tchkonia et al.,
2005; 2006b; Van Harmelen et al., 2004). Tovabbi kilénbségként kell emliteni a gyulladasos
sejtek aranyat az egyes zsirszdvettipusok esetében. Egyes szerz6k szerint a viszceralis
raktarban nagyobb aranyban jelennek meg gyulladasos sejtek, illetve ez a zsirraktar
nagyobb meértkében expresszalja az angiotenzinogént, illetve egyes gyulladasos citokineket
igy pl. a TNF-a, CRP vagy az IL-6 szérumszintje magasabb Visc obezitas esetén (Park et al.,
2005). Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy bar egyes szerz6k szerint a makrofag infiltracié
valéban sokkal extenzivebb a Visc zsirtdmeg esetében, azonban a Sc depdban az
elhizassal parhuzamosan nagyobb Utemben né a gyulladasos sejtek megjelenése, mint a
hasl(ri zsir esetében. A preadipocitak elhizashoz koétheté 6regedése azok proinflammatérikus
citokintermelését idézi el6, a zsirszévetben kialakuld gyulladas pedig szintén 6sszefliggést
mutat az inzulinérzékenység romlasaval, valamint ebben az esetben a Sc terilleteken
er6sebben jellemzd tarolasi képesség csdkkenéssel illetve lipotoxikus hatassal (Tchkonia et
al., 2010). Mindezek ismeretében nem csoda, ha napjainkban sem tekinthet6 teljesen
tisztazottnak, hogy a Visc obezitds oka vagy kovetkezménye a metabolikus eltéréseknek,
illetve mennyiben lehet kéroktani szerepet tulajdonitani a Sc raktarak diszfunkcidjanak
(Tchkonia et al., 2013). Egy elmélet szerint a béralatti zsirszévet diszfunkcidja, illetve a
terlleten jellemz§ gatolt adipogenezis, azaz csOkkent lipidtarolasi kapacitas ektépias
zsirlerakédashoz vezet, melynek elsd allomasa a Visc depd tulzott telitédése, valamint ezzel
parhuzamban a gyulladasos és lipotoxikus hatasok megjelenése, ami alapjan a Visc zsir
megndvekedett mennyisége sokkal inkabb indikatora a metabolikus eltérésnek mintsem
okozdja (Tchkonia et al., 2006a). A korabbi elmélet alapjan, élettani korulmények kozott a
tébblet energia raktarozasanak elsédleges helyszine a bdralatti zsirszovet. A zsirsejtek altal
trigliceridek formajaban felvett energia csak az elsédleges raktar telitédése utan vagy abban
az esetben rakddik mas teriletekre, pl. a Visc depdba, ha a zsirsejtek telitbdése genetikai
okbdl vagy stressz indukalt uton gatléodik. A Sc depd kisebb zsirsejtjei nagyobb hajlamot
mutatnak a szabadzsirsav- és a TG-felvételére, igy az ujonnan megjelené kisebb igy
inzulinérzékenyebb zsirsejtek hatasos pufferkapapacitast jelentenek a posztprandialis
id6szakban megndvekvé mennyiségl NEFA és TG raktarozasa soran. A depo telitédése
utan azonban megkezdédik a depdn kivdli lerakodas (Freedland, 2004). Bergman szerint

(2006, kutya modell) a tdbblet energia raktarozasa soran mind a Sc, mind a Visc raktar
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gyarapodasa megfigyelhetd, ugyanakkor a viszceralis depd gyorsabban gyarapszik egy plato
eléréséig, mig a Sc raktar fokozatos de folyamatos névekedést mutat az elhizas kialakulasa
soran. Mig a cseplesz egy részének mtéti eltavolitasa, ezzel a Visc zsir mennyiségének
csOkkentése tobb fajban, kdztlk kutyaban is igazoltan javitja az inzulinérzékenységet (Lotatti
2009; Ben-Shlomo 2012), addig hércsdgokben vizsgalva, a Sc zsirmennyiség csdkkentése
pont az ellenkezé hatasunak bizonyult (Weber et al., 2000). Egyre inkabb igazolédni latszik,
hogy a hosszutavu raktarozasra specializalodott bdralatti zsirdepdk, tébb szempontbdl is de
leginkabb metabolikusan védé hatasunak tekinthetdk (Tchkonia et al., 2006a). A metabolikus
védd hatas szempontjabdl azonban sokkal nagyobb szerepet tulajdonitanak az also régidban
tehat a labakon megjelend Sc zsirnak, mint a hasi tertleten lerakdédott Sc depdnak
(Tchoukalova et al.,, 2010). Verboven kutatocsoportja (2018) a korabbi eredményekkel
egybehangzé megallapitasokra jutott miszerint az elhizas sordan megvaltozik a zsirszévet
szerkezete, igy jellemzévé valik a hipertréfia, a gyulladasos sejtes beszirddés, kulondsen a
Visc zsirraktar esetében. A Visc terlleten megjelend zsirsejtek mérete erés dsszefiiggést
mutatott a teljes szervezetet jellemzd inzulinérzékenységgel, ugyanakkor ezt a bdralatti
zsirdepo funkcionalis jellemz&i nem befolyasoltak. A korabbi irodalommal egybehangzéan a
Visc illetve a Sc depdkban megjelené hipertréfias zsirsejtek az inzulinérzékenységet
leginkabb befolyasold tényezék. A Visc depdban megjelend hipertrofia az inzulinérzékenység
legf6bb meghatarozéja, mig a Sc terlleten kialakuld nagyobb zsirsejtek pedig jelentésen
hozzajarulnak a lipidek ektépias lerakddashoz els6 kérben a Visc terlletre, ezzel kdzvetetten
hozzajarulva az egész test inzulinérzékenységének romlasahoz. Az elhizaskor jellemzé
krénikus proinflammatérikus kézeg gatolni képes az adipocita funkciot ezzel metabolikus
eltéréseket is okozva elhizas esetén. A korabbi megallapitasokkal ellentétben, a Sc zsirban
elhizott emberek mintaiban is csak kevésbé volt jellemzé a gyulladasos fenotipus
megjelenése, illetve ezek nem mutattak 6sszefliggést az inzulinrezisztencia kialakulasaval. A
Visc terlleten megjelend gyulladasos fenotipus sokkal nagyobb jelentéséggel birt,
ugyanakkor kiemelik, hogy a Sc raktar, az 6sszzsirtomeg 80%-at adva sokkal fontosabb
kvantitativ faktor, tehat er6sebb meghatarozdja a teljes szervezet inzulin érzékenységének,
mint a zsirsejt morfolégia. A Visc depdban megjelené nagyméretli zsirsejtek az
inzulinrezisztencia kialakulasanak figgetlen hajlamosité tényezéi, melyek részben a
proinflammatorikus hatasokon keresztil fejtik ki hatasukat. A Sc terlleten helyez6d6 sejtek
funkcidja kisebb jelent8ségli a szervezet egészének inzulinérzékenysége szempontjabdl
(Verboven et al., 2018). Onmagaban tehat a Visc obezitas metabolikus hatasa egyre inkabb
ismertté valik ugyanakkor a kialakulasara hajlamosité okok még nem tisztazottak, mivel
lehet, hogy ezek a depdkat alkotd zsirsejtek 6rokdlt tulajdonsagaibol adodd folyamatok
(Heilbronn et al., 2004). A genetikai prediszpozicié mellett, a gonadalis hormonok jatszak a

legfontosabb szerepet a zsirraktarak megoszlasanak kialakitasaban, igy a fébb metabolikus
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folyamatok kialakitasaban. A ndék testében lerakddd zsir leginkabb Sc terlletekre és az
alsobb testrészekre rakodik le, mig férfiakban sokkal jellemz8bb az abdominalis régiodk
telitédése. A tesztoszteron (T) serkenti a lipolizist, illetve gatolja a lipoprotein lipaz aktivitasat,
hianyaban né a telijes zsirszovet mennyiség és nagyobb aranyban né a Sc zsirraktarak

c sz

nagysaga. Az androgének képesek blokkolni a preadipocitak proliferaciéjat és
mind nékben - utdbbiakban nagyobb mértékben - segiti a proliferaciot. Az osztradiol a Sc
depoziciét serkenti leginkabb, hianyaban nékben is magasabb a Visc lerakdédas mértéke. A
Visc zsir mindkét nem esetében magasabb mértékben expresszalja mind az androgén, mind

pedig az 6sztrogén receptorokat, mint a Sc raktarak. (Power és Schulkin, 2008).

3.1.3.2. A testzsireloszlas vizsgalatanak moédszerei kutyan

A human orvoslasban, a legtobb elhizashoz kapcsolhaté tarsult betegség esetén a
viszceralis elhizas jelent6ségét hangsulyozzak a perifériassal szemben (Stoll, 2002). A
megnovekedett aranyban jelenlév® Visc vagy Sc zsirtdmeg kiilénb6z6 metabolikus hatasat
kutyaban is leirtak (Kabir et al.,, 2005). Ugyanakkor annak ellenére, hogy a human
elhizastipusok specialis rizikofaktorként szerepelhetnek a metabolikus betegségek
kialakulasaban, ezeket kutya fajpan nem kulonitik el. A kutya zsirszdveti eloszlasanak
vizsgalata fontos lehet annak megértésében, hogy a Sc-nal szemben, f6leg a Visc
zsirdepoba tomoruld zsir hozzajarul-e az elhizas sulyosabb, patologias kdvetkezményeinek
kialakulasahoz ebben a fajban is. Az utébbi években a kutyat egyre elterjedtebben
hasznaljak a human metabolikus szindréma modellallataként, valamint a Visc tipusu elhizas
és az inzulinrezisztencia kapcsolatanak vizsgalata soran (Bergman et al., 2001). Ennek
ellenére kérdéses, hogy a kutyak esetében kialakulo elhizds mennyiben allithatd
parhuzamba a human folyamatokkal, hiszen az egyes zsirraktarak eloszlasa alapvet6
kilénbségeket mutat. Ember esetében, féleg nékben a legfontosabb Sc depdként az alsébb
régiokban megjelend (femoralis, glutealis) zsirszOvetet tartjak, mig kutydban a Sc zsir
nagyobb része a torzsbn és a mellkas terlletén jelenik meg, tehat a klasszikus
elhizastipusokat nem tudjuk elkdloniteni. Mindemellett a kutyaban jellemzé zsireloszlas
alapjan talan elegendd a hasi terlletek vizsgalata, ami a végtagok vizsgalata nélkul is képet
adhat az adott egyedben jellemzb zsireloszlasarol. Ugyanakkor ezen kuilonbségek
ismeretében felmerll, hogy a zsireloszlas masként befolyasolja a metabolikus folyamatokat,
mint emberben. Kutyakon, magas energiatartalmu tappal torténd etetési periodus el6tt és
utan végzett mérések szerint, a meghizott kutyak egy részében a Visc és Sc zsirszOvet
mennyiség aranya noétt, masoké csokkent, tehat az egyes egyedekben, eltér6 Utemben

gyarapodott a Sc és a Visc zsirraktar (Ishioka et al., 2005a). Kutya modellen végzett
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vizsgalatban is kimutattak, hogy a Visc zsirdepd kisfoku csdOkkentése jelentdsen javitja az
inzulinérzékenységet (Lottati et al., 2009). A zsirraktarak telitettségének, valamint
eloszlasanak meghatarozasa alapveté moédszer az elhizas hatasainak vizsgalata soran,
ugyanakkor az ilyen iranyd human vizsgalatok legtdbbje nem adaptalhaté a kutya fajra. A
BCS rendszerek a leggyakrabban alkalmazott moddszerek kutyaban, az elhizas
diagnosztizalasa, valamint karos hatasainak becslése soran, ugyanakkor ezek nem
alkalmasak a Visc és Sc zsirraktarak vizsgalatara (Laflamme, 1997). Human vonalon, a CT
az egyik legyakrabban alkalmazott médszer a zsirraktarak eloszlasanak és telitettségének
vizsgalatara (Hirooka et al., 2005). Bar az L3-5 csigolya magassagaban készitett CT
felvételek elemzése alkalmas a kutya fajban jellemzd obezitds, valamint a zsireloszlas
vizsgalatara is, a modszert eddig csak egy (beagle) fajtaban irtak le (Ishioka et al., 2005a).

Az endokrin szervként is m{kddd zsirszovet szamos élettani folyamatra van hatassal
adipokinek termelése révén. A kulonbozé érettségi foku valamint lokalizacioju zsirsejtek
adipokin produkcidja jelentésen eltérhet. Egyes adipokinek, elsédlegesen a leptin, az
adiponektin, illetve a rezisztin, potencialis markerei lehetnek az elhizas mértékének, valamint
az egyes kovetkezményes betegségek kockazatat is jellemezhetik (German et al., 2010b). A
szérum leptin koncentracid pozitiv korrelaciét mutat a testzsir tartalommal, emiatt kutya
fajpan is a zsirtdbmeg markereként alkalmazhatd, ami figgetlen az allat nemétdl, koratdl,
fajtajatodl és ivari ciklusatol, bar az utébbi két tényezd leptinszint alakulasa kifejtett hatasa
még nem zarhaté ki telies mértékben. A szérum leptinszint tehat alkalmas markernek
tekinthet6 az elhizas diagnosztizalasa, valamint a kdvetkezményes betegségek
progresszi6janak vizsgalata mellett talan a zsireloszlas jellemzésére is. Bar egyes kutatok a
leptin és a viszceralis zsirtdmeg erds korrelaciéjardl szamolnak be (Ronnemaa et al., 1997),
tobb vizsgalat szerint a leptinszintet a szubkutan zsirraktar telitettsége hatarozza meg
leger6sebben, mivel ebben a depdban nagyobb a leptin expresszié foka (Cnop et al., 2002).
A leptin elsédlegesen a zsirsejtekben termel6d6 faktor, melynek termelésére a preadipocitak
még nem képesek (Matson et al., 1996). Montague és munkatarsai eredményei alapjan a
leptin mRNA expresszié mind fiziologias kondicioju emberekben, mind enyhe elhizéas esetén
magasabb volt a Sc zsirszOvet esetében a csepleszb8l szarmazd mintahoz képest
(Montague et al., 1997). Emellett a Sc-omentalis leptin mRNA aranya jelentésen magasabb
volt nék esetében. Ezeket az eredményeket a szerzdk részben azzal magyaraztak, hogy a
Sc zsirdep6 sejtjei nagyobbak voltak, mint az omentalis zsirban megjelend zsirsejtek, a tobb
trigliceridet tarolé nagyobb sejtek pedig mas szerzék altal is igazoltan nagyobb mértékben
expresszaljak a leptin mRNS-t (Hamilton et al., 1995; Tritos és Mantzoros 1997). Mindezek
azonban nem egyeznek azzal a korabbi megallapitassal, miszerint a nagyobb zsirsejtek
megjelenése inkabb az intraabdominalis zsirdepd esetében jellemzé. Ugyanakkor ez utdbbi

sem zarja ki azt, hogy az egyébként dominans bdralatti zsirszovet ndvekedése soran
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megfigyelhetd zsirsejtméret ndvekedés is okozdja a leptinszint emelkedésének a vérben.
Egy masik, Sc és omentalis zsirszovet leptin termelését vizsgalé tanulmany szerint mind
elhizott, mind fizioldgias kondiciét mutatdé nékben kimutattak hogy a leptin szekrécio illetve a
leptin MRNS expresszid 2-3 szoros emelkedést mutat a bdralatti zsirszévetben. Az
eredmények alapjan szintén azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a Sc zsirdepd a lepintszint
legfébb meghatarozoéja, ennek indoklasaként pedig, szintén ellentétesen az el6zéekben
leirtakkal a bdér alatti terlleten megjelend, 50%-kal nagyobb zsirsejtek magasabb leptin
expressziojat emelték ki (Van Harmelen et al., 1998). Osszességében tehat elmondhato,
hogy bar a hattér nem teljesen tisztazott, az irodalom egységes abban a tekintetben, hogy a
szérum leptinszint 6sszefuggést mutat a kondicioval, de f6 meghatarozoja a bdralatti

zsirraktarak mérete és telitettsége (Konigorski et al., 2018).

3.1.3.3. A zsirdepodkat alkotd zsirsejtek méretének jelentésége

Szamos nemrégiben megjelent publikacié alapjan feltételezhet6, hogy a szervezet
zsirtartalma, valamint a zsirszovet eloszlasa mellett a zsirszdvetet jellemzé cellularitas is
alapvetéen befolyasolhatia az egyed metabolikus profiljat, illetve a szérum
leptinkoncentraciot (Wahlen et al., 2011). Felmertlt ugyanis, hogy a depdkat alkoto zsirsejtek
mérete Osszefiggést mutathat a metabolikus rendellenességekkel. Annak fluggvényében,
hogy a zsirszbvet mennyiségének novekedésével parhuzamosan inkabb a zsirsejtek
méretének, vagy a zsirsejtek szamanak ndvekedése figyelheté meg, elkulonitheté az
ugynevezett hipertrofias, valamint a hiperplazias elhizas (Hirsch és Han 1969; Hirsch és
Batchelor 1976). Szintén human kutatasok alapjan allitottak fel azt az elméletet, mely szerint
a zsirsejtek méretének novekedése révén kialakuld, ugynevezett hipertrofias elhizas,
nagyobb eséllyel vezethet egyes metabolikus diszfunkcidk kialakulasahoz, mint a
dominansan a zsirsejtek szdmanak ndvekedésével jaré hiperplazias obezitas. Egyes
elméletek szerint nem maga az elhizas, hanem az adipocitak megndvekedett mérete all
inkdbb az inzulinrezisztencia hatterében, tehat az elégtelen szamu zsirsejt, vagyis az

adipocitak proliferacios, illetve differencialédasi zavara nagyobb eséllyel vezet metabolikus
zavarok kialakuldasahoz (Ravussin és Smith 2002; Weyer et al., 2000). Mindezek

magyarazataul szolgalhat, hogy zsirsejtek méretének alakulasa alapvetéen befolyasolja a
termelt adipokinek mennyiségét és aranyat, a pro- és antiinflammatdérikus faktorok
expressziojat, valamint a sejtek metabolikus funkciéjat (Skurk et al., 2007; Winkler et al.,
2003; Jernas et al., 2006). Tébb tanulmany is beszamol a proinflammatoérikus citokinek (IL-6,
IL-8, TNF-a, MCP) fokozott expresszidjardl, valamint az inzulinérzékenyit6 hormonként
ismert adiponektin csdkkent szekréciojardl, illetve az inzulinrezisztencia kialakulasardl a

nagyobb zsirsejtekben, amik kovetkezmeényesen mas szOvetek romlé
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inzulinérzékenységéhez vezetnek (izom, maj) (Skurk et al., 2007; McLaughlin et al., 2010;
Meyer et al., 2013; Wellen és Hotamisligil 2003). A zsirsejtek a tobblet energiat, inzulin altal
szabalyozott folyamatként TG formajaban raktarozzak, méretik pedig elsédlegesen a tarolt
TG mennyiségével hozhaté kapcsolatba, emellett fligg a lokalizaciétél és zsirszoveti
eloszlastol (Salans és Dougherty 1971; Tchoukalova et al., 2008). A fiatalabb, kisebb méreti
zsirsejtek hatékony raktarkapacitast jelentenek, a sejtek ndvekedésével parhuzamosan
azonban ezek inzulinérzékenysége csodkken, utat engedve ezzel a TG zsirszdveten kivdli
lerakédasanak (Marin et al.,, 1992; Hisra et al.,, 2003). A megnagyobbodott zsirsejtek
esetében fokozott glukdzmetabolizmusrol, intenzivebb lipolizisrél szamolnak be, ugyanakkor
az inzulin-stimulalt glukéz metabolizmus negativan korrelal a zsirsejtek méretével (Salans et
al., 1968; Salans et al., 1971; Jacobsson és Smith 1972). A zsirsejt ndvekedésével
parhuzamosan a gyulladasos faktorok dominancigja valik jellemzévé, ugyanakkor valtozik a
sejt metabolikus funkciéja, és a lipidmetabolizmusban betdltétt szerepe. Ezek alapjan a
zsirsejtek hipertrofiaja 6sszeflggést mutat az inzulin rezisztencia, valamint a metabolikus
diszfunkciok kialakulasaval (Engfeldt és Arner 1988; Despres et al., 1987), mig a hiperplazia
kevésbé tlnik karosnak, illetve egyes elméletek szerint védelmet jelenthet az elhizashoz
tarsuld betegségekkel szemben (Arner et al.,, 2010). A névekvd sejtszamtdl fliggetlenul az
adipocita méretének nodvekedése az elhizott allatokban és alanyokban csokkent
inzulinérzékenységgel jar egyutt (Lundgren et al., 2007; Molina et al., 1989), ami részben a
hipertrofias  zsirsejtek  megndvekedett  proinflammatoérikus  citokin - expresszidjanak
tulajdonithaté (Matsubara et al., 2009). Az egyes zsirdepok esetében a zsirsejtméret hatasa
és jelentésége eltérd lehet, az irodalom azonban nem egységes abban a tekintetben, hogy
melyik terllet zsirsejtméret eloszlasa hatarozza meg er6sebben a szervezet
inzulinérzékenységét. Az ujabb publikaciok alapjan a viszceralis zsirdepot jellemzd zsirsejt
hipertrofia, valamint az ezt kiséré gyulladasos folyamatok inzulinrezisztencia kialakulasara
hajlamosithatnak, ugyanakkor mindezek a Sc raktarak esetében nem jarnak ilyen sulyos
kdvetkezményekkel (Verboven et al., 2018). Ezzel ellentétben, korabbi vizsgalatok szerint a
Sc depdban talalhaté zsirsejtek nagyobb mérete szintén inzulin rezisztencia, illetve ezen
keresztul 2-es tipusu cukorbetegség kialakulasara hajlamosit, ami alapjan a Sc zsirsejtek
mérete szintén negativ korrelaciét mutat az inzulinérzékenységgel, illetve pozitivan korrelal a
proinflammatoérikus adipokinek szekréciojaval (Lundgren et al., 2007.; Skurk et al., 2007;
Lénn et al., 2010; Yang et al., 2012). Ezzel egybehangzdan nem elhizott, ugyanakkor 2-es
tipusu diabéteszben szenved6 emberek esetében a Sc zsirdepd esetében nagyobb
zsirsejtekr6l szamolnak be, aminek hatterében ezek progenitor sejtieinek csokkent
differenciaciés képessége allhat (Acosta et al., 2016). Bar, feltehetéleg a koénnyebb
vizsgalhatésaga miatt a bér alatti zsirraktarakkal kapcsolatban sokkal tébb eredmény

szuletett, a Visc raktarak jellemzdi is szoros Osszefliggést mutatnak az inzulinrezisztencia
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fokaval, valamint a metabolikus szindroma kialakulasaval (Wajchenberg, 2000; Gastaldelli et
al., 2002; Heilbronn et al., 2004; Fox et al., 2007). Tébb publikacidban a Visc zsirt tovabbi két
komponensre, csepleszi valamint mezenterialis zsirra is bontjak, ugyanakkor a Visc zsir
vizsgalata legtdbbszor valdjaban a csepleszi zsirszévet tanulmanyozasat jelenti (Catalano et
al., 2010; Liu et al., 2009). A Visc zsir metabolikusan sokkal aktivabb szévet, mint a béralatti
depd. Proinflammatérikus aktivitasa és a portalis vénaval valé szoros kapcsolata révén erés
Osszefuggést mutat a metabolikus szindréma kialakulasaval (Ravussin et al.,, 2004,
Bjorntorp,1990; DeFronzo, 2004; Liu et al., 2009; Pérez-Pérez et al., 2009). Mindezekkel
ellentétben egyes eredményekbdl arra kovetkeztettek, hogy az inzulinrezisztencia foka
valamit az adipogenezis folyamatat jellemz6, valamint a gyulladast kisérd gének
expresszidja a Sc zsirsejtek méretével mutat dsszeflggést, raadasul leginkabb a kisebb
sejtek frakciojanak novekedését talaltak hajlamositd tényezének (MclLaughlin et al., 2007;
McLaughlin et al., 2010). A régebbi irodalom szerint hiperplazias elhizds nehezebben
kezelhetd, emiatt szintén rossz a hosszutdvl prognoézisa. A kezelés hatékonysagat
jelentésen limitald tény, hogy a zsirszdvet telitettsége nem tud egy bizonyos hatar ala
csOkkenni, ezt a hatart pedig, a zsirsejtek szama hatarozza meg. A zsirsejtek hiperplaziaja
csak egy meghatarozott életszakaszban, a pubertasig bezarélag fizioldgias. Az el6bbiekbdl
adédéan, a novekedésben 1évé szervezetek hajlamosak a zsirsejtek szamanak
novekedésével jard elhizasra (Salans et al., 1973). Bar ezt a hatast kutyaban még nem
igazoltak, valészinisithet, hogy az utdbbi folyamat hasonléan mikddik ezekben a fajokban
is, igy feltételezhet6en a fiatal allatok tuletetése, egy életen at tarté elhizas elleni kiizdelmet
iranyoz elé (Case et al.,, 2011). Az Ujabb szemlélet szerint a kisebb zsirsejtek aranyanak
novekedése a zsirtarolasi folyamat egy bizonyos szakaban mindig megfigyelhet6. Fang és
mtsai vizsgalataik soran arrél szamoltak be, hogy morbid elhizas esetén a human zsirmintak
vizsgalata alapjan, nagyobb volt az atlagos sejtméret a Sc raktarakban, mint az omentum
vagy a mezenteridlis zsirraktarakban, ugyanakkor mind a Sc, mind pedig a cseplesz
terlletér6l szarmazé  zsirmintdkban megnétt a  kisméretl  zsirsejtek, illetve
kovetkezményesen csdkken a nagy méretli sejtek aranya. Az éhomi vércukorszint pozitiv
korrelaciot mutatott a Visc raktarban megjelené kisebb zsirsejtekbdl allé frakcidé méretével,
ugyanakkor nem volt dsszefliggés a nagyobb zsirsejtek atmérdje és a klinikai paraméterek
kozott. Ebbdl azt a kdvetkeztetést vontak le a szerzdk, hogy a kiszsirsejtek frakcidjanak
ndvekedése fligg 6ssze leginkabb a metabolikus problémak kialakulasaval (Fang et al.,
2015). Ez az eredmény egybecseng McLaughlin publikaciéival (McLaughlin et al., 2007;
McLaughlin et al., 2010). EIméletik szerint az energiafelesleg felvételére kezdetben minden
zsirdepo lipidtarolassal, igy hipertrofia iranyaba torténé alakulassal reagal, egy kiuszobérték
eléréséig, ami a Sc raktarak esetében magasabb mint a viszceralis depokban. A hatarérték

elérését kdvetben a hiperplazia iranyaba tolddik el a folyamat, vagyis a szervezet egy kisebb
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méretl sejtpopulacid megjelenésével fokozza tovabb tarolasi képességet. Egyes egyedek
veédettek, melyekben az uj populacioként megjelend kismeéretli sejtek magukba gyUjtve a
zsirt nagyobbakka valnak, mint funkcionalé zsirsejtek. Ugyanakkor mas egyedekben a
megjelend sejtpopulaci6 nem képes a hipertrofiara vagyis értett zsirsejtté torténé
differenciaciora, ami nagy veszélyt jelent az inzulinrezisztencia kialakulasa szempontjabdl,
mivel a karosodott differencialédas az ektépias, tehat maj vagy izomszovetbe torténd
zsirlerakodashoz vezet (Fang et al.,, 2015). Ez a két folyamat, tehat a nagy zsirsejtek
kialakulasa, valamint a kisebb méret(i zsirsejt populacié megjelenése egymast ki nem zarva
alakithatja ki a negativ hatasokat, emellett feltételezik, hogy ezek eltér6 mértékben jellemzik
az egyes depodkat. A bdralatti zsirszovet jelenlétét védé hatasunak is mondhatjuk, hiszen
tobb lipidet képes raktarozni és ezek a nagyobb sejtek gatoljak az ektdpias zsirlerakddast
mikdzben alacsonyabb lehet a proinflammatorikus citokin szekréci6 szemben a Visc
raktarakkal ami csak egy hatarig raktaroz, igy hamarabb jelentkezik az ektdpias lerakodas és
az emelkedd proinflammatérikus faktorok mennyisége (Fang et al., 2015). Az eddig
Osszegzett human eredmények mellett, a zsirsejtmorfolégia és a tarsult betegségek
patogenezise kozti 0sszefiiggést kutya modell alkalmazasaval is vizsgaltak (Kabir et al.,
2011). Korabban ugyanez a kutatdécsoport leirta, hogy hat hetes magas zsirtartalmu diétat
kovetben a testsuly ndvekedése mellett mind a Visc mind pedig a Sc zsirdepd névekedése
egyértelmi volt és romld inzulinérzékenységrdl szamoltak be (Kim et al., 2007). Az egyes
tipusu kannabioid receptor szelektiv blokkolasara képes rimonabant (RIM) adagolasaval 16
hét alatt, a testsulycsdkkenéssel parhuzamosan, javult az inzulinérzékenység, illetve mind a
Sc, mind a Visc zsirdepd mennyiségének csokkenését megfigyelték. El6bbi esetében a
csokkenés nagyobb fokunak bizonyult. Fentieken tul vizsgaltak a zsirdepodkat alkotd sejtek
normal méretl sejtpopulacioként jelent meg, mig a zsirdus diétat kdvetéen két sejtpopulaciéd
dominancigja valt jellemzévé (bimodalis), egy a sejtek 53%-at magaba foglalé normal
méret(i-, valamint a sejtek 45%-at jellemz6 nagyméretl zsirsejt csoport. RIM kezelés
hatasara a sejtméretek eloszlasa uUjra a diétat megeldz6 allapottal megegyez6 képet adta. A
Sc terlletekrél szarmazé zsirmintakban a sejtpopulaciok alakulasa a diéta egyes fazisaiban
kovette a Visc raktarban megfigyelt dinamikat, azzal a kilénbséggel, hogy az atlagos
sejtméretek kisebbek voltak, illetve a zsirdus diéta utan is csak egy, kiindulasi allapothoz
képest nagyobb méretli de a sejtek mintegy 99%-at magaba foglald sejtpopulacié meglétét
irtak le. A kezeletlen kontroll csoportokban, a magas zsirtartalmu diéta tovabbi fenntartasa
esetén mind a Visc, mind a Sc raktarra jellemzd lett a 2 sejtpopulacié megjelenése, (Sc 72%
normal, 28% nagyobb, viszceralis 62% normal, 32% nagyobb) (Kabir et al., 2011). Utdbbi

egybehangzik Skurk csoportjanak eredményeivel, miszerint (Skurk et al., 2007) a human Sc
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terlletrél szarmazo zsirban méret szerint tdbb populaciét alkotnak a zsirsejtek, és a nagyon

nagy zsirsejtek sulyosan karosodott adipokin-szekréciét mutatnak, és elésegitik a gyulladast.
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2. abra Kabir és mtsai altal k6zolt abra, mely bemutatja a zsirsejtméretek alakulasat a Visc
€s a Sc zsirdepdbdl szarmazo zsirmintakban, hat hetes magas zsirtartalmu diéta el6tt (Pre-
fat (W-6) és utan (HFD (WO0)), majd tovabbi 16 hetes magas zsirtartalmu diétat (HFD+PL
(W16)), vagy rimonabant kezelést kovetéen (HFD+RIM (W16)) (Kabir et al., 2011).
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3. abra Kabir és kutatdcsoportja altal k6zolt abra a viszceralis (a), valamint a szubkutan (b)
zsirdepot alkotd sejtek térfogatanak alakulasardl (kicsi, normal, nagy, nagyon nagy
zsirsejtek) hat hetes magas zsirtartalmu diéta el6tt (Pre-fat (W-6) és utan (HFD (WO0)), majd
tovabbi 16 hetes magas zsirtartalmu diétat (HFD+PL (W16)), vagy rimonabant kezelést
kévetéen (HFD+RIM (W16)) (Kabir et al., 2011).
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A vizsgalat eredményei arra utaltak, hogy a morfoldgiai jellemzék alapjan csak Visc depdéban
megjelend nagyobb (>75 um) zsirsejtek hajlamositanak a hepatikus inzulinrezisztencia
kialakulasara. Eddig féleg a Sc raktarak vizsgalataval keresték az Osszefliggést a
zsirsejtmorfologia és az inzulinérzékenység alakulasa kozott és mind a hipertréfia mind
pedig a hiperplazia kéroktani szerepe felmerilt (Pasarica et al., 2009a; McLaughlin et al.,
2007). Mindkét raktar ndvekedését detektaltak a zsiretetés hatasara. Az eredmények alapjan
a magas zsirtartalmu diéta megkezdését kovetden a Visc depdban a zsirsejtek ndvekedése,
azaz hipertréfigja figyelheté meg, mig a Sc raktarban a zsirsejtek mérete nem nodvekszik
ilyen mértékben, ebben a depdban inkabb a zsirsejtek szamanak enyhe emelkedése
jellemz8. A tovabbi zsiretetés hatdsara a Sc depdban is jellemzévé valik a zsirsejtek
méretének novekedése, ami mellett a zsirsejtszam csOkkenését is leirtak. Utdbbi
magyarazataul az inzulin érzékenység romlasa és az apoptédzis fokozdédasa szolgalhat. A
zsiretetés megkezdésekor tehat a zsirsejtek ndvekedése a Visc depodban kezd6dik meg,
majd a korabbi ,overflow” hipotézisnek megfeleléen (Bergman 2006;) a viszceralis depd
telitédése utan folytatodik a Sc raktar telitbdése. Ezzel szemben korabban mas elméletek is
szllettek amik szerint a Sc raktar telitbdése utan jut a zsir a Visc és az ektdpias teriletekre
(pl.: ma3j, izom) (Freedland, 2004; Pasarica et al., 2009b). Kabir munkacsoportjanak
eredményei ellentétesek voltak azokkal a kdzleményekkel, amik szerint a kisebb méreti
zsirsejtek jatszanak szerepet az inzulinérzékenység romlasaban (McLaughlin et al., 2007).
Ezzel kapcsolatban kiemelik, hogy a kollagén emésztésen alapuldé zsirsejtméret
meghatarozasara alkalmazott moédszerek nem alkalmasak a kifejezetten nagy, valamint a
kisebb sejtek vizsgalatara sem. Igy a szerzék arra kovetkeztettek, hogy az inzulin
rezisztencia nem a nagy zsirsejtek megvaltozott funkcidjanak tulajdonithatd, hanem a tébblet
energia lipidek formajaban torténé tarolasanak képtelensége, amit a kisebb sejtek
populaciodjanak megjelenése igazol (McLaughlin et al., 2007).

Osszességében elmondhatd, hogy a legujabb publikaciok szerint a szervezet metabolikus
egyensulyanak kulcsa a zsirraktarozassal parhuzamosan megfigyelhetf, dinamikus
zsirszdveti atalakulas, mely magaban fogalja a zsirsejt populacidk aranyanak eltérd tem
valtozasat az egyes zsirdepdkban. A metabolikus folyamatok hatterében sokkal inkabb
ennek a zsirszovet altal képviselt alkalmazkodasi folyamatnak a jelentéségét kell kiemelni,

mintsem egy meghatarozott zsirdepo, bizonyos méretli zsirsejtjeinek 6nallé szerepét.
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3.1.3.4. A zsirsejtméret meghatarozasanak lehetdségei

A zsirsejtek méretének meghatarozasara szamos modszert dolgoztak ki. llyenek példaul a
pufferben, kollagenaz oldattal torténd emésztés utan, a zsirsejtek metilénkékkel torténé
festését koveté meéret-meghatarozasa okularmikrométer, vagy digitalis képanalizalé program
segitségével (Clarkson et al., 1981, Tchoukalova et al., 2003). Ismert tovabba az ozmium-
tetroxiddal torténé fixalassal végzendd mddszerek alkalmazasa (Hirsch és Gallian 1968), a
formaldehidben fixalt, fagyasztva metszett mintak elemzése (Sjostrom et al., 1971), illetve az
elektronmikroszképpal torténé méret-meghatarozas is (Guo et al., 2007).

A kollagénemésztéses moddszerek esetében jelentésen koénnyiti a vizsgalatot, hogy
szabalyos, a festési eljaras miatt jol meghatarozhatd hataru, ezaltal pontosan mérheté sejtek
jonnek létre. Ugyanakkor tobb publikacidban is kiemelik, hogy ezek eljarasok torzithatjak az
eredményeket, mert a tul nagy vagy a tul kicsi méreti zsirsejteket destrulani képesek az
enzimes emésztés soran (Chen és Farese 2002; Hirsch és Gallian 1968; Kabir et al., 2011).
A szovettani metszet alapu zsirsejtméret meghatarozas sajat tapasztalataink alapjan is
nagyon nehéz feladat. Onmagaban a zsirszovet fixalasa és a beldle térténé metszet készités
is gyakorlatot igényel a szovet nagy viztartalma miatt. Az elkészllt metszeteken ugyanakkor
a zsirsejtek szabalytalan alaku sejtekként jelennek meg, melyek teriletének/térfogatanak
meghatarozasa nehézkes és nehezen stanardizalhato, a sejtek hatarai pedig nehezebben
azonosithatoak kulénlidsen egy vastagabb metszeten. A zsirsejtek méretére a zsirszévet TG
tartalmanak és DNS tartalmanak aranya alapjan is kdvetkeztethetiink. Az irodalom alapjan
azonban ez sem szamit pontos eljarasnak, alulbecsulhetjik a zsirsejtek méretét. (Chen és
Farese 2002; Hirsch és Gallian 1968, Bjornheden, et al., 2004). Az irodalom alapjan a
leptinszint meghatdrozasa koézvetett modon, szintén informaciét adhat a zsirsejtek
méretének alakulasarol. Wahlen és mtsai szerint a teljes zsirtdmeg a keringésben megjelend
leptin koncentracié legfébb meghatarozéja, ugyanakkor a zsirsejtek mérete egy, az elébbitdl
flggetlen tényezéként szintén befolyasolja a leptinszint alakulasat (Wahlen et al., 2011). A
zsirsejtek hipertréfidja (kevés, nagy zsirsejt jelenléte) erésebb Osszefliggést mutatott a
leptinszinttel, mint a hiperplaziat (sok kisebb sejt) mutaté zsirszévet esetében (Couillard et
al., 2000; Lundgren et al., 2007), ami azzal magyarazhatd, hogy a leptin fehérje expresszidja
(Hamilton et al., 1995; Guo et al., 2004) valamint a keringésben megjelend leptin mennyiség
is szoros pozitiv korrelaciét mutat a zsirsejtek méretével (Lonnqvist et al., 1997; Couillard et
al., 2000; van Harmelen et al., 1998). Ezzel szemben mas kutatasok nem talaltak
Osszefliggést a leptin mMRNS és fehérje szintl expresszidja koz6tt (Ranganathan et al.,
1998).
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3.2. Célkitlizések

A kondicié és a testzsirszazalék pontosabb meghatarozasa céljabol bevezettiink tovabbi
morfometriai és bioimpedancia méréseket, illetve vizsgaltuk az igy kapott testzsirszazalék és
a szérum leptinkoncentracio kozotti 6sszefuggéseket (3.3.).

Vizsgalatunk célja volt kimutatni a zsireloszlas, vagyis a viszceralisan, valamint a bér alatti
terlleteken helyez6dd zsirmennyiség, illetve ezek aranyanak hatasat a szérum leptinszint
alakulasara, valamint feltarni a leptinszint és a szérum inzulinkoncentracié, valamint a
szervezet inzulinérzékenysége kozotti 6sszeflggéseket kutyaban (3.4.).

Tovabbi célunk volt leirni, hogy hogyan valtozik a Visc és Sc depdk zsirsejtjeinek mérete a
kondici6 fuggvényében, valamint megvizsgalni a zsirsejtméret és a szérum

leptinkoncentracio kozotti 6sszeflggéseket kutyabol szarmazo mintakon (3.5.).

3.3. Morfometriai és bioimpedancia mérések alkalmazhatésaga, valamint ezek

osszefiiggése a szérum leptinkoncentracioval kutyaban

Muller L, Kék E, Kollar E, Balogh O*, Thurdczy J*: A vérszérum leptinkoncentracio valtozasa
az ivari ciklus és a testzsirmennyiség fiiggvényében szuka kutyaban — Irodalmi attekintés és
sajat tapasztalatok.

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA 141 (7) pp. 411-424. (2019)

Célul thztik ki a kondicié és az ivari ciklushoz kéthetd hormondlis valtozasok szérum
leptinkoncentraciora kifejtett egyittes hatasanak vizsgalatat beagle fajtaju szuka kutyakban.
A kondicié pontosabb meghatarozasa céljabdl a testsuly és a BCS meghatarozasa mellett
morfometrias méréseket és bioimpedancia mérést is alkalmaztunk. Az ivari ciklushoz kétheté
hormonalis valtozas szérum leptinszintre kifejtett hatasait a kovetkezd fejezetben (4.4.)

targyaljuk.

3.3.1. Anyag és moédszer

Tizenhét egészséges, nem vemhes, 2-9 éves koru, beagle fajtaju szuka kutyat vontunk be a
vizsgalatba. A munkank soran alkalmazott vizsgalatok teljes mértékben igazodtak egy
engedéllyel rendelkezé (Pest Megyei Kormanyhivatal altal kiadott 29/2015 szamu engedély)
tenyésztelep esetében az allomanyon alkalmazott szaporodasbioldgiai gondozas, illetve
szlrvizsgalatok rendszerébe. A vizsgalatokara kijeldlt tenyészallomany egyedeit vontuk be
a vizsgalatba, ez hatarozta meg az elemszamokat. Az allatok taplaltsagi allapotanak
megitélése érdekében, 5 pontos skalan értékeltiik a kondiciét (BCS) (Edney és Smith, 1986),

feljegyeztik a testsulyt, a medence kdérméretet (PC - pelvic circumference, cm-ben) és a
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lateralis oldalon mért térd-csank tavolsagot (HS - hock to stifle, cm-ben). Az utdbbi 2
paraméter alapjan szamitott értékként kaptuk meg a testosszetételt jellemz6 testzsirszazalék
ertéket (Szuka testzsir % (BF%) = -1,7 (HS) + 0,93 (PC) + 5) (Burkholder és Toll, 2000,
Mawby et al., 2004). A testdsszetétel tovabbi jellemzésére a test zsirtartalmanak (BMI)
mérését egy kisallatokra optimalizalt bioimpedancia méré készilékkel (Healthlab Body Fat
Analyzer IBF-D02, Kao Corp, Tokyo, Japan) is elvégeztik. A készllék elektrédait a szér
szétfésulése és a bér alkohollal torténé tisztitdsa utan az utols6 borda mogé helyeztik, a
gerincvonaltdl 3 cm-re, azzal parhuzamosan. Az eredményt haromszori mérés atlagaként
jegyeztuk fel. Az allatokbol vérmintat gydjtottink TG-, koleszterin-, valamint szérum
leptinszint meghatarozasa céljabdl. Az ismételt vérvételek a szakma szabalyainak
megfeleléen, a vena cephalica antebrachii-bdl torténtek, kéthetes id6kézonként 3
alkalommal, mindig reggel 8 és 9 ora kozott 24 oras koplaltatast kovetéen. A vérmintakat
4°C-on hitve taroltuk és szallitottuk. A szérum szeparatoros csdvekbe gyUjtott mintak a
vérvétel utan 2 oraval kerlltek a Kérélettani és Onkoldgiai Tanszék laboratériumaba TG- és
koleszterinszint enzimatikus kolorimetrids teszttel tortén6 meghatarozasa céljabdl. A
gélmentes csodvekbe levett mintakat a vérvételt kovetéen 3 éran belll 1500 g-vel, 12 percig,
4 C°-on centrifugaltuk, a szérumot a tovabbi vizsgalatokig -86 C°-on taroltuk. A fagyasztott
szérumbol  torténdé  hormonszint-meghatarozas a  Szilészeti Tanszék  Klinikai
laboratériumaban tortént. A leptin koncentraciot ELISA teszttel hataroztuk meg (Canine
Leptin ELISA, EZCL-31K, Millipore Corporation; érzékenység 0.21 ng/ml, inter- és intra-
assay CV: 6-7% és 2-6%). Az ELISA tesztek szamszerl értékeléséhez ELISA olvaso
berendezést (Thermo Labsystems Multiskan RC, Vantaa, Finland) és értékelé programot
hasznaltunk (Ascent Thermo Labsystem, Vantaa, Finland). Az eredmények kiértékelését a
Microsoft Excel, R 3.5.1. statisztikai program, valamint az IBM® SPSS® Statistics for
Windows 22.0 verzié (Armonk, NY, USA) statisztikai programcsomag segitségével végeztik.
A szignifikancia szintjét P < 0.05 értéknél jeldltik meg. A BCS3 kondiciécsoportban két allat
kivul es6 értékek) leptin értéket mértiink (atlag 8,2 és 4,14 ng/ml), melyeket nem tudtunk
magyarazni, ezért ezen egyedek mérési eredményeit kizartuk a statisztikai elemzésekbdl. A
kondiciot jellemzé paraméterek (testsuly, BCS, BF%, BMI) vizsgalata soran a szérum leptin
koncentraciok ismételt mérésekbdl szamitott atlagaval végeztik a statisztikai szamitasokat.
A 3-as és 4-es BCS kategoriaba sorolt egyedek (BCS3 és BCS4) leptin, koleszterin és TG
koncentracioit, illetve a kondicidt jellemzd egyéb paramétereit Student-féle t-teszttel
hasonlitottuk 6ssze. A valtozék kozotti 6sszefliggés vizsgalatara Spearman féle korrelacios

teszteket végeztunk. Az eredményeket atlag és szoéras értékekkel jellemezve mutatjuk be.
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3.3.2. Eredmények

A BCS3 (n =8) és a BCS4 (n =7) kondicioju szukak leptin koncentracioi k6zoétt szignifikans
kilénbség mutatkozott (P=0,029). A 4-es kondicidcsoportba sorolt allatok leptinszintje
atlagosan kdzel haromszorosa volt a 3-as csoport egyedeiben mért ertékeknek (1. tablazat).
A plazma koleszterin- (BCS3: 5,18+1,52 mmol/l; BCS4: 6,19+£1,69 mmol/l) és TG értékekben
(BCS3: 0,56+0,14 mmol/l; BCS4: 0,61+0,22 mmol/l) nem volt kildnbség a kondiciécsoportok
kozott (P=0,22 és P=0,6). A kondiciobecslésre hasznalt mutatok kozul a testsuly (BW),
valamint a testzsirszazalék (BF%) szignifikans kulonbséget mutattak a két kondiciocsoport
koézoétt (P=0,003 és P=0,001), mig az impedanciamérével meghatarozott BMI hasonldéan
alakult a két csoportban (P=0,29; 1. tablazat).

1. tablazat A kondicidbecslésre hasznalt mutatok értékei a 3-as és 4-es kondicidcsoportban.
BF%: morfometriai méréshdl szarmazo testzsirszazalék érték (testzsir % (BF%) = —-1,7 (HS)
+ 0,93 (PC) + 5), ahol HS = térd-csank tavolsag es PC = medencekdérméret); BMI:

impedanciamérével meghatarozott érték, haromszori mérés atlaga.

Testsuly (kg) BF% BMI Szérum leptin (ng/ml)
atlag szoras atlag sz0ras atlag sz0ras atlag sz0ras
BCS3n=8 10,19 0,67 21,04 2,68 22,17 5,71 0,56 0,38
BCS4n=7 13,33 1,81 29,81 5,15 25,76 6,91 1,49 0,99
P érték 0,003 0,001 0,29 0,029

Az egyes kondiciot jellemzd paraméterek kozotti dsszefliggések eredményeit a 2. tablazat
mutatja be. A hasznalt paraméterek k6zul a BCS és a szamolt testzsirszazalék (BF%) érték
mutatta a legszorosabb dsszefliggést a szérum leptin koncentraciéval (rs=0,62, P=0,014;
rs=0,69, P=0,005), mig a bioimpedanciamérés soran kapott eredmény nem mutatott
Osszefliggést a szérum leptin koncentraciéval (rs=0,43, P=0,111). Ennek ellenére a BMI és
BF% paraméterek kdzott szoros dsszeflggest talaltunk (rs=0,77, P=0,001). A vér leptin-,

koleszterin-, valamint TG értékei koz6tt nem volt szignifikans dsszefluiggés.

2. tablazat A kondiciot jellemzé paraméterek kozotti dsszefliggés vizsgalata Spearman féle
korrelacios teszttel. rs (rho): Spearman féle korrelacids koefficiens; BCS: Body Condition
Score; BF%: morfometriai merésbdl szarmazd testzsirszazalék érték; BMI:

impedanciamérdvel meghatarozott érték, haromszori mérés atlaga.

Testsuly BMI BF% Szérum leptin (ng/ml)
n=15 rs P s P rs P rs P
BCS 0,868 <0,001 0,248 0,373 0,745 0,001 0,619 0,014
Testsuly 0,433 0,107 0,759 0,001 0,510 0,052
BMI 0,766 0,001 0,429 0,111
BF% 0,688 0,005
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3.3.3. Megbeszélés

A kondicidbecslés (BCS) mellett az altalunk is hasznalt morfometriai és bioimpedancia
mérések olyan nem invaziv médszerek, melyek klinikai kérilmények kdzott is alkalmasak a
testzsirmennyiség becslésére (German et al., 2010b; Mawby et al., 2004; Stone et al., 2009).
Ugyanakkor eddig csak a BCS besorolas szérum leptinkoncentraciéval mutatott
Osszefuggéseirdl jelentek meg publikaciok (Ishioka et al., 2007; Ishioka 2002a; Jeusette et
al., 2005b; Sagawa et al.,, 2002), mig a morfometriai és a bioimpedancia mérések
eredményeinek szérum leptin koncentracioval valo Osszefuggésérdl kutyaban nincsenek
adatok. A szakirodalmi adatokhoz hasonldan (Ishioka et al., 2007; Ishioka 2002a; Jeusette et
al., 2005b; Sagawa et al., 2002) mi is szignifikansan magasabb szérum leptin koncentraciot
mértink a magasabb BCS-sel (BCS4) rendelkezé kutydkban, mint a normal (BCS3)
kondicidju egyedekben. Az Altalunk hasznalt paraméterek koézul a szamolt
testzsirszazalékérték (BF%) és a BCS mutattak a legszorosabb korrelaciot a szérum
leptinkoncentraciéval, ami szintén korabbi tanulmanyok eredményeivel egybehangzoéan, a
testosszetétel periférias leptinkoncentraciot befolyasolé hatasat hangsulyozza (Jeusette et
valészinlsitjuk, kérdéses ugyanakkor, hogy adott Ieptinkoncentracié alapjan
kovetkeztethetink-e az adott egyedet jellemz6 testzsirszazalékra, hiszen egyes
kutyafajtakban jelentésen eltérd lehet az idedlis testsuly esetében jellemzé testzsirszazalék
érték (Jeusette et al., 2010). Bar a bioimpedancia méré készulékkel kapott eredmény (BMI)
jol korrelalt a BF% értékkel, a human irodalomban megjelent eredményekkel ellentétben
(Lubkowska et al., 2015) nem mutatott 6sszefiiggést a szérum leptinkoncentracidkkal. Ennek
hatterében a gép felhelyezésébdl addédd mérési pontatlansagok allhatnak, melyek tisztazasa
tovabbi vizsgalatokat igényel. Egyéb, a metabolikus allapotot tikrdz6 paraméterek, mint a
plazma TG- és koleszterinkoncentraciojanak vizsgalata soran nem mutatkozott kilénbség a
kondicidcsoportok kdzott, ami valdszinlleg arra vezethetd vissza, hogy a BCS4 csoportba
tartozé allatok esetében a tulsuly még nem okozott jelentds metabolikus diszfunkciét a
szervezetben.

Az altalunk vizsgalt allatokban, a 3-as kondiciécsoportban 0,56 + 0,38, a 4-es csoportban
1,49 + 0,99 ng/ml szérum leptinkoncentraciokat mértink. Ugyanezzel a kutya leptin ELISA
kittel Park és mtsai (Park et al., 2015) hasonl6 leptin koncentracidkat mértek elhizott (BCS5)
beagle fajtaju kutyakban (1,99 + 1,00 ng/ml), mig mas kutatok 7,2 ng/ml atlagértéket kaptak
a BCS4-5-nek medfelel6 kondiciéju allatokban és szignifikdnsan alacsonyabb
koncentraciokat (<3,6 ng/ml) a BCS2-3-nak megfelel6 csoportban (Tvarijonaviciute et al.,
2011). Sajat eredményeinkhez hasonléan a Tvarijonaviciute és mtsai altal vizsgalt 62,

kilonb6zd fajtaju kutya koézil a normal, illetve sovany kondiciéju egyedek esetében
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kifejezetten alacsony leptinszintet mértek, igy az értéknek egy része kivil esett a teszt
mérési tartomanyan (Tvarijonaviciute et al., 2011). Ugyanezzel a kittel mas kutaték is a
vartnal alacsonyabb szérum leptinkoncentracidékat mértek az alacsonyabb kondiciécsoportba
sorolt kutyak esetében (Park et al., 2014, Wakshlag et al., 2011). Ez megkérdéjelezi, hogy az
elérheté mérési modszer alkalmas-e a leptinkoncentraciot enyhébben befolyasold tényezék,
mint példaul az ivari ciklus soran bekovetkezé hormonalis valtozasok lehetséges hatasanak
vizsgalatara szuka kutyaban. Az altalunk mért alacsony leptin értékeket az is magyarazhatja,
hogy a mintavételeket 24 ora koplaltatas utan végeztik, ami 6nmagaban is csokkentheti a
vérben mérhetd leptinszintet (Boden et al., 1996; Hardie et al., 1996; Ishioka et al., 2005b). A
koplaltatasra azért volt szikség, hogy a szérum leptin koncentracié taplalékfelvétellel
kapcsolatos napszaki ingadozasat, mint lehetséges befolyasold tényezét, elkeruljik (Ishioka
et al., 2005b). Mivel a vérvételeket télen, kifutéban tartott allatokbdl végeztik, felmerilhet a
klls6 hémeérséklet esetleges befolyasold hatasa is, amit ragcsaldékban, juhokban és
emberben mar leirtak (Asakuma et al., 2003, Hardie et al., 1996, Trayhurn et al., 1995). A
csOkkend hémérséklet hatasara a bér alatti kotészovetben mérhetd leptin mRNS expresszio
csOkken, az ebbdl adbédé leptinkoncentracid csokkenés pedig étvagyfokozoé, igy a
taplalékfelvétel novekedését eredményezi hideg kérnyezetben (Murdoch et al., 2005; Peiné
et al., 2000).

Az irodalmi adatokhoz hasonléan szignifikans kilénbséget mutattunk ki a tulsulyos és normal
pozitiv 6sszefliggést irtunk le a szérum leptin koncentracié és a kondiciémérésre alkalmas
Ujabb paraméterek, koztuk is a szamolt testzsirszazalék érték kozott, amire a
szakirodalomban még nem volt adat. Bevezetttk a bioimpedancia mérést is a
testtdmegindex (body mass index, BMI) pontos becslésére, a BMI azonban a vartnal
alacsonyabb 0Osszefliggést mutatott a testsullyal, a kondiciébesorolassal és a szérum
leptinkoncentracioval is, aminek oka tovabbi vizsgalatokat igényel. A vartnal alacsonyabb
leptin koncentraciok az alacsony hémérséklet, valamint a hosszabb koplaltatasi periddus

hatasat is tukrozhetik.
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3.4. A zsireloszlas alakulasa és annak metabolikus kovetkezményei kutyaban

Mdller L, Kollar E, Balogh L, Péstényi Z, Marian T, Garai | et al.,. Body fat distribution and
metabolic consequences-examination opportunities in dogs. Acta Veterinaria Hungarica.
2014 Jun 1;62(2):169-179.

A zsirszOvet eloszlasanak f6bb, leginkabb metabolikus hatasai nem tekinthet6k teljesen
tisztazottnak a korabbi kutatdsok alapjan. Ceélunk volt egy, a zsirszOvet eloszlasanak
meghatarozasara kutya fajban is alkalmazhaté modszer kidolgozasa, valamint a zsireloszlas
metabolikus hatasainak vizsgalata. Munkank soran vizsgaltuk az egyes zsirraktarak mérete
(terllete), illetve aranya (IAF/SCFxL2, IAF/SCFxL3), mint az intraabdominalis
zsirakkumulaciot jellemzd paraméterek (Fujioka et al., 1987) és az allatok metabolikus

statuszat jellemz6 paraméterek kdzti kapcsolatot.

3.4.1. Anyag és modszer

A vizsgalatsoran 25 kulonbdzé fajtaju kutya, diagnosztikai céllal végzett PET/CT vizsgalata
soran rogzitésre kertlt felvételeket elemeztiink. Az allatok fajtaja, kora, neme, kondicidja és
kértorténete minden esetben feljegyzésre kerilt. Utébbi alapjan az egyedek nem szenvedtek
metabolikus betegségekben, ugyanakkor kulon, erre iranyuld vizsgalatokat nem végeztink.
A CT vizsgalatot megel6z6en az allatok altaldnos klinikai vizsgalaton, illetve 5 pontos skala
szerint végzett kondiciébecslésen estek at (BCS1-5, Laflamme, 1997). A vizsgalatba 2,5 és

13 év kozotti (atlag életkor 8,6+3,3 év), 16 ivaros kan és 9 ivaros szuka kutyat vontunk be.

Komputertomografias vizsgalatok (CT)

Munkank soran a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum, Nuklearis
Medicina Intézetében elvégzett 25 diagnosztikai célu CT vizsgalat (Phillips Brillance, 64
slices CT) felvételeinek utélagos elemzését végeztik el. A képalkotd berendezéssel végzett
vizsgalat altalanos anesztézia alkalmazasa mellett tortént a Debreceni Egyetem Orvos- és
Egészségtudomanyi Centrum, Nuklearis Medicina Intézetében. Az szubkutan és a
viszceralis zsir mennyiségét a 2. és 3. lumbalis csigolya magassagaban, azaz az irodalmi
adatok szerint legalkalmasabb terlleteken készitett keresztiranyu felvételeken (120 Kv, 30
mA, szeletvastagsag 5 mm) (Ishioka et al., 2005a), az adott depdba tartozd zsirszovet altal
elfoglalt tertlet nagysaga alapjan hataroztuk meg. A viszceralis és a szubkutan zsirszovet
kozotti hatart a peritoneum, a hasfal izmai, valamint a paraspinalis izmok mély pélyaja adta.
A pixeldenzitas alapjan azonositottuk a zsirszdvetet az adott képen, amit pirossal jeldltink
(4. abra), majd a szoévet altal elfoglalt terlilet nagysagat képanalizald szoftver segitségével

hataroztuk meg négyzetcentiméterben (cm?).

39


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=

IAFxL2: 28, 4%

SCFxL2: 18,6%

4. abra Az els6 oszlopban négy kuldnb6z6 fajtaju és két kilonbdzé kondicidecsoportba
tartozo kutya (fentrél lefelé haladva BCS 3,3,4,4), kettes lumbalis csigolyanak
magassagaban készitett keresztiranya CT felvétele lathatd. A masodik oszlop képein a
szelet teljes teruletét, mig a harmadik oszlop képein a hasdri, a negyedik oszlop képein
pedig a béralatti zsirdepo terlletét jeldltik piros szinnel. Az utolsé két oszlop képein
feltGntettik a viszceralis (IAFxL2), illetve szubkutan (SCFxL2) zsir mennyiségét a teljes

keresztmetszeti kép teruletéhez viszonyitva.

A viszceralis, vagyis intraabdominalis (IAF) illetve a szubkutan (SCF) zsir altal elfoglalt
terllet nagysagat a szelet teljes terlletéhez viszonyitott szazalékos aranyban (IAFxL2,
IAFXL3, SCFxL2, SCFxL3), illetve a szervek altal elfoglalt terilethez viszonyitva (IAForgxL2,
IAForgxL3, SCForgxL2, SCForgxL3) adtuk meg a két megjeldlt magassagban, biztositva

ezaltal a kulénb6z6 fajtaju és testméretl kutyak adatainak 6sszehasonlithatésagat.



Vérmintak gyljtése és a hormonszintek meghatarozasa

A vérvétel a CT vizsgalathoz sziikséges anesztézia bevezetését kdzvetlenlil megelézéen,
figyelembe véve a leptinszint taplalékfelvétellel dsszefliggé napi ingasat, valamint egyes
gyogyszeres kezelések befolyasold hatasat (Ishionka et al., 2002b; Ishioka et al., 2005b).
Csak olyan allatokat valogattunk be a vizsgalatba, amelyeknél a vérvétel legalabb 10 6ras
koplaltatast kovetéen tortént, illetve amelyek nem voltak inzulinnal vagy gltkokortikoiddal
kezelve a vizsgalatot megel6z6 egy hoénapos idészakban. A vérvételeket, a vérmintak
el6készitését, valamint a vércukorszintek és a leptinszintek meghatarozasat az el6z6
vizsgalatban ismertetett mdédon végeztuk (3.3.). Az inzulinszintek meghatarozasa is az
Allatorvostudomanyi Egyetem Sziilészeti Tanszékének Diagnosztikai Laboratériumaban
tortént, szintén direkt szendvics ELISA teszttel (érzékenység 0.01 pg/l; Mercodia AB,
Uppsala, Sweden; 6,6 mU/l és 23,6 mU/l koncentraciok esetén Intra-Assay CV 4,5% és
2,1%, az Inter-Assay CV 4,6% és 3,8%). A telies test inzulinérzékenységének
meghatarozasara a HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment) index értéket alkalmaztuk,
ami az éhomi vércukor- valamit inzulinszint alapjan szamolhaté (HOMA-IR={[éhomi inzulin
(MU/m)]x[éhomi vércukor (mmol/)]}/22.5), az éhomi allapotban jellemzé inzulinrezisztencia

fokanak jellemzésére alkalmas paraméter (Matthews et al., 1985; Verkest et al., 2010).

Statisztikai értékelés

Az adatokat atlag + széras érték formajaban adtuk meg. A nem normal eloszlasu valtozok
miatt a leptinszint, az inzulinszint és a zsireloszlast, valamint az inzulinérzékenységet
jellemzd paraméterek kozotti 6sszefuggéseket Spearman-féle rang-korrelacios egyutthato
szamitasaval vizsgaltuk. Egyszeres és t0bbsz6rds regresszioé analizissel hataroztuk meg a
zsireloszlas, valamit a zsireloszlas és az inzulinérzékenység leptinszint-alakulasara kifejtett
hatasat. A statisztikai szamitasokat R statisztikai program (R version 2.9.2, 2009)
segitségével végeztik. A szignifikancia szintet minden statisztikai analizisben
a P<0,05 értéknél rogzitettik.

3.4.2. Eredmények

Kondicio és zsireloszlas

A kondiciopontozasos rendszerben torténd értékelés alapjan 17 allatot (5 szuka, 12 kan;
atlag életkor 8+2,8 év) soroltunk a “normal” (BCS3), 7 allatot (3 szuka, 4 kan; atlag életkor
10,1+2,9 év) a “tulsulyos” (BCS4) és egy allatot (szuka, 13 éves) az “elhizott” kategdridba
(BCSb).
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A szérum leptinszint a BCS3 csoportban 3.22+3.74 ng/ml, a BCS4 csoportban
10.417.36 ng/ml, a BCS5 kategodriaba sorolt allat esetében pedig 16.06 ng/ml volt. A
leptinkoncentracio szignifikansan magasabb volt a BCS4 és BCS5 csoport egyedeiben mint
a BCS3 csoportban (P=0,02), illetve szintén szignifikans kilénbség mutatkozott a BCS3 és
BCS4 csoportok kozoétt (P=0,05) (5. abra). A szérum inzulinkoncentracié és a HOMA-IR

index értékek nem mutattak 6sszefliggést a kondicidbesorolassal.

15

Leptin (ng/ml)
10
|

BCS

5. dbra A szérum leptinszint (ng/ml) alakulasa az egyes kondiciécsoportokban. A box plot
diagramon a csoportokban jellemz6 interkvartilis terjedelem, a median, a legkisebb és a

legnagyobb érték kertlt abrazolasra.

Az intraabdominadlis (IAF), valamint az intraabdominalis és a szubkutan zsir altal (IAF+SCF)
egyuttesen elfoglalt tertlet (%) dontéen tendenciézus (L2: P= 0,075; P=0,087; L3: P=0,026;
P=0,058) emelkedést mutatott a BCS3 és BCS4 kondiciocsoportok kdzott, mig az L2, L3
magassagban mért szubkutan zsirmennyiség (SCF) nem kilénb6zétt a kondicidcsoportok
esetében. A vizsgalt allatok alapvetd kulonbséget mutattak a zsirszévet regionalitasanak
tekintetében. Az L2 és L3 magassagokban meghatarozott zsirszOveti eloszlas vizsgalata
alapjan a vizsgalt allatok (ezen belil a BCS3 és BCS4 kondiciocsoportok voltak
értékelhetdéek) nagy részében (interkvartilis terjedelem) a vizsgalt zsirraktarak kozel azonos
teruletet foglaltak el, ugyanakkor az allatok egy részében a viszceralis, mig masik részukben
a szubkutan depdban raktarozédott a teljes hasi zsirszdévet nagyobb része (3. tablazat).
Mind az L2, mind az L3 magassagaban készitett felvételek alapjan azt lattuk, hogy az 6sszes
zsirmennyiség (SCF+IAF) nem mutatott szignifikdns korrelaciét a zsirdepdk egymashoz
viszonyitott aranyaval (IAFxL2/SCFxL2, IAFxL2/SCFxL3; Spearman korrelacio, P=0,072;
P=0,477).
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3. tablazat A hasi zsirraktarak aranyanak alakulasa az egyes BCS kategoriakba sorolt

egyedek esetében. Az lumbalis kettes (L2), vagy harmas (L3) csigolya magassagaban

készitett felvételek alapjan a viszceralis, vagyis intraabdominalis (IAF) illetve a szubkutan

(SCF) zsir altal elfoglalt terllet nagysagat a szelet teljes terlletéhez viszonyitott szazalékos

aranyban adtuk, meg emellett feltlintettiik ezek egymashoz viszonyitott aranyat (IAF/SCF) az

emlitett régiokban. A szervek altal elfoglalt teriilethez viszonyitott formaban megadott értékek

egymashoz viszonyitott aranya szamszerlien megegyezett az itt lathaté aranyszamokkal,

ezért ezeket kuldn nem tlntettik fel a tablazatban. Az egyes kondiciécsoportokra

vonatkozoan feltintettik az atlag, minimum (min) és maximum (max) értékeket, illetve az
IAF/SCF értékek esetében a median, az alsé -(Q1) és felsé kvartilis (Q3) értékeket is, utdbbi

adatoknak megfeleléen kulon szinnel jeldltik a kvartilisek kdzé esé értékeket.

acs L2 13
IAF SCF IAF/SCF IAF SCF IAF/SCF
16,1 41,4 0,4 12,4 40,9 03
16 35,1 05 20 35,6 06
17,9 33 05 20,9 30,7 0,7
6 9,8 0,6 6,2 11,3 05
12,2 17,8 07 11,1 17,6 06
7 8,7 038 11,2 8,6 13
9,4 11,7 038 13,8 165 R0E
216 28,3 0,8 22,6 31,5 0,7
™ 27,4 2098 (OO 292 28,5 1
293 27,9 1 28,8 31,8 0,9
27,9 25 1,1 21,6 262 NGE
71 59 1,2 3,4 7,6 0,4
14,4 11,9 1,2 18,5 13,8 13
27,7 22,7 1,2 26,3 22,3 1,2
25,2 18,8 13 26,8 18,1 15
22,9 15,6 1,5 27 15,9 1,7
9,1 1,5 59 7,4 2,6 2,9
atlag 17,5 20,3 1,2 18,1 21,1 1,0
min 6 1,5 0,4 3,4 2,6 03
Q1 0,7 06
median s s
Q3 1,2 13
max 29,3 41,4 59 29,2 40,9 2,9
21,9 34,3 0,6 24 335 0,7
19,1 28,4 0,7 22 28,1 0,8
25,4 35,2 0,7 27,9 35,1 0,8
< 30,6 31 30,9 31,1 1
29,6 28,9 28,1 30,4
22,2 18,6 1,2 29,8 17,7 1,7
17,5 12,3 1,4 19,9 13,1 15
atlag 23,8 27,0 09 26,1 27,0 1,1
min 17,5 12,3 0,6 19,9 13,1 0,7
Q1 0,7 0,8
mecidn — s |
Q3 1,1 1,25
max 30,6 35,2 1,4 30,9 35,1 1,7
B 30,8 15,3 2 30,4 19,9 15
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Szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a szérum leptinkoncentracié és az L2 és L3
magassagban mérhetd zsirraktarak méretét jellemz8é paraméterek, tehat a szubkutan és a
viszceralis zsirraktar mérete kozott (4. tablazat). A szérum leptinszintek szorosabb
Osszefliggést mutattak a viszceralisan, mint a szubkutan helyez6d6 zsirraktarak
mennyiségével, ugyanakkor nem mutattak &sszefliggést a zsirraktarak aranyaval. Ezzel
ellentétben szignifikans pozitiv korrelaciot irtunk le a viszceralis és szubkutan zsirmennyiség
aranya valamint a szérum inzulinszintek kozott, illetve hasonlo trend volt megfigyelheté a
zsirraktarak aranya és a HOMA-IR index értékek kozott (4. tablazat és 6. abra). Az
inzulinkoncentracié és a HOMA-IR index nem mutatott 6sszefliggést sem a zsirraktarak

teriletével, sem a szérum leptinszinttel (4. tablazat).

4. tablazat Spearman-féle rangkorrelacié a szérum leptin- és inzulinszint, valamint a HOMA-
IR index értékek és a hasi zsirmennyiséget és eloszlast jellemz6 paraméterek koézoétt (rho):

Spearman-féle korrelaciés egyutthatd, *: a kiugro értékek elhagyasaval

Leptin Inzulin HOMA-IR

N=25, *N=24  # (rho) P P (rho) P P (rho) P
IAFxL2 0,78 <0.001 0,22 0,301 0,21 0,307
IAFxL3 0,80 <0,001 0,25 0,23 0,23 0,279
IAForg.xL2 0,79 <0,001 0,15 0,486 0,13 0,524
IAForg.xL3 0,83 <0,001 0,17 0,411 0,16 0,452
SCFxL2 0,53 0,006 -0,17 0,423 -0,17 0,431
SCFxL3 0,53 0,006 -0,21 0,321 -0,19 0,358
SCForg.xL2 0,61 0,001 -0,15 0,474 -0,15 0,4707
SCForg.xL3 0,62 0,001 -0,13 0,521 -0,14 0,503
IAF/SCFxL2 0,19* 0,386* 0,41* 0,048* 0,39* 0,060*
IAF/SCFxL3 0,28* 0,182* 0,44* 0,030* 0,39* 0,061*
Inzulin -0,01 0,973

HOMA-IR 0,01 0,973
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6. abra A szérum inzulinszint (uU/ml), valamint a teljes test inzulinérzékenységének (HOMA-
IR) alakulasa a dontéen (az 6sszes zsirszovet tébb mint 50%-a) szubkutan (SC>IAF) és a
nagyobbrészt viszceralis (IAF>SC) zsirraktarakkal rendelkez6 egyedek csoportjaiban, a

harmadik lumbalis csigolya magassagaban készitett felvételek alapjan.

A grafikus értékelés (7. abra) alapjan egy nem-linearis 6sszefiiggés sejtheté a szérum

leptinszint és a viszceralis zsirmennyiség kozott (IAFXL2).

o

o
(Y]

Leptin {ng/ml)
10

IAFXL2
7. abra A leptinszint (ng/ml) valtozésa a kettes lumbalis csigolya magassagaban
meghatarozott viszceralis zsirmennyiség (IAFxL2, %) valtozasanak fuggvényében;

Szoérasdiagram egyenes illesztéssel és simitassal.
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Ezt az dsszefliggést a log transzformalt leptinkoncentracio értékek alkalmazasaval is
vizsgaltuk egy regresszids modellben. A linearis regresszid analizis alapjan a leptinszint
szignifikans korrelaciot mutat a zsirszévet mennyiségével, legerésebb meghatarozéja pedig
a viszceralis depo telitettsége (5. tablazat), ugyanakkor a zsirdepék egymashoz viszonyitott

aranyanak hatasat nem tudtuk kimutatni.

5. tablazat Linearis regresszio analizis eredményeit 6sszegz6 tablazat, az egyedszam (N), a

determinacids egyutthato (R?), valamint a p értékek feltlintetésével.

N=25 R? D
IAForg.xL2 0,64 64% <0,001
IAForg.xL3 0,62 62% <0,001
IAFXL2 0,62 62% <0,001
IAFXL3 0,55 55% <0,001
SCForg.xL2 0,34 34% 0,001
SCForg.xL3 0,35 35% 0,001
SCFxL2 0,27 27% 0,005
SCFxL3 0,27 27% 0,004
IAF/SCxL2 -0,01 -1% 0,406
IAF/SCxL3 -0,04 -4% 0,808

A tobbszoros linearis regresszid analizis alapjan elmondhatd, hogy az éhomi inzulinszint
(P=0,982), illetve a HOMA-IR (P=0,975) index érték nem mutatnak 6sszefiiggést a szérum
leptinszinttel. Sem az utébbi paraméterek, sem pedig a szubkutan zsirraktarban lerakédott
zsirszOvet mennyisége (P=0.99) nem befolyasolja szamottevéen a szérum leptinszint és a

viszceralis zsirmennyiség kozti sszefliggést (6. tablazat).

6. tablazat Tobbszords linearis regresszié analizis eredményeit 0sszegzd tablazat. Fliggd
valtozoként log transzformalt leptinkoncentraciéo értékek szerepeltek. (EC (B)) becsult

regresszios koefficiens; (SE) standard error; (R?) determinacids egyutthato.

Valtozdk EC(B) SE P R? P
IAForg.xL2 0,023 0,005 <0,001
SCForg.xL2 <0,001 0,004 0,990
0,621 <0,001
IAForg.xL2 0,023 0,004 <0,001
Inzulin 0,001 0,024 0,982
0,621 <0,001
IAForg.xL2 0,023 0,004 <0,001
HOMA-IR 0,003 0,109 0,975
0,621 <0,001
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3.4.3. Megbeszélés

A hasi zsireloszlas jelentdsége

Az emberhez hasonléan a zsirraktarak telitettségének aranya egyedenként valtozhat
kutydban is, és bar ebben a fajban a kulénbdzé elhizastipusokat (szubkutan vagy
viszceralis) nem definidltak még, ez kiemeli az egyszer( testtdmeg méreésen tul, a kondicio
becslésére alkalmas modszerek szerepét. Mig a human irodalom nagy részében a
zsireloszlas elemzésekor az egész szervezet 0sszes zsirdepodjanak egymashoz viszonyitott
aranyarol olvashatunk, szubkutan zsirtdmegként pedig a dominans, glutealis terlleten
felhalmozddott zsirt tekintik, ez kutyak esetében nem jelentds raktar. Kutyaban féleg a torzs
dorsalis és lateralis terlletén, valamint a mellkas magassagaban felhalmozodo zsir
jelentéségét hangsulyozzak a kondicié megitélésé kapcsan. Ezt tlkrdzi, hogy a BCS
rendszer értékelési szempontjai kdzott is szerepel mellkas és a térzs dorsalis és lateralis
oldalan felhalmozddott zsirmennyiség, valamint a térzs alakjanak szubjektiv biralata.
Mindezek alapjan sajat vizsgalatunkban a lumbalis magassagban mért hasi zsireloszlast
allitottuk parhuzamba a teljes szervezetre jellemz6 zsireloszlassal. Eredményeink arra
mutatnak ra, hogy kulonbségek irhatok le az egyes egyedekben jellemzé zsireloszlas, tehat
a regionalitas szempontjabdl kutyak esetében is. Bar egy korabbi publikacid szerint a
zsirraktarak ndvekedésével parhuzamosan kezdetben a viszceralis zsir mennyisége né majd
egy plato elérése utan az nem telitédik tovabb, és igy az elhizott allatokban mar a szubkutan
raktarak bévulése jellemzd (Bergman 2006), mi nem tudtunk ilyen jellegl kovetkeztetést
levonni. Sajat eredményeink szerint a szubkutan raktarak dominanciaja nem csak a
viszceralis raktar telit6édését kovetden figyelheté meg, a zsireloszlas, azaz a zsirdepdk
aranya az egyed kondicigjatél (BCS) flggetlentil is valtozhat, ami utalhat dontéen szubkutan
vagy viszceralis iranyu zsirraktarozasra. Utdbbi egybecseng Ishioka eredményeivel, mi
szerint az elhizott kutyak egy részében a viszceralis és a szubkutan zsirszdvet aranya nétt,
mig masokban ez az arany csokkent (Ishioka et al., 2005a). Ki kell azonban emelni, hogy az
altalunk végzett vizsgalat elrendezésébdl (cross sectional study) adéddan csak tendenciakat
figyelhetink meg, emellett mintaink nem terjedtek ki minden BCS kategodriara, illetve az
esetek szama jelentdésen kiilonbdzoétt az egyes csoportokban. Pontosabb kdvetkeztetést az
egyes egyedek elhizasat koévetd prospektiv vizsgalat eredményeibél lehetne levonni.
Eredményeink alapjan tendenciézusan (P<0,1) nagyobb mennyiségl viszceralis zsir, illetve
0sszzsir mennyiség jellemzd, mind az L2, mind az L3 magassagaban a magasabb
kondiciocsoportba tartozé egyedekben. Ezzel szemben a szubkutan zsir mennyisége
nagyobb egyedi valtozatossagot mutatott, illetve mennyisége nem kulonbozott az L2 vagy L3
magassagban készitett felvételeken. A zsireloszlas, tehat a zsirdepok L2 és L3

magassagban mért egymashoz viszonyitott aranya nem mutatott dsszefliggést az adott
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szegmensben mért 6sszzsirmennyiséggel, vagy a kondicidébesorolassal. Kdzleményink
megjelenését kovetden Kobayashi és mitsai is publikaltak tapasztalataikat a zsireloszlas
kutya fajban térténd meghatarozasardl (Kobayashi et al.,, 2014). Ez a kutatdécsoport az
ivartalanitas hatasara egy év alatt létrejové zsirtdmegndvekedést és a zsireloszlas
valtozasat vizsgalta. Kimutattak, hogy a viszceralis zsir mennyisége csak az L3
magassagaban ndvekszik szignifikdnsan, a mellkasi régidoban (T6, T9) valamint a tdrzs
caudalisabban helyez6dé tertletén (L5) nem, ami szintén igazolja azt a feltevésinket, hogy a
torzs egy meghatarozott szeletének CT elemzése alapjan képet kaphatunk a viszceralis és
szubkutan zsirraktar aranyarol. A viszceralis depd aranya minden régidban csokken, bar ez
csak a mellkasi teruleteken szignifikans. Ezek alapjan azt feltételezik, hogy az
Osszzsirmennyiség ndvekedéseével parhuzamosan a szubkutan raktarak telitbdése gyorsabb,
mint a viszceralis terlleteké, emellett leirjdk, hogy az L3 és L5 magassagokban vizsgalva
sokkal markansabb a zsirlerakédas a dorsalis terileteken. Ugyanakkor ki kell emelni, hogy
Osszesen 3 allat vizsgalattat végezték el. Az altalunk 25 egyeden végzett mérések alapjan
egyedileg valtozik, hogy melyik zsirdepé tartalmazza az dsszzsir nagyobb hanyadat, igy az

ezt meghatarozoé tényezdék felderitése tovabbi vizsgalatokat igényel.

A hasi zsireloszlas és a leptinszint alakulasa

A magasabb kondicid csoportok esetében szignifikansan magasabb szérum leptin
koncentraciokat mértlnk a vizsgalt allatok esetében. Bar az egyes kategdriakon belll a leptin
ertékek szérasa viszonylag nagy volt, aminek magyarazata tovabbi vizsgalatokat igényel,
nagysagrendileg korulbelldl megegyeztek a korabban kdzolt értékekkel (Ishioka et al., 2007).
Szignifikans pozitiv korrelaciét allapitottunk meg a szérum leptinszintek és a szubkutan
zsirszOvet altal, valamint a viszceralis zsirszovet altal elfoglalt terlletek kdzott is. Ugyanakkor
eredményeink alapjan a viszceralis zsirszévet mennyisége erésebben befolyasolja a
hormonszint alakulasat. Mindezek ellenére a leptin szint és az egyes régidokban
felhalmozddd zsirmennyiségek aranya koézott nem talaltunk &sszefliggést. Utébbi
eredmények ellentétesek azokkal a human vizsgalatokbdl szarmazé eredményekkel melyek
szerint a leptin expresszié er6sebb a szubkutan zsirterlleteken, aminek hatterében a
régioban megjelené nagyobb zsirsejtek leptin expresszidjara vezetnek vissza (Hube et al.,
1996; Montague et al.,, 1997; Hamilton et al.,, 1995; Tritos és Mantzoros, 1997; Van
Harmelen et al., 1998). Részben magyarazhatja az altalunk ko&zoélt eredményeket, a
kutydban a falciforme hepatis terlletén megjelend zsirszovetben kimutatott erésebb leptin
expresszio (Ryan et al., 2010), illetve a depdkat jellemzd zsirsejtméret beli kildonbségek is
(Wahlen et al., 2011). Kutyak esetében kimutattak, hogy a viszceralis depobdl szarmazo
zsirsejtek nagyobb méretliek, mint a szubkutan teruleteken helyez6d6 sejtek. A zsiretetés

mindkét depd esetében a zsirsejtek ndvekedéséhez vezet, ugyanakkor a szubkutan
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zsirraktar esetében a zsirsejt szam és méret ndvekedés mérsékeltebb, a viszceralis raktar
esetében pedig sokkal inkabb jellemzé az adipocita-méretndvekedés, mig a hiperplazia nem
jelentds (Kabir et al., 2011).

A hasi zsireloszlas és az inzulin érzékenység alakulasa

Ismert, hogy viszceralis terlleteken lerakddé zsir mennyisége szorosan 6sszefligg azokkal a
rendellenességekkel melyek inzulin hatasmechanizmusaban felléphetnek (Cnop et al.,
2002). Kutya modell esetében kimutattak, hogy a viszceralis zsirraktar mennyiségének
minimalis csokkentésével is javithatd az inzulin érzékenység (Lottati et al., 2009). Masok
ugyanakkor arrél szamoltak be, hogy a hasi régidban, de a szubkutan terlleteken lerakddott
zsirszdvet az inzulin érzékenység f6 meghatarozéja (Goodpaster et al., 1997). Sajat
eredményeink szerint pozitiv korrelacié mutathaté ki az inzulin koncentracié és a hasi
terlleten talalhaté depdk aranyat leiré mutatd kdzott, illetve hasonlé trend figyelheté meg a
zsireloszlas és a HOMA-IR index értékek kozott is, vagyis azokban az allatokban, melyekben
a viszceralis zsirdepd nagyobb részt tett ki, rosszabb volt az inzulinérzékenység és
magasabb az inzulinszint. Ezek az eredmények egybehangzanak azokkal a human
vizsgalatokbol szarmazo eredményekkel, melyek szerint a hasi viszceralis és a szubkutan
zsirraktar aranya szoros 6sszefiggést mutat a metabolikus zavarok kialakulasaval (Fujioka
et al., 1987). Midezek ellenére, szemben a korabbi publikacidkkal, nem tudtuk kimutatni az
inzulinszint, illetve a HOMA-IR index érték 6sszefliggését a viszceradlis vagy a szubkutan

zsirszdvet mennyiségeével.

Leptin, inzulin és teljes test inzulinérzékenység

A leptin képes gatolni az inzulin szekréciot, emellett képes gatolni az inzulinhatast (Girard,
1997). Ahogy ezt egér modellben kimutattak, a leptin jelatviteli utjanak megzavarasa az
inzulin szekrécié zavarat, ezzel pedig az egész szervezetet érintd inzulin rezisztencia
kialakulasat is képes el6idézni (Levi et al., 2011). Mindemellett az emberben megfigyelhet6
folyamatokkal némileg ellentétes folyamatokat valészinlsitenek kutyakban végzett
elemzések alapan, amik szerint a leptin segiti a inzulinszekréci6 kompenzatorikus
fokozédasat elhizott kutyak esetében, illetve a szuprafiziolégias leptinszint nem gatolja az
inzulin szekréciét a normal kondicidju egyedekben sem (Verkest et al., 2011a). A sajat
eredményeink alapjan, a kutyaban mért éhomi inzulin koncentraciék és HOMA-IR index
értékek csokkend tendenciat mutattak a magasabb kondicié csoportokban. Emellett pozitiv
korrelaci6 mutatkozott a viszceralis és szubkutan zsirszovet aranya és az inzulin
koncentraciok kozott, illetve hasonld trended irtunk le a HOMA-IR index értékek esetében is.
Mindezek ellenére nem mutatkozott szignifikans kilénbség az egyes kondiciécsoportokban

mérhetd inzulin és HOMA-IR értékek esetében, illetve a leptinkoncentraciok nem mutattak
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korrelaciot ezekkel a paraméterekkel. Annak ellenére, hogy az inzulin fontos szerepet jatszik
a leptinszekrécid hosszutavu szabalyozasaban (Malmstrom et al., 1996), sajat eredményeink
azt mutattak, hogy a szérum inzulin, illetve HOMA-IR értékek nem meghatarozoi a szérum
leptinszintnek, tehat nem befolyasoljak a leptinszint és az egyes zsirraktarak mennyiségének
Osszefluiggését. Mivel a széras értékek emelkedtek mind az inzulinszintek, mind a HOMA-IR
index értékek estében a nagyobb viszceralis zsirmennyiséget mutato allatok esetében, nem
mondhato ki direkt, inzulinrezisztenciat okozé hatas, ugyanakkor nem zarhaté ki, hogy a
ndvekvd mennyiségl zsirszovet egyes egyedekben prediszpozicios faktora lehet a csdkkent
inzulinérzékenység kialakulasanak. Az elhizott allatok esetében valoszinlileg két fokozatrol
beszélhetlnk, ami alapjan elkuldnithetd lehet egy metabolikus problémakkal terhelt csoport,
melynek egyedei esetében endokrin zavarok, vagy fontos kompenzaciéos mechanizmusok
zavart mdkodése jellemz6, amely az inzulinérzékenység romlasahoz vagy az inzulin
termelés hianyadhoz vezet. Az elhizott allatok masik csoportjaban még csak a pozitiv
energiamérleg hatasait figyelhetjlk meg, amikor a metabolikus egyensuly még megtartott, a
zsiraktarak telitettségétdl fuggetlendl, csak az inzulin koncentracié enyhe emelkedése
jellemz6, ugyanakkor a kompenzaciés mechanizmusok mikodése miatt az
inzulinérzékenység csdkkenése csak enyhe foku.

Osszegzésként elmondhato, hogy a CT felvételek elemzésére kidolgozott modszer segitheti
a kutyak elhizasanak vizsgalatat, valamint az elhizas hatasainak, kiléndsen a zsireloszlas
és az elhizashoz kétheté metabolikus betegségek dsszefliggéseinek részletesebb kutatasat.
Sajat vizsgalati eredményeink szerint egyes egyedekben alapveté kulonbség van a
zsirszovet regionalitdsanak tekintetében. A vizsgalt allatok nagy részében a zsirraktarak
kdzel azonos terlletet foglaltak el az L2, L3 magassagban készitett felvételeken, ugyanakkor
egyes egyedekben a viszceralis, mig masokban a szubkutan depé dominancigjat allapitottuk
meg, fuggetlenul az adott egyed kondicidjatél. Eredményeink alapjan a leptin koncentracioja
Osszefliggést mutat a zsirszovet lumbalis magassagban jellemzé eloszlasaval, kiillénésen a
viszceralisan helyez6db zsirszdévet mennyiségével. A emberrel ellentétben, kutyak esetében
a hasuregben lerakédd zsirszdvet tlinik a leptinszint f6 meghatarozéjanak, mig a hasi
terlleten szubkutadn lerakodott zsir csak kisebb mértékben befolyasolja azt. Utdbbi
ellentmond egyes human kutatasi eredményeknek, azonban egybecseng Ryan és mtsai
megallapitdsaval, miszerint kutya fajban a viszceralis zsirszdvet leptin expresszidja a szérum
leptinszint f6 meghatarozéja (Ryan et al., 2010). Ez magyarazhaté azzal, hogy hizas esetén
nagyobb mérték(i névekedést mutatnak, igy jelentésebb leptin produkcidval jellemezhetbek a
viszcerdlis zsirsejtek (Wahlen et al., 2011). A leptinszint mint marker, a testzsirmennyiség
jelzése mellett szintén alkalmas lehet zsireloszlas monitorozasara. Szemben a nemrégiben
publikalt eredményekkel, a viszceralis zsirmennyiség és a leptinszint kdzotti 6sszefliggést

nem befolyasolja szamottevé mértékben az éhomi inzulinszint vagy az inzulin érzékenység
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foka. Az éhomi inzulinszintek és a HOMA-IR index értékek esetében csdkkend tendencia
jellemzé a magasabb BCS kategériaba sorolt allatok esetében. Pozitiv korrelacié figyelhetd
meg a viszceradlisan és a szubkutan terlileten helyez8dé zsirmennyiség aranya és a vérbél
mérhetd inzulinszint, illetve a zsireloszlast jellemz& paraméterek és a HOMA-IR index
értékek kdzott, ami szintén a viszceralis zsirdep6 jelentéségét emeli ki. Tovabbi vizsgalatok,
igy a zsirdepdkat jellemz6 atlagos zsirsejtméret meghatarozasa, immunhisztokémiai
vizsgalatok (Lep, LepR), valamint mas metabolikus allapotot jellemzé paraméterek vizsgalata
tovabb segithetne felderiteni a zsirszdvet eloszlasanak jelentéségét és hatasait kutya fajban
is.

Az emberrel ellentétben, kutya fajban a viszceralisan lerakédé zsirtdmeg a f6 meghatarozéja
a mérhetd leptinszintnek, mig a hasi béralatti zsirmennyiség ezt kevéssé befolyasolja. Bar az
inzulinrezisztencia fokanak vagy az inzulinszintnek az egyes zsirraktarak ndovekedésével
valo feltételezett dsszefliggését nem tudtuk kimutatni, a viszcerdlis zsirraktar nagyobb
aranyu telitédésével tendenciaként megfigyelhetd az inzulinérzékenység kisfoku romlasa. A
depospecifikus  kildnbségek okanak vizsgalata a kondicid csoportokon belll végzett
felmérésekkel, a raktarakat alkotd zsirsejtek méretének vizsgalataval, a leptin receptorok
immunhisztokémiai kimutatasaval, valamint a vérmintak tovabbi elemzésével jovébeni

vizsgalatok témaja lehet.

3.5. A zsirsejtek méretének jelentésége kutya fajban

A kutya egyes zsirdepoit alkotd zsirsejtek méretének alakulasairdl, valamint ennek
metabolikus hatasairdl kevés adat all rendelkezésre, illetve kérdéses, hogy a hiperplazias és
hipertrofias obezitds megjelenik-e kulonallé elhizastipusként ebben a fajban. Célul tlztik ki a
kutya hasi zsirdepéit alkotd zsirsejtek méretének vizsgalatat, illetve a f6bb zsirraktarakat
jellemzé atlagos zsirsejtméretek egyes metabolikus paraméterekkel  mutatott

Osszefliggésének vizsgalatat.

3.5.1. Anyag és modszer

MintagydUjtés, a hormonszintek, valamint a zsirsejtméretek vizsgalata

Vizsgélataink céljabél 50 hasiri mitét céljgbol az Allatorvostudomanyi Egyetem
Kisallatklinikajara érkezd, kulénbdzd fajtaju szuka kutyak zsir- és vérmintait gydjtottik 6ssze
és dolgoztuk fel. Az allatok fajtajat, korat, testsulyat és kortorténetét feljegyeztik, illetve 12
egyed kivételével minden esetben 5 pontos skala alapjan meghataroztuk az allatok
tudott jelen lenni. A mitéti el6készités soran, a vénakanll behelyezésekor gyijtottik, majd

taroltuk a vérmintakat, a korabban részletezett (3.3.) mddon, figyelembe véve a leptinszint
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taplalékfelvétellel 6sszefliggd napi ingadozasat, valamint, egyes gyégyszeres kezelések
befolyasolé hatasat (Ishionka et al., 2002b; Ishioka et al., 2005b). Csak olyan allatokat
valogattunk be a vizsgalatba, amelyeknél legalabb 10 6ras koplaltatast kovetéen tortént a
vérvétel, illetve amelyek biztosan nem voltak inzulinnal vagy glikokortikoiddal kezelve a
vizsgalatot megel6z6 egy honapban. A vérvételek, a vércukorszint, valamint a hormonszintek
és az inzulinérzékenység meghatarozasa az el6z6 (3.3. és 3.4.) vizsgalatok esetében
részletezett metddus alapjan tortént.

A median laparotdmia soran készitett seb alkalmas volt arra, hogy tovabbi célzott
beavatkozas nélkil, a hasiireg megnyitasa kdzben kb. 0,5-0,5 cm? térfogatl mintat vegyiink
a koldok tajéki szubkutan, valamint a viszceralis zsirdepokbaol. Utébbi esetében a mintakat a
ligamentum falciforme hepatis terlletérdl gyUjtéttik. A zsirmintakat tovabbi vizsgalatig
-86 C°-on, fagyasztva taroltuk. A zsirszdvetbdl fél rizsszemnyi darabokat helyeztiink egy
tavtartoként cellux csikokkal ellatott targylemezre, majd egy masik targylemezzel fedtik. A
nativ elnyomati zsirmintak vizsgalatakor okularmikrométer (kalibraciés lemez), illetve
szamitogépes software (Image J és Photoshop) segitségével hataroztuk meg a zsirsejtek
leghosszabb és legrovidebb atméréjét, majd ezek atlagat hasznaltuk a zsirsejtméret
jellemzésére. Egyedenként, minden depd esetében, 100-100 zsirsejt atlagos atmérdjét
jegyeztik fel.

Statisztikai értékelés

Az eredmények kiértékelését a Microsoft Excel és R 3.5.1. statisztikai program segitségével
végeztuk. A szignifikancia szintjét P < 0.05 értéknél jeloltik meg. Vizsgaltuk a leptin-, az
inzulinszint, a HOMA-IR index, valamint a Sc depét alkoté zsirsejtek méretének alakulasat a
kondiciécsoportokban. Mivel ezek a valtozék nem mutattak normal eloszlast, az 6sszefiggés
vizsgalatara Kruskal-Wallis tesztet, majd paronkénti 6sszehasonlitast végeztink. Az egyes
BCS kategdridkba esé egyedek Visc zsirdepéit alkoté atlagos zsirsejtméretek
Osszehasonlitasara egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA, Tukey-féle post hoc-teszttel)
alkalmaztunk. A valtozdk, igy a BCS kategoria, a Sc és Visc zsirsejtméret, és a szérum
hormonszintek kozotti Osszeflggés vizsgalatdra Spearman-féle korrelaciés teszteket
végeztink. Az eredményeket atlag és széras értékekkel jellemezve mutatjuk be.
Hisztogrammon abrazolva vizsgaltuk az egyes kondiciécsoportokban jellemzé zsirsejtméret
alakulast, illetve az egyedenként jellemz8 atlagos zsirsejtméretek alakulasat az egyes

depodkban.
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3.5.2. Eredmények

Otven &llat 50 Visc és 44 Sc zsirmintjanak vizsgalatat végeztiik el. Hat allat esetében a
metszésvonal mentén a Sc terlleten annyira kevés szdvet jelent meg, hogy errél a tertletrél
nem tudtunk mintat gyUjteni. A kondicidbesorolas alapjan 5 allat kerllt a BCS5, 17 egyed a
BCS4, 12 allat a BCS3, illetve 4 egyed a BCS2 kondicidcsoportba. Tizenkét allat esetében a
medfigyelésen alapul6é kondicidbecslést nem tudtuk elvégezni, igy ezen allatok eredményeit
csak a leptinszintek vizsgalatakor, valamint a zsirdepdkban jellemzé zsirsejtméretek
O0sszehasonlitasakor tudtuk figyelembe venni. A szérum leptinkoncentracié meghatarozasat,
a korlatozottan rendelkezésre all6, hormonszint meghatarozasra alkalmas teszt
felhasznalasaval 48 allat esetében tudtuk elvégezni. Harminckilenc vérminta esetében az
inzulinérzékenységet jellemzé HOMA-IR értéket is meghataroztuk. Az Ujszerli nativ
preparatum készitése révén, a zsirsejtméret-meghatarozas j6I mikédé és gyors
modszeréhez jutottunk (8. abra). Az atlagos zsirsejt atmérdket (atlag * széras) a 7.

tablazatban foglaltuk dssze.

o+

100 um

8. abra Nativ, festetlen elnyomati készitményrdl készitett mikroszképos felvétel
szamitégépes feldolgozasa (x400-0s nagyitas). Minden depd esetében rogzitettilk 100-100
sejt leghosszabb (citromsarga) és legrévidebb (narancssarga) atméréjét, majd ezek atlagat

hasznaltuk a zsirsejtméret jellemzésére. Az Image J program a méréseket automatikusan

excel file-ba régzitette.
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7. tablazat az egyes kondiciécsoportokban (BCS; n:egyedszam) jellemzé atlagos
zsirsejtatmeérdék alakulasa a szubkutan és a viszceralis depdkban. Az utolsé oszlopokban az
Kruskal-Wallis’ANOVA teszt eredményét tintettik fel.

BCS n Szubkutan (um) Viszceralis (um)

atlag sz0ras atlag sz0ras
2 4 99,94 22,21 a 100,62 15,2 a
3 12 119,37 33,25 a 128,01 23,49 a
4 17 165,97 31,96 b 163,46 25,2 b
5 5 175,26 23,48 b 182,69 39,23 b

Mindkét zsirdepd esetében elmondhatdé, hogy az &atlagos zsirsejtméret tendencidézus
Osszefluggést mutatott a BCS kategériaval (9. abra). A BCS2 és BCS3, valamint BCS4 és
BCS5 kondiciécsoportok 6sszehasonlitdsakor ugyanakkor sem a Sc (p=0,84 és p=0,93),
sem pedig a Visc depokat alkotd zsirsejtek mérete (p=0,281 és p=0,477) nem kilénb6zdtt
szignifikdnsan. A BCS3 és BCS4, BCS5 csoportok koézoétt, valamint a BCS2 és BCS4, BCS5
csoportok kozoétt szignifikans kilénbség mutatkozott mind a Sc (p=0,008; p=0,009; p=0,032;
p=0,019) és a Visc (p=0,005; p=0,002; p=0,001; p<0,001) zsirsejtméretek esetében.

Szubkutan Viszceralis
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|
200
|

150
|

150
1

Atlagos zsirsejtméret Sc (um)
o
Atlagos zsirsejtméret Visc (um)

100
|
100
|

BCS BCS

9. abra A szubkutan zsirszévetbdl, valamint a viszceralis terlletrdl szarmazo zsirsejtek
atlagos méretének (um) alakuladsa az egyes kondiciécsoportokban. A doboz abra (box plot)
az interkvartilis terjedelmet, a mediant, illetve a legkisebb és a legnagyobb értékeket
szemlélteti, a korok a kiugro ertékeket jelolik. Mindkét dep6 esetében azt lattuk, hogy a
BCS2 és BCS3, valamint BCS4 és BCS5 csoportok kdz6tt nem volt kildnbség az atlagos
zsirsejtméretek tekintetében, a BCS2-3 valamint BCS4-5 csoportok k6zo6tt azonban

szignifikans kulénbségeket mutattunk ki.
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Paros t-prébaval nem mutatkozott kuldnbség egy-egy allat esetében a Sc és Visc
zsirdepoban jellemzd atlagos zsirsejtméretek kozott (p=0,144), illetve a depok egymashoz
viszonyitott aranyat az egyes egyedek esetében nem befolyasolja a BCS besorolas (p =
0.707). Hisztogramon abrazolva vizsgaltuk az egyes kondiciécsoportokban jellemzd
zsirsejtméret alakulast, illetve az egyedenként jellemzé atlagos zsirsejtméretek alakulasat az
egyes depokban (10. abra és 11. abra). Sem a Sc, sem pedig a Visc depd esetében nem
volt jellemzd a kulénb6zé méretli sejtpopulacidk megjelenése. Minden kondicidcsoport
esetében egy-egy bizonyos méretii sejtpopulacio megjelenése volt jellemz8d. Az egyedeket
jellemzé atlagos zsirsejtméretek abrazolasa segitett annak tisztazasaban, hogy az atlagos
zsirsejtméretek esetében kapott szélesebb hisztogramok mennyiben jelentik tobb kisebb
sejtpopulacié kialakulasat egy adott kondiciécsoportban. Ahogy példaul a Visc depdkat
jellemzé zsirsejtméretek alakulasat vizsgalé grafikonon lathatdé, a BCS5 esetében lathatéd
szélesebb hisztogramot az egyedek egymashoz viszonyitott nagyobb eltérései, és nem az
egy egyeden belldl megjelend tébb sejtpopulacié okozta. A Sc raktarak elemzése soran
kapott grafikonok a nagyobb szoérassal jellemezheté és kevesebb egyed vizsgalatabdl
szarmazo értekek miatt nehezebben értékelhetéek, ugyanakkor tlkrozik az egy
kondiciécsoportba sorolt egyedek kozotti  kulonbségeket. A kondicidbesorolassal
szinkronban, tendenciézusan valtozo zsirsejtméretek mellett egyes egyedekben eltérd lehet
az atlagos zsirsejtméret, igy példaul a BCS5 kondiciécsoportba sorolt egyedek esetében, a
Visc depd vizsgalata alapjan sejtheté az atlagosnal kisebb, vagy nagyobb zsirsejtekkel
rendelkezé, hipertréfias elhizassal jellemezhetd egyedek megjelenése.
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10. abra A viszceralis depbébdl szarmazé zsirsejtek méretének alakulasa az egyes

kondicidcsoportokban, valamint az egyes kondiciécsoportokba sorolt egyedek esetében
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11. abra A Szubkutan zsirsejtek méretének alakulasa az egyes kondiciécsoportokban,

valamint az egyes kondiciécsoportokba sorolt egyedek esetében

Meghataroztuk a szérum leptin- és inzulinkoncentraciok, valamint az inzulinérzékenység
jellemzésére hasznalt (HOMA-IR) paraméter alakulasat az egyes kondicidcsoportokban (8.
tablazat).

8. tablazat A szérum leptin- és inzulinkoncentracidk, valamint az inzulinérzékenység
jellemzésére hasznalt (HOMA-IR) paraméter alakulasa (atlag és széras értékek) az egyes

kondiciocsoportokban.

BCS Leptin (ng/ml) n=48 Inzulin (LU/ml) n=39 HOMA-IR

atlag sz0ras atlag sz0ras atlag sz0ras
2 0,533 0,265 2,580 1,983 1,062 1,566
3 0,960 1,108 2,212 1,907 0,505 0,474
4 9,962 13,177 6,959 9,938 2,389 4,363
5 20,306 16,515 4,877 3,517 3,364 5,138

Mig a szérumban mérhetd inzulinkoncentracidk, valamint a HOMA-IR index értékek nem
mutattak szignifikans kulénbséget az egyes kondicidcsoportokban (p=0,16 és p=0,17), a
szérum leptinkoncentracié kildnbozoétt a 2-4 (p=0,015), 2-5 (p=0,003), 3-4 (p=0,003) és 3-5
(p=0,001) BCS csoportok kozott. A szérum leptinkoncentracié, valamint az
inzulinérzékenység jellemzésére hasznalt (HOMA-IR) paraméter, a kondicid6 és a
zsirdepdkat jellemzd atlagos zsirsejtméretek kozotti Osszeflggések vizsgalatanak

eredményeit a 9. tablazat mutatja be.
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9. tablazat A szérum leptinkoncentracid, valamint az inzulinérzékenység jellemzésére
hasznalt (HOMA-IR) paraméter, a kondicio és a zsirdepodkat jellemzé atlagos zsirsejtméretek
kozotti 6sszefliggések vizsgalata Spearman féle korrelacids teszttel. rs (rho): Spearman féle
korrelacios koefficiens; BCS: Body Condition Score; Sc: a szubkutan zsirdepét jellemzé

atlagos zsirsejtméret (um); Visc: a viszceralis zsirdepot jellemzé atlagos zsirsejtméret (um).

Szérum leptin HOMA-IR Sc Visc
n=50 rs P rs P rs P rs P
BCS 0,752 <0,001 0,425 0,027 0,684  <0,001 0,713 <0,001
Szérum leptin 0,536 0,004 0,739 <0,001 0,747 <0,001
HOMA-IR 0,496 0,009 0,500 0,008
Sc 0,874 <0,001

Az eredmények alapjan lathatd, hogy az inzulinérzékenység meghatarozasara alkalmazott
HOMA-IR paraméter csak gyenge Kkorrelacidt mutatott a leptinkoncentracioval, a
zsirsejtméretek alakulasaval és a kondicidbesorolassal is; alakuldasa nem volt er6sebben
kothetd egyik depdt alkotd zsirsejtméretekhez sem. Ezzel szemben a szérum
leptinkoncentracio erfsebb korrelaciét mutatott a zsirdepokat jellemzé éatlagos
zsirsejtméretek alakulasaval, valamint a kondicidbesorolassal. A két f6 zsirdepét jellemzd

atlagos zsirsejtméret egymassal, valamint a BCS kategdriaval szoros korrelacidban valtozott.

3.5.3. Megbeszélés

Vizsgalataink erds limitalo faktora, hogy a zsirsejtméret meghatarozasanal alkalmazott
modszer egyedi volta miatt, a kapott eredmények nem hasonlithatéak 6ssze mas modszerek
eredményeivel, illetve még nem volt médunk megismerni médszerink esetleges torzitd
hatasait. Ugyanakkor ki kell emelni, hogy az altalunk kifejlesztett Ujszerd, nativ preparatum
készitése révén egy, a zsirsejtméret meghatarozdsa céljabdl jol mikédé és gyors
modszerhez jutottunk, ami alapjan képet kaphattunk az altalunk vizsgalt egyedek zsirdepait
alkotdé zsirsejtek méretérél. A mddszer standardizaltnak tekinthetd, hiszen kbézel azonos
méret(i szévetdarabokat, azonos nyomassal tettlink vizsgalhatova, tovabbi alkalmazasa el6tt
validalasat tervezzik. Kimutattuk, hogy a kondiciéval és a szérum leptinszint alakulasaval
parhuzamosan emelkedik a Sc és a Visc raktarakat alkoté zsirsejtek mérete. Az egyes
egyedek esetében nem mutatkozott kilénbség a depdkat alkotd zsirsejtek atlagos
méretében, ami részben ellentétben all a korabban leirtakkal, miszerint a sulygyarapodas
kutyak esetében is a zsirsejtek ndvekedéséhez vezet mindkét depo esetében, ugyanakkor a
Sc zsirraktar esetében a zsirsejtszam és zsirsejtméret-ndvekedés mérsékeltebb, mig a Visc

terileten nagyobb zsirsejtek alakulnak ki (Kabir et al., 2011). A depdkban jellemzé

57


http://en.wikipedia.org/

zsirsejtméretek eltérésének hianya azonban nem mond ellent a korabbi megfigyeléseknek
abbdl a szempontbdl, hogy a sulygyarapodas soran né a zsirsejtek mérete, ami kiléndsen a
Visc depot érintve metabolikus problémak megjelenésére hajlamosit.

Az egyedek atlagos zsirsejtméretei megfeleltek a becsilt kondicidénak, tehat a magasabb
kondicidcsoportba sorolt egyedek nagyobb zsirsejtekkel rendelkeztek, azonban az egyedek
mintain belil nem figyeltlk meg kilénb6zé méretli sejtpopulaciok megjelenését.
Medgfigyelésink tovabb béviti az irodalomban fellelhetd, a sejtméretek dinamikus alakulasat
leird elméletek korét. A Kabir altal leirtak szerint a sulygyarapodas mindkét zsirraktar
sejtieinek novekedését elbidézi, ugyanakkor a Visc terlleten mar a hizas kezdeti
szakaszaban megjelenik egy normal méreti és egy nagyméretli sejtpopulacio. A Sc
tertletekrél szarmazoé zsirmintdkban a sejtpopulaciok alakulasa a diéta egyes fazisaiban
kovette a Visc raktarban megfigyelt dinamikat, azzal a kulénbséggel, hogy az atlagos
sejtméretek kisebbek, késébb viszont a magas zsirtartalmu diéta tovabbi fenntartdsa esetén
mar mindkét zsirraktarban jellemzé a két sejtpopulacié megjelenése. A magas zsirtartalmu
diéta hataséara tehat a Visc depdban a zsirsejtek ndvekedése, azaz hipertréfidja figyelhetd
meg, mig a Sc raktarban a zsirsejtek mérete nem noévekszik ilyen mértékben; ebben a
depdban inkabb a zsirsejtek szamanak enyhe emelkedése jellemzb. A tovabbi zsiretetés
hatasara a Sc depoban is jellemzévé valik a zsirsejtek méretének ndovekedése, ami mellett a
zsirsejtszam csokkenését is leirtak. Utdbbi magyarazataul az inzulinérzékenység romlasa és
az apoptézis fokozdédasa szolgalhat. Ugyanakkor masok, leginkabb a Visc raktarban
megjelend kisebb zsirsejtekbdl alldé frakcid megjelenésérél szamoltak be, amit
Osszefuggésbe hoztak a metabolikus problémak kialakulasaval (Fang et al., 2015;
McLaughlin et al., 2007; McLaughlin et al., 2010).

Bar vizsgalatunk nem terjedt ki a zsirsejtek szamanak meghatarozasara, a tulsulyos
egyedekben mi is kimutattuk a kisebb atlagos zsirsejtméret meglétét, ami felveti a
lehet6ségét annak, hogy kutya fajban is megjelenhet a hiperplazias obezitas. A korabbi
eredményekkel egybehangzéan mi is kimutattuk, hogy a zsirszdvetet jellemzé cellularitas is
alapvetéen befolyasolhatja a szérum leptinkoncentracié alakulasat (Wahlen et al., 2011). Bar
a legtdbb human szakirodalmi cikk a Sc depok vizsgalata alapjan vonta le ezt a
kovetkeztetést, a zsirsejtméret és a szérum leptinszint dsszefliggését a nagyobb zsirsejtek
fokozott leptin-expresszidjara vezettek vissza (Hube et al., 1996; Montague et al., 1997;
Hamilton et al., 1995; Tritos és Mantzoros 1997; Van Harmelen et al.,, 1998). Ezzel
ellentétben - bar az irodalomi adatok szerint a nagyobb zsirsejtek alakulasa 6sszefliggést
mutat azok metabolikus funkciojaval, ezen keresztil pedig mas szOvetek romlo
inzulinérzékenységéhez vezet (Skurk et al., 2007; McLaughlin et al., 2010; Meyer et al.,
2013; Wellen és Hotamisligil 2003) - azt vartuk, hogy az inzulinrezisztencia foka erds

korrelaciét mutat majd a zsirsejtméretek alakulasaval. Ennek ellenére csak gyengébb
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Osszefliggést tapasztaltunk, ami mas befolyasold faktorok hatasat valdszinUsiti, illetve felveti
a lehet6ségét annak, hogy a HOMA-IR index érték kutya esetében nem elég érzékeny
mutatdja a metabolikus rendellenességek kialakulasanak. Ugyanakkor az értékelést neheziti,
hogy egyes szerz6k szerint az inzulinrezisztencia nem a nagy zsirsejtek megvaltozott
funkcidjanak tulajdonithatd, hanem a tdbblet energia lipidek formajaban térténé tarolasanak
(McLaughlin et al., 2007). Annak ellenére, hogy sajat vizsgalatunkban a zsirraktarakat
jellemzd atlagos zsirsejtméret-értékek csak gyengén korrelaltak az inzulinrezisztencia
fokaval, utdlag kiderllt hogy a legnagyobb zsirsejtekkel rendelkezé allat cukorbeteg volt.
Utébbi egyezik a szakirodalommal, mely szerint a hipertréfias elhizas nagyobb eséllyel
vezethet egyes metabolikus diszfunkciok kialakuldsahoz, mint a hiperplazias obezitas
(Ravussin és Smith, 2002; Weyer et al., 2000).

Osszességében elmondhato, hogy egy klinikai kdrilmények kozott is alkalmazhaté modszert
dolgoztunk ki, melynek segitségével képet nyerhetlink a fébb zsirraktarakat alkotd zsirsejtek
méretérdl. Eredményeink megegyeztek a szakirodalom alapjan is egységesnek mondhato
megallapitasokkal, miszerint a szérum leptinszint erésen fligg a zsirsejtek méretének
alakulasatol és az egyed BCS-ét6l. Nem meglepé médon azonban nem tudtunk meggy6z6
Osszefluggéseket leirni az inzulinrezisztencia jellemzésére hasznalt HOMA-IR és a
zsirsejtméret, a szakirodalom alapjan is ellentmondasos Osszefiggésével kapcsolatban. Az
utébb emlitett, valdszinlileg sokkal bonyolultabb, tdbb szinten megvaldsuld 6sszefliggés
vizsgalatdban az inzulinérzékenység fokat pontosabban kifejezd paraméterek bevezetése,
valamint a sejtméretek dinamikus valtozasanak alaposabb vizsgalata jelentheti a

tovabblépést.
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4. A leptin és az inzulinszeri novekedési hormon (IGF1) szerepe a

szukak szaporodasbioldogiai miikodésében
4.1. Irodalmi attekintés

4.1.1. A leptin szaporodasbioldgiai szerepe néivarban

A leptin felfedezését kdvetben szinte azonnal ismertté valt, hogy a leptinhianyos (két mutans
allélt (ob/ob) hordozd) egértdérzsek egyedei mar fiatal korban elhiznak és infertilissé valnak. A
hormon potlasat kdvetéen nem csak a taplalékfelvétel és a testsuly csokkenését figyelték
meg, hanem az endokrin és reprodukciés statusz jelentés javulasat is, ami kdzvetlen
bizonyitéka a leptin szaporodasbiolégiai mikodésben jatszott donté szerepének (Halaas et
al., 1995; Pelleymounter et al.,, 1995). A mellett, hogy a leptin alapvetd jelentéségii a
taplalékfelvétel és az energiahaztartds szabalyozasaban, a hipotalamusz-hipofizis-gonad
(HPG) tengely minden szintjen hatva, tehat centralisan és a periférian megvaldsulé
hatasokon keresztlil egyértelmien bekapcsolodik a szaporodasbioldgiai folyamatok
szabalyozasaba (12. abra). Nem meglepd, hogy az alultaplaltsag, illetve a kalériamegvonas
hatassal van a legtébb endokrin szerv, igy a hipotalamusz, a hipofizis, a zsirszovet és a
petefészek miikodésére is anovulacios allapot kialakulasahoz vezethet (Martin et al., 2008).
Az ovulacié kalériamegvonas esetében megfigyelheté rendellenességei egér és juh
modellben is kezelhetének bizonyultak leptin adagolasa utjan, ami a leptin centralis
hatasanak jelentéségét hangsulyozza (Henry et al., 2001; Nagatani et al., 1998; Nagatani et
al., 2000), ugyanakkor a hipotalamusz-hipofizis mellett feltételezik periférias, kdzvetlenul a
petefészek szintjén kifejtett hatasat is. Nem csak az alacsony, hanem a szuprafizioldgias
leptinkoncentraciok is szaporodasbioldgiai zavarokhoz vezethetnek, amit az elhizas esetén
megfigyelhetd nagyobb aranyu infertilitds, valamint az asszisztalt reprodukcids eljarasok
csOkkent eredményessége bizonyit (Lin et al., 2017; Maheshwari et al., 2007; Mulders et al.,
2003).

A hipotalamusz gonadotropin-releasing hormon (GnRH) termel§ neuronjai nem
expresszalnak leptin receptorokat (Finn et al., 1998; Zamorano et al.,, 1997), ami
valoszinUsiti, hogy a leptin hatasat mas, leptin receptorokat expresszalé és a GnRH-termeld

neuronokkal szinaptikus kapcsolatban all6 interneuronok kozvetitik.
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12. abra A leptin hipotalamusz-hipofizis-gonad tengely egyes szintjein kifejtett hatasai (sajat
abra). ARC: nucleus arcuatus, POMC: proopiomelanokortint termel& neuronok, NPY:
neuropeptid Y-t termeld neuronok, GALP: Galanin-like peptidet termeld neuronok, KISS:
kisspeptin termeld neuronok, GnRH: gonadotropin releasing hormon, LH: luteinizalé hormon,

FSH: follikulusstimulalé hormon, E2: 6sztradiol

A GnRH termelésért felelés idegsejtek egy része a hipotalamusz nucleus arcuatus (ARC)
terlletén talalhaté. A szintén ezen a terlleten megjelené proopiomelanokortint (POMC),
neuropeptid Y-t (NPY) és Galanin-like Peptidet (GALP) termeld sejtpopulacioé esetében is
felmerll, hogy ezek a neuronok kdzvetitik a leptin hatasat a GnRH termelé neuronok felé
(Crown et al., 2007; Kageyama et al., 2005; Schneider, 2004; Xu et al., 2009b). Ezek mellett
a Kkisspeptin termeld neuronok (Kissl) szerepét is leirtak, amelyek Ileptin hatasra
megnovekedett kisspeptin leadason keresztul stimulaljak a GnRH elvalasztast (Quennell et
al., 2009; Roseweir és Millar, 2009). A leptin az ARC terlletén expresszalodd receptoran

keresztlul csOkkenti a NPY (orexigén) és noveli a POMC (anorexigén) expressziot ezzel
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befolyasolva a taplalékfelvételt (Friedman és Halaas, 1998; Coll et al., 2007), valamint a
GnRH szekréciét is (Schneider, 2004; Xu et al., 2009b). Az NPY neuronok a medialis
praeopticus régido (MPO) teriletén helyez6dé6 GnRH neurontestekhez, illetve az eminencia
mediana-n at halad6é GnRH axonokra csatlakozva gatoliak a GnRH-szintézist és
felszabadulast (Xu et al., 2009a). A POMC neuronok axonvége az ARC teriletén van, majd
tovabb halad az MPO felé ahol a 3-endorfin és az alfa- melanocitastimulalé hormon (a-MSH)
felszabadulas befolyasolja a GnRH produkciét (Hill et al., 2008). Eheztetett patkanyokban
csOkkend LH mellett csdkkent a-MSH-szintet mértek (Watanobe, 2002), ugyanakkor mas
publikacidk szerint az endorfinok gatoljak a GnRH szekréciét (Crown et al., 2007; Hill et al.,
2008). Az ARC-ban lév6 GALP neuronok axonjai a MPO terlletén helyez6d6 GnRH
neuronokra hatva serkentik a GnRH leadast (Kageyama et al., 2005; Crown et al., 2007). A
Kisspeptin a GnRH neuronok f6 regulatoraként az anteroventralis periventricularis magban
(AVPV) és az ARC teruletén expresszalédik és a GnRH neuronok altal expresszalt
receptoran keresztil hatva, kdzvetlendl stimulalja a GnRH termelédését (Roseweir és Millar,
2009) emellett a gonadotropinokét is a hipofizisben (Suzuki et al., 2008). Az alacsony leptin-
és inzulinkoncentraciok miatt magasabb NPY, csdokkent POMC és GALP expressziok
gatoljak a GnRH termel6dését, mindezek mellett az alacsony leptinszint csokkenti a kiss-1
pozitiv hatasast a GnRH termelé neuronokon. A leptinszint emelkedése a ndveli a kiss-1-
szintet (Hill et al., 2008), a leptin és inzulin egyuttes ndvekedése pedig csokkenti a NPY-
szintet és emeli a POMC- és GALP-szintet (Juréus et al., 2000), ami visszaallitja a fiziologias
GnRH szekréciét. (Guzman-Sanchez et al., 2012). A leptin pozitiv hatasa a hipofizis szintjén
is megvaldsul, ahol sajat receptoran keresztul direkt, endokrin uton, valamint az elllsé
lebeny sejtjeinek leptin termelése révén auto-/parakrin uton képes dozisfuggben serkenteni
az LH, az FSH és a prolaktin felszabadulasat is (Jin et al., 2000; Ogura et al., 2001;
Watanobe, 2002; Yu et al., 1997). A hipofizis LH termel6 sejtjeinek valaszkészsége
ciklusfuggé, és mind GnRH-ra, mind a leptinre adott valasza sokkal intenzivebb — fajtol
fugg6en — Osztrogén (E2), vagy progeszteron (P4) jelenlétében. Az LH csucs kozelében
mérheté leptin csics emberben és patkanyban igazolja a leptin aktiv szerepét az ovulacié
folyamataban, az LH szekrécio serkentésén keresztil (Ahrens et al., 2014; Chou et al., 2011;
De Biasi et al., 2001; Fenichel et al., 2008; Sir-Petermann et al., 1999, Tanaka et al., 2001).

A leptin kdzvetlenll a periférian is részt vesz a petefészekfunkcid szabalyozasaban, amit
tébb fajban is bizonyit a leptin, illetve a leptin receptor jelenléte a tlisz6 granulosa és theca
sejtjein, magan a petesejten, valamit a sargatestben (Cioffi et al., 1997; Karlsson et al., 1997,
Loffler et al., 2001; Phoophitphong et al., 2017; Ryan et al., 2002; Ryan et al., 2003; Sarkar
et al.,, 2010; Smolinska et al., 2010; Zerani et al.,, 2004). Ezek alapjan nem csak a
keringésben megjelend leptin endokrin, hanem a Ilokdlisan termel6d6 hormon

parakrin/autokrin szabalyozé szerepével is szamolni kell. A leptin a fejl6d6 tliszdk theca és
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granulosa sejtieinek szteroid termelésére els6sorban negativ hatast fejt ki (Spicer és
Francisco, 1997; Spicer és Francisco, 1998; Zachow és Magoffin, 1997), ami nem
kozvetlenll a gonadotropin hormonok, hanem a gonadotropin és az inzulinszer(i ndvekedési
faktorok egytttes serkent6 hatasanak gatlasan keresztil nyilvanul meg (Agarwal et al., 1999;
Spicer és Francisco, 1997; Zachow és Magoffin, 1997). Ezzel ellentétes eredmények is
szllettek human vizsgalatokban, ami szerint a leptin stimulalé hatassal van a tuszd
granulosa sejtjeinek dsztrogén termelésére azok aromataz aktivitasan keresztll (Kitawaki et
al., 1999). Sertésekben, a leptin doézisfuggd hatasardl szamoltak be, vagyis kis
mennyiségben serkentette, mig magas koncentracioban gatolta a granulosa sejtek szteroid
hormon termelését (Ruiz-Cortés et al.,, 2003). Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a
fizioldgiasnal magasabb leptinkoncentracio valdszinlileg negativan befolyasolja a dominans
tlsz6 dsztrogéntermeld képességét, az androgén szubsztratok képz&désének gatlasan és a
granulosa sejtek aromatizalé képességenek csdkkentésén keresztll, bar ezek a hatasok
allatfajonként némileg eltéréek lehetnek. Ujabb tanulmanyok szerint a leptin szerepet jatszik
a sargatest kialakulasaban is az angiogenezis tamogatasan és a progeszterontermelés
serkentésén keresztil (Garcia, 2017).

A fent emlitett centralis és periférias hatasokkal parhuzamosan a leptinkoncentracio
menstruacios ciklussal 6sszhangban t6rténd ingadozasat is megfigyelték. N6kben a szérum
leptinkoncentraciéo emelkedését irtak le a ciklus 14. napjan az ovulacié idején, valamint a 21.
napon a lutedlis fazisban, ami alapjan feltételezik mind az 0Osztrogén, mind pedig a
progeszteron leptinkoncentraciét befolyasold hatasat (Ajala et al., 2013; Hardie et al., 1997,
Riad-Gabriel et al., 1998). Bar egyes szerz6k szerint a nemi hormonok nem befolyasoljak a
leptinkoncentracio alakulasat (Kristensen et al., 2000, Mannucci et al., 1998), tébb publikacié
alapjan a megemelkedett leptinkoncentracio forrasa a zsirszovet, amelyben a magas
Osztrogénkoncentracio a zsirsejtek altal kifejezett 6sztrogén receptorokon keresztll fokozza
a leptin termel6dését (Ajala et al., 2013; Messinis et al., 1998; Yamada et al., 2000). Masok
szerint az emelkedett szérum leptinkoncentracié forrasa részben maga a petefészek is lehet
(Messinis et al., 1998). Bar a sargatest leptin termel6 képességét mar tobb fajban is
igazoltak (Ahrens et al., 2014; Archanco et al., 2003; Balogh et al., 2012; Kumar et al., 2012;
Loffler et al., 2001; Sarkar et al., 2010), maig nem bizonyitott, hogy a sargatest altal termelt
leptin szamottevdé mennyiségben bejuthat-e a véraramba.

A leptin szaporodasbioldgiai hatasait szuka kutyaban eddig kevesen vizsgaltak. A leptinnek
és receptoranak jelenléte a petefészekben a sargatest kilénbdzé fazisaiban, valamint a
vemhes méhben és placentaban a hormon parakrin/autokrin, illetve endokrin szabalyoz6
szerepét valoszinUsiti (Balogh et al., 2012; Balogh et al., 2015). Ezzel 6sszhangban a vérben
mérhetd leptinkoncentracid is szignifikdnsan megemelkedik a vemhesség alatt kutyaban

(Cardinali et al., 2017). Nem vemhes szukakban a ciklusstadium plazma leptinkoncentraciora
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gyakorolt hatasat Saleri és mtsai (2003) vizsgaltak, és a human tanulmanyokkal részben
ellentétben, az &sztrusz alatt szignifikdansan magasabb leptinszinteket mértek, mint
prodsztruszban vagy didsztruszban. A vizsgalat, bar nagy létszamu (n=81), hasonlé méretl
és testsulyu allaton tortént, kutyanként egyszeri vérvételen alapult, és az egyes
ciklusstadiumok elkllonitésére hasznalt modszert a szerz6k nem részletezték. Ezen kivil,
mig az el6z6ekben emlitett tanulmanyok nem talaltak kilénbséget a szukakban és a
kanokban mért leptinkoncentraciék kozott, Saleri és mitsai szignifikdnsan magasabb
koncentraciokat meértek az ivari ciklus andsztrusz fazisaban lévé szukakban, mint kanokban
(Saleri et al., 2003).

4.1.2. Az IGF1 szaporodasbioldgiai szerepe néivarban

A leptin mellett mas metabolikus szignalok is képesek befolyasolni a reproduktiv axis
mikodését ilyen példaul az inzulin, vagy az IGF1. Bar az IGF1 pontos szerepe a mai napig
nem tisztazott, alapvetd fontossagat bizonyitja, hogy a génkittoétt, IGF1-hianyos egerek féleg
gonadalis defektusok miatt infertilisek (Baker et al., 1996), emellett az IGF1-szallitéfehérjék
egyes tipusainak (IGFBP1-6) megvaltozott expresszidja, a szabad IGF1 vérszintjének
befolyasolasan keresztll jelentds hatassal van a reproduktiv axis neuroendokrin funkcidira
(Wolfe et al., 2014). Mind a centralis (majban), mind pedig a periférian termel6d6 IGF1 képes
hatni a GnRH termelé neuronokon kifejez6d6 IGF1R-okra, ezaltal befolyasolva a pubertast,
majd az ivari ciklust. A IGF1R expresszalodik és funkcionalis szereppel bir a hipofizis
gonadotrop sejtjein is. A tdbb egymasnak ellentmondd publikacié koézul egyesek szerint
valészinlsithetd, hogy ez a metabolikus faktor képes serkenteni az LH-szintézisét és
szekréciojat (Wolfe et al., 2014).

A petefészekben zajlé follikulogenezist alapvetéen a reproduktiv axis fels6bb régidi iranyitjak
gonadotropinokon (LH, FSH) keresztil, ugyanakkor a folyamatot a helyileg haté para- és
autokrin faktorok is jelentésen befolyasolhatjak. Bar utébbiak pontos szerepe kevésbé
ismert, tobb novekedési faktorrol, koéztik a fibroblaszt névekedési faktorrdl (FGF), az
epidermalis ndvekedési faktorrél (EGF), vaszkularis endotelidlis ndvekedési faktorrdl
(VEGF), valamint a ndvekedési hormonrél (GH) és az inzulinrdl is leirtak, hogy
expresszalodhatnak kutya petefészekben, a follikulusokban, valamint in vitro vizsgalatok
soran igazoltak, hogy ezek serkentik a tisz6érést és -tulélést (Serafim et al., 2015; Serafim
et al,, 2013; Songsasen et al., 2017; Thongkittidilok et al., 2017). Mas eml6s fajoktdl
eltéréen, kutyaban az IGF1 tUszdérésben, valamint a sargatest-funkcié szabdalyozasaban
jatszott szerepe kevéssé tisztazott. A kutya preovulaciés tuszdibdl kinyert follikularis
folyadékban megjelené IGF1-koncentracié pozitiv korrelaciot mutat a plazmaban mérhetd

IGF1-szinttel, illetve az LH csucsot megel6z6 id6szakban az intrafollikularis P4
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koncentracioval is pozitivan korrelal (Reynaud et al., 2010). Mindezek alapjan feltételezheté,
hogy az IGF1 stimulalhatja a tiszébeli P4 produkciot. Az IGF1, valamint receptoranak
kifejez6dését a petefészekben kutya esetében még nem igazoltak, ugyanakkor sertésben az
IGF1 mRNS szint(, ciklusfiggd megjelenését leirtak a sargatest kis lutein sejtjeiben (Gadsby
et al., 1996). Szarvasmarha esetében, az IGF1 és az IGF1R upregulaciéjarél szamoltak be a
nagyobb antralis follikulusok granulosa és theca interna, valamint a korai sargatest sejtjeiben
(Schams et al., 2002), ami alapjan az IGF1-nek a tisz6érés végso fazisaban, valamint a
sargatest kialakulasa soran jatszott szerepe valészinisithetd, melyre példaként szolgalhat a
granulosa és theca sejtproliferacié serkentése (Mani et al., 2010; Spicer és Echternkamp,
1995; Stewart et al.,, 1995). Emberbdl, szarvasmarhabdl, sertésbél, valamint egérbdl
szarmazo granulosa, granulosa-lutein, valamint lutedlis sejtkulturakon, az IGF1 énmagaban,
valamint a gonadotropin hormonokkal szinergizalva is serkentette a P4 és az
Osztradiolszekréciot (Devoto et al., 1999; Gregoraszczuk és Ptak, 2005; Mani et al., 2010;
Schams et al., 2001; Spicer és Echternkamp, 1995). Az IGF1 szteroidprodukciora képes
sejtek P4 leadasat serkent6 hatasa a szteroidogén akut szabalyozo fehérje (steroidogenic
acute regulatory protein - StAR) expresszidjanak fokozasan keresztil érvényesll (Devoto et
al.,, 1999; Manna et al, 2006; Sekar et al., 2000), mely a koleszterin-transzport
meghatarozojaként alapvetéen befolyasolja a sejtek szteroidhormon-produkcidjat.
Ugyanakkor az IGF1-nek a petefészek szintjén megvaldsuld hatasa valészinlleg a sargatest
fejlettségétél is fugg. Ezt bizonyitja az a kisérletsorozat, amiben az IGF1 csak a fiatal
sargatestbdl szarmazé sertés lutein-sejtek progeszterontermelését volt képes fokozni in vitro
korulmények koézott, mig ez a pozitiv hatas érett sargatestbél szarmazo luteinsejt-kulturaban
mar nem volt megfigyelhet§ (Gregoraszczuk és Ptak, 2005). Az IGF1 nem csak a
sejtproliferaciét és a szteroidogenezist serkenti, de énmagaban és LH-val egydutt is képes
fokozni a granulosa és a lutedlis sejtek VEGF expressziojat és szekréciojat, ezen keresztll
pedig fokozni az angiogenezist (Schams et al., 2001; Stanek et al., 2007; Tropea et al.,
2006).

4.2. Célkitlizések

Immunhisztokémiai modszerek segitségével részletesen feltérképeztik a leptinnek és
receptoranak fehérje szinti megjelenését a petefészek sejtjeiben, kulénds tekintettel az
eddig kevéssé vizsgalt tuszéfazisban megjelend strukturdkra (4.3.). Szuka ivari ciklushoz
kdthetd hormondlis valtozasai és a kondicio szérum leptinkoncentraciora kifejtett egyuttes
hatasanak vizsgalata soran elemeztuk a szérum leptinszint valtozasat szuka kutya ciklusa

soran (4.4.). Ezek mellett vizsgaltuk az IGF1 és az IGF1R génexpresszidjat és fehérjeszintl
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megjelenését a petefészken vemhes és nem-vemhes allatokbdl szarmazé sargatesteken,

illetve ezen fehérjék sejtszintl lokalizaciojat a preovulaciés follikulusokban (4.5.).

4.3. A leptin és a leptin receptor fehérje szintii megjelenése a kutya

petefészkében

A leptin (Lep), mint az egyik legfontosabb metabolikus szignal, hatasat a hipotalamusz-
hipofizis-gonad tengely minden szintjén kifejti. N&ivarban tobb faj vizsgalata alapjan
feltételezik szerepét a follikulogenezis, valamint az ovulacié folyamataban, a tisz6 és a
sargatest szteroidhormon-produkciéjaban. Kutyak esetében a leptin és a leptin receptor
(LepR) fehérjeszintli megjelenésérdl a petefészekben elészor Sorace és mtsai szamoltak be
(Sorace et al., 2006), majd Balogh és mtsai vizsgaltak részletesebben a fehérje- és
génexpressziokat kifejezetten a lutealis fazisra, illetve a sargatestre koncentralva (Balogh et
al., 2012; Balogh et al., 2015). Mivel ezen vizsgalatok eredményei nem mutattak teljes
egyezeést, leginkabb a LepR expressziojat illetéen, célul tiztik ki a Lep és LepR fehérjeszinti
expresszidjanak immunhisztokémiai modszerrel torténd vizsgalatat felnétt, egészséges, a
ciklus proGsztrusz és Osztrusz stadiumaban jaré kutyakbol (n=4) szarmazoé petefészek

szoOveteken.

4.3.1. Anyag és moédszer

A késébbi immunhisztokémiai vizsgalatok elvégzésére kivalasztott petefészekmintakat az
Allatorvostudomanyi Egyetem Sziilészeti klinikajan elvégzett rutin ivartalanitasok soran
gy(jtottik egészséges, ivarérett (n=4, 2-6 éves koru, kilénb6zd fajtaju) szukakbol, melyek
klinikai tinetek, hivelykép és hivelycitolégia alapjan a prodsztrusz-dsztrusz idészakaban
jartak. A szdvetmintakat 24 6ran at 10%-os pufferolt formaldehid oldatban +4°C-on taroltuk,
ezt kdvetéen napi rendszerességgel pufferolt foszfat puffer oldatban éblitettiik egy héten at,
majd a dehidracié céljabdl felszallé alkoholsort hasznaltunk, végul pedig parafinba agyazva

(Kowalewski et al., 2010) kerultek tovabbi vizsgalatra.

Immunhisztokémiai vizsgalatok

A vizsgalataink soran a rutin szévettani festéssel (hematoxillin-eozin) készitett metszetek
alapjan igazoltan follikularis fazisban eltavolitott petefészkekbél szarmazéd preparatumokat
immunhisztokémiai vizsgalatoknak vetettik ald, melyek soran a fehérjék (Lep, LepR)
kimutatasara indirekt immunperoxidaz modszert alkalmaztunk (Kowalewski et al., 2006a). Az
erre a célra készult, 2-3 ym vastagsagu metszetek, 3-amino-propil-trietoxi-szilannal (,APES”-
sel) el6kezelt, SuperFrost Plus tipusu un. szilanizalt-targylemezekre keriltek (Menzel-Glaser,

Braunschweig, Germany). Ezt kdvetéen legalabb 12 6rara 37 °C-os termosztatba helyeztik
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6ket. A mintakat ezek utan deparafinaltuk, ehhez 2 x 10 percre xilolba meritettik, majd
leszallé (5 percig 100%-0s majd 5 percig 70%-os végul 5 percig 50%-0s) alkoholsorozaton
vittlk végig, végul desztillalt vizzel oblitettik le a metszeteket. Ezt kdvette az antigén feltaras,
amit hével (mikrohullamu sit6é segitségével) végeztik, 10 mM citrat pufferben (pH 6.0) 15
percig 100°C-on kezeltik a mintakat. A kovetkez6 lépésben az endogén peroxidaz aktivitas
blokkolasa céljabdl a lemezeket 0.3% hidrogén peroxidot tartalmazé metanolba meritettuk.
Az aspecifikus kodtdhelyek blokkolasat 1.5% albuminnal, valamint a Lep esetében 10%-0s
kecske szérummal (KPL, Gaithersburg, USA), a LepR esetében pedig 10%-0s 16 szérummal
végeztik (Vector Laboratories, Burlingame, USA). Az immunhisztokamiai vizsgalatok soran,
a Leptin kimutatasara nyulban termeltetett poliklonalis antitestet (ARP41697_P050, Aviva
Systems Biology, San Diego, USA), mig a LepR jeldlésére kecskében termeltetett poliklonalis
antitestet hasznaltunk (Ob-R (M-18): sc-1834, Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA)
1:500, illetve 1:150 higitdsban. Ezeket az antitesteket korabban mar sikeresen alkalmaztak
kutya szdveteken (Ressel et al., 2012; Balogh et al., 2015). Az utébbi antitest alkalmas mind
a révid, mid pedig a hosszu receptorformak jeldlésére. A primer antitesttel térténé inkubacié
+4°C-on, egy éjszakan at tortént. Az indirekt immunreakcié soran, a jeldletlen primer antitest
kotédését a primer antitest ellen termeltetett, biotinnel konjugalt antitesten keresztil mutattuk
ki. Biotinilalt kecske anti-nyul IgG-t vagy I6ban termelt anti-kecske IgG-t (Vector Laboratories)
hasznaltunk 1:100 higitasban szekunder antitestként. A jel erdsitését avidin-biotin peroxidaz
(ABC) rendszer alkalmazasaval (Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories, Burlingame, USA)
értik el, kromogénként pedig 3’'3-diaminobenzidint (DAB) (Liquid DAB+ substrate Kit, Dako
Schweiz -AG, Baar, Switzerland) hasznaltunk. Végul kontrasztfestést végeztiink hemalaun
oldattal, majd felszall6 alkoholsorral viztelenitettik és fedtik a metszeteket. Izotipus
kontrollként primer antitest nélkul alkalmaztuk az anti-nyul (Lep) vagy az anti-kecske (LepR)

IgG-t (Vector Laboratories).

4.3.2. Eredmények

A metszetek mindegyikében nagy szamban jelentek meg preantralis és antralis follikulusok a
ciklusstadiumnak megfeleléen. A Lep legerésebben a follikulusok granulosa sejtjeiben
fest6dott (++). Ennél kevésbé erds de hatarozott fest6dést mutattak a theca interna sejtjei
(+), ugyanakkor a theca externa sejtjeiben és magaban a petesejtben mar csak gyengébb
festédést (+/-) figyeltink meg (13. abra). A LepR er8s festédést mutatott a follikulusok
granulosa sejtjeiben, a theca interna sejtekben és magaban a petesejtben (++) (14. abra).
Ezen kivll a vérerek fala (tunica interna, tunica media) is pozitivan festédétt mind a Lep-re,

mind a LepR-ra.
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13. abra A Lep expresszio immunhisztokémiai vizsgalata kutyabol szarmazo preovulacios

follikulusokban (nagyitas A,B,C 200X, D,E,F 400X); erés immunfestédés a ndvekvo
preovulacios follikulusok granulosa sejtjeiben (GC) (++)(fekete, vastagabb nyilak), valamint a
theca interna sejtjeiben (TIC) (+)(fekete nyilak). Az immunfestédés ugyanakkor gyengébb
(+/-) a theca externa rétegben (TEC) (fehér nyilak).
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14. dbra A LepR expresszié immunhisztokémiai vizsgalata kutyabdl szarmazo preovulacios
follikulusokban (nagyitas A, B, C, D 200X, E, F 400X); er6s immunreaktivitas detektalhato a
preovulacios follikulusok GC (fekete, vastagabb nyilak) és a TIC (fekete nyilak) rétegében,
valamint magaban a petesejtben (++) mig a TEC (fehér nyilak) rétege nem festédik.
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4.3.3. Megbeszélés

A Lep és a LepR megjelenése magan a petefészken mara tobb faj esetében is bizonyitotta
valt (Ryan et al., 2003; Ryan et al., 2002; Sarkar et al., 2010; Smolinska et al., 2010; Zerani
et al.,, 2004; Loffler et al., 2001; Cioffi et al., 1997), ami tul azon a korabbi elméleten,
miszerint a leptin a hipotalamusz-hipofizis-gonad axis tdébb pontjan is befolyasolja a
petefészek mikodéseét, kutya esetében is felveti a petefészekben, vagy az azt kézvetlendl
Ovezb zsirszbvetben (bursa ovarica), illetve a Sc vagy egyeb Visc zsirszdvetben termel6d6
leptin autokrin/parakrin €s endokrin hatasanak lehetéségét. A leptin receptor a petefészek
tobb sejttipusan is megjelenik, és tdébb fajban is igazoltan expresszaljak a theca, és a
granulosa sejtek, illetve a petesejt is (Karlsson et al., 1997; Ryan et al., 2003). Bar maga a
leptin mMRNS nem volt kimutathaté a petesejtekben, ugyanakkor a fehérjeszinten térténé
megjelenése alapjan feltételezhetd, hogy a mas szdvetekben, igy leginkabb az oocitat
korulvevd sejtekben termel6dé leptin bejut a petesejtbe (Cioffi et al., 1997), ugyanakkor a
szérumbol szarmazo leptin is bejut és akkumulalodik a petefészek szovetében (Almog et al.,
2001). Annak ellenére, hogy a leptinnek az ovulaciés ratat csokkenté in vivo és in vitro
hatasarol is beszamoltak patkanyban (Duggal et al., 2000), tébb publikacio is bizonyitja a
leptin sokrétli szerepét az ovulaciot elésegité folyamatokban. Egyrészrél a preovulacios
follikulusokat korulvevé theca sejtek nagy aranyban fejeznek ki leptin receptorokat, egérbél
szarmazo follikulusok esetében pedig leirtdk, hogy a leptin hatékonyan serkenti a petesejt
érési folyamatat (Ryan et al., 2002). Tovabbi befolyasold hatasként a leptin képes serkenteni
az ovulacié idejében fontos szerepet jatszé makrofagok citokinprodukcidjat, fagociozisat,
tehat ezek alapjan fontos szerepe lehet az ovulaciéhoz és a sargatest kialakulasahoz
kétheté gyulladasos folyamatokban (Brannstrém és Norman, 1993; Santos-Alvarez et al.,
1999; Loffreda et al., 1998). Mindezeken tul segiteni képes a corpus luteum kialakulasat
azdltal, hogy serkenti az angiogenezis folyamatat is (Ryan et al., 2003). A leptin, valamint
receptoranak megjelenését és funkciojat a petefészken sokkal behatdbban vizsgaltak a
lutealis fazis alatt. Szarvasmarha petefészek vizsgalatakor leirtak, hogy a sargatest Lep és
LepR expresszidja magasabb a sargatest fazis kdzépsd id6szakaban, majd a sargatest
regresszidja alatt csokken, vemhesség alatt viszont végig magas marad. A follikularis fazis
alatt a legintenzivebb Lep és LepR koexpressziot a theca interna és a granulosa sejteken a
kisebb follikulusok esetében tapasztaltak, majd ennek csokkenésérél szamoltak be a
follikulusok ndvekedése soran (Sarkar et al.,, 2010). Macskakban is vizsgéltdk a LepR
kifejez6désének valtozasat az ivari ciklus, illetve a vemhesség alatt. Kimutattédk, hogy a
macska petefészke minden ciklusstadium alatt expresszal LepR-t, ugyanakkor az expresszio
ebben a fajban is a lutedlis fazisban a legintenzivebb (Albrizio et al., 2013). Kutyak esetében

el6szoér Sorace és mtsai vizsgaltdk immunhisztokémiai modszerrel a Lep és a LepR
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jelenletét prepubertalis és ivarérett, nem vemhes allatok petefészkében. A leptin erésen
festédott az ovulaciét megel6zé idészakban a tliszé luteinizalédd granulosa sejtjeiben,
valamint az ovulaciét koévetéen a sargatest lutein sejtjeiben. A ciklus tébbi fazisaban,
valamint prepubertalis allatokbdl gy(ijtétt petefészkekben a leptin gyenge festédését mutattak
ki a preantralis tisz6k granulosa és theca sejtjeiben. A leptin receptor festédését a
petesejtekben, és a prodsztrusz fazisban a noévekvd tlisz6k granulosa és theca sejtjeiben
mutattak ki, mig a sargatest nem fest6dott (Sorace et al., 2006). Késébb Balogh és mtsai
MRNS szinten kimutattak a Lep mellett a LepR expresszidjat is kutya sargatesteken. Mig
nem vemhes allatokban a LepR expresszié foka nem valtozott a lutedlis fazis soran, a Lep
kifejez6dése intenzivebb volt az ovulaciétdl szamitott 15-35. nap kozott. Ez az id6szak
egybeesik a magasabb szérum progeszteronkoncentaciokkal, valamint a magasabb StAR
protein mRNS expresszidéval, ami a leptin szteroidhormon-produkcié szabalyozasaban
betoltott auto/parakrin szerepének lehetéségét veti fel. Vemhes szukakban a sargatest Lep
és a LepR génexpresszidja nem valtozott, ugyanakkor aglepriszton (progeszteron receptor
antagonista) adagolasat kévetéen 72h éraval jelentésen csokkent a Lep expresszidja, mig a
LepR nem valtozott (Balogh et al., 2012). Az utdbbi valtozas parhuzamba allithaté az
aglepriszton altal el6idézett luteolizissel, hiszen ekdzben jelentésen csdkken a
szteroidprodukciot meghatarozé StAR protein expresszidja, illetve a 3B-hydroxiszteroid
dehidrogenaz mRNS expresszid. Bar kutyaban a follikularis fazist eddig nem vizsgaltak
részletesen, mas fajokban végzett in vitro tesztek alapjan leirtak, hogy a leptinnek kifejezett
kdzvetlen hatasa van a granulosa, valamint a theca sejtek mikddésére. Sajat vizsgalatunk
soran a leger6ésebb Lep expressziot a follikulusok granulosa sejtjeiben és a zona pellucida
(ZP) teruletén detektaltuk, ugyanakkor szintén hatarozott festédést lattunk a theca interna
sejtjeiben. A theca externa sejtjeiben és magaban a petesejtben mar csak gyengébb reakciot
lattunk. Bar 6nmagaban a fehérje megjelenése nem igazolja a leptin szerepét a follikularis
szteroidogenezisben vagy az ovulacié folyamataban, felveti a lehetéségét, hogy a tébbi
allatfajpan részletesebben megismert szabalyzé folyamatok kutya fajban is hasonléan
mikodnek.

Szamos vizsgalat soran igazoltak, hogy a szuprafizioldgias leptinkoncentracié képes gatolni
a granulosa sejtek és a theca sejtek szteroidhormon-produkcidjat. Utdbbi eredmények
elsédlegesen szarvasmarhabdl szarmazé sejtek in vitro vizsgalatabdl szarmaznak (Spicer és
Francisco, 1997; Spicer et al., 2000; Spicer és Francisco, 1998), ugyanakkor hasonlé
megfigyelésekrél szamoltak be tébb mas faj, igy ember (Agarwal et al., 1999; Brannian et al.,
1999), patkany (Zachow és Magoffin, 1997), juh (Campbell et al., 1999) és sertés (Ruiz-
Cortés et al., 2003) petefészkek vizsgalata alapjan is. Ezzel szemben a fiziolégias leptinszint
stimulalé hatast fejtett ki a sertés granulosa sejtek szteroidogenezisére (Ruiz-Cortés et al.,

2003) IGF1 jelenlétében és hianyaban egyarant. Tul a gonadotropinok ismertebb hatasain, a
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follikulogenezis folyamatat tébb parakrin/autokrin faktor is befolyasolja, igy az FGF, EGF,
VEGF, tovabba a GH vagy az inzulin. Ezek egy része a follikulusokban is expresszalddva,
vagy a follikulusok ndvekedését segitve vesz részt a folyamatban, igy nem lehet kizarni
annak a lehet6ségét, hogy a leptin ezen faktorok szintjét befolyasolva, kdzvetett hatast fejt ki
a tusz6fazis soran. Bar a sargatestfazisban jellemz®é szteroidprodukciéo talan
részeletesebben vizsgalt szakasz, a konkrét mechanizmus, amin keresztil a leptin
befolyasolni képes a sargatest szteroidprodukcidjat nem tekinthetd teljesen ismertnek.
Human és patkany vizsgalatokban kimutattak, hogy a leptinkoncentracio pozitiv korrelaciot
mutat a progeszteronszinttel a lutealis fazis alatt (Duggal et al., 2002; Hardie et al., 1997).
Feltételezhetd, hogy a leptin direkt és indirekt uton, tehat egyes metabolikus hormonok, igy
példaul a ndvekedési hormon, az inzulin, vagy az IGF1 hatasanak modulalasan keresztll is
befolyasolja a szteroidogenezis folyamatat. Szarvasmarhabdl szarmazdé lutealis sejteken
végzett vizsgdalat szerint a leptinnek dnmagaban nincs hatasa, azonban I|GF1-gyel
szinergista hatassal seqiti a P4 produkciét (Nicklin et al., 2007). Mas szerzdk arrdl szamoltak
be, hogy a leptin képes gatolni az IGF1 szteroidogenezist serkent hatasat human granulosa
sejteken és theca sejteken, valamint patkany granulosa sejteken is (Zachow és Magoffin,
1997; Agarwal et al.,, 1999). In vitro vizsgalatok szerint a leptin a helyileg termel6dé
IGF1-gyel kdlcsonhatasban segiti a progeszteronszintézist (Ruiz-Cortés et al., 2003), amit
szintén alatamaszt, hogy szarvasmarha esetében az IGF1 és a leptin mRNS expresszié

egyuttes er6sddésérdl szamoltak be a lutedlis fazisban (Sarkar et al., 2010).

4.4. A szérum leptinkoncentracié valtozasa a szuka kutya ivari ciklusa soran

Muiller L, Kék E, Kollar E, Balogh O*, Thuréczy J*: A vérszérum leptinkoncentracio valtozasa
az ivari ciklus és a testzsirmennyiség figgvényében szuka kutyaban — Irodalmi attekintés és
sajat tapasztalatok.

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA 141 (7) pp. 411-424. (2019)

Célul thztuk ki az ivari ciklushoz kétheté hormonalis valtozasok és a kondicidé szérum leptin
koncentraciora kifejtett egyuttes hatasanak vizsgalatat beagle fajtaju szuka kutyakban. A
kondicié pontosabb meghatarozasa céljabdl a testsuly és a BCS meghatarozasa mellett
morfometrias méréseket és bioimpedancia mérést is alkalmaztunk, melynek eredményit egy

korabbi fejezetben foglaltuk 6ssze (3.3.).

4.4.1. Anyag és moédszer

Egy vizsgalati elrendezésben vizsgaltuk a morfometriai és bioimpedancia mérések

leptinszinttel mutatott 6sszefliggését, valamint utdbbi ciklusfliggéségét, ezért az egyedszam
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alakulasaval, vérvételekkel, mintakezeléssel kapcsolatban utalunk a 3.3. vizsgalatnal mar
ismertetett metodikai |épésekre. Az allatok fizikalis vizsgalatat és a mintavételeket a varhaté
tlzelési id6szak kezdete el6tt két héttel, illetve a mar tlzelé szukaknal a tlzelés ideje alatt
kezdtik, majd kéthetes id6kd6zonként, 6sszesen 3 alkalommal ismételtik. A kilonb6zé
szaporodasbiologiai fazisokba (prodsztrusz, 6sztrusz, didsztrusz, andsztrusz) a kilsé nemi
szervek allapotanak Klinikai vizsgalata, a hiivelybdl vett citolégiai minta és a vér progeszteron
koncentracioja alapjan soroltuk be az allatokat. A hivelycitolégiai mintakat Diff-Quick festés
utan az irodalmi adatoknak megfelel6en értékeltuk (Johnston et al., 2001). A tlzelés klinikai
tineteit mutaté allatokat a hdvelycitolégiai vizsgalat eredményének figyelembevételével
soroltuk prodsztruszba vagy Osztruszba. A tlzelés klinikai tineteit nem mutaté allatoknal a
szérum progeszteronkoncentracié alapjan tettink kilénbséget andsztrusz és didsztrusz
kozo6tt (2 ng/ml progeszteron koncentracié alatt andsztrusz).

A mélyhiitétt szérumbdl térténé hormonszint-meghatarozasok az Allatorvostudomanyi
Egyetem Szllészeti Tanszék Klinikai laboratériumaban torténtek. A progeszteron
koncentraciot ELISA mddszerrel, Quanti Check Progesterone kittel végeztik (érzékenység
0,2 ng/ml, inter- és intra-assay CV: <4,5% és <5,25%). A leptin koncentraciét a korabban
ismertetett modszerrel hataroztuk meg. Az eredmények kiértékelését a Microsoft Excel, R
3.5.1. statisztikai program, valamint az IBM® SPSS® Statistics for Windows 22.0 verzid
(Armonk, NY, USA) statisztikai programcsomag segitségével végeztik. A szignifikancia
szintjét P < 0,05 értéknél jeloltik meg. A BCS3 kondicidcsoportban két allat esetében
mindharom mérési idépontban kiugro leptin értéket mértiink (atlag 8,2 és 4,14 ng/ml), ezen
egyedek eredményeit a korabban ismertetett okbdl kizartuk a statisztikai elemzésekbdl. Mivel
az egyedek ciklusa nem volt szinkronban, nem minden egyedtdl tudtunk mindharom
alkalommal mintat gydjteni, ezért az ivari ciklusstadium, a progeszteronszint, valamint a
kondicid (BCS) szérum leptin koncentraciora gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz egy
altalanos linearis kevert modellt hasznaltunk, melyben random faktorként szerepelt az allat
azonositdja, igy figyelembe tudtuk venni, hogy egy-egy allaton tébb mérés tortént. A
modellben a leptinkoncentraciék normaltdl eltéré eloszldsa miatt azok természetes alapu

logaritmuséaval dolgoztunk.

4.4.2. Eredmények

Az elvégzett klinikai és huvelycitologiai vizsgalatok, valamint vérbdl torténé progeszteron
koncentraci6 meghatarozas alapjan 9 andsztruszos (szérum progeszteron 0,73 + 0,09
ng/ml), 6 prodsztruszos (szérum progeszteron 1,70 £ 1,26 ng/ml), 7 Osztruszos (szérum
progeszteron 9,18 + 4,20 ng/ml) és 10 didésztruszos (szérum progeszteron 17,52 + 7,86

ng/ml) minta vizsgalati eredményeit értékeltik a kiugro értékeket mutatd 2 egyed kizarasa
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utan. A linearis kevert modell eredményei alapjan, sem a ciklusstadium (P=0,745; 15. abra),
sem pedig a progeszteronszint (P=0,587; 16. abra) befolyasol6 hatasat nem tudtuk igazolni,
ugyanakkor a 3.3. vizsgalat eredményeinek megfeleléen, a BCS szignifikans hatasat
(P=<0,003) ki tudtuk mutatni.

3,5

Szérum leptinszint (ng/ml)
i N
—

0,5

Andsztrusz
n=9

Prodsztrusz
n=6

BCS3

BCS4
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n=7

Didsztrusz
n=10

15. abra. A szérum leptin koncentracié (ng/ml) alakulasa az ivari ciklusstadium szerint. Az

oszlopdiagrammok az atlag és széras értekeket szemléltetik.
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16. abra A szérum leptin- (ng/ml) és -progeszteronkoncentracio (ng/ml) ésszefiggésének
alakulasa az egyes kondiciécsoportokban (BCS3, BCS4). A szirke savban abrazolddo
értékek a legalacsonyabb kimutathaté koncentracié (0,2 ng/ml) ala estek. A linearis kevert
modellek alapjan a progeszteronszint nem befolyasolta a szérum leptinkoncentraciot (p =

0,587), ugyanakkor a kondicio (BCS) szignifikans hatasa (P=0,002) kimutathato volt.
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4.4.3. Megbeszélés

Vizsgalataink soran tanulmanyoztuk a szuka kutyak ivari ciklusa soran bekdvetkezé
hormonalis valtozasok vér leptin koncentraciéra gyakorolt hatasait. Célul tlztik ki az
eredményeink irodalmi adatokkal torténd Osszehasonlitdsat, a lehetséges befolyasolo
tényezO6k, valamint a méreési lehetéségek dsszegzesét. Bar a szakirodalom meggy6z6 abban
a tekintetben, hogy a leptin els6édlegesen taplaltsagi markerként alkalmazhatd, szintjét
befolyasolhatja az ivari ciklus is. Vizsgalatunkban az ivari ciklusstadium és a szérum
progeszteron koncentracié a kutya szérum leptin koncentraciora gyakorolt hatasat nem
tudtuk igazolni. Eredményeink nem tamasztjadk ala Saleri és munkatarsai (2003)
megallapitasat, akik szuka kutyaban szignifikansan magasabb szérum leptin koncentraciokat
mértek Osztruszban, mint prodsztruszban és didsztruszban (Saleri et al., 2003). Mas szerz6k
emberben és patkanyban kimutattdak a follikularis fazisban termel6dé 6sztrogén leptin
koncentraciot novel6 hatasat, amit a zsirszoveti leptin génexpresszid emelkedésével
magyaraztak. A leptin szerepét a preovulaciéos LH csucs stimulalasan keresztll az ovulacié
elésegitésében lattak (Mannucci et al., 1998; Shimizu et al., 1997; Tanaka et al., 2001). Bar
az altalunk gyjtott prodsztruszos mintakbol mért leptin értékek hasonldak voltak a tobbi
ciklusstadiumban jellemzé értékekhez, a mintagytijtés gyakorisaga miatt (kéthetes id6koz)
egy preovulaciés LH csucs koruli leptinkoncentraci6 emelkedést sem megerdsiteni, sem
elvetni nem tudunk. Mig nékben a lutedlis fazisban is leirtdk a szérum leptin koncentracio
emelkedését (Ajala et al., 2013, Hardie et al., 1997), azt altalunk vizsgalt beagle kutyakban
nem tapasztaltunk emelkedést a didsztrusz fazisaban. A szérum leptin- és
progeszteronkoncentraciok kozoétt sem talaltunk dsszefliggést, ami arra enged kdvetkeztetni,
hogy kutyaban a magas progeszteron koncentracié vagy nincs hatéssal a zsirszovet
leptintermelésére, vagy pedig az altalunk hasznalt mérési mddszerrel ez a hatds nem
mutathatd ki. Egy masik kutatocsoport ezzel szemben a szérum leptinkoncentracio
szignifikdns emelkedésérdl szamol be szuka kutyakban a vemhesség idején (Cardinali et al.,
2017), amikor a vérben mérhetd progeszteronkoncentraciok hasonléképpen magasak, mint
nem vemhes allatokban a diésztrusz idején (Concannon, 2011). Vemhes szukak esetében
ugyanakkor, a zsirszévet mellett, a méh és placenta leptin termelése (Balogh et al., 2015) is
hozzajarulhat a megemelkedett leptinkoncentracidhoz. Kutyaban a leptin génexpresszidja a
sargatestben is kimutathaté mind vemhes, mind nem-vemhes allatokban (Balogh et al.,
2012), az ott termel6do leptin szisztémas keringésbe jutasardl, és igy annak esetlegesen a
vérbeli leptin koncentracidét novel6 hatasardl azonban nincsenek adatok. A sajat és mas
kutatocsoportok eredményei kozotti kulonbségek valdszinileg a vizsgalatba vont kutyak
fajtajaval, a mintaelemszammal, az allatok élettani stadiumaval, illetve a leptin mérésére

hasznalt modszerbeli kilonbségekkel magyarazhatoak.
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Az irodalmi adatokhoz hasonléan szignifikans kilonbséget mutattunk ki a tulsulyos és normal
ugyanakkor nem tudtuk igazolni sem az ivari ciklusstadium, sem a szérum progeszteron
leptin koncentraciéra gyakorolt hatasat. Ennek hatterében az alacsony mintaelemszam és
2 hetes mérési gyakorisag mellett, a vartnal alacsonyabbnak mért, az alacsony
hémérsékletet, vagy a hosszabb koplaltatasi periodus hatasat is tlikrozé leptin koncentraciok
is allhatnak. Sajat és a szakirodalomban talalhaté adatok is megerésitik, hogy az altalunk
hasznalt, a piacon elérhet6 ELISA kittel végzett mérések alapjan a normal, illetve sovany
kondicioju egyedek leptin koncentracidi alacsonynak bizonyultak, illetve egy résziik esetében
az eredmények a teszt mérési tartomanyan kivil esnek. Ebbdl kifolydlag lehetséges, hogy a
kisebb, mint példaul az ivari ciklussal 6sszeflggd koncentraciobeli kuldbnbségek nem

észlelhetdk.

4.5. Az IGF1 valamint receptoranak expresszidja a kutya petefészekben

Balogh O, Miiller L, Boos A, Kowalewski MP, Reichler IM.: Expression of insulin-like growth
factor 1 and its receptor in preovulatory follicles and in the corpus luteum in the bitch.
General and Comparative Endocrinology

Volume 269, 1 December 2018, Pages 68-74

Bar az IGF1-nek a preovulaciés follikulusok fejlédésének folyamataban jatszott szerepe mar
tisztazddott kutya fajban is, a petefészekben jellemzé, IGF1 és IGF1R expresszid cellularis
lokalizaciéja és id6beni valtozasa nem ismert. Ennek feltérképezése fontos lehet, hiszen
ezeken keresztll jelent6s szerepel biré para-/autokrin hatds érheti a petefészek sejtjeit a
follikularis fazis soran. Emellett az IGF1 helyi, luteotrop hatasat is valészinUsithetjuk mind
vemhes, mind nem vemhes allatokban, kilénésen a formalédd, korai, még a gonadotrop
hormonok hatasatél fliggetlenil fejl6édé sargatestben. Mindezek alapjan célul tlztik ki az
IGF1 és az IGF1R fehérje és mRNS-szint(i expresszidjanak vizsgalatat vemhes, kézépidds
vemhesség mellett agleprisztonnal kezelt, valamint nem vemhes, diésztruszban vizsgalt
allatokbdl szarmazd sargatesteken, illetve vizsgaltuk az emlitett fehériék cellularis

lokalizaciéjat a preovulaciés follikulusokban.

4.5.1. Anyag és moédszer

Mintagydijtés
Follikularis fazisban, rutin ovariohiszterektomia soran eltavolitott, ivarérett, egészséges,

keverék kutyakbdl (15-30 kg) szarmazéd petefészkek (n=5) vizsgalatat végeztik el. Az
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Allatorvostudomanyi Egyetem beteganyagabdl valasztott allatok tulajdonosai, a mditéti
beleegyezd nyilatkozat alairasaval hozzajarultak az eltavolitott szévetek vizsgalatdhoz. A
szukak a mtétet megeléz6 fizikalis vizsgalat soran tlzelésre utald tlineteket (péra 6déma,
savos-véres valadék Urulése a hivelybdl) mutattak. A mtéti el6készités soran, a vénakantl
belltetésekor vérmintat gyUjtéttink az allatokbdl, amibél ELISA (Quanticheck®
Progesterone, Veterinorg Kft., Budapest, Hungary; érzékenység 0,5 ng/ml, intra-assay CV:
<5,25%; (Nagy et al., 1998; Tibold és Thur6czy, 2009) mdédszerrel meghataroztuk a szérum
progeszteronszintet. A vizsgalatba volt egyedek szérum P4-szintjei a 0,52 és 2,19 ng/ml
kozotti tartomanyba estek. A sargatestetek elemzésére korabbi, engedéllyel rendelkezd (Il
25.3-19¢20-15c¢ Gl 18/14 and VIG3-19c¢-20/15c Gl 18,14 (Justus-Liebig University Giessen,
Giessen, Germany); 2006/06 (University of Ankara, Ankara, Turkey) vizsgalatok (Kowalewski
et al., 2009; Kowalewski et al., 2006a) céljabdl gyljtétt mintdkat hasznaltunk, melyek szintén
keverek, kdzepes testméretli, egészséges, ivarérett, 2-8 éves szukakbdl szarmaztak. Az
ovulacio idépontjat a szérummintakbdl, a 4.4. vizsgalat esetében ismertetett mddszerrel mért
progeszteronszintek alapjan hataroztuk meg (P4~5 ng/ml (Bouchard et al.,, 1991). A
petefészkeket, a nem-vemhes allatok esetében 5, 15, 25, 35, 45, 65 nappal az ovulaciét
kovetéen (n=4-5/csoport), vemhes allatok esetében pedig a vemhesség 8-12.
(preimplantacié, n=5), 18-25. (posztimplantacio; n=5), 35-40. (kozépidd; n=5) napjan,
valamint az ellést megel6zéen jelentkezd luteolizis idészakaban (n=3; P4 <3 ng/ml, harom
egymast kdvetd 6 éranként levett mintdban) végzett rutin mitét (ovariohiszterektomia) soran
kerultek eltavolitasra. Ezek mellett tovabbi két csoportban, kézépidében (40-45 napos) P4-
receptor blokkold, aglepriszton adagolasaval (Alizin®; Virbac, Carros Cedex, France; 10
mg/kg sc., 2 alkalommal 24 6ra kuldnbséggel) indukalt luteolizist kdvetéen, 24 (n=5) és 72
(n=5) d6raval a masodik injekcié utan elvégzett ovariohiszterektdmia soran eltavolitott
sargatesteket vizsgaltunk. A vemhes, nem-vemhes/lutealis fazisban 1évd, valamint az
agleprisztonnal kezelt csoportok egyedeinek szérum progeszteron eredményei korabban
publikalasra keriltek (Kowalewski et al., 2009; Kowalewski et al., 2010; Kowalewski et al.,
2011b). A génexpressziok meghatarozasa céljabol a vemhes, az agleprisztonnal kezelt,
valamint a nem-vemhes/lutedlis fazisban jaré egyedekbdl szarmazd petefészkekbdl
kimetszett sargatesteket (CL) RNAlater® oldatban (Ambion Biotechnologie GmbH,
Wiesbaden) konzervaltuk és 24 éran at +4°C-on, majd -80C°-on taroltuk az RNS megérzése
céljabol. A immunhisztokémiai vizsgalatok céljara gydjtétt mintdkat (CL és hosszaban
kettévagott petefészek) 24 6ran at 10%-os pufferolt formaldehid oldatban +4°C-on taroltuk,
majd napi rendszerességgel pufferolt foszfat puffer oldatban oblitettik egy héten at, majd
viztelenités céljabol felszalld alkoholsort alkalmaztunk. Ezt kovetéen a mintak végul

parafinba agyazva kerultek tovabbi vizsgalatra (Kowalewski et al., 2010).
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Az IGF1 és az IGF1R génexpresszidjanak vizsgalata petefészken
A mintdk telies RNS tartalmat TRIzol® reagens (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

alkalmazasaval izolaltuk. Ezt kovetéen DNS-az kezelést végeztink a genomialis DNS

eliminalasa érdekében (RQ1 RNase-free DNase; Promega, Dibendorf, Switzerland), majd a
mintak RNS tartalmanak reverz transzkripcidjat az Applied Biosystems (Foster City, CA,
USA) reagenseivel, sajat protokoll szerint (Kowalewski et al., 2006a) végeztik, random
hexamerek mint primerek hasznalataval. A szemikvantitativ valés ideji (TagMan) PCR
reakciét 96 lyuku lemezen, ABI PRISMTM 7500 Sequence detekcids rendszerrel (Applied
Biosystems) veégeztik, korabban lekdzolt protokoll szerint (Kowalewski et al., 2011a;
Kowalewski et al., 2006a; Nowaczyk et al., 2017). Fast Start Universal Probe Master (ROX®)
(Roche Diagnostics AG, Schweiz) mellett, a 3’ végen egy fluoreszcens aktivitasu jelzd
(reporter) festékkel 6-carboxyfluorescein-nel(FAM), valamint az 5’ végen kioltd (quencher)
festékkel carboxytetramethyl-rhodamine (TAMRA) ellatott TagMan prébat alkalmaztunk a
primerek jeldlésére, valamint korabban mar alkalmazott primer-eket hasznaltunk (Kautz et
al., 2014; Kowalewski et al., 2006a). Canine IGF1R (GenBank accession no. XM545828):
forward primer: 5-GGA CGT TGA GCC TGG CAT T-3’; reverse primer: 5-CAC TCT TAG
CCC CAC GGA TGT-3; TagMan probe: 5-AGC CCT GGA CGC AGT ATG CGG-3’
(amplicon length 119bp) (Canine specific TagMan gene expression assay for IGF1(Prod. No.
Cf02627846_m1, Applied Biosystems). Bels6 kontrollként a kutya-specifikus glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; GenBank accession no. AB028142) valamint
cyclophyllin A (Prod. No. Cf03986523-gH; Applied Biosystems) referenciagének
amplifikaciéjat végeztik el, szintén primerparok és TaqMan fluoreszcensz szonda
segitségével. GAPDH forward primer: 5-GCT GCC AAA TAT GAC GAC ATC A-3’; reverse
primer: 5-GTA GCC CAG GAT GCC TTT GAG-3’; TagMan probe: 5-TCC CTC CGA TGC
CTG CTT CAC TAC CTT-3 (75bp hosszu oligonukleotid). Ezeket a TagMan rendszerekkel
végzett PCR vizsgalatokat szintén korabban mar leirt protokoll szerint végeztik (Kautz et al.,
2014; Kowalewski et al., 2006a). A polimeraz lancreakcié hatékonysaga kézel 100% volt,
amit a gyartd altal javasolt, korabban mar alkalmazott CT slope (meredekség) modszerrel
szamitottunk ki (ABI PRISMTM 7500 Sequence Detection System; Kowalewski et al.,
2011a). Minden minta elemzését két parhuzamossal futtattuk. RT-minusz, vagyis reverz
transzkripcio nélkuli mintak, illetve non-template kontroll, vagyis cDNS helyett steril vizet
tartalmazo mintak futtatasaval ellendriztik a reakciok DNS kontaminacidjat. Az amplifikacio
eredményeként kapott DNS mintak identitasat szekvenalassal ellendriztik. Az eredményeket
Ct (cycle treshold) értékek formajaban kaptuk, mely mindig azt a reakciociklusszamot jeldli,
ahol a relativ fluoreszcenciaszint eléri az altalunk beallitott kiszobértéket, a reakcid
exponencialis fazisaban. Az expressziovaltozasok kimutatasara, szintén gyartéi ajanlasra, a

AACt médszert alkalmaztuk, az irodalmi leirasnak megfeleléen, a AACt értékekbdl pedig
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2-hAce szamitassal kaptuk a relativ génexpresszidvaltozas értékeit (ABI PRISMTM 7500

Sequence Detection System; Kowalewski et al., 2011a és 2011b; Kowalewski et al., 2006a).

Immunhisztokémiai vizsgalatok

A follikulusok, valamint a sargatestek sejtjeiben megjelené IGF1 és IGF1R fehérjék
kimutatasara indirekt immunperoxidaz modszert (Kowalewski et al., 2006a) és nyulban
termeltetett poliklonalis antitesteket (bs-0014R és bs-0227R; Bioss Inc., Woburn, MA, USA)
alkalmaztunk. A sargatestek esetében mindkét antitestet 1:200 aranyban higitottuk, mig a
follikularis fazisbdl szarmazé mintakhoz 1:350 higitasu IGF1 és 1:400 higitasu IGF1R
antitestet hasznaltunk. A metszetek készitésének és elékészitésének lépései megegyeztek a
4.3 vizsgalat esetében bemutatott modszertannal. Szekunder antitestként biotinilalt kecske
anti-nyul 1gG-t (Vector 11 Laboratories, Burlingame, USA) hasznaltunk 1:100 higitasban. A
kontrasztfestést Mayer féle hematoxillin oldattal végeztiik. lzotipus kontrollként primer
antitest nélkil alkalmaztuk az anti-nyul 1gG-t (Vector Laboratories). Az IGF1 és IGF1R
kimutatasra hasznalt antitesteket korabban mar sikeresen alkalmaztak kutya szdveteken
(Kautz et al., 2014; Miller et al., 2017).

Statisztikai értékelés

Egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA), azt kévetéen pedig Tukey-féle honestly
significant difference (HSD) post-hoc teszteket hasznaltunk a mért vagy logaritmikusan
transzformalt adatok, azaz csoportokban meérhetd IGF1l-t és IGF1R-t jellemzd relativ
génexpressziok dsszehasonlitasara. Amennyiben az adatok rezidudlisainak eloszlasa nem
kdvette a normal eloszlast, a Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztuk. Az eredményeket atlag +
szoras formajaban vagy logaritmikusan transzformalt adatok esetében a geometriai atlag és
annak szérasaként (deviacios faktor (DF)) tlintettlk fel, a szignifikancia szintként pedig a P <
0.05 értéket jeldltik meg. A statisztikai elemzést SPSS szoftver segitségével végeztik
(IBM® SPSS® Statistics for Windows, Version 22.0 (Armonk, NY, USA).

4.5.2. Eredmények

IGF1 és IGF1R génexpresszio a sargatestben

A vemhes allatokban a legmagasabb IGF1 mRNS expressziét a preimplantaciés idészakban
detektaltuk, majd ennek szintje szignifikdnsan csdkkent (P = 0,025) a prepartum luteolizis
idejére (17. A abra). Ezzel szemben az IGF1R gén expresszidja szignifikdnsan nétt a
prepartum luteolizis id6szakdban az implantaciét megel6zd és az azt kdzvetlenll kdvetd
idészakhoz viszonyitva (P < 0,009; 17. B abra). A kézépidés vemhesség idészakaban
agleprisztonnal kezelt és kezeletlen egyedek esetében nem kilénb6zétt az IGF1, valamint
IGF1R génexpresszio (P = 0,5, P = 0,61), tehat a P4 receptorok antagonizalasa nem

befolyasolta a vizsgalt gének expresszidjat. A nem-vemhes, lutealis fazisban jaré egyedek
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esetében, a legmagasabb IGF1 mRNS koncentraciét a lutealis fazis elsé felében mértik,
majd ennek kifejez8dése fokozatosan csdkkent az ovulaciot kévetd 45. naptédl a 65. napig (P
< 0,042; 18. A abra), ugyanakkor az IGF1R génexpresszié nem valtozott szignifikans
mértékben a lutealis fazis soran (P = 0,205; 18. B abra).
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17. abra A sargatestben kimutathatd IGF1 (A) és az IGF1R (B) génexpresszié valtozasa a
vemhesség egyes szakaszaiban. RGE: relativ génexpresszié. Az IGF1 esetében az
atlagokat és szoras értékeket tuntettik fel az oszlopdiagrammon, mig az IGF1R
expressziojanak alakulasat az adatok In-transzformaciojat kévetéen geometriai atlag és
szoras (deviacids faktor (DF)) formajaban abrazoltuk. Az eltéré feliratl oszlopok esetében a

klonbség szignifikancia szintje P < 0.05.
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18. abra A sargatestben mérhetd IGF1 és IGF1R génexpresszié valtozasa a lutealis fazis
soran nem-vemhes kutyaban. A sargatestben kimutathaté IGF1 (A) és az IGF1R (B)
génexpresszio valtozasa a nem-vemhes lutealis fazis soran. RGE: relativ génexpresszié. Az
IGF1 expresszidjanak alakulasat az adatok In-transzformaciéjat kdvetéen geometriai atlag és
szoras (deviacios faktor (DF)) formajaban abrazoltuk, mig az IGF1R esetében az atlagokat
és szoras értékeket tuntettlk fel az oszlopdiagrammon. Az eltér6 feliratl oszlopok esetében

a kulénbség szignifikancia szintje P < 0.05.
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Az IGF1 és az IGF1R fehérjeszint(i expresszidja a preovulaciods tiszékben

Minden petefészken a két legnagyobb tiszét vizsgaltuk, ezek minden esetben 3 mm-t
meghaladé atméréji antralis follikulusok voltak. A follikulusok fala némileg kilonbdzé
proliferaciés és luteinizaciés stadiumban volt (Concannon et al., 1977); kisebb reddket
formalé (20. B abra) vagy vastagabb, komplexebb szerkezetli, granulosa (GC) és theca
interna (TIC) sejteket tartalmazd rétegekre kilonilve (19. B és 20. C abra). Az IGF1
expressziojat igazoltuk a granulosa (GC) és a theca interna (TIC) sejtekben, utébbiak
esetében erdsebb immunfestédést tapasztaltunk (19. A és B abra), ugyanakkor nem
mutatkozott pozitiv reakcié a theca externa sejtekben (TEC). Ezzel szemben az IGF1R
expresszié a GC rétegben, kildndsen az apikalis régidban tint erésebbnek, mint a TIC
rétegben (20. A - 20. C abra). A TEC rétegben az IGF1R fehérje sem jelent meg (20. A és B
abra). Mindemellett az endothelidlis sejtek is kifejezték mind az IGF1 (19. B abra), mind
pedig az IGF1R fehérjét (20. B abra); az IGF1R az erek kdzépsé rétegeben (tunica media) is
megjelent. A mintakban a degeneraldédd, vékony GC réteggel rendelkezé, atretizalédo
antralis follikulusok is megjelentek. Az atretizalodo antralis follikulusok GC és TIC rétegeiben
csak gyengén vagy nem jellemzé az IGF1 (19. A abra) vagy az IGF1R (20. A és B abra)

expresszioja.

Az IGF1 és az IGF1R fehérjeszintli expresszioja és lokalizacidja a vemhes szukakbol

szarmazo sargatestekben

Er6és IGF1 immunfestédést tapasztaltunk a lutedlis sejtek citoplazmajaban, kiléndésen a pre-
és posztovulacios periodusban (21. A és 21. B abra), majd gyengébb festédés volt jellemzé
ezekben a sejtekben a kdzépidds vemhesség esetében (21. C abra), valamint a prepartum
luteolizis id6szakaban, amikor szintén csak elszortan jelentkezett, gyenge intenzitasu
festédés a lutedlis sejtekben (21. D abra). A lutealis sejtek mellett a makrofagok is erés IGF1
fehérje expressziot mutattak a preimplantacio idészakatol a vemhesség kozepéig (21. A —
21. C abrak). Gyenge IGF1 festédést szintén megfigyeltink az erek tunica intima és -media
rétegeiben (21. C és 21. D abra). Az IGF1 fehérjéhez hasonldéan az IGF1R is kifejez6dott a
lutealis sejtekben. A leger6sebb reakciot itt is a pre- és postovulaciés periddusokban
figyeltik meg (22. A és 22. B abra), majd a reakcid erdssége csokkent a kozépidbs
vemhességbél szarmazo mintakban (22. C abra) és eltiint a prepartum luteolizis idészakara
(22. D abra). A preimplantacios periodusban a makrofagokban is megjelent az IGF1R, illetve
er8s IGF1R immunfestédés volt megfigyelhetd végig a vemhesség alatt a vérerek intima és
media rétegében (22. C és 22. D abra).
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19. abra Az IGF1 expresszié immunhisztokémiai vizsgalata kutyabdl szarmazo preovulacios
follikulusokban: (A): IGF1 immunfestédés a névekvd preovulacios follikulusok granulosa-
(fekete, vastagabb nyilak) és theca interna sejtjeiben (fekete nyilak). Az immunfestédés
ugyanakkor nem jellemz6 a theca externa rétegben (fehér nyilak). Az aterizalddo follikulusok
(fekete csillaggal jelolve) esetében csak gyenge sporadikus immunfestédés jellemz6, vagy
hianyzik a fest6édés a GC és TIC rétegekben. (B): A ndvekvé preovulacios follikulusok TIC
rétegében (fekete nyilak) erésebb immunfestédés jelenik meg, mint a GC esetében (fekete,
vastagabb nyilak), mig a TEC réteg nem mutat immunreaktivitast (fehér
nyilak). IGF1 immunreaktivitas szintén megjelenik az endotelialis sejtekben (fehér, vastagabb
nyilak). A mellékelt kisebb képen a negativ izotipus kontroll lathato.

IGF1R
A

T7

)

200 uM

20. abra Az IGF1R expresszioé immunhisztokémiai vizsgalata kutyabdl szarmazé
preovulacios follikulusokban. (A): IGF1R immunreaktivitas detektalhaté a preovulacios
follikulusok GC (fekete, vastagabb nyilak) és a TIC (fekete nyilak) rétegében, mig a TEC
(fehér nyilak) rétege nem festédik. Az atretizalodo follikulus (fekete csillag) falaban csak
gyenge, sporadikus pozitivitas jelenik meg, vagy nem lathato festédés. (B) A vékonyabb GC
és TIC réteggel rendelkezé preovulacios follikulusok faldban gyengébb festédés jelenik meg
a TIC rétegben (fekete nyilak), mint a GC rétegben (fekete, vastagabb nyilak). A GC rétegen
belll leginkabb az apikalis régié mutat pozitivitast. A TEC réteg nem mutat IGF1R
immunreaktivitast (fehér nyilak). Az atretizalédo follikulusokban (fekete csillag) nem jelenik
meg, vagy csak gyengébb sporadikus reakcio detektalhatd a granulosa és a theca sejtekben.
Az IGF1R szignadl itt is megjelenik az endothel sejtekben (fehér, vastagabb nyilak). A
mellékelt kisebb képen a negativ izotipus kontroll lathaté. Bar = 50uM. (C) A névekvé
preovulacios follikulusok faldaban mar komplexebb szerkezetl reddk jelennek meg. Az IGF1R
pozitivitas erésebben jelentkezik a granulosa sejtekben (fekete, vastagabb nyilak) minta a
theca interna sejtjeiben (fekete nyilak).
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21. abra Az IGF1 expresszié immunhisztokémiai vizsgalata vemhes kutyakbdl szarmazo

sargatestekben. IGF1 pozitivitas jellemzi a sargatest sejtjeit a vemhesség soran
(preimplantacié (A), posztimplantacié (B), kdzépidé (C), prepartum luteolizis (D)).

Az IGF1 immunfestédés erésebben jelenik meg a lutealis sejtekben (fekete nyilak) a pre- és
posztimplantacids idészakban. Kézépidében, majd a prepartum luteolizis idejében a festédés
intenzitasa csdkken, gyengéveé és elszértta valik a legtdbb lutealis sejt esetében. Az
immunreakcié megjelenik a makrofagokban is (fekete, vastagabb nyilak), kiilénésen a
preimplantacioétol a vemhesség kdzepéig. Gyenge pozitivitas a vérerek tunika intima és —
media rétegében (fehér, vastagabb nyilak) is megjelenik. A mellékelt kisebb képen a negativ

izotipus kontroll lathato.
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22. abra Az IGF1R expresszié immunhisztokémiai vizsgalata vemhes kutyakbdl szarmazé
sargatestekben. IGF1R expresszid vizsgalata a sargatest sejtjeiben a vemhesség soran
(preimplantacié (A), posztimplantacio (B), kozépid6 (C), prepartum luteolizis (D)). IGF1R

reakcio er6sebben jelentkezik a lutealis sejtekben (fekete nyilak) a pre- és posztimplantaciés
periddusban, mint a kdzépidében, majd a pozitivitas eltlinik a prepartum luteolizis
id6szakaban. A preimplantacios fazisban a pozitivitds megjelenik a makrofagokban

is (fekete, vastagabb nyilak). Erés immunfestédés figyelheté meg a vérerek falanak tunica

media és —interna rétegeiben (fehér, vastagabb nyilak). A mellékelt kisebb képen a negativ

izotipus kontroll lathato.

4.5.3. Megbeszélés

A follikularis fazisban eltavolitott petefészkek esetében mind az IGF1, mind pedig az IGF1R
fehérje szintl expresszidja erbs volt az antralis follikulusok kifejezett proliferaciot és
luteinizaciot mutaté GC és TIC rétegében, ugyanakkor csak sporadikus, kifejezetten gyenge
fest6dés jellemezte az atretizalodd follikulusok falanak rétegeit. Mindez jelezheti, hogy az
IGF1 fehérje kutyaban pozitiv hatassal lehet a granulosa és theca interna sejtek
proliferacidjara és/vagy az ovarialis P4 produkciora, mint ahogy azt mas fajokban leirtak
(Devoto et al., 1999; Goto et al., 2009; Schams et al., 2001; Spicer s Echternkamp, 1995;
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Stewart et al.,, 1995). Mindez egybecseng azzal a kdvetkeztetéssel, miszerint pozitiv
korrelacio fedezheté fel az intrafollikularis IGF1- és P4-szintek kozott a kutyabdl szarmazé
preovulacios follikulusok esetében (Reynaud et al., 2010). Ahogy kutyaban az LH
receptorhoz valo kétédés elsédlegesen a granulosa sejtek esetében jellemzé (Saint-Dizier et
al., 2008), az IGF1 szerepet jatszhat az LH receptor expresszié fokozasaban, ahogy ezt
patkanyok esetében mar kimutattak (Hirakawa et al., 1999), ezen keresztul fokozva az LH
stimulalé hatasat a follikulusok fejl6édésére, majd az ovulacioé folyamatara. Az eredményeink
alapjan leirt, a vemhes és nem-vemhes szukaban megjelend sargatestet jellemzé IGF1
expresszio megegyezik a korabban szarvasmarha (Schams et al., 2002) és sertés esetében
leirtakkal, ahol az IGF1 mRNS expresszioé a kisebb lutein sejtekben er8sebb a vemhesség
kezdeti szakaszaban (4-10. nap), majd csdkken a 14-16. naptdl (Gadsby et al., 1996).
Vizsgalataink szerint az IGF1-hez hasonldéan annak receptora is a preimplantaciés fazisban
expresszalodik a legerésebben a lutedlis sejtekben. Ebben a korai lutealis fazisban a fejl6dé
sargatest még nem mutat erds gonadotropin flggbséget, igy az autokrin/parakrin
regulaciénak dontdé szerepe van (Kowalewski et al., 2015). Ebben az idészakban, amikor
kutyakban magas a vérben mérhetd progeszteronkoncentracio, illetve fokozott a
szteroidprodukcioban résztvevd enzimek és az angiogenezist segitd faktorok expressziodja a
sargatestben (Concannon, 1980; Concannon et al., 1975; Gram et al., 2015; Kowalewski et
al., 2009; Kowalewski and Hoffmann, 2008), a kutya esetében is igaz lehet, hogy az IGF1
stimulalja a sargatest sejtjeinek STAR protein-, P4-, valamint VEGF expresszidjat, hasonldéan
a sertésben (Gregoraszczuk and Ptak, 2005; Sekar et al., 2000), vagy emberben leirtakhoz
(Tropea et al.,, 2006). Az IGF1, valamint receptoranak megjelenése az endothel sejteken
azok lutealis angiogenezisben jatszott szerepét valdszinisiti. Mindemellett mas fajokban
arrol is beszamoltak, hogy az IGF1 segiti a granulosa- és a theca sejtek proliferaciéjat (Mani
et al., 2010; Spicer és Echternkamp, 1995; Stewart et al., 1995), ami alapjan szerepét a
kutya sargatestben zajld, féleg a luteinizacidé soran fokozd6do sejtproliferacié serkentésében
is valoszinUsitik (Hoffmann et al., 2004; Kowalewski et al., 2015; Papa and Hoffmann, 2011).
Erdekes moédon az IGF1 fehérje a korabban makrofagként azonositott sejtekben is
kifejezddik (Nowaczyk et al.,, 2017), valdészinUsitve annak lehetséges immunmodulalo
szerepét a fejl6d6 sargatestben, amikor az immunsejtek béségesen vannak jelen (Nowaczyk
et al., 2017). Az IGF1 csdkkend expresszidja a lutealis fazis késdbbi idészakaban az IGF1
csOkkend lokalis szerepére utal. Ez egybecseng azokkal a sertésekbdl szarmazo luteinsejtek
in vitro vizsgalata soran nyert eredményekkel, melyek szerint az IGF1 ciklusfiggé modon, a
korai sargatest-fazisban, tehat az tjonnan kialakult sargatestek esetében, serkenti annak P4
vemhes, mind nem-vemhes kutyaban nagyfoku IGF1 és IGF1R expresszio eltéréen alakul a

két csoportban. A nem-vemhes allatokban az IGF1 mRNS expresszié a sargatestfazis
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kozepétdl fokozatosan csokkenni kezd, tiikrézve a progeszteronszint fokozatos csdkkenését,
illetve a sargatest lassu regresszidjat (Concannon et al., 1975; Kowalewski et al., 2015;
Kowalewski és Hoffmann, 2008). Ezzel szemben vemhes szukakban, ahol a P4 szérumban
mérhet§ lassu csOkkenését a vemhesség végén jelentkez6, a placentalis
prosztaglandinszintézis kovetkeztében megemelkedé PGF2a-koncentracid hatasara
kialakuld prepartum luteolizis eredményeként gyors vérszintcsdkkenés valtja fel (Gram et al.,
2014; Kowalewski et al., 2010), az IGF1 expresszio szignifikans csOkkenése is a prepartum
luteolizis idészakara tolddik ki. Ez az Osszefliggés egyezik annak a szarvasmarhakon
végzett vizsgalatnak az eredményeivel, melyben a lutealis fazis kozépidejében adagolt
cloprostenol (PGF2a analég) hatasakeént, fél éraval a beadast kdvetben az intralutealis IGF1
koncentracio szignifikdns csoOkkenését figyelték meg (Berisha et al., 2010). Az altalunk
vizsgalt nem vemhes szukakban az IGF1R mMRNS expresszidja nem valtozott a
sargatestfazis soran, ezzel szemben a vemhes egyedekben szignifikans emelkedést
mutattunk ki a prepartum luteolizissel egyidében. Bar a génexpresszié fokozddasa ellenére,
az immunhisztokémiai vizsgalataink szerint az IGF1R fehérjeszintii kifejez6dése csdkkent a
lutealis fazis végén, amit a transzkripcid és transzlacié folyamatanak eltéré regulacioja
magyarazhat, ugyanakkor ehhez hasonl6 inverz 6sszefiiggésrél sertésekben is beszamoltak
(Ge et al., 2000).

Mig a vemhes allatokban a sargatest IGF1 expresszidja a prepartum luteolizis hatasara
lecsokken, agleprisztonnal k6zépidében elbidézett luteolizis esetén a lutealis IGF1, valamint
IGF1IR mRNS expresszié valtozatlan maradt, ami a sargatest-funkci6 felfliggesztésének
eltérd mechanizmusaval lehet 6sszefliggésben. Mig a placentalis PGF2a produkcid, valamint
a plazmaban mérhetd PGF2a metabolit (PGFM) koncentraciojanak emelkedése
kovetkeztében kialakulé prepartum luteolizis (Gram et al., 2014; Kowalewski et al., 2010)
soran intenziv apoptotikus szignalok, illetve fokozott immun- és gyulladasos valasz
mutathato ki a sargatest sejtjeiben (Kowalewski, 2014; Zatta et al., 2017), az agleprisztonnal
indukalt luteolizis esetében mérhetd PGFM koncentraciénévekedés kevésbé hangsulyos,
tehat a korai luteolizis kivaltasaban a kering6 placentalis PGF2a mellett, a sargatest szintjén
blokkolt progeszteron-hatas kovetkeztében beinduld kompenzacidos mechanizmusok negativ
hatasa dominal (Kowalewski et al., 2010; Zatta et al., 2017). Mindezek alapjan a természetes
luteolizissel Osszehasonlitva, a kozépidés vemhesség soran végzett progeszteron
antagonistaval torténé kezelés eredményeként Iétrejott luteolizis hatterében sokkal kevésbé
kifejezett a természetes folyamat soran megfigyelheté gyulladasos valasz, ebben az esetben
sokkal inkébb a sejtproliferacio és a géntranszkripcid negativ szabalyozasara vezethetd
vissza a folyamat, ami a progeszteron jelen esetben kiesett luteotrop hatédsanak jelentéségét
emeli ki (Kowalewski et al., 2010; Zatta et al., 2017). Annak ellenére, hogy a progeszteron

IGF1 expressziot stimulalé hatasat sertés méh (Simmen et al., 1990), valamint a kutya

86



eml8szovet esetében is igazoltak (Mol et al., 1996; Selman et al., 1994), sajat eredményeink
alapjan nem valészin{, hogy a progeszteron auto/parakrin uton befolyasolna a lutealis IGF1
expressziot. Emellett kimondhatd, hogy a kézépidés vemhesség esetén az IGF1 szerepe
nem szamottevd a sargatestfunkcié fenntartasa szempontjabdl.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy kutya esetében az IGF1 para-, vagy autokrin Gton
hatassal lehet a preovulaciés follikulusok granulosa és theca sejtjeire, stimulalhatja azok
proliferaciéjat és szteriodprodukciojat. A sargatest IGF1 génexpresszidjanak mértéke
hasonléan valtozik a vemhes és a nem-vemhes szukak korai lutealis fazisa soran. Ebben az
idészakban detektaltuk a legkifejezettebb fehérje expressziot a vemhes allatokban.
Vizsgalatunk alapjan arra kovetkeztettiink, hogy ebben a korai, relativ gonadotropin-
fuggetlen id6szakban az IGF1 fontos szerepet jatszik a lutedlis sejtek P4 produkcidjanak,
valamint a sargatestben folyd angiogenezis, proliferacié stimulalasaban, valamint
immunmodulalé szereppel bir. A lutedlis fazis késébbi szakaszaban megfigyelt alacsonyabb
IGF1 expresszid6 ugyanakkor a fehérje szerepének csokkenését valdszinlsiti. Az
aglepriszton indukalt luteolizis esetén megfigyelt valtozatlan mRNS expresszié alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a gonadotropin-dependens sargatest esetében az IGF1
szerepe mar kevésbé jelent6s, talan az intra-lutealis P4 és IGF1 produkcié kézotti autokrin

stimulacioés hurok kiesése vagy hianya miatt.

5. A leptin és az IGF1 szerepe a kanok szaporodasbiologiai
mukodésében

5.1. Irodalmi attekintés

5.1.1. A leptin szaporodasbioldgiai szerepe himivarban

Human vizsgalati eredmények és bizonyos allatfajokban végzett kutatasok alapjan az
anyagcsere egyes szabalyzd molekulai tébb ponton is bekapcsolédhatnak a him nemi
mikodés szabalyozasaba. A leptin ezen szerepét maig kevésbé tartjak tisztazottnak, mint
ndirvar esetében. Human vizsgalatok alapjan, a pubertaskor a himeket jellemzé alacsonyabb
leptinszint alapjan azt valészin(sitik, hogy mig nénemben a zsirraktarak bizonyos telitettségi
fokanak elérése, igy a vemhesség vagy laktacido energiaigényének teljesitbképessége
alapvet6 feltétele az ivari miikddésnek, addig ez himivarban nem bir akkora jelentéséggel
(Tena-Sempere és Barreiro, 2002). Ennek ellenére a leptin feltételezhetéen himivarban is
szukséges a hipotalamusz-hipofizis-here tengely miikdédéséhez, hiszen leptinhianyos (ob/ob)
egerek esetében nagy aranyban jelentkezett hipogonadotropikus hipogonadizmus. A morbid
obezitas és centralis leptinhiany mellett lecsokken a gonadotropinok koncentracidja a vérben

es kovetkezményes apoptdzis alakul ki a here sejtjeiben, illetve csékken a szexualszteroidok
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koncentracioja (Mounzih et al.,1997). Emberekben, ehhez hasonléan leptinhiany esetén
hipogonadizmus jelentkezett, illetve kitolddott a pubertas (Wauters et al., 2000). Mig néivar
esetében a leptinhiany kivétel nélkul infertilitashoz vezetett, a himek egyrésze fertilis maradt,
ami a leptin nd és himivarban jatszott némileg eltéré szerepét hangsulyozza (Tena-Sempere
és Barreiro, 2002). Az axis fels6bb régidinak szabalyozasat mar nagyrészben ismertettik a
ndivart érintd vizsgalataink kapcsan (12. abra). Alacsony doézisu leptin hatasara a GnRH
szekrécio novekszik, mig magas dézisban torténd adagolasakor gatlo hatast fejt ki a GnRH
termelédésére (Spicer, 2001). A gonadotrop sejtek nagyrésze maga is expresszal LepR-
okat, emellett mind a gonadotrop mind a szomatotrop sejtek képesek sajat leptin termelésre,
utdbbi GnRH, NPY és a ndvekedési hormon serkenté hormonjanak (GHRH) hatasara
torténik (Landry et al., 2013), felvetve a leptin hipofizis szintjén is megjelend auto-/parakrin
hatasat. Himek esetében a hipofizis leptintermelése déntéen a szomatotrop sejtekhez
kothetd (Landry et al., 2013). A leptin himivarban is képes direkt uton fokozni az LH, kisebb
mértékben az FSH felszabadulast a hipofizis szintjén (Yu et al., 1997). Bar kutyak esetében
ilyen kulénbség meglétét nem igazoltdk, emberben a leptinszintet jellemz&en
alacsonyabbnak talaltak férfiakban (testzsirtartalomra korrigalt értékek esetén), ami alapjan a
nemi hormonok leptin expressziét és szekréciot modulalé hatasast feltételezik. Mig az
Osztrogének serkenthetik, addig az androgének gatolhatjak a leptin szekréciét (Wauters et
al., 2000). Prepubertalis koru him patkanyok esetében a leptin dozisfiiggéen stimuldlja a
pulzatilis GnRH szekréciot, emberekben pedig a pubertas kézeli korcsoportban prepubertalis
leptin csucs megjelenését irtak le, amihez tesztoszteron csucs is kapcsolodik. Valdszinlleg a
tesztoszteron szupressziv hatasanak koszonhetéen a leptin koncentracié csodkkenése
detektalhatd a pubertast kovetéen, mig ezzel ellentétben lanyok esetében a pubertas
idejében jellemzd 6sztrogén csucs magyarazhatja a magasabb leptinszintet (Landry et al.,
2013).

Tal a hipotalamusz-hipofizis-gonad axis fels6bb régidinak vizsgalatan (Tena-Sempere és
Barreiro, 2002), egyre tébb esetben tanulmanyozzak a leptin direkt, periférian helyez6dé
szOveteken kifejez8d8d, sajat receptoran keresztll megvalosuld hatasat, igy a LepR
eloszlasat és a rajta keresztil kivaltott biolégiai hatast (El-Hefnawy et al., 2000; Tena-
Sempere és Barreiro, 2002). Mig a leptin esetében hipotalamusz és a hipofizis szintjén
serkentd, a gonadok esetében inkabb gatld hatasat irtak le (Moschos et al., 2002).

A Lep és a LepR jelenlétét a hereszdvetben tobb vizsgalatban is megerdsitették, ami a
hormon herében kifejtett direkt hatasat feltételezi (Caprio et al., 2003; El-Hefnawy et al.,
2000; Herrid et al., 2008a; Ishikawa et al., 2007; Aquila et al., 2005; Aquila et al., 2008; De
Ambrogi et al., 2007), ugyanakkor mind a Lep, mind a LepR expresszioja és lokalizacioja
fajspecifikus (El-Hefnawy et al., 2000; Tena-Sempere et al., 2001; Caprio et al., 2003;
Ishikawa et al., 2007; Herrid et al., 2008a; Rago et al., 2009) és korfliggd (Caprio et al.,
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2003; Herrid et al., 2008a; Rago et al., 2009) kilénbségeket mutat. A hereszdvet mellett a
Lep és a LepR kifejez6dését a mellékherében (Rago et al., 2009), az érett spermatozoakon
és a szeminalis plazmaban is kimutattak tobb faj esetében is (Caprio et al., 2003; Herrid et
al., 2008a; Rago et al., 2009). Sertésb6l szarmazé mellékhere mintakon régionként eltérd
foku Lep expressziot irtak le prepubertalis és ivarérett allatok esetében, ami felveti annak
lehet6ségét, hogy a leptin szerepet jatszik a spermiumok mellékherében zajlo érési
folyamataban is (Rago et al., 2009). Egerek esetében immunhisztokémiai modszerrel
kimutattdk, hogy a LepR fejlédési allapotnak megfeleléen jelenik meg a csirasejtekben,
illetve kimutathaté az intersticialis sejtekben, azonban a Sertoli sejtek nem expresszaljak. A
korai posztnatalis életben (5 napos allatokban) a LepR leginkabb az A tipusu
spermatogoniumokban, mig az idésebb, 10 napos allatokban mar részben a B tipusu
spermatogoniumokban is megjelent. 20- és 30-napos allatokban az expresszié mar inkabb a
spermatocitakban, illetve a lumenbe kertl6 spermatidakban legjellemzébb. Az intersticium
sejtjei feln6tt korban csak gyengén expresszaljak a LepR-t (El-Hefnawy et al., 2000). A leptin
szintén korfuggd megjelenést mutatott, minden életkorban megjelent a csirasejtekben, a
lokalizacié korfliggé valtozasa pedig a LepR expresszid valtozasahoz hasonldéan alakult.
Ugyanakkor nem jelent meg az intersticium sejtjeiben, igy a Leydig sejtekben sem (Herrid et
al., 2008a). PCR vizsgalat alapjan az egérbdl szarmazé Leydig sejtek egyik korosztalyban
sem expresszaljak a hosszu receptorformat (LepRb), ugyanakkor a LEPRa és LepRe kdédold
MRNS minden korcsoportban megjelenik (Herrid et al.,, 2008a). Mindezek alapjan
feltételezik, hogy a leptin sejttipus- és korfliggd auto/parakrin hatast fejt ki a csirasejtek érése
soran. A Leydig sejtek esetében LepRb hianyaban nem ennyire egyértelmli a helyzet,
ezeknél ugyanakkor a rovidebb receptorformak megjelenése alapjan felmertl a leptin
intersticidlis sejteken (masodlagos jelatviteli uton at- MAPK, STAT3) kifejtett hatasa (Herrid
et al., 2008a). Patkanyok esetében bar a here tubulusaiban nem tudtak kimutatni a LepR-ok
kifejez6dését, a Leydig sejtek LepR expresszioja az ivarérett koru allatok mintaiban
egyértelm{ volt, szemben a juvenilis egyedek heréivel (Caprio et al., 2003). Felndtt
allatokban in situ hibridizacié segitségével a LepR mRNS jelenlétét igazoltak a Sertoli
sejtekben is (Landry, et al., 2013). In situ hibridizacidéval végzett vizsgalatok alapjan a LepR
MRNS expresszid els6 sorban a Leydig és a Sertoli sejtekhez koéthetd, ugyanakkor
megjelenik a csirasejtekben is. (Tena-Sempere et al., 2001). Bikak hereszdveteiben is
kimutattdak a LepR kifejez8dését, ezek kozill is a LepRb mutatta a legerésebb expressziét
mig az ,a” tipus enyhébb, a ,c” pedig még kisebb mértékben jelent meg (Kawachi, et al.,
2007). Szemben az egerek esetében tapasztaltakkal a Lep és a LepR expresszalodott a
Leydig sejtekben mind a 2-3 honapos, mind az ivarérett sertésekben. Bar az éretlen

hereszovet kanyarulatos csatornacskainak sejtjei nem mutattak pozitivitast, intenziv szignalt
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tapasztaltak mindkét fehérje vizsgalata soran az elongalt spermatidakban, a felnétt allatokbdl
szarmazo mintakban (Rago et al., 2009).

A Lep és receptoranak megjelenését sertés mellékherében is kimutattak (Mehr et al., 2013).
A fiatal allatokban immunhisztokémiai moddszerekkel nem lehetett kimutatni a leptint a
mellékhere epithelidlis sejteibdl, mig ivarérett allatokban, mind a feji testi rész erés, mig a
farki részeken kozepes citoplazmafestddés jelentkezett. A LepR esetében a mellékhere
mindharom teruletén kdzepes erdsségl pozitivitast figyeltek meg fiatal allatok esetében, ami
kifejezettebbé valt a kor elérehaladtaval (Rago et al., 2009).

A Lep, vagy LepR expressziot érinté valtozasok egyes human vizsgalatok alapjan a
spermatogenezis folyamatanak rendellenességeihez vezethetnek (Chen et al.,, 2008;
Ishikawa et al., 2007; Rago et al., 2009). A him nemi szerveket ér6 fizioldgias leptinszint
jelentéségét hangsulyozza, hogy a leptin hiany csdkkent spermatogenezishez, alacsonyabb
ivarsejt szamhoz és az érett spermatozoak teljes hianyahoz is vezethet (Bhat et al., 2006).
Leptin hianyos egerek esetében csdkkent spermatogenezisrél szamolnak be, illetve né az
ivarsejtek apoptdzisanak aranya. Az ob/ob genotipusi him egerekben csokkent a
kanyarulatos csatornak altal elfoglalt teriletek aranya, cstkken a pachytene spermatocitak,
valamint az elongalt spermatidak és az érett spermatozoak aranya a herék
keresztmetszetének elemzése alapjan. Ezekben az egerekben abnormalis spermatogenezis
és infertilitas figyelheté meg, az ivarsejtek esetében leirt nagyaranyu apoptézis hatterében
pedig az elégtelen gonadotropin ellatas sejthetd. Feltételezések szerint a leptin kdzvetlen
autokrin/parakrin hatassal, a STAT3 aktivacion keresztll is képes regulalni az egér ivarsejtek
a Sertoli sejteket jellemzd vakuolizacid megjelenése a leptin Sertoli sejt funkciéra kifejtett
hatasat, ez esetben antiapoptotikus hatasanak hianyat valdszinisiti (Bhat et al.,2006).
Emellett negativ aranyulast irtak le a leptinszint és a Sertoli sejtek altal szekretalt inhibin B-
szint kozoétt (Zorn et al.,, 2007), amely j6 markere a spermatogenezisnek. Az
apoptézis-megel6z8 allapotban jellemz&en aktivaldédd gének szintén magasabb aranyu
megjelenését irtak le ob/ob egerekben. Bhat és mtsai (2006) eredményei alapjan leirhaté
egy egyértelmii dsszefliggés a csOkkent spermatogenezis, az apoptdzist iranyitd, valamint a
preapoptotikus gének aktivacioja és a leptin hidnya kdzott.

A leptin képes atlépni a vér-here barriert (Banks et al., 1999), ezért kisebb mennyiségl vér
eredetl leptin képes bejutni a herébe, illetve a vérerek felél az intersticialis folyadékba, majd
atjutva a Sertoli sejtek altal képzett barrieren, a kanyarulatos csatornak lumenébe. Von
Sobbe vizsgalatai alapjan (2003) férfiakban a szeminalis plazma leptin tartalma pozitivan
korrelal a szérumban meérhetd szinttel. A szemindlis plazma leptinkoncentraciéjanak
16-szorosa mérhet6 a veérben. Mind a szérumban mérhetd, mind pedig a szeminalis plazmat

jellemzd leptin koncentracio negativ 6sszefliggést mutat a tesztoszteronszinttel, ugyanakkor
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ez az Osszefliggés gyengébb a szeminalis plazmaban megjelend leptinszint esetében. Tobb
kiilonb6zd fajpban végzett vizsgalat alapjan a szeminalis plazmaban megjelenik a szabad
leptin, ami a prosztatabdl, vagy az ondéhdélyagbdl is szarmazhat (Mehr et al., 2013; Nikbakht
et al.,, 2010; Jope et al.,, 2003), ugyanakkor a leptin expressziét magukon az ejakulalt
spermatozoakon is kimutattak (Aquila et al., 2005). Szamos vizsgalatban igazoltak a LepR-
ok megjelenését a spermatozoakon sertésben és szarvasmarhaban, illetve juhok
epididimalis spermatozoain (Mehr et al., 2012; Mehr et al., 2013; Gil et al., 2014), ember
esetében leginkabb az érett alakok farki régi6jaban (Jope et al., 2003). Vaddisznébal
szarmazo spermium mintak esetében a LepRb tipus jelenlétét igazoltak az akroszoma
terlletén, a subekvatoridlis terlleten, illetve az egész farok terliletén és a kdézéprészen is,
feltételezve, hogy ezeken a terlleteken a seminalis plazmaban megjelené Lep azonnali
hatast fejthet ki (De Ambrogi et al., 2007). Ezek alapjan azt feltételezik, hogy a genitalis
traktusban, igy a kanyarulatos csatorndkban is megjelend leptin hatassal lehet a
spermatozodk fejlédésére és azok motilitdsara, ugyanakkor ezek ellenkezdjét is leirtak. Zorn
és munkacsoportja szerint a leptinszintnek nincs hatasa a spermiumok morfologiajara és
motilitasara (Zorn et al., 2007). Lampiao és du Plessis human vizsgalataik soran ugyanakkor
arrol szamoltak be, hogy leptin jelenlétében né a motilitas és a leptin segiti az akroszéma
reakciot. Egy in vitro vizsgalat keretében leirtak a leptin sperma funkciora kifejtett hatasast,
ami alapjan valészinlsithetd, hogy a spermatozoak fertilizald6 képességét igenis
befolyasolhatja a leptin (Lampiao és du Plessis, 2008). Kimutattak a kapacitalt spermium
alakok magasabb foku leptin produkcidjat, ami a leptin kapacitacidoban jatszott szerepét is
valoszinUsiti (Aquila et al., 2005). In vitro vizsgalat soran a leptin adagolasaval névelhetd a
motilitas, a NO produkcid és az akroszoma reakcio (Lampiao és du Plessis 2008). Aquila és
mtsai hasonlé eredményekrél szamoltak be, leptinnel kezelt sertésbdl szarmazo
spermamintdk vizsgalata alapjan (Aquila et al., 2005). Masok szerint a magasabb
leptinkoncentracio negativ hatassal lehet a spermiumfunkciéra (Glander et al.,, 2002).
Lovakban példaul a leptin kezelés hatasara a motilitast jellemzé paraméterek csdokkenésével
parhuzamosan nétt az akroszémareagalt alakok aranya (Lange-Consiglio et al., 2016).

A leptin Leydig sejt funkciéra kifejtett hatasat egyes eredmények cafoljak, masok ezek
negativ 6sszefiggésérdl szamolnak be (Tena-Sempere et al., 1999 és 2001; Herrid et al.,
2008b). Emberekben a LepR pozitiv Leydig sejtek aranya negativan korrelalt a szérum
tesztoszteronkoncentracioval (Ishikawa et al., 2007). Egyes feltételezések szerint a
magasabb leptinszint (ami pl. morbid obezitds esetén jellemzd lehet) ugyanakkor mar
csokkentheti a tesztoszteron produkciét és zavarhatja a spermatogenezis folyamatat. A
szérum tesztoszteronkoncentracio tehat csokkenhet a leptin LepR-on keresztll kdzvetitett
Leydig sejteken kifejtett gatlé hatasanak kovetkeztében (Landry et al., 2013). El-Hefnawy

felfedezése szerint a leptin a LH, illetve a hCG indukalt szteroidogenezis down-regulaciéjan
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keresztul fejti ki hatasat (El-Hefnawy et al., 2000). Utébbit masok is megerdsitették, Tena-
Sempere és munkacsoportja, patkany szdveteken végzett in vitro vizsgalatai alapjan arrél
szamolt be, hogy a leptin hatassal bir a tesztoszteronprodukciéra. Leirtdk mind az alap, mind
pedig a hCG stimulalt tesztoszteronprodukcié leptinadagolasra térténé csdkkenését (1999 és
2001). A folyamat hatterében tobb a szteroidogenezis folyamataban résztvevd kulcsenzim
detektaltak. Szemben a felnétt allatokkal, a prepubertalis korban Iévé egyedek esetében a
leptin nem volt hatassal a tesztoszteron produkciéra (Tena-Sempere et al., 1999). Ezzel
szemben egerek esetében a leptin képes volt gatolni az alap tesztoszteron produkciot a fiatal
allatokbdl szarmazé sejtkulturakon, ugyanakkor a hatas elmaradt az idésebb allatok sejtjein
(Herrid et al.,, 2008b). Utébbi kutatécsoport szerint a leptin bifazisosan hat az alap
tesztoszteronprodukciéra egerek esetében, igy alacsony koncentracidban gatolja, mig
nagyon alacsony vagy magas koncentracioban nem befolyasolja a tesztoszteron termelést a
fiatal allatok esetében. Ugyanakkor felnétt egyedekben sem alap, sem pedig a hCG stimulalt

tesztoszteron produkciora nincs hatasa (Herrid et al., 2008b).

5.1.2. Az IGF1 hatasa a him nemi szerveken

Toébb tanulmany alapjan is egyértelmlinek tinik, hogy a GH-IGF1 tengely élettani szerepet
jatszik a reproduktiv funkcié fejlédése, majd miikddése soran, emellett mind alul-, mind
tulmikodése esetén beszamoltak csokkent fertilitas, illetve infertilitas kialakulasarol. Amellett,
hogy a ndvekedési hormon sajat receptora (GHR) az axis tébb pontjan, igy a periférian, a
Leydig és Sertoli sejteken is kifejez6dik, annak endokrin és auto/parakrin hatasat biztositva,
a GH hatas indirekt uton, IGF1 termel&dés kivaltasan keresztil is hat a reproduktiv axisra. A
fiziologias GH, azon keresztll pedig IGF1-szint biztositja az ivarérés folyamatat, a GnRH
termel6dését, a herék megfeleld hormontermelé képességet, valamint az ivarsejtképzést
(Mayank, C. 2020). Az IGF1, az inzulin/IGF1 rendszer részeként fontos mediatora lehet a
sejtdifferenciacio, transzformacié folyamatanak mind a posztnatalis fejlédés, mind pedig a
reproduktiv mikoédés kapcsan (Baker et al., 1993; Powell-Braxton et al., 1993). A
hipotalamusz-hipofizis-gonad tengely szabalyz6 mechanizmusai mellett az IGF1 rendszer is
esszencialis részét képezheti a fiziolégias heremikodés, igy a sperma produkcid, a Sertoli
és a Leydig sejt funkcid, valamint az ivarsejtfunkcié endokrin és parakrin uton megval6sulo
szabalyozasanak (Roth és Amory, 2011; Pitetti et al.,, 2013). Az IGF1 szerepének
jelentéséget hangsulyozza, hogy egy egereken folytatott vizsgalat soran leirtak, hogy az
IGF1 produkciéra képtelen him egerek infertilisek, esetikben mind a tesztoszteron
produkcio, mind pedig a spermatogenezis terén 80%-0s csdkkenés figyelheté meg (Baker et

al., 1996). A vérben mérhetd IGF1 koncentracio jol korreldl a herék méretével és a motilis
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spermium alakok aranyaval (Yilmaz et al., 2004). Az IGF1 a névekedési hormon effektor
molekulajaként elsédlegesen a majban termelédve kerll a szisztémas keringésbe, emellett a
legtobb szervben, igy a herékben is termel6dve autokrin/parakrin uton is kifejti hatasat
(Rosen, 1999; Jones és Clemmons, 1995). Az IGF1 receptorat kimutattak a here sejtjeiben
és a spermatozoakon is, patkanyban, emberben és lovakon végzett vizsgalatok soran (Wang
és Hardy, 2004; Henricks et al.,, 1998). Bar szamos hormon, vagy faktor Sertoli sejt
proliferaciét és maturaciét, valamint a napi sperma produkciot befolyasold hatasat leirtak, igy
példaul az FSH (Baker és O'Shaughnessy 2001; Abel et al., 2008), az androgének, vagy a
pajzsmirigy hormonok, az aktivin, a fibroblaszt névekedési faktor, vagy az epidermalis
ndvekedési faktor szerepét (Fumel et al., 2012; Hu et al., 1999), az inzulin/IGF1 rendszer
lehet a legfontosabb hormondlis szignal a kell6 méreti és normal funkciéju Sertoli
sejtpopulacid meglétének hatterében. Az IGF-ok a legfontosabb névekedési faktorok
lehetnek a Sertoli sejtek szamanak és méretének regulalasaban (Pitetti et al., 2013). A
Leydig és Sertoli sejtek sajat IGF1 termelését a gonadotropin hormonok regulaljak (Hess és
Roser, 2001). Erdekes médon az FSH interakciot mutat az IGF jelatvitellel, igy tébb ponton is
stimulalja az IGF1 szekréciot, tobbek kozott erésiti a Sertoli sejtek sajat IGF1 szekrécidjat,
er6siti az IGF1 medialt PISK/AKT aktivaciéot a Sertoli sejtekben, ugyanakkor az IGF1R
aktivitas elengedhetetlen az FSH-indukalt AKT foszforilacié lezajlasahoz (Zhou et al., 2013).
Amellett, hogy az IGF1 fontos szerepet jatszik az FSH hatas medialasaban, képes stimulalni
az FSHR expressziét, valamint a mind az IGF1, mind az FSH szamara kdzds jelatviteli
utvonalak aktivalasat (Khan et al., 2002; Griffeth et al., 2014). A herén expresszal6do IGF1R-
ok hianya esetén a heresuly 34.6%-0s csOkkenésérdl szamoltak be, ami szintén alahuzza az
IGF1R jelenlétének fontossagat (Pitetti et al., 2013). Az emlitett csdkkent sulyd herékben
sem a kanyarulatos csatornak hamjanak szerkezete, sem pedig a tubulusok atméréje nem
valtozott, ugyanakkor a csatorndk hosszanak massziv csdkkenését irtak le. A sperma
termelés szintén csdkkent ezekben az egyedekben, ugyanakkor a spermiumok
életképessége és motilitasa nem valtozott (Pitetti et al., 2013). Osszességében tehat az
IGF1 a Sertoli sejtek szamanak fontos szabalyzé faktora, ugyanakkor a sejtek funkciéjat nem
befolyasolja, igy az ivarsejtek differencialédasa, illetve a spermatogenezis folyamata a faktor
hianyaban sem karosodik (Griffeth et al., 2014; Pitetti et al., 2013). Az IGF1 hatasa auto-
/parakrin Gton valdsul meg a kanyarulatos csatornacskak epiheliumaban (Pitetti et al., 2013),
(Nakae et al., 2001). Az IGF1 és az IGF1R is expresszalodik a spermatogdéniumokon is és a
spermatocitakon is, ami felveti kdzvetlen autokrin/parakrin szabalyzd szerepének
lehet6ségét a spermatogenezis soran (Yoon et al., 2011; Sdder et al., 1992). A tesztikularis
IGF1 produkcié f6 forrasai maguk az ivarsejtek, leginkabb a spermatogdniumok, melyek

IGF1 termelése parakrin Uton hat a Sertoli- és Leydig sejtek kilénb6zé funkcidira, valamint a
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peritubularis myoid sejtekre a here fejlédése soran, majd késébb a felnétt életben (Pitetti et
al.,, 2013). Az IGF1, az LH-hoz hasonléan szintén hatassal van a Leydig sejtek
proliferacidjara és szteroidprodukcidjara a pubertas id8szakaban. Az IGF1 bizonyitottan
zavart szenved az LH-stimulalt androgén szekrécid, igy csdkken a szteroidogenezishez
kotheté markerek (pl. StAR, 5areduktaz) expresszidja (Baker et al., 1996; Hu et al., 2010).
Kimutattak, hogy az IGF1 a StAR protein expresszido upregulaciéjan keresztil képes
stimulalni a Leydig sejtek szteroidogenezisét (Manna et al., 2006; Colén et al., 2007),
ugyanakkor ez a hatas fejl6édési stadium-fliggdének bizonyult. In vitro kériimények kozott
vizsgalva az IGF1 6nmagaban nem volt hatassal a pubertas id6szakaban jar6, sem az
ivarérett lovakbdl szarmazé Leydig sejtek szteroidprodukcidjara, ugyanakkor LH-val
szinergizmusban dézisfliiggéen képes novelni a T-szintézist ivarérett cs6dérokben (Yoon and
Roser, 2011). Patkanyokon végzett in vitro vizsgalatban IGF1 kezelés hatédsasra az éretlen
Leydig sejtek proliferaciéjanak doézisfuggé novekedése, valamint csdkkent apoptotikus
Leydig sejt arany figyelhet6 meg mind a juvenilis, mind pedig az ivarérett allatok esetében
(Coldn et al., 2007). A here és mellékhere eredetli IGF1 kimutathaté szeminalis plazmabdl
(Glander et al., 1996), igy a spermatozoakon kifejez8d6 sajat receptoran keresztll hatva,
segithet kivédeni a mitokondridlis diszfunkciét, valamint antioxidans-szerli hatassal bir
(Sortino és Canonico, 1996). Tobb vizsgalat eredményei alapjan IGF1 kiegészités hatasara
javult a motilitds, ezen belul a progressziv motilitds, a kiegészités j6 hatassal van a
kapacitacio, valamint az akroszoma reakcié folyamatara, csdkken az apoptotikus sejtalakok
aranya, illetve az IGF1 kiegészités segiti a spermatogoniumok DNS szintézisét (Soder et al.,
1992; Ozkurkcugil et al., 2004; Miah, et al., 2008; Pan et al., 2015). Az IGF1 szerepének
megitélését neheziti, hogy a fentebb targyalt hatasok eltér§ mértékben érvényesilnek az
egyes életszakaszokban. Juvenilis kord patkanyokban az IGF1 hasonlé intenzitasu
festédése volt jellemzd az ivarsejtek el6alakjaiban és a Sertoli sejtekben, ugyanakkor a
utébbiak esetében az élet harmadik hetét kdvetéen megsziinik a fehérjeexpresszi6. Ivarérett
patkanyokban az IGF1 megjelenik a spermatocitdkban de a spermatogéniumokban, a Sertoli
és a Leydig sejtekben nem (Hansson et al, 1989), az IGF1R foszforilalt formaban
kimutathatd az ivarsejtekben, ugy ahogy a Leydig és a Sertoli sejtekben (Colén et al., 2007).
Lovakban az IGF1 and IGF1R expresszié intenzitAsa a Leydig sejtekben, a
spermatogéniumokban, valamint a spermatocitakban folyamatosan valtozik az élet egyes
idészakaiban (Yoon et al., 2011). Ivarérett cs6dorékben a Leydig sejtek és a
spermatogéniumok pozitiv immunreakciot mutattak, mindkét fehérje vizsgalata soran, mig a
spermatocitak csak gyenge szignalt mutattak, a Sertoli sejtek pedig negativak voltak (Yoon
et al., 2011).
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5.1.3. A hosszu hatasu GnRH szuperagonista alkalmazasaval indukalt
hipogonadizmus, mint az infertilitdas modellje, és ennek hatasa a metabolikus

funkcidkra

Kutyak esetében a herék mikddésének sejtszintii és molekularis aspektusai maig nem
teljesen tisztazottak. A lassu felszivodasu GnRH implantatumok képesek elnyomni a
gonadotropin- és tesztoszteronszekréciét (Goericke-Pesch, 2017), igy ezek a herék
alkalmasak lehetnek az infertilitas hatterében allé6 endokrin és para-/autokrin regulacios
folyamatok vizsgalatara. A sebészi kasztracié alternativajaként tébbféle, reverzibilis, mitéti
beavatkozast nem igényld, kémiai alapu modszert is kifejlesztettek. A nyolcvanas évek
elejétdél szamos publikacié szlletett a hosszu hatasi GnRH agonistak ilyen iranyu
alkalmazasarol (Fontaine és Fontbonne, 2011). Ezek a nemi mikddésért felel6s
hipotalamikus neurohormon analégok képesek bioldgiai valaszt kivaltani a hipofizisbeli
GnRH receptorokon, és igy az LH és FSH felszabadulasat indukalni. A kezdeti stimulalé
(,flare-up”) hatast kévetben azonban bekévetkezik az agyalapi mirigy deszenzitizacidja a
(Heber et al., 1982; Vickery, 1985). Az adenohipofizis LH és FSH termeld sejtjeinek GnRH
hatasaval szembeni megvaltozott valaszkészsége mellett kimutattak a Leydig sejtek LH-val
szembeni érzéketlenségét is (Junaidi et al., 2007). A hosszu hatasu GnRH analégok
hatasmechanizmusabdl kévetkezik, hogy a downregulacié kialakulasa utan az alacsony nemi
hormon szint mellett a gonadotropinszintek is alacsonyak lesznek. Ilyen GnRH
szuperagonista a deslorelin-acetat is, amit allatorvosi vonalon Trigg és munkatarsai
alkalmaztak el6szor (Trigg et al., 2000; Trigg et al., 2001). Az implantatum bedlltetését kovetd
Jflare-up” hatast a periférias tesztoszteronszint emelkedése jellemzi. A tesztoszteron
csucskoncentracidja a kezelést koveté 40. percben mérhetd, majd par 6ras (Junaidi et al.,
2003) vagy napos (Junaidi et al., 2007; Polisca et al., 2013) perzisztalas utan alapszintre
csOkken. Mas szerz6k hosszabb, még a 9-17. napon is mérhetd tesztoszteron-emelkedési
hullamrél szamoltak be a 4.7 mg-os deslorelin implantatum alkalmazasa soran (Romagnoli et
al., 2012). Az ezt kdvetd progressziv csOkkenés soran a tesztoszteronszint a 11. (Polisca et
al., 2013), 22-33. (EMA 2010), illetve a 64-75. napra (Romagnoli et al., 2012) méréshatar ala
csokken. A deslorelinkezelést kovetd tesztoszteronszint-csokkenés eredményeként
atlagosan a 4-6. hétre azoospermia alakul ki (Trigg et al., 2001). A kezelt allatokban a herék
atrofiaja figyelheté6 meg, illetve a spermatogenezis a spermatogéniumok fazisaban elakad
(Fontaine és Fontbonne, 2011). A deslorelin dézisatol flggetlentl (3, 6 és 12 mg-o0s
implantatumok bedlltetését kovetéen, azonos mértékben) romlani kezd az ejakulatum
minésége 22 nappal, masok szerint 28-35 nappal az implantaciot kévetéen (Junaidi et al.,

2009a; Polisca et al.,, 2013; Trigg et al., 2006). Kezdetben csdkken az ejakulatum
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mennyisége, majd csdkken a spermiumok motilitisa és koncentracioja, illetve akar 80%-ig
megemelkedik az abnormalis morfolégiaju, fbleg szekunder defektusokat mutatéd
spermiumok aranya (Junaidi et al., 2009a; Polisca et al., 2013; Trigg et al., 2006). Az
implantaciét kovetéen a spermavétel atlagosan a 35. napig lehetséges (Junaidi et al., 2009a;
Polisca et al., 2013; Trigg et al.,, 2006). Trigg és mtsai (2006) a hagomozgasok megléte
napon (Trigg et al., 2006). Ezzel szemben Junaidi vizsgalataban (2009) az ejakulacionak a
35. nap korul jelentkezé elmaradasa mellett az allatok libidéjat valtozatlannak itélték, mert az
allatok tovabbra is erekciot és hagomozgasokat mutattak a sikertelen mintavételek
alkalmaval is (Junaidi et al., 2009a). Az irodalom ugyanakkor nem egységes abban a
tekintetben, hogy a ,flare-up” id6szakra jellemz6 atmeneti tesztoszteronszint-emelkedés
klinikai szinten is detektalhato-e. A spermaminéség kezdeti javulasardl szamoltak be
Romagnoli és mtsai (2012), akik 6-bdl 4 kutyanal megndvekedett ejakulatum mennyiséget és
progressziv motilitast, 3 kutyaban pedig megndvekedett dsszspermiumszamot irtak le a
4.7 mg-os deslorelin implantatum bedltetését kdvetéen (Romagnoli et al., 2012). A deslorelin
implantatumnak a spermiumok DNS integritasara gyakorolt esetleges hatasarél sem a
kezdeti ,flare-up”, sem a kés6bbi, az azoospermia kialakulasaig eltelt idészakban, illetve a
down-regulaciét kdvetéen a spermatermelés visszaallasanak idejére vonatkozéan sincsenek
adatok.

Mig a GnRH analégok reproduktiv szervekre kifejtett hatasa klinikai szinten jol ismert, a nem
reproduktiv szervrendszereket és folyamatokat érintd, példaul az anyagcserére,
taplalékfelvételre kifejtett hatasaival kevésseé foglalkozik a szakirodalom annak ellenére, hogy
a sebészi ivartalanitas a legjelentésebb rizikofaktor tarsallataink elhizasanak hatterében
(Kustritz, 2012; Martin et al., 2006). A gonadok eltavolitdsa mind néivard, mind himivaru
kutyak esetében befolyasolja a metabolikus funkcidkat, de ennek pontos hattere, valamint a
beavatkozas idépontjanak jelentésége maig sem tisztazott (Reichler 2009). Szuka kutyakban
a sebészi ivartalanitast kbvetéen ~30%-kal csdkken az energiaszikséglet, ugyanakkor né a
taplalékfelvétel és csdkken az allatok aktivitasa (Houpt et al., 1979; Houpt, 1991; Jeusette et
al., 2004; Jeusette et al., 2006; Schauf et al., 2016), igy mar 90 nappal az ivartalanitast
kovetéen testsulyndvekedés mérheté (Houpt et al., 1979). Ivartalanitott kan kutyakban is
megfigyelhetd a megndvekedett taplalékfelvétel és az aktivitds csokkenése, gyakoribb az
elhizas és ehhez kapcsoléddan a cukorbetegség kialakulasanak valdszinlisége (Edney és
Smith, 1986; Lund et al., 2006, Maarchalkerweerd et al., 1997; McGreevy et al., 2005).
Renauld és mtsainak megfigyelései szerint (1980) 4 honappal a kasztraciot kdvetéen a kan
kutyak kondicidja és pajzsmirigyfunkcidja nem valtozott, viszont 10 hénappal a beavatkozast
kdvetéen az allatok testsulyndvekedést, elhizast mutattak (Renauld et al., 1980).

Vizsgalataik szerint a hiperglikémiara adott inzulinvalasz intenzivebb a kasztralt allatokban,
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illetve az ivartalanitas segiti a zsir raktarozasat azaltal, hogy hiperglikémia mellett is ndveli a
szOvetek szabadzsirsav felvételét a vérbdl, illetve hipoglikémia esetén gatolja a lipolitikus
valasz kialakulasat (Renauld et al., 1980). Férfiakban a GnRH agonistak alkalmazasa noveli
a testzsir mennyiségét, a vér koleszterin- és TG-szintjét, és csdkkenti a sovany testtdmeget,
valamint az inzulinérzékenységet (Smith et al., 2006; Smith et al., 2008). Bar kan kutyakban
megfigyelték kémiai kasztraciot kdvetden a T-szint csOkkenését kisérdé fokozodod étvagyat
(Goericke-Pesch et al., 2010; Ludwig et al., 2009), a hosszu hatasu deslorelin implantatum

kezelés részletes metabolikus hatasait maig nem irtak le.

5.2. Célkitlizések

Osszességében tehat mind a herében foly6 szteroidogenezist (Leydig sejt funkcid), mind az
ivarsejt-, valamint a Sertoli sejt funkcidjat auto-/parakrin vagy endokrin Uton is modulalhatja a
Lep, illetve az IGF1 mint metabolikus faktor. Kutya fajpan a Lep tesztikularis funkciéban
jatszott szerepe még tisztazasra var, mig az IGF csalad egyes képviselbinek expresszidjat
mar vizsgaltak RT-PCR moddszer segitségével egészséges és daganatos here szdveten
(Peters et al., 2003). Utdbbi, Peters és mtsai (2003) altal végzett vizsgalat soran kimutattak a
Sertoli sejtes daganatok és a Seminomak alacsonyabb IGF1 és IGF kotd fehérje 1 gén
expressziojat. A Leydig sejtes és kevert tumorok esetében magasabb IGF1R és IGF kétd
fehérje 4 mMRNS-szinteket detektaltak. A szerz6k ezek alapjan azt a kdvetkeztetést vontak le,
hogy a kllénb6z8 tumorokban jellemzd génexpresszid nem tér el dramai mértékben az
egészséges szovetekben jellemz8 értékektdl, és az IGF rendszer jelent6s szerepe a
heredaganatok névekedésében nem valdszinli. Egészséges kutya hereszdvete esetében
ugyanakkor a Lep és az IGF1 is hatassal lehet a spermatogenezis és a szteroidogenezis
folyamatara. Sajat célul a leptinnek és az IGF1l-nek a kanok nemi mikodésében jatszott
szerepének megismerését tlztuk ki, a leptin, az IGF1, valamint receptoraik mRNS és
fehérje-szintl lokalizaciojanak vizsgalatan keresztil. Ezek gén- és fehérjexpresszidjat
tanulmanyoztuk juvenilis, ivarérett, valamint kémiai kasztracion atesett ivarérett kanok
heréjében és mellékheréjében. Els6 lépésként vizsgaltuk a leptin és az inzulinszerid
novekedési faktor-1 szerepét fejlédési stadium szerint, azaz egészséges, juvenilis, és
ivarérett kutyakbdl szarmazé hereszdveteken (5.3.). Ezt kdvetden intakt kanok és deslorelin
tartalmu implantatummal kezelt hipogonadotrop, infertilis allatok heréjében és

mellékheréjében vizsgaltuk a Lep, LepR, IGF1 és az IGF1R expresszi6 alakulasat (5.4.)
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5.3. A leptin és az inzulinszerii novekedési faktor-1 szerepének vizsgalata

egészséges kutyakbol szarmazoé here szoveteken

Linda Muller, Mariusz P Kowalewski, Iris M Reichler, Eszter Kollar, Orsolya Balogh
Different expression of leptin and IGF1 in the adult and prepubertal testis in dogs Reprod
Domest Anim. 2017 Apr;52 Suppl 2:187-192.

Tdbb faj esetében is feltételezik a Lep és IGF1 herében kifejtett, a spermatogenezist és a
tesztoszterontermelést auto- és parakrin uton befolyasold szerepét. A vizsgalt faktorok és
receptoraik egyes allatfajokban némileg eltérd cellularis lokalizaciét mutatnak, emellett
kifejez6désuk fugg a here fejlettségi allapotatol, ami alapjan feltételezhet6 a Lep és az IGF1
heremikodésben betoltott, faj- és korspecifikus szerepe. Munkank célja a Lep és IGF1
herefunkciéra kifejtett, auto-/parakrin Uton megvalosuld szabalyozd szerepének

tanulmanyozasa volt.

5.3.1. Anyag és modszer

Vizsgalt allatok és mintagydjtés

Az elvaltozast nem mutatdé herékbdl szarmazé mintdkat rutin kasztracidk alkalmaval
gy(jtottik egészséges, ivarérett (n=7, 2-5,5 éves koru, 12-26 kg testsulyu, 5 keverék és 2
angol agar fajtaju kutya) illetve a pubertas elétt allé (n=7, kor 8 hetes koru, 4,1-6,6 kg
testsulyu, Australian Cobberdog fajtaju) allatokbdl. A juvenilis koru egyedek 2 kiilén alombdl
szarmaztak (3 az egyikbdl, és 4 a masikbol). A kimetszett szdvetmintdkat RNAlater®
oldatban (Ambion Biotechnologie GmbH, Wiesbaden) konzervaltuk és +4°C-on, majd -80°C-
on taroltuk az RNS megdrzése céljabdl. Az immunhisztokémiai vizsgalatok céljara gyijtott

mintakat a korabbiakban leirtak szerint készitettik el6 (4.3.).

A Lep, LepR, IGF1 és az IGF1R génexpresszidjanak vizsgalata herében

A mintdk RNS tartalmanak izolalasat, majd a revez transzkripciét és magat a
szemikvantitativ valds ideji PCR reakciot a korabban ismertetett (4.5.) modon végeztuk.

A vizsgalt gének (canine Lep, LepR, IGF1, IGF1R) expresszidjanak szemikvantitativ valds
ideji (TagMan) PCR vizsgalata soran a korabbi vizsgalatokban mar alkalmazott primer-eket
és detekcios rendszert alkalmaztuk (Balogh et al., 2012 and 2015; Kautz et al., 2014). Lep
(forward): 5'-GGG TCG CTG GTC TGG ACT T-3', Lep (reverse): 5-CTG TTG GTA GAT
GGC CAA CGT-3', Lep TagMan probe: 5-TCC TGG GCT CCA ACC AGT CCT GAG T-3}
LepR (forward): 5-CAT TTG CGG AGG GAT GGT T-3', LepR (reverse): 5-AGC GGT TTC
ACC ACG GAA T-3', LepR TagMan probe: 5-TTG ACT CTT CAC CAA CGT GTG TGG TTC
C-3'; IGF1R (forward): 5-GGA CGT TGA GCC TGG CAT T-3', IGF1R (reverse): 5-CAC TCT
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TAG CCC CAC GGA TGT-3', IGF1R TagMan probe: 5-AGC CCT GGA CGC AGT ATG
CGG-3'. Ezeket a TagMan modszereket szintén korabban mar leirt protokoll szerint végeztiik
(Kautz et al.,, 2014; Kowalewski et al., 2006a). A relativ gén expresszidkat a korabban

ismertetett komparativ Ct (AACt) modszer segitségével hataroztuk meg.

Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran, a fehérjék kimutatasara indirekt immunperoxidaz
modszert alkalmaztunk (Kowalewski et al., 2006a). A metszetek készitésének és
el6készitésének lépései megegyeztek a 4.3 vizsgalat esetében bemutatott médszertannal. A
Leptin kimutatasara nyulban termeltetett poliklonalis antitestet (ARP41697_P050, Aviva
Systems Biology, San Diego, USA), mig a LepR jeldlésére kecskében termeltetett
poliklonalis antitestet hasznaltunk (Ob-R (M-18): sc-1834, Santa Cruz Biotechnology Inc.,
CA, USA) 1:500, illetve 1:150 higitasban. Az utdbbi antitest alkalmas mind a révid, mind
pedig a hosszu receptorformak jeldlésére. Az IGF1, valamint az IGF1R kimutatasa nyul
eredetl poliklonalis antitesttel tértént (Bioss Inc., Woburn, MA, USA; bs-0014R, 1:300 higitas
és bs-0227R, 1:350 higitas). Az aspecifikus kotéhelyek blokkolasat 1.5% albuminnal,
valamint a Lep, az IGF1 és az IGF1R esetében 10%-o0s kecske szérummal (KPL,
Gaithersburg, USA), a LepR esetében pedig 10%-os 16 szérummal végeztik (Vector
Laboratories, Burlingame, USA). Biotinilalt kecske anti-nyul 1gG-t vagy I6ban termelt anti-
kecske 1gG-t (Vector Laboratories) hasznaltunk szekunder antitestként, 1:100 higitasban.
Izotipus kontrollként primer antitest nélkil alkalmaztuk az anti-nyul (Lep, IGF1, IGF1R) vagy
az anti-kecske (LepR) IgG-t (Vector Laboratories). A Lep és LepR kimutatasra hasznalt
antitesteket korabban mar sikeresen alkalmaztak kutya szoveteken (Ressel et al., 2012;
Balogh et al., 2015). Az IGF1 és az IGF1R kimutatasa soran egér mgj, illetve egérbdl és

kutyabdl szarmazd vazizom szdvetet hasznaltunk pozitiv kontrollként.

Statisztikai kiértékelés

Az adatok normal eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel igazoltuk. Az ivarérett és
prepubertalis csoportban meghatarozott relativ génexpressziok értékeit Student féle
kétoldali, fiiggetlen mintas t-prébaval hasonlitottuk 6ssze. Az eredményeket, mint atlag +
szoras értékeket tuntettik fel, szignifikancia szintként pedig a P < 0.05 értéket jeldltik meg.
A statisztikai elemzést SPSS szoftver segitségével végeztik (IBM® SPSS® Statistics for
Windows, Version 22.0 (Armonk, NY, USA).
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5.3.2. Eredmények

Lep és LepR mRNS szintek nem kulloénbbztek a prepubertalis és az ivarérett allatokban
(P=0,069 és P=0,37, 23. abra). A hereszdvetben jellemzé IGF1 és IGF1R génexpresszidk
magasabbak voltak a 8 hetes koru allatokban, mint a felnétt egyedekben (P<0,001; 23.
abra).

12,0 - -
2 Ivarérett n=7

} Prepubertdlis n=7
10,0 . w

8,0 4

6,0 4
40 4 [

0.0

Relatiy génexpresszid

Lep LepR IGF1 IGF1R
p=0.069 p =037 p=0.0001 p=0.0001

23. abra A leptin (Lep), leptin receptor (LepR), valamint az inzulinszerl ndvekedési faktor 1
(IGF1) és receptoranak (IGF1R) relativ génexpresszidja egészséges ivarérett, valamint
prepubertalis (8 hetes életkoru) kutyakbdl szarmazé here mintdkban. A csillaggal jelolt

oszlopok esetén a csoportok kozott szignifikans kulonbség mutatkozott (P<0,05).

Ivarérett allatokban erés Lep immunreaktivitas latszott a spermatocitakban, valamint a
spermatidakban, mig a Leydig sejtek csak sporadikusan, gyengén festédtek (24. A abra).
Juvenilis egyedekben intenziv pozitiv reakciét lattunk a Lep kimutatasa soran mind a
Leydig-, mind a Sertoli sejtekben (24. B abra). A LepR ivarérett allatok heremintaiban a
spermatocitakban és a spermatidakban jelent meg (24. C abra), de nem mutatkozott a
Leydig sejtekben. A fiatal allatokban ugyanakkor a LepR immunreaktivitdst a Leydig
sejtekben lattunk (24. D abra), emellett pozitivitast irtunk le a stroma fibroblaszt sejtjeiben,
amik nagyobb aranyban jelennek meg a prepubertalis here szovetben. A vérerek intimaja és
media rétege Lep és LepR pozitivitast is mutatott mindkét korosztaly esetében.

Ivarérett allatokban az IGF1 és IGF1R fehérjék jelenlétét igazoltuk a kanyarulatos
csatornakban megjelené spermatogoniumokban (25. A és 25. C abra). Az IGF1 szignal a
Leydig sejtekben erésebbnek mutatkozott, mint az IGF1R, ami csak gyengébb, sporadikus
festddést mutatott. A fiatal allatokban a Leydig sejtek, illetve az ivarsejtek is IGF1 pozitivitast
mutattak, mig a Sertoli sejtekben csak gyengébb szignalt lattunk (25. B abra). A Leydig

sejtek, valamint a gonocitak pozitivak voltak IGF1R kifejez6dés szempontjabdl is, a Sertoli
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sejtek viszont csak helyenként, gyengébben festédtek (25. D abra). A vérerek médijja
mindkét korosztalyban erés immunreaktivitdst mutatott az IGF1R esetében (25. D abra),
viszont csak gyengébben festédott IGF1 kimutatds sordn. Az eredményeket a 10.

tablazatban 6sszegeztik.

ot ya
5 \’q'g.—;v .\ 3

Y DR

24. abra A Lep fehérje megjelenése ivarérett (A) és prepubertalis (B) hereszévetben és a
LepR fehérje lokalizacidja ivarérett (C) és prepubertalis herében (D). A: Lep immunreaktivitas
figyelheté meg a spermatocitakban és a spermatidakban (fekete nyillal jelolve). A Leydig
sejtek sporadikus, gyenge festédést mutatnak (jobb alsé kép). B: Prepubertalis kutyak
esetében, mind a Leydig sejtek (fehér nyilak) mind a Sertoli sejtek (fekete nyilak) pozitivitast
mutatnak. C és D: Az ivarérett herékben a spermatociték és az elongalt spermatidak LepR
immunreaktivitast mutatnak (C, fekete nyilak), emellett a LepR megjelenik a kerek és
elongalddo spermatidak esetében is (D, fekete nyilak). E: A LepR prepubertalis herék
vizsgalata soran lathatd a Leydig sejtekben (fehér nyilak), mig a Sertoli sejtek (fekete
nyilhegyek) és a gonocitak (fekete nyilak) nem festédtek. Kisebb képeken mutatjuk a Lep
vagy a LepR izotipus kontrolljait.
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25. abra Az IGF1 fehérje megjelenése ivarérett (A) és prepubertalis (B) hereszbévetben és
az IGF1R fehérje lokalizacioja ivarérett (C) és prepubertalis herében (D). A: IGF1 pozitivitas
figyelhetd meg a spermatogdéniumokban (fekete nyilak), emellett intenziv festédés jelenik
meg a Leydig sejtekben (fehér nyilhegyek) az ivarérett szévetek vizsgalata alapjan. B: A
prepubertalis herékben a Leydig sejtek (fehér nyilhegyek) és a gonocitak (fekete nyilak)
mutatnak IGF1 immunreaktivitast, ugyanakkor a Sertoli sejtek csak gyengén festédnek
(fekete nyilhegyek). C: Ivarérett allatok heréjében, erés IGF1R pozitivitast figyeltiink meg a
spermatogoniumokban (fekete nyilak), a Leydig sejtek viszont csak gyengébben festédtek
(fehér nyilhegyek). D: Prepubertélis allatok mintaiban IGF1R fest6dés lathatd a gonocitdkban
(fekete nyilak), a Leydig sejtekben (fehér nyilhegyek) és sporadikusan, gyengébben a Sertoli
sejtekben is (fekete nyilhegyek). A vérerek szintén IGF1R immunreaktivitdst mutattak (fehér
nyilak). Kisebb képeken mutatjuk az IGF1 vagy az IGF1R izotipus kontrolljait.
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10. tablazat A Lep, a LepR, az IGF1 és az IGF1R cellularis lokalizacioja immunhisztokémiai
vizsgalatok alapjan prepubertalis és ivarérett kan kutyakban. A feketével vagy szirkével
szedett sejtalakok esetében erds, illetve gyenge reakciét figyeltink meg, mig a fehérrel

szedett strukturakban nem volt fest6dés.

HERE  Prepubertalis Ivarérett
.. Spermatocitak
Leydig sejtek
Yalg sej Spermatidak

Lep Sertoli sejtek Leydig sejtek

sporadikusan, gyengén

Leydig sejtek Spermatocitak,
LepR Elongalt spermatidak
Gonocitak Spermatogoniumok
IGF1 Leydig sejtek Leydig sejtek

Sertoli sejtek gyengén

Gonocitak

Leydig sejtek

Sertoli sejtek
sporadikusan, gyengén

Spermatogéniumok

IGF1R Leydig sejtek gyengén

5.3.3. Megbeszélés

El-Hefnawy és mtsai (2000) eredményeivel egybehangzdan, ahogy azt felnétt egerek here
mintaiban leirtak, ivarérett kutyak spermatocitakban is jellemz6 a LepR expresszio, mig a
Sertoli és Leydig sejtekben nem jelenik meg. Ugyanakkor sajat eredményeink szerint a LepR
fehérje szinten a spermatidakban is megjelenik. A Lep lokalizaci6 megegyezett a LepR
esetében leirtakkal, azzal a kulonbséggel, hogy a Leydig sejtekben is kimutathato volt a Lep
fehérje. Utdbbiak a Lep spermatogenezisre kifejtett direkt hatasat valdszinisitik kutyak
esetében is. Ivarérett egerekbél szarmazo izolalt kanyarulatos csatornak vizsgalata alapjan
beszamoltak a Lep-indukalt Signal Transducer és transzkripciés aktivator-3 (STAT3)
jelatvitelrél, mely altalaban a sejtdifferenciacié folyamatahoz kétheté (El-Hefnawy et al.,
2000). Ezek alapjan azt feltételezik, hogy a Lep szerepet jatszhat az A tipusu
spermatogéniumok proliferaciéja és megujulasa soran, valamint a spermatocitak
spermatidava torténd érése folyaman. Sajat eredményeink alapjan a Lep spermatocitakra és
spermatidakra kifejtett hasonlé hatasat feltételezzik kutyak esetében is. Bar jelen
vizsgalatban erre iranyuld vizsgalatot nem végeztunk, korabbi kutatasok szerint ennek a Lep
hormonnak antiapoptotikus hatasa is lehet az ivarsejteken, ahogy ezt Lep hianyos ob/ob
egerek esetében igazoltadk a spermatocitak emelkedett apoptotikus ratajanak kimutatasaval
(Bhat et al., 2006). A Lep ivarérett egyedek Leydig sejtjeinek szteroidogenezisére kifejtett

negativ hatasarol, valamint a hatas hianyarol is szulettek publikaciok egerek és patkanyok
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vizsgalata alapjan (Tena-Sempere et al., 1999 és 2001, Herrid et al., 2008b). A Lep szintén
negativ hatasast irtak le olyan human vizsgalatok alapjan, melyek soran a LepR pozitivitast
mutatd Leydig sejtek aranya negativan korrelal a szérum T-szinttel (Ishikawa et al., 2007).
Sajat eredményeink szerint, szemben a sertés szévetek immunhisztokémiai vizsgalata soran
tapasztaltakkal (Rago et al., 2009), a kutya herékben a Leydig sejtek csak gyengén vagy
nem expresszaljagk a Lep és a LepR fehérjét. Ez alapjan lehetséges, hogy kutyaban a
fiziologiasan funkcionald ivarérett herében a Lep nem, vagy csak minimalis meértékben
befolydsolja a T produkciot. A Lep és LepR gének expresszidja nem kilénbdzott a
prepubertalis és ivarértett hereszOvetben. Bar fiatal allatok esetében a Lep fehérje szignal
még intenziv volt a Sertoli sejtekben, ez felnétt korban mar nem jellemzd. Ez a valtozas
feltételezheti a Lep specifikusan a Sertoli sejtek érése soran jatszott szerepét. Emellett az
ivarérett allatoknal megfigyeltnél er6sebb Lep és LepR fehérje expressziot irtunk le a Leydig
sejtek esetében a prepubertdlis mintakban, ami alapjan valdszinUsithetd, hogy a Lep
illetve hatassal lehet a T produkcidra is, ahogy ezt fiatal egerekbél szarmazé here szbveten
végzett in vitro vizsgalatokban leirtak (Herrid et al., 2008b).

Ivarérett kutyak esetében mind az IGF1, mind az IGF1R expresszidjat kimutattuk a
spermatogoniumokon és a Leydig sejteken, ami megegyezett a lovakbdl szarmazé mintak
vizsgalata alapjan leirt lokalizacioval (Yoon et al., 2011). Ezzel szemben patkanyokban az
IGF1 jelenléte a spermatocitakban jellemzé (Hansson et al., 1989), a foszforilalt IGF1R pedig
a csira sejtek mellett a Leydig — és Sertoli sejtekben is megjelent (Colén et al., 2007).
Patkanyok esetében leirt szerepéhez hasonléan, ahol, az IGF1 ndveli a DNS szintézist a
spermatogoniumokban (Sdder et al., 1992), emellett csokkeni az apoptdzis mértékét a csira
sejtekben (Ozkurkcugil et al., 2004), az IGF1 kutyak esetében stimuldlhatia a
térténtek in vitro kisérletek. A Leydig sejtek erés IGF1 és IGF1R immunreaktivitasa alapjan,
az IGF1l anti apoptotikus, valamint a T-szintézist segitd szignalként is miikddhet kutya
esetében is, ahogy azt korabban ragcsalokban és lovakban leirtdk. (Manna et al., 2006;
Coldn et al., 2007; Yoon and Roser, 2011).

A ragcsalok vizsgalata soran leirtak alapjan, az IGF1 kulcsfontossagu faktor a Sertoli sejtek
fejlédése soran. Az IGF1 és az inzulin szignal hidanyaban az egér herékben csdkkent Sertli
sejt proliferaciot mutattak ki a kés6i magzati és a korai posztnatalis élet soran, ami a
felndttkori heresuly, valamint a sperma produkcid jelentés csdkkenéséhez vezet (Pitetti et al.,
elengedhetetlen a posztnatalis életben jellemzd T bioszintézis folyamata soran (Wang et al.,
2003; Colon et al., 2007). Az ivarérett allatokéhoz képest magasabb IGF1 és IGF1R mRNA

expressziot mutattunk ki a prepubertalis allatokbdl szarmazdé heremintakon, a protein
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lokalizacié alapjan pedig egy - a Sertoli és a Leydig sejtek esetében is érvényeslls, - a
fejlédést el6segitdé hatas sejtheté. Mindkét fehérje gonocitak esetében jellemzé megjelenése
feltételezi a az IGF1 rendszer csirasejt proliferaciot és differenciaciot segitdé hatasat a
juvenilis kutya herék esetében. A két honapos allatokbdl szarmazé mintakban jellemzé
szignifikdnsan magasabb StAR mRNS-szintek ellenére, alacsonyabb szamu IGF1
expresszalo Leydig sejt szamot irtak le (Goericke-Pesch et al., 2013), ami magyarazhatja a
juvenilis stadiumban eltavolitott herék esetében jellemzé alacsonyabb plazma T-szinteket
(Mialot et al., 1988). Bar lovakban végzett vizsgalatok szerint az IGF1 nem stimulalta a T-
szintézist az éretlen Leydig sejt kulturakon (Yoon and Roser, 2011), feltételezésiink szerint
juvenilis kutyakban az IGF1 novelheti a StAR gén expresszidjat, ugyanakkor az mRNS
transzkripciot kovetd folyamatok nem feltétlenil fejez6dnek be a Leydig sejtekbe, igy ez nem
feltétlenul jelentkezik a T termelés emelkedésében.

Osszességében, adataink alapjan feltételezhetd, hogy a Lep és IGF1 rendszerek is szerepet
jatszanak a herék mikddésében kutya fajban is. Az egyes faktorok szerepe valtozhat a
fejlédési stadium flggvenyében. A Lep és IGF1 gének magasabb foku expresszidja és/vagy
a fehérjék nagyobb aranyu megjelenése az éretlen here egyes sejttipusain, ezek Sertoli vagy
Leydig sejt proliferacidban vagy érésben vagy a gonocitak érésében jatszott szerepét jelzi.
Ivarérett allatokban a Lep szerepet jatszhat a spermatocitak és a spermatidak érése és
differenciaciéja soran, mig az IGF1 esetében a spermatogéniumok proliferaciodjanak,
valamint a Leydig sejtek szteroidogenezisének iranyitdsaban jatszott szerepét

valoszinUsithetjuk.

5.4. A 4.7 mg deslorelin tartalmu implantatummal végzett kémiai kasztracié
hatasa a szérum tesztoszteronkoncentraciéra, a spermaminéségre,
testtomegre, valamint a here és a mellékhere leptin, leptin receptor, IGF1 és

IGF1 receptoranak génexpressziojara egészséges beagle kanokban

Linda Muller, Mariusz Pawel Kowalewski, Iris Margaret Reichler, Orsolya Balogh
Leptin, leptin receptor, and androgen receptor expression in the testis and epididymis of
adult male Beagles treated with a 4.7 mg deslorelin implant

Oral presentation XXI Congress of the European Veterinary Society For Small Animal
Reproduction 2018

Mdller Linda, Mester Laszld, Nagy Anna, Hanacsek Richard, Janett Fredi, Cseh Sandor,
Reichler Iris Margaret, Balogh Orsolya

Deslorelin tartalmt implantatummal (Suprelorin® 4,7 mg) végzett kémiai kasztracié hatasa a
spermamindségre, a testsulyra, a vér egyes biokémiai paramétereire és a vérképre ivarérett
Beagle kan kutyakban — Irodalmi attekintés és sajat tapasztalatok

Magyar Allatorvosok Lapja, in press
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Kutyak esetében a herék mikddésének cellularis és molekularis aspektusai maig nem
teljesen tisztazottak. A lassu felszivédasu GnRH implantatumok képesek szupresszalni a
gonadotropin és tesztoszteron expressziot (Goericke-Pesch 2017), igy ezek a down-
regulacion atesett herék, prepubertalis, illetve hipogonadalis allapotot modellezve
alkalmasak lehetnek a gonadokban zajl6 endokrin és para-/autokrin regulaciés folyamatok
vizsgalatara. Korabban kimutattuk, hogy a Lep szerepet jatszhat a csirasejtek és a Leydig
sejtek funkciojaban, illetve hogy a Lep é€s a LepR lokalizacioja valtozik a hereszovet érése
soran (Muller et al., 2017). Bar kutyak esetében a Lep expressziot még nem irtak le a
mellékherében, sertésben végzett vizsgalatok alapjan a Lep és LepR prepubertalis és
ivaréret egyedekben kildonb6zé lokalizacidéval detektalhatd, ami alapjan a Lep-nek szerepe
lehet az ivarérett allatok mellékheréjének funkcionalis aktivitdsaban (Rago et al., 2009). A
Lep kutya heréken és mellékheréken kifejtett parakrin/autokrin dton megnyilvanulé
hatasasnak elemzése céljabdl vizsgaltuk a deslorelin tartalmd implantatum (4,7 mg
Suprelorin®, Virbac) Lep és LepR, valamint IGF1, IGF1R gén expressziora kifejtett hatasat 5
egészséges, beagle fajtaju kutyabdl szarmazd here és mellékhere mintan. A vizsgalat
eredeti célja mellett tanulmanyoztuk a kémiai kasztracidé spermamindségre, a spermiumok
DNS integritasara, valamint anyagcserére kifejtett hatasait is. A vizsgalat soran feldolgoztuk
az elbzf vizsgalatban gyljtott prepubertalis kora egyedek mellékhere mintait is és azokbdl is

meghataroztuk a Lep és LepR génexpressziok alakulasat.

5.4.1. Anyag és modszer

Munkank soran 5, Beagle fajtaju, kisérleti célra tenyésztett és tartott (ATRC Aurigon Kift.,
Dunakeszi, 9/1/2014; PEI/001/4557-4/2014) o&rdkbefogadasra szant, 31-46 hoénapos,
10,4-13,9 kg testsulyu, 2/5-3/5 kondiciébesorolasu kan kutyat kezeltlink, vizsgaltunk, majd
ivartalanitottunk. Az allatok a vizsgalatot megel6z6en rendszeres allatorvosi felligyelet
(részletes fizikalis- és vérvizsgalat) alatt alltak, ami alapjan egészségesek voltak és korabban
reproduktiv funkciot érinté vizsgalatban nem vettek részt. Az éallatokat csoportban, 14 m?2
nagysagu, hasonlé alaptertletd kifutéval rendelkezd boxban tartottuk. Folyamatos ivoviz
ellatas mellett napi egy alkalommal (11:00 érakor) kaptak teljes értékl szaraztapot (Ecopet
Natural, Farmina Pet Foods, 300 g/egyed), egészségi allapotukat pedig napi
rendszerességgel ellendriztik. Az allatok fizikalis vizsgalatat, beleértve a testsulymérést,
valamint a vér- és spermamintak gyujtését a reggeli 6rakban, 8 és 9 ora kozott végeztuk 22
oras koplaltatast kdvetéen. Sz6rnyiras és a bér alapos fertétlenitése utan 4,7 mg deslorelin
tartamu (ami megfelel 0,34-0,45 mg/ttkg dozisnak) implantatumot (Suprelorin®) dltettiink az

allatok bére ala, a lapockak kozétti teruletre, a gyartd altal a készitményhez csomagolt
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applikator segitségével. Az implantatum beliltetését megel6zéen egyhetes id6kodzzel, két
alkalommal tortént spermavétel (-14. és -7. nap) az Aallatok szoktatasa és a kezdeti
spermamindség ellenérzése céljabdl, majd a belltetést (0. nap) kdvetéen heti két
alkalommal addig, amig a spermavétel lehetséges volt. Testsulymérést, valamint a
hematoldgiai- és biokémiai paraméterek vizsgalatat a kisérletbe vonaskor, és azt kdvetben a
21. napon, majd kéthetente, illetve a kisérlet befejezésekor a 16. héten (112. nap) végeztik
el, amikor az allatok sebészi kasztracién estek at. A szérum tesztoszteronkoncentraciojat a
beultetést kozvetlenil megel6zéen (0. nap), majd a 3., 7., 14., 21., 35., 49., 77., és vegul a
105. napon mértuk. Az eltavolitott heréket szbévettanilag értékeltik. A vértvételek, valamint a
mintatarolas technikaja megegyezett a korabbi vizsgalatok esetén ismertetett modszerekkel.
A hematoldgiai paraméterek kozil vizsgaltuk a vordsvérsejteket jellemzd hematokrit [PCV],
vorosversejt-térfogat [MCV], atlagos hemoglobin tartalom [MCH], atlagos hemoglobin
koncentracio [MCHC] értékeket, a fehérvérsejtek egyes populacioit, valamint a
vérlemezkeszamot. A biokémiai paraméterek kézul minden allat mintaibél meghataroztuk az
alanin amino-transzferaz- [ALT], alkalikus foszfatédz- [AP], kreatinin-, karbamid-, karbamid-
nitrogén- [BUN], TG-, total protein- és albuminszinteket, illetve az albumin/globulin aranyt.
Emellett mérttk az ionizalt klorid-, -kalium-, -natrium-, valamint kalciumszinteket. A
tesztoszteron szérumszintjének meghatarozasa az Allatorvostudomanyi Egyetem Sziilészeti
Tanszékének endokrinoldgiai laboratériumaban beallitott, kutyara validalt RIA analizissel
tortént (a legkisebb detektalhatd koncentracio 0,56 nmol/L volt, <10% intra-assay CV mellett,
mig az inter-assay CV 13,8% volt 1,35 nmol/l és 9,5% 3,36 nmol/l koncentraciok esetében).

A spermamintakat egy hetes szoktatasi periodust kovetden, ivarzd szuka jelenléte nélkl,
manualis stimulacié utjan, frakcionalt spermavétel soran gydjtottuk. Meghataroztuk az
ejakulatum spermiumban gazdag 2. frakcidjanak mennyiségét, Blirker kamra segitségével
vizsgaltuk a spermiumok koncentracidjat, a spermiumok szamat a teljes ejakulatumban, és
fénymikroszkopos vizsgalattal elbiraltuk a mintak progressziv motilitdsat. A spermiumok
morfoldgiai vizsgalatat Spermac® (FertiPro N.V., Belgium) festést kdvetéen végeztiik,
kenetenként 200 spermium elbiralasaval. A spermiumok DNS téredezettségének
meghatarozasara az ejakulatum spermiumban gazdag frakciojabél 200-500 ul-t kézvetlenil a
mintavételt kovetéen folyékony nitrogénben fagyasztottunk és az SCSA™ analizisig abban
taroltunk. Az SCSA™ vizsgalathoz a spermaminta el6készitése, valamint maga a vizsgalat
egy mar korabban leirt médszer szerint zajlott (Wach-Gygax et al., 2017) EXPO32 ADC XL 4
Color™ szoftver-rel felszerelt Coulter EPICS XL aramlasi citométer hasznalataval (Beckman
Coulter Inc., Krefeld, Németorszag). Az adott spermaminta DNS tdredezettségi szintjét a
felolvasztas utan azonnal mért, és a felolvasztas utan 38 °C-on 3 6ras inkubaciot kovetéen
meghatarozott DNS fragmentaciés index-szel (DFI%) jellemeztik. A deslorelin-

implantatummal kezelt kutyak szérum tesztoszteronkoncentraciojanak valtozasat a 0. és 3.
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nap kozoétt (lehetséges ,flare-up” hatas), a 0. és 14. vagy 21. nap kozétt (az aspermia elsé
napja, ami 4 kutyaban a 14., az utolséban pedig a 21. napra esett), valamint a 0. és 105. nap
kozott paros t prébaval hasonlitottuk 6ssze.

A spermaminféség mutatéit (ejakulatum mennyisége, spermiumkoncentracié, 06sszes
spermiumszam az ejakulatumban, progressziv motilitas, normal morfolégia, DF1%), valamint
az allatok testsulyanak valtozasat az id6 fliggvényében altalanos linearis modell (ismételt
mérésekre) analizissel vizsgaltuk. A spermaminéség paramétereit a 0. és 10. nap kdzétt (0.,
3., 7., 10. napon, a progressziv motilitds esetében a 0., 3., 7. napon), mig a testsuly
valtozasat a 0. naptdl a vizsgalat végéig (112. nap) elemeztik. Az adatok statisztikai
ertékelését SPSS 22.0 szoftverrel (SPSS Inc., Chicago, USA) végeztik. Szignifikans eltérést
P <0.05 értek esetében allapitottunk meg. A teljes down regulacié idészakaban, rutin
sebészeti beavatkozas (fedett kasztracid) soran eltavolitott, valamint tovabbi 6 egészséges,
szarmazo (kontroll) here és mellékhere szdveteket tovabbi szdvettani és génexpresszios
vizsgalatoknak vetettink ala. A szovettani mintak kezelését, a génexpressziok
meghatarozasat az el6z6 vizsgalat esetében ismertetett modokon végeztik (4.3.). A
szOvettani metszeteket hematoxillin-eozin festés utan vizsgaltuk. A vizsgalat soran
feldolgoztuk az el6z6 vizsgalatban gyjtott prepubertalis kord egyedek mellékhere mintait is
és azokbdl is meghataroztuk a Lep és LepR génexpressziok alakulasat.

A heremintak esetében az adatok normal eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel igazoltuk.
Az ivarérett és deslorelinnel kezelt csoportban meghatarozott relativ génexpressziék (RGE)
értékeit, atlag + széras formajaban tuntettik fel, majd Student féle kétoldali, figgetlen mintas
t-prébaval hasonlitottuk 6ssze. Az ivarérett, prepubertalis, valamint deslorelinnel kezelt
allatokbdl szarmazd mellékherék kulonb6zé régidiban meghatarozott relativ génexpressziok
esetében az adatok nem mutattak normal eloszlast, igy ezekkel logaritmikus transzformaciot
kovetdéen dolgoztunk. Utdbbiak esetében az eredményt geometriai atlag + deviaciés faktor
(DF) formajaban tlntettik fel a grafikonokon. Az elemzéshez kevert modellt alkalmaztunk.
Lep expresszidét csak az ivarérett allatok mintaibdl tudtunk kimutatni, ezért paronkénti
Osszehasonlitast, LSD (Least Significant Difference = legkisebb szignifikans kilénbség)
tesztet végeztiink. A LepR expresszidkat szintén kevert modellben elemeztiik, majd ANOVA-
t kdvetbéen Tukey-féle post hoc teszt segitségével értékeltliik. Szignifikancia szintként a
P<0,05 értéket jeloltik meg. A statisztikai elemzést SPSS szoftver segitségével végeztuk
(IBM® SPSS® Statistics for Windows, Version 22.0 (Armonk, NY, USA).
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5.4.2. Eredmények

A fizikalis vizsgalat, valamint a vérvizsgalat alapjan az allatok egészségesnek bizonyultak a
kisérletbe vonastol a vizsgalat végeéig. A vérkép, valamint a vér egyes biokémiai paraméterei
minden egyednél a normal tartomanyban voltak a vizsgalat teljes id6tartama alatt. Az
implantatum bedltetése utan egy allatnal sem figyeltiink meg lokalis reakciét. A szérum
tesztoszteronszint nem mutatott szignifikans valtozast a 0. (7,16+3,43 nmol/l) és 3. nap
(10,14+3,65 nmol/l) kdzétt (P=0,208). Az aspermia elsd napjan (1,05£0,97 nmol/l), valamint a
105. napon (0,21+0,15 nmol/l) viszont szignifikansan alacsonyabb volt (P=0,020 és
P<0,001), mint az implantatum beultetését kozvetlenul megel6zéen (0. nap) (26. abra).
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26. abra A szérum tesztoszteronszint alakulasa a deslorelin tartalmu implantatummal kezelt
egyedekben, az implantatum bedlltetésétél (0. nap) a 15. hétig. Az egyes egyedekben mért

hormonszinteket kilonb6zé szinl és alaku szimbdlumokkal jeldltik.

Az dllatok testsulya nem valtozott szignifikansan (P=0,204) a vizsgalat ideje alatt. Az 6tbdl
négy allat esetében kis mértéki (£ 3%) testsulyvaltozast lattunk a vizsgalat végén a 0. napon
végzett testsulyméréshez képest, mig egy allatnal 14%-os testsulycsdkkenést mértink. Az
implantatum bedlltetését kovetben négy allat esetében a 10. napig, egy allatnal pedig a 17.
napig volt lehetséges a spermavétel. A 21. napon mar egyik kutya sem adott spermat. A 0.,
3., 7. és 10. napi spermamintakban nem volt szignifikans kiulénbség az ejakulatum térfogatat
(P=0,590), a spermiumok koncentracidjat (P=0,898), az ejakuldatumban lévé Osszes
spermium szamat (P=0,991), a progressziv motilitast (P=0,779) és a normal spermiumalakok
%-os aranyat (0.-7. nap kozott; P=0,213) illetéen. Az abnormalis spermiumalakok aranya
10% alatti volt minden allatban, kivéve egy kutyat, ahol a 10. napi utols6é spermamintaban a

proximalis plazmacseppet hordozo6 alakok aranya 88% volt. Az SCSA™ vizsgalat alapjan a
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DFI1% nem valtozott szignifikansan (n=4; 0. 6ra, P=0,112; 3. éra, P=0,226). A DFI% 1,33-
4,50% kozott valtozott a felolvasztas utan azonnal mért, és 1,49-6,66% kozé esett a 3 6raval
késbbb elemzett mintakban. Az deslorelin implantatum behelyezését kovetd 16. héten
eltavolitott herék szdvettani vizsgalata minden allatban igazolta a spermatogenezis leallasat
(27. abra). A mellékhere mintak esetében szintén sorvadast figyeltink meg, emellett
spermatozoak csak elvétve jelentek meg a csatornakban (28. abra).

A deslorelin kezelésen atesett allatok heremintaiban szignifikansan csdkkent a Lep
génexpresszid (P=0,045), ezzel szemben a LepR mMRNS mennyisége tendencidzus
novekedést mutatott (P=0,065). Az IGF1 expresszid6 nem valtozott a kezelt csoportban
(P=0,31), az IGF1R expresszié viszont szignifikans emelkedést mutatott (P=0,034) (29.
abra). Az ivarérett allatok mellékheréiben a Lep génexpresszio szignifikdnsan magasabb volt
a mellékhere testében, dsszehasonlitva a feji vagy farki teriletekrél szarmazé mintak

eredményeivel (P<0,025).

27. abra A 16. héten eltavolitott herék esetében a szdvettani vizsgalatokkal igazoltuk a

GnRH analdg segitségével eléidézett downregulaciot. A kezelt csoportban a
spermatogenezis leallasat jelezte a fejl6d6 sejtalakok hianya. A kanyarulatos csatornakban
egy-egy spermatocita mellett kizardlag A tipusu spermatogoniumok jelentek meg, emellett a

Leydig-sejtek sorvadasa figyelheté meg. Hematoxillin-eozin festés, 100x nagyitas.
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Kontroll

Deslorelinnel kezelt

28. abra A kezelést kovetd 16. hétben eltavolitott mellékherék esetében, mindharom

régidban (caput, corpus, cauda) jelentés foku epithelidlis atrofia (az epithel réteg magassaga
csokkent, az epithelidlis ciliak eltlintek) volt megfigyelhetd, illetve spermatozoak elvétve, csak

nagyon alacsony szamban jelentek meg. Hematoxillin-eozin festés, 100x nagyitas.
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29. abra A leptin (Lep), leptin receptor (LepR), valamint az inzulinszerli névekedési faktor-1

(IGF1) és receptoranak (IGF1R) relativ génexpresszidja egészséges ivarérett, valamint

deslorelinnel kezelt kutyakbdl szarmazé here mintakban. Az oszlopdiagrammon atlagokat és

szoras értékeket tiintettik fel. A csillaggal jel6lt oszlopok esetén a csoportok kozott

szignifikans kilénbség mutatkozott (P<0,05).
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A legtdbb prepubertalis, illetve deslorelinnel kezelt allatbdl szarmazé mellékhereminta
esetében ugyanakkor a Lep expresszido a méréshatar alatt volt, tehat drasztikusan csokkent
deslorelin implantatum hatasara a kezeletlen kontrollhoz képest. A LepR mMRNS expresszio
nem kilonb6zott a mellékhere egyes régidiban egyik csoportban sem, ugyanakkor
kilonbség mutatkozott a kezelési csoportok kozott (prepubertalis, ivarérett, deslorelinnel

c s

deslorelinnel kezelt csoport k6z6tt szignifikans kilonbség mutatkozott (P=0,016) (30. abra).

Mellékhere
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30. abra A leptin (Lep) és a leptin receptor (LepR) relativ génexpresszidja egészséges
ivarérett, valamint deslorelinnel kezelt kutyakbdl szarmazé mellékhere mintakban.
Geometriai atlagokat és deviacios faktorokat tintettik fel az oszlopdiagrammon. Az eltérd

feliratu oszlopok esetében a kuldénbség szignifikancia szintje P<0,05.

5.4.3. Megbeszélés

A hosszu hatasu GnRH analégok alkalmazasa kan kutyak esetében mddot ad egy olyan
reverzibilis infertilis allapot Iétrehozasara, amely nem jar egyutt a gonadotrop hormonok (LH,
FSH) szintemelkedésével, s6t azok csokkenése figyelheté meg (De Gier 2011). Deslorelin
tartalmu implantatum alkalmazasa esetén a belltetést kévetden annak serkentd hatasa
érvényesll, igy atmenetileg emelkedik a gonadotrop hormonok koncentracioja, és ennek
kovetkezményeként a tesztoszteronszint (,flare-up” hatas) (Junaidi et al., 2003; Junaidi et al.,
2007, Romagnoli et al., 2012; Trigg et al., 2006, Trigg et al., 2001). Deslorelin 0,27-0,4 mg/kg
koncentracioban valé adagolasa utan a plazma tesztoszteron 60. percbeli

csucskoncentraciojat kdvetéen még néhany napig magasabb hormonszinteket mértek
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(Junaidi et al, 2007). Mas kutatok szintén az alap tesztoszteronkoncentracio
(1,35+0,21 ng/ml) emelkedésérél (2,26+0,29 ng/ml) szamoltak be az implantacié utani elsé 3
napban (Polisca et al., 2013). Ezt kdvetben a tesztoszteronszint jelentésen csdkken, és a
belltetést kdvetéen a 6-25. nap kdzo6tt mar 1 ng/ml alatti értéket mutat (Trigg et al., 2001).
Polisca és mtsai szerint a 11. nap utan mar méréshatar alatti tesztoszteronkoncentraciok
jellemzék (Polisca et al., 2013), mig Junandi és Williamson mérései szerint ez a 30. naptdl
kovetkezik be (Junaidi et al., 2003; Junaidi et al., 2007). Romagnoli és mtsai (2012)
ugyanakkor 6 kulénbdzdé fajtaju, koru (1,5-8,5 éves) és testsulyu (7,8-42,6 kg) kan kutya
vizsgalatakor a 4,7 mg deslorelin-t tartalmazé implantatum behelyezését kovetben 3 allat
esetében még a 9-17. napos mintdkban is emelkedett tesztoszteronszinteket mértek
(Romagnoli et al.,, 2012). Sajat vizsgalatunkban szamszerlien magasabb, valoszinlleg
élettani  szempontbdl  relevans, ugyanakkor  statisztikailag ~nem  szignifikans
tesztoszteronszintbeli névekedést irtunk le harom nappal a belltetést kévetéen, majd a
hormonszint szignifikans csOkkenését detektaltuk a 14-21. napon, az aspermia elsé
megjelenésének megfeleld idépontban. Egyes szerz6k megndvekedett ejakulatum
mennyiséget, progressziv motilitast és 0Osszspermiumszamot irtak le 6-bdl 4, illetve 3
kutyanal, amit az emelkedd tesztoszteronszinttel magyaraztak (Romagnoli et al., 2012).
Ezzel ellentétben sajat vizsgalatunkban nem lattunk szignifikans kulonbséget a O.
(implantatum behelyezése) és 10. nap (utolsd ejakulatum 5-bdl 4 kutya esetében) kozotti
spermamintakat illetben sem az ejakulatum mennyiségében, sem a spermiumok
kozlemények szerint a deslorelint tartalmazé implantatum bedltetését kovetéen 23-85 nap
kell a teljes sterilitas kialakulasahoz, illetve hisztopatologiai vizsgalatok alapjan a kanok
90%-aban a 41. napra a kanyarulatos csatornak atréfigja lathaté (EMA 2010; Junaidi et al.,
2009b; Polisca et al., 2013; Romagnoli et al., 2012; Trigg et al., 2006). Ezzel szemben az
altalunk kezelt allatoknal az aspermia mar az implantatum behelyezése utani 10. napon
jelentkezett 6tbél négy kutyanal. A 13. es 17. napon mar csak egy kutya ejakulalt, a 21.
napra pedig mar egyik allat sem adott spermat. A sajat vizsgalatunkban megfigyelt, a klinikai
sterilitds kialakulasahoz sziikséges egységesen rovidebb id6 valdszinlileg azzal
magyarazhatd, hogy hasonlé kora és testsulyu, azonos fajtaju (Beagle) allatokkal
dolgoztunk, és a deslorelin implantatum adagja is egy szik tartomanyba (0,34-0,45 mg/ttkg)
esett. Mig Trigg és mtsai a libidd jelentés (50%) csdkkenését a 22. napon, teljes
megsziinését pedig a 30-35. napon észlelték (Trigg et al., 2006), ezek az altalunk kezelt
allatokban hamarabb kovetkeztek be, ami részben azzal is magyarazhatd, hogy kutyaink
nem voltak rendszeres spermaveételhez szoktatva. Mig egyes szerz6k csak a
spermamindség, ezen belll is a motilitds és a spermakoncentracio jelentds csokkenését

irtak le (Junaidi et al., 2003), az altalunk vett mintakban sem a spermamin&séget jellemzé
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paraméterek, sem az ejakulatum mennyisége nem valtozott a vizsgalat soran. Trigg és
munkatarsai arr6l szamoltak be, hogy hasonlé dézisu deslorelin kezelés utan csékkend
ejakulatum mennyiség mellett a 35. napra mar 70%-ra, azaz tizszeresére nétt az abnormalis
spermiumalakok aranya (Trigg et al, 2006). Morfologiai eltérésként a szekunder
elvaltozasok, ezek koézil is disztalis citoplazmacseppek voltak jellemzéek, illetve kisebb
aranyban megjelentek a farokrendellenességek is (Junaidi et al., 2003). Mas szerz6k szerint
a morfologiai eltérések gyakorisaga nem valtozik a kezelés hatasara (Romagnoli et al.,
2012). Jelentés morfoldgiai eltéréseket mi sem tudtunk kimutatni, és csak egy allatban lattuk
a proximalis plazmacseppek jelentés aranyu (88%) megjelenését az utolsé, 10. napi
mintaban. A tébbi spermaminéséget jellemzé paraméterhez hasonléan a deslorelin
implantatummal térténd kezelés nem befolyasolta a spermiumok DNS fragmentacidjanak
mértékét, vagyis még az aspermia kialakulasa el6tt kozvetlenll vett spermamintdkban sem
lehetett jelentés DNS karosodast kimutatni. A spermamindségre gyakorolt hatas mellett
vizsgalatunk része volt a kémiai kasztracié altal elidézett esetleges metabolikus valtozasok
megjelenésének nyomon kovetése, kilonds tekintettel az elhizasra valé hajlamra. Mas
tipusi GnRH analéggal (azagly-nafarelin, Gonazon, Intervet) végzett kezelés soran,
hasonléan a sebészi kasztracidhoz, fokozott étvagy jelentkezett az allatoknal, amint a
tesztoszteronkoncentraciok 0 ng/ml kozeli tartomanyba estek (Goericke-Pesch et al., 2010).
Az altalunk vizsgalt allatok testsulya nem valtozott jelentés mértékben a vizsgalat ideje alatt,
valamint a biokémiai, beleértve a glikéz- és TG-szinteket, és hematoldgiai paraméterek is a
referenciatartomanyon beliil maradtak. Otbdl négy allat esetében +3%, mig egy allat
esetében -14%-o0s testsulyvaltozast rogzitettink. A tobb hénapja 6sszeszokott allatok
esetében az egy egyed nagyobb mértékli fogyasanak hatterében allhatott a tobbi,
dominansabb egyed éhségérzetének fokozdédasa, ami a csoportos tartdas és behatarolt
mértékli  taplalékadagolas mellett nem  jelentkezhetett az  emlitett 3%-o0s
testsulynévekedésnél nagyobb mértékben.

Osszességében elmondhatd, hogy az altalunk vizsgalt egészséges, hasonld korl és
testsulyu, azonos fajtaju kan kutyak esetében a 4,7 mg-os deslorelin implantatum
spermamindségre kifejtett feltételezett ,flare-up” hatasat nem tudtuk igazolni. A klinikai
sterilitas, vagyis az ejakulacié elmaradasa, az irodalomban kdzoélt adatokhoz képest rovidebb
idén belul, négy allatnal az implantdtum beultetését koveté 10. nap, egy allatnal pedig a 17.
nap utan kovetkezett be. Az aspermia bekdvetkeztéig a vart folyamatos spermaminéség-
romlas helyett sem a himivarsejtek DNS fragmentacidés indexe, sem az ejakulatum
mennyisége, a spermiumok koncentracidja, az 0Osszes spermiumszam, a spermiumok
progressziv motilitasa és morfoldgiaja sem valtozott jelentésen, vagyis ezen id6szakban az

allatok meég termékenynek tekintheték. Valtozatlan taplalékadagolas mellett a 4,7 mg-os
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deslorelin implantatum nem befolyasolja az allatok testsulyat, valamint a szérum egyes
biokémiai paramétereinek, kdztlk a vércukorszintet és a trigliceridkoncentraciot.

Eredményeink alapjan ugyanakkor a deslorelin kezelés befolyasolhatja a here- és a
mellékherefunkcid parakrin/autokrin uton is megvaldsulé szabalyozasat. A herében, illetve a
mellékhere egyes régidiban a LepR gén expresszidja nem valtozott szignifikdnsan a kezelés
kovetkeztében, ami arra utal, hogy ezen receptorok kifejez6dése nem tesztoszteron-fliggé
folyamat, illetve nem befolyasolja azt a csirasejtek, a spermium el6alakok vagy a
spermiumok jelenléte. A Lep gén expresszidja ezzel szemben szignifikdns csdkkenést
mutatott a kezelt herékben, illetve mérési hatar ala csdkkent, tehat eltlint a mellékhere egyes
régioibol szarmazoé mintakban. A deslorelinnel kezelt allatokban detektalt, a herében és a
mellékherében jellemzd csodkkent Lep génexpressziéo dsszeflggésben lehet a csdkkent
gonadotropinszintekkel, a csdkkent tesztoszteronprodukcioval, vagy a csirasejtek hianyaval.
A kontrollként vizsgalt allatok mintaiban eltéré Lep génexpresszids értékek jellemezték a
mellékhere egyes teruleteit, ami a leptinnek kulonésen a mellékhere testében jellemzd
szerepére utalhat és a spermiumok érésével lehet kapcsolatban. A GnRH analoggal kezelt
allatokban a herében mérhetd IGF1R génexpresszid hasonld iranyban valtozott, mint a
prepubertalis allatokban, igy szintje forditott aranyban all a herében foly6 csirasejtképzés
Utemével és a tesztoszterontermelés mértékével. A vizsgalatunk soran ugyanakkor nem
kerult megallapitasra, hogy a génexpressziok valtozasa melyik sejtekhez, vagy sejtalakokhoz
kothetd, a cellularis lokalizaci6 meghatarozasa immunhisztokémiai médszerrel folyamatban
van. A 11. tablazatban az ivarérett allatokhoz viszonyitva mutatjuk be a vizsgalt

génexpressziok valtozasat a prepubertalis, valamint deslorelinnel kezelt hereszdvetben.

11. tablazat A génexpressziok valtozasa prepubertalis, valamint deslorelinnel kezelt allatok
here és mellékhere hereszdvetében. (-) nem volt szignifikans valtozas, egy nyillal jeldltik a
szignifikdns valtozasokat, két nyillal pedig azokat az eseteket, ahol a P<0,001 volt. A
mellékheremintak esetében a Lep expresszid a prepubertdlis és a deslorelinnel kezelt

egyedekben kimutatasi hatar ala esett.
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A kanokban folytatott vizsgalataink alapjan 0Osszegzésként megallapitottuk, hogy a
prepubertalis koru allatokban megjelend Lep expresszié nem valtozik szignifikans fokban az
ivaréréssel (enyhe tendenciézus csbkkenése figyelheté meg), a cellularis lokalizacié
ugyanakkor valtozik a pubertashoz kothetéen. A fejl6dé herében a Sertoli- és Leydig
sejtekhez kothetd az expresszid, mig a gonocitak nem mutattak Lep protein expressziot.
Ezzel szemben az ivarérett herében a Lep expresszié a spermium eléalakokra tolodik at, a
Leydig sejtek viszont kevésbé festédnek. Bar kulonbségként kell kiemelnunk, hogy az
ivarérett allatok mintaiban az elongalt spermatidak nem mutattak Lep fehérje expresszidt,
eredményeink egybevagnak azokkal a korabbi, ragcsalékban, emberben és sertésben leirt
vizsgalati eredményekkel, amik szerint a Lep fehérje expresszidé megjelenik az érett
hereszdvet kanyarulatos csatornaiban helyez6ddé spermium el6alakokon, ugyanakkor
hianyzik a prepubertalis herékben megjelend éretlen gonocitak esetében (Rago et al., 2009).
Mindez kutya esetében is valdszinUsiti a leptinnek a spermiumok érési folyamataban jatszott
szerepét. A deslorelinnel kezelt ivarérett allatokban a Lep expresszid kifejezett csdkkenését
detektaltuk. A fehérjeszinti lokalizacié vizsgalata nélkul csak valdszinUsitjuk, hogy az
expresszio csokkenése elsddlegesen a Kkilrtlé kanyarulatos csatornacskakkal, illetve a
spermium el6alakok hianyaval magyarazhatd, igy csak kozvetett Osszefiiggést mutat a
gonadotropin-szintek, illetve a tesztoszteronkoncentracié alakulasaval.

A mellékhere vizsgalata soran ivarérett allatokban legerésebb fokban a mellékhere testében
(corpus) mutatkozott Lep génexpresszid, ugyanakkor prepubertdlis, illetve deslorelinnel
kezelt allatok esetében a mellékhere egyik régidjaban sem tudtunk Lep génexpressziot
kimutatni. Az elongalt alakok negativitdsa miatt nem valdszinl, hogy o6nmagaban a
spermiumok, vagy azok hianya lenne felelés a szervet jellemzd Lep expresszid
kialakitasaért, ugyanakkor nem zarhat6 ki, hogy a spermiumok jelenléte stimulalja a Lep
expressziot a mellékherében, ezzel kozvetlen vagy kozvetett hatast gyakorolva a
spermiumok érésére. A cellularis lokalizacio vizsgalatanak hianyaban a kordbban sertésben
végzett vizsgalat hasonlé eredményei alapjan feltételezziik, hogy az ivarérett allatok
esetében az epithelidlis sejtek felelések a Lep expresszidért (Rago et al.,, 2009).
Prepubertalis koru sertésekben ezek a sejtek nem expresszaltdk a leptint. Ezzel
egybehangzdan az altalunk vizsgalt prepubertalis, illetve deslorelinnel kezelt allatokban nem
volt kimutathaté a Lep gén expresszidja. Mindez felveti a leptin akar tesztoszteronfliggd,
vagy a spermiumok jelenléte altal regulalt szerepét a mellékherecsatornacskak hamjanak
mikodésében. Ivarérett allatokban a mellékhere régidinak eltérd Lep expresszidja a
csatornacskak hamjanak eltéré szerepét veti fel a caput a corpus és a cauda terlletén.
Eredményeink alapjan a Lep fehérjeszintl expressziodja prepubertalis allatokban a Sertoli- és
Leydig sejtekben mutatkozott, mig ivarérett allatokban a spermium el6éalakok festédtek

er6sen, a Leydig sejtek pedig csak gyengébb proteinexpressziét mutattak. A LepR
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expresszio egyik szerv esetében sem mutatott eltérést, illetve a herében sem a prepubertalis
allapot, sem pedig a deslorelinnel el6idézett alacsony gonadotropin és
tesztoszteronszintekkel jellemezheté allapot nem befolyasolta a génexpresszidjat. A LepR
fehérjeszinti expresszidja prepubertalis allatokban a Leydig sejtekhez volt kéthetd, majd az
ivarérést kovetéen a spermium el8alakokat jellemezte, mig a Leydig és Sertoli-sejtek nem
mutattak LepR festédést. Bar sem a Lep, sem a LepR génexpresszidjaban nem mutatkozott
szignifikans kulonbség az ivarérett és prepubertalis here kozoétt, ez valoszinlleg a
kanyarulatos csatornak és az intersticium kilonb6z6 aranyaval, ezaltal az ott fellelhetd Lep-t
és LepR-t expresszalo sejtek aranyaval magyarazhat6. Bar erre a LepR proteinszint
vizsgalatanak hianyaban nincs bizonyitékunk a deslorelinnel kezelt &allatok esetében,
elképzelhet6, hogy ott is hasonld6 modon magyarazhaté az ivarérett herét jellemzdé
genexpressziok dsszehasonlitasanak eredménye, mint a prepubertalis here esetében.
Ebben a tekintetben eredményeink nem egyeztek meg a sertésekben kimutatott, az
ivaréréssel megjelené LepR expresszioval (Rago et al., 2009). A Leydig sejtek Lep és LepR
fehérje expresszidja csak a prepubertalis egyedek mintaiban volt jellemzé, ami ellentmond a
sertés esetében kimutatott eredményeknek, miszerint mindkét korcsoportban megjelenik
mind a Lep, mind a LepR a Leydig sejteken. Ennek hatterében metodikai kilonbségek is
allhatnak, vagy a leptin herében és a mellékherében jatszott szerepe eltér6 lehet az egyes
allatfajok esetében. Kutyaban a leptinnek inkabb a Leydig sejtek proliferaciéjaban és
érésében jatszott szerepét valdszindsitjik, mig ivarérett allatokban a leptin Leydig-sejtek
funkciéjaban, igy a szteroidhormon-produkciéban betoltdétt szabalyozd szerepe kisebb
mértékl lehet.

A herében vizsgalt IGF1l, valamint az IGF1R expresszidjat illetéen a prepubertalis
egyedekben mindkét molekula fehérjeszintl kifejez6dését mutattuk ki a Leydig sejtekben,
valamint a gonocitakban, majd az ivarérést kdvetéen a spermatogoniumokban és a Leydig
sejtekben. A Sertoli sejtek esetében a prepubertalis korban mindkét fehérje gyengébb
expressziojat detektaltuk, ami alapjan az IGF1 a Sertoli és a Leydig sejtek fejlédésében és
proliferaciéjaban jatszott szerepét feltételezzik. Az ivarérett csoportban jellemzé
génexpresszional erésebb mRNS kifejezédés volt jellemzé a prepubertalis csoportban mind
az IGF1, mind pedig receptora esetében, ugyanakkor a deslorelin kezelés, tehat a csiraham
atrofigja, a tesztoszteron-, valamint a gonadotropinszintek csdékkenése nem befolyasolta az
IGF1 expressziot a herében. Ezzel szemben az IGF1R génexpresszidja nem csak a
prepubertalis, de a deslorelinnel kezelt csoportban is intenzivebb volt. Ezek alapjan az IGF1
kutyak esetében is stimuldlhatia a gonocitdk és spermatogoniumok proliferaciéjat és
tulélését, bar ebben az iranyban még nem torténtek in vitro kisérletek. A Leydig sejtek er6s
IGF1 és IGF1R immunreaktivitdsa alapjan az IGF1 antiapoptotikus, valamint a

tesztoszteronszintézist segité szignalként is mikddhet kutya esetében is, ahogy azt

117



korabban ragcsaldkban és lovakban is leirtak. Mindkét fehérje gonocitak esetében jellemzé
megjelenése feltételezi az IGF1 rendszer csirasejtproliferaciét és -differenciaciét segité
hatasat a prepubertalis kutyaherék esetében. Egy korabbi vizsgalatban két hoénapos
kutyakbol szarmazé teljes herehomogenizatum-mintakban szignifikansan magasabb StAR
MRNS szinteket mértek, ennek ellenére sokkal kevesebb Leydig sejt expresszalta magat a
StAR proteint, amit IHC maodszerrel allapitottak meg (Goericke-Pesch et al., 2013). Ez az
eredmény magyarazhatja a juvenilis stadiumban eltavolitott herék esetében jellemzé
alacsonyabb plazma tesztoszteronszinteket (Mialot et al.,, 1988). Bar lovakban végzett
vizsgalatok szerint az IGF1 nem stimulalta a tesztoszteronszintézist az éretlen Leydig sejt
kulturdkon (Yoon and Roser, 2011), feltételezésink szerint juvenilis kutyakban az IGF1
novelheti a StAR gén expresszidjat, ugyanakkor az mRNS transzkripciot kdovetd folyamatok
nem feltétlenll fejez6dnek be a Leydig sejtekben, igy ez nem feltétlendl jelentkezik a
tesztoszteron termelés emelkedésében.

Osszességében, adataink alapjan feltételezhetd, hogy a Lep és IGF1 rendszerek a kor,
illetve a fejl6dési stadium fuggvényében valtozé szerepet jatszanak a herék mikodésében

kutya fajban is.

6. Uj tudomanyos eredmények

Morfometriai és bioimpedancia mérések alkalmazhatésaga, valamint ezek 6sszefliggése a
szérum leptinkoncentracioval kutyaban: Szoros pozitiv 6sszefliggést irtunk le a szérum
leptinkoncentracio és a morfometriai mérések (medence kdrméret és a térd-csank tavolsag)
alapjan szamolt testzsirszazalék érték kozott. Utdbbi szorosabb o6sszefiiggést mutat a
szérum leptinkoncentracioval, mint a BCS pontszam. A bioimpedancia-méréssel kapott
eredmények gyengébb 6sszefliggést mutatnak a testsullyal, a BCS kategodriaval és nem
mutatnak 0sszefiggést a szérum leptinkoncentracioval.

A zsireloszlas alakulasa és annak metabolikus kdvetkezményei kutyaban: Az altalunk a CT
felvételek elemzésére kidolgozott modszer segitheti a kutyak elhizdsanak vizsgalatat,
valamint az elhizas hatasainak, kilondsen a zsireloszlas és az elhizashoz kothetd
metabolikus betegségek 0Osszefliggéseinek részletesebb kutatasat. Egyes egyedekben
kaldonbség mutatkozik a zsirszovet regionalitasanak tekintetében. A vizsgalt allatok nagy
részében a zsirraktarak kdzel azonos teriletet foglaltak el az L2, L3 magassagban készitett
felvételeken, ugyanakkor egyes egyedekben a viszcerdlis, mig masokban a szubkutan depd
dominanciaja jellemz6. A szérum leptinszint Osszefliggést mutat a zsirszévet lumbalis
magassagban (L2, L3) jellemzd eloszldsaval, kuléndsen a viszcerdlis zsirszdvet
mennyiségével. A viszceralis zsirmennyiség és a leptinszint koézotti dsszefliggést nem

befolyasolja szamottevé mértékben az éhomi inzulinszint vagy az inzulinérzékenység foka.

118



Pozitiv korrelacio jellemzé a viszceralis és a szubkutan zsirmennyiség aranya és a vérbdl
mérhetd inzulinszint, illetve a zsireloszlast jellemz6 paraméterek és az inzulinrezisztencia
foka (HOMA-IR index érték) kozott.

A zsirsejtek méretének jelentésége kutya fajban: Az Ujszerli nativ preparatum készitése
révén a zsirsejtméret-meghatarozas jol mikédé és gyors mddszeréhez jutottunk. A két 6
depdt alkotd zsirsejtek mérete a kondicidval és a leptinszint alakulasaval parhuzamosan
valtozik. Az egyes egyedek esetében nem mutatkozott kildnbség a depdkat alkoto zsirsejtek
atlagos méretében. A kondicidbesorolassal szinkronban, tendenciézusan valtozo
zsirsejtméretek mellett egyes egyedekben a kondicidécsoportra jellemzé atlagnal nagyobb
vagy annal kisebb atlagos zsirsejtméret jellemz6, ami hiperplazias, illetve hipertréfias tipusu
obezitas megjelenését jelentheti.

A leptin és a leptin receptor fehérje szintli megjelenésének vizsgalata kutya petefészekben
immunhisztokémiai modszerrel: A leptin fehérje legerésebben a follikulusok granulosa
sejtieiben jelenik meg. Ennél kevésbé erbs festédést mutatnak a theca interna sejtjei,
ugyanakkor a theca externa sejtjeiben és magaban a petesejtben mar csak gyengébb
festédés jellemzd. A leptin receptor erés festédést mutat a follikulusok granulosa sejtjeiben, a
theca interna sejtekben és magaban a petesejtben.

A szérum leptinkoncentraciéo valtozasa a szuka kutya ivari ciklusa soran: Az ivari
ciklusstadium és a szérum progeszteronszint nincs hatassal a szérum leptinszintre sem a
normal, sem pedig a magasabb BCS kondicidcsoportba sorolt kutyakban.

Az IGF1, valamint receptoranak (IGF1R) expresszidja a kutya petefészekben: A follikularis
fazisban eltavolitott petefészkek esetében mind az IGF1, mind pedig az IGF1R fehérjeszinti
expresszioja er6s az antralis follikulusok kifejezett proliferaciot és luteinizaciot mutatéd
granulosa és theca interna rétegében, ugyanakkor csak sporadikus, gyenge festédés
jellemezi az atretizaldédé follikulusok falanak rétegeit. Az IGF1 és annak receptora a korai
lutedlis fazisban, tehat a fejl6dé, még erbs gonadotropin fliggéséget nem mutatéd
sargatestben expresszalddik legerésebben, majd expresszidja csokken a luteadlis fazis
késObbi id6szakaban. Mig nem-vemhes Adllatokban az IGF1 mMRNS expresszid a
sargatestfazis kdzepétdl fokozatosan csokken, vemhes szukakban ez a csOkkenés a
prepartum luteolizis idészakara tolédik ki. Nem vemhes szukakban az IGF1R mRNS
expresszidja nem valtozik a sargatestfazis soran, ezzel szemben a vemhes egyedekben
szignifikdns emelkedése jellemz6 a prepartum luteolizissel egyidében. Mig a vemhes
allatokban a sargatest IGF1 expresszidja a prepartum luteolizis hatasara lecsdkken,
agleprisztonnal, kdzépidében elbidézett luteolizis esetén a lutedlis IGF1, valamint IGF1R
MRNS expresszié valtozatlan marad.

A leptin és az IGF1 szerepe a kanok szaporodasbioldgiai mikodésében: A prepubertalis (két

hénapos) koru allatokban megjelend leptin génexpresszié nem valtozik szignifikans fokban
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az ivaréréssel. A fejl6d6 herében a Sertoli- és Leydig sejtekhez kdthetd fehérje expresszio, a
gonocitak spermatocitakka, spermatidakka alakulasat kévetéen a spermiumel6alakokra
tolodik at. A prepubertalis herékben megjelend éretlen gonocitak, valamint az ivarérett allatok
esetében jelenlévé elongalt spermatidakka nem mutattak leptin fehérje expressziot,
ugyanakkor ez megjelenik az érett hereszévet kanyarulatos csatornaiban helyez6dé
spermium el&alakokon. A deslorelinnel kezelt ivarérett allatokban a leptin expresszio
kifejezett csokkenése jellemzd. Az ivarérett allatok mellékheréjében minden régioban,
leger6sebben a testi régiéban jellemzd a leptin expresszidé, amit prepubertdlis, illetve
deslorelinnel kezelt allatok esetében a mellékhere egyik régidjaban sem jellemzé. A leptin
receptor fehérjeszintli expresszidja prepubertalis allatokban a Leydig sejtekhez kdthetd, majd
az ivarérést kovetden leginkabb a spermium el6alakokat jellemzi, illetve megjelenik az
elongalt spermatidakon. A Leydig sejtek leptin és leptin receptor fehérje expresszidja csak a
prepubertalis egyedek mintaiban jellemzé. Az IGF1, valamint az IGF1R fehérjeszintl
expresszidja prepubertalis egyedekben a Leydig sejtekben, valamint a gonocitakban, majd
az ivarérést kovetben tovabbra is a Leydig sejtekben, illetve a spermatogéniumokban
jellemz6. A Sertoli sejtek esetében a prepubertalis korban mindkét fehérje gyengébb
expresszioja jellemzd. Az ivaréréssel csokken a herét jellemzé IGF1 génexpresszio,
ugyanakkor a deslorelin kezelés hatasara kialakuld csiraham atréfia, valamint a
tesztoszteron-, valamint a gonadotropinszintek csdkkenése nem befolyasolja azt. Ezzel
szemben az IGF1R génexpresszidja nem csak a prepubertalis, de a deslorelinnel kezelt

csoportban is intenzivebb.
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