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1. A MUNKA ELOZMENYEL A KITUZOTT CELOK

Ovipara 4llatokat illetéen sokdig altalanosan elfogadott volt az a nézet, hogy az utddra
gyakorolt ,,sziil6i hatasokat” csupan a genetikai informacioatadas jelenti ¢és ,,normalis
Osszetételli” tojas esetében egészséges utddra szamithatunk, azaz az emlésoknél igazolt
epigenetikus, intrauterindlis hatdsok az ovipara madarban nem jelennek meg. Ebben az
elméletben hozott alapvetd attorést Schwabl (1993) vizsgélata, aki a kanari tojassargdjaban
valtozo6, a lerakott tojasok szamaval novekvd mennyiségli tesztoszteront ¢€s emellett
kortikoszteront is kimutatott. A feltevés szerint a novekvd szteroid koncentracié kompenzalja a
késobb lerakott tojas ,,hatranyosabb” helyzetét: a szik tesztoszteron tartalom ¢és a kikelt fiokak
agresszivitasa €s €letrevalosaga kozott hatarozott pozitiv Osszefiiggés volt kimutathatd (Schwabl
et al., 1996).

Azota szamos publikaci6 jelent meg arrdl, hogy a tojo képes befolyasolni a tojasszik szteroid
tartalmat, aszerint, hogy szamadra attraktivabb, vagy kevésbé attraktiv himmel parosodik.
Amennyiben egy dominéns és ,,vonzd” him lesz a parja akkor, pl. a tékés réce esetében nagyobb
méretli tojasok rakasa megfigyelhetd (Cunningham ¢és Russel, 2000), emellett a tojas
szikanyagéaban joval magasabb koncentracioban jelennek meg az androgének. Természetesen a
nagyobb tojasba tobb nutritiv anyag is keriil, ez is el6segitheti az utéd nagyobb ratermettségét,
jobb tulélési esélyét. Az utdédok ivarmegoszldsat is érintheti az irdnyitott szexuélszteroid
depozici6 (Petrie et al., 2001).

Ez a néhany adat arra utal, hogy madarak esetében is fenndll az utdd materndlis eredetii
epigenetikus ,,befolydsolasdnak™ lehetosége, s6t nem kizart az, hogy a tojasszam modulacioja,
illetve a fészekalj egy részének sokszor nehezen megmagyardzhatd pusztuldsa arra lenne
visszavezethetd, hogy a tojo egyfajta adaptacios stratégiat alkalmazva befolydsolni képes az
utddszamot és ezen keresztiil egy teljes populacio életben maradasanak esélyeit (Sasvari et al.,
1999; 2001).

Vizsgalataink kozponti kérdései: milyen stratégiat alkalmazhat a tojé utodai védelmében
szuboptimalis koriilmények kozott? Van-e ebben a folyamatban valamilyen szerepe a
szteroidoknak? Ennek modellezését és a kérdés megvalaszolasat stressz-hatdsok kisérletes
alkalmazésaval probaltuk megvaldsitani. Vizsgalatainkban egyrészt az elsddlegesen ,,neurogén”
kézbevételi, tin. handling-, masrészt a fizikalis éter-kezelés stresszhatdsait értékeltiik a tojo-,
valamint az embrid perinatalis- és az utéd posztnatalis fejlédése szempontjabol.

Célkittizéseink:

1. A Schwabl-féle tojasszik szteroid analizisek (1993) adaptalasa és moddositasa, a szteroid
analizisek dehidro-epiandroszteronra és progeszteronra vald kiterjesztése.

2. A tojasszik tesztoszteron, 17-B-Osztradiol és kortikoszteron koncentracid valtozasainak
feltérképezése az inkubacio elsé nyolc napjaban.

3. A fekalis szteroid analizisek kortikoszteronra val6 kiterjesztése, illetve a plazma ¢és bélsar
kozotti fazis eltolodas meghatarozasa tokés réce esetében.

4. A kézbevételi (handling) stressz hatdsa a tojasszikbe deponalt szteroidokra, az inkubéciod
alatti embriogenezisére és a kikelt utddok fejlédésre.

5. Az éter-inhalacios stressz hatdsa a tojasszikbe deponalt szteroidokra, az inkubacié alatti
embridgenezisére ¢és a kikelt fiokdk ontogenezisére.



2. ANYAG ES MODSZER

Vizsgalatainkat szemi-domesztikalt tokés récéken a Szent Istvan Egyetem Szaporodasbiologiai
Laboratoriumaban illetve annak teszt 6ljaiban végeztiik.

2.1. Tojasszik szteroid analizis metodikai fejlesztések

A Kkisérletek alapjaul Schwabl (1993) direkt petroléter/ dietiléter extrakcids tojasszik-
analizise szolgalt. Az extrakcidt kdvetden a szteroid ekvivalenseket Radio Immuno Assay
segitségével hataroztuk meg.

5 db inkubdlatlan és 5 db embriot tartalmazo tojasbol a sziktartalmat eltavolitottuk,
homogenizaltuk, lefagyasztottuk €s -20°C-on taroltuk a kisérletsorozat kezdetéig. Ez a kétféle
poolozott minta szolgalt az §sszes metodikai vizsgalatok alapjaul.

Direkt dietil-éteres extrakcio

Direkt petroléter/dietil-éteres extrakciod

Dietil-éter extrakci6 SDS-es emulzifik4cioval kiegészitve

Dietil-éter extrakcid Triton-X-100-as emulzifikacioval kiegészitve
Petroléter/dietil-éteres extrakcid SDS-es emulzifikacioval kiegészitve
Petroléter/dietil-éteres extrakcid Triton-X-100-as emulzifikacioval kiegészitve
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2.2. Tojas-biopszia vizsgalatok

A t0j6 altal a szikbe deponalt tesztoszteron (T), 17-B- 6sztradiol (E2) és kortikoszteron (B)
mennyiségi valtozasainak vizsgalata az inkubacio alatt. A szikmintak (20-30 mg) gyujtését a
keltetés 8. napjaig végeztiik. Az inkubdlés eldtt vett szikmintdk szteroid koncentracidit vettiik
szaz szazaléknak és ehhez viszonyitottuk a keltetés kiilonbdz6 napjain mért értékeket.

2.3. Fekalis szteroid analizis

A metodikai médositasra és alapadat-felvételre tobb okbol volt sziikség:

1. a viziszarnyasok bélsardban igen eltérd a viztartalom, ezt a hibat kikiiszobolve kellett olyan
modszert kidolgozni, amely kizarja az egyes mintdk kozti kiilonbségeket. 10 nedves bélsarmintat
homogenizaltunk ¢és 0,5 grammos adagokra szétosztottuk, a mintdk egy részét homogenizaltuk
200 pl 1 %-os SDS oldattal, majd stlyallandosagig szaritottuk. Osszehasonlitottuk az abszoltt
szaraz és nedves mintdk tesztoszteron tartalmat.

2. mivel stressz vizsgalatoknal keriilendd az extra zavaras (pl.: vérvétel), kizarolag
bélsaranalizisekre tdmaszkodhatunk. Vizsgéaltuk, hogy a plazmaban mérheté szteroid
ekvivalensek, mikor jelennek meg a bélsarban. A korabbi kizarélag gacsérokon végzett
vizsgalataink alapjan feltételezhetd, hogy az irodalomban megadott 4 6rds a plazma-faeces
faziseltolédas hibas megallapitas volt.

2.3.1. Tesztoszteron terhelés hatasa a defekaciora
A T-terhelés hatasat vizsgaltuk a fekalis tesztoszteron iiriilés kinetikdjara. Kisérleteinkben 10
tojot és 10 gacsért vizsgaltunk a reprodukcids (majus) és posztrefrakter (oktober) idészakban.

2.3.1.1. Takarmany athaladas vizsgalatok
Adott mennyiségli tojotapot tomésre elOkészitettiink, majd nem toxikus és nem laxans



hatdsi mesterséges ¢ételszinezékkel festettiink a nyomon-kovethetdség céljabol. Az allatok
tomését kovetden figyeltiik az iiriilést az elsd szinezett bélsar megjelenésétdl a mar nem szinezett
bélsar észleléséig.

2.3.1.2. Tesztoszteron terhelés

A T injekcio beadasa el6tt kontroll vér- és faeces mintat gytjtottiink. A kontroll mintak
begylijtése utan mindkét ivarban az élettani T-szint 100x-at (Sug T/2ml) tartalmazd mennyiséget
injektaltunk intraperitonedlisan (i.p.). Ezt kovetden 8 ordn keresztiil gyiijtottiik a bélsdrmintakat,
minden minta begylijtése utan letisztitottuk a gytjtéfoliat. A bélsar gytjtését vérvétellel is
kiegészitettiik az injektalast kovetden eldszor fél 6ra mulva, majd 2 6ranként.

2.4. Stresszkezelések
2.4.1. Els6 évi maternalis stresszkezelések (nagysziilé-allomany)
2.4.1.1. Handling stressz kivitelezese:

A kontroll csoportot (1. csoport) a tartastechnoldégianak megfeleléen, zavartalan
koriilmények kozott tartottuk.

A kisérleti csoportban (2. csoport) a tojokat ladaba tettiik és mozgattuk, a szallitast imitalva,
20 percig, majd 10 perc sziinetet kdvetden a szallitoladaba helyezést és mozgatast hdromszor
megismételtiik. Ezt kovetden vért vettiink és bélsarmintakat gyljtottiink. A fenti kezelést 3
egymast kovetd napon megismételtiik, majd 11 napig gylijtottiik a tojasokat keltetésre, valamint
napi 1-3 db random kiemelt tojast szikszteroid- és embridvizsgalatokra. Minden délel6tt 10
orakor gyljtottiik a bélsarmintdkat a materndlis szteroid analizisekhez. A kontroll csoportban
mind a bélsar-, mind a tojasgyiijtés idopontja megegyezett a kezelt csoportéval.

A Dbélsar-, plazma- és tojasszik-mintdkat analizaltuk, a tojasban fejlddé embridkat
molekularis genetikai modszerrel szexaltuk.

A kisérlet soran kikeltett utodokat (F1, késobbi sziiloallomany) felneveltiik nyomon kdvettiik
fejlodésiiket: testtomeg-gyarapodasukat, juvenilis-, prenuptidlis- és postnuptidlis vedlésiiket és az
ivarérésiiket. A juvenilis vedlést megelozden a 8. héten vért vettliink az F1 nemzedéktol.

2.4.1.2. Eter stressz kivitelezése

Az éter-stressz vizsgalatokndl a hirtelen kortikoszteron-emelkedésre fokuszaltunk:
megjelenik-e a szikben, milyen hatdssal van az in ovo embriofejlodésre, illetve a posztnatalis
fejlodésre.

A vizsgéalatokat az eléz6 4llomanyon végeztik a tojastermelés ¢és a tojasméret
normalizalédasat kovetden, a handling-kisérleti periodus utan két héttel. A kisérleti csoport
tojoival a dietil-éter g6z belélegeztetését 35-60 szekundum iddtartamig végeztiik, mig a madarak
tokéletesen elernyedt allapotba keriiltek, ez a rovid altatds az allat egyedi érzékenységétdl
fliggden 2-3 percig tartott. Az inhalacidt kovetéen 15 perc mulva vérvétel kdvetkezett. Masnap a
kezelést megismételtilk. A kezelt csoportban a bélsar- illetve a tojasgyiijtés megegyezett a
handling stressznél alkalmazottakkal, s természetesen a kontroll a csoportban is azonosan jartunk
el.



2.4.2. Masodik évi maternalis stresszkezelések az F'1 generdcion

A kontroll és handling kisérleti csoportokbol szarmazo6 F1 nemzedékek vizsgalata az alabbi

csoportbontasban tortént meg:

. 14 14
Stressz vizsgdlatok: csoportbontas
Stresszelt Stresszelt
Kontroll csoport (c;olc):;)l,',t)
csoport (:»2. 8.”) o
2002. (”1' CS.”) Handhng ]E't.er
nagysziilo- marcius majus
nemzedék
| 1
Abszolit Stresszelt Stresszelt
kontroll Dl Kontroll csoport
2003. csoport (K2). csoport (H1)
F1 (K1) 1. Handling (H2) 1. Handling
2. Eter 2. Eter

A kisérleti beavatkozasok az F1 generdcion az el6zd évi kezelésekhez hasonldan torténtek.
Marciusban a handling stressz vizsgalatot végeztiik el, majd 4prilisban két hét pihend idészak
utan az éter inhalacids vizsgalatokat teszteltiik.

Az F2 utodnemzedék fejlodését az juvenilis vedlésig kovettiikk nyomon.



3. EREDMENYEK
3.1. Tojasszik szteroid analizis metodikai fejlesztések

Az irodalmi adatok attekintése alapjan a tojasszikben talalhato szteroidok analizisének
extrakcios modszertana kiforrott metodikdnak tlint. Azonban e teriileten sziiletett publikaciok
tobbsége inkabb az alkalmazas eredményeirdl szamol be, mig a metodika kérdéseirdl kevés
részletes adatot taldlni. Kordbbi fekalis szteroid analizissel kapcsolatos metodikai munkank
tanulsadgai alapjan (Kelemen et al., 2003), itt is az extrakcidé elotti detergens kezeléssel
probalkoztunk. Vizsgalataink alapjan a dietil-éteres extrakcid Triton-X-100-as eldkezeléssel
kiegészitve bizonyult a leghatékonyabbnak mind az inkubalt, mind pedig az inkubalatlan tojasok
esetében. E modszernél a leghatékonyabb az extrakcids recovery: értéke stabilan 68-69%,
valamint itt a legkisebb a meredekség. Tovabba megallapitottuk, hogy tékés réce esetében a RIA
kiindulasi mennyisége: 2,5 mg.

3.2. Tojas-biopszia vizsgalatok

Vizsgalatainkban arra kerestiik a valaszt, hogy a t6kés réce embrid szteroid termelését, illetve
felhasznalasat az inkubacio hanyadik napjatol kell figyelembe venni, hogy redlis képet nyerjiink a
maternalis eredetli szteroidok koncentraciojardl. Az E2 értékeket tekintve az elsé 4 napban kissé
fluktualé de jelentds kiilonbséget nem mutatdé koncentracidokat mértiink. A tesztoszteron esetében
az inkubdcid els6 napjan egy 12 % csokkenést tapasztaltunk, majd 2. napra visszatért az eredeti
koncentraciora, és ez az érték a 4. napig nem valtozott. Az 5. napon erdteljes koncentracio
emelkedést tapasztaltunk igen magas szorassal parosulva mindkét szteroid esetében, E2:122%-
229%, T: 113-289% valtoztak az egyedi értékek.

A kortikoszteron esetében egy lassu egyenletes csokkenést rogzitettiink, a 3,5 napon 4,3%-, a
4. napon megegyezd 4,2%-os csokkenést, a 8. napon pedig 9,3%-kal mértiink kevesebbet az
inkubéaciot megel6zo koncentracidohoz képest.

3.3. Fekalis szteroid analizis, tesztoszteron-terhelés

A szinezett takarmany fekalis megjelenése a tokés réce gacsérokban mindkét iddszakban
hamarabb kovetkezett be, mint ndstényekben, és a poszterfrakter idészakban a kiilonbség
kifejezettebb volt. A reproduktiv idészakban a szinezett takarmany els6 megjelenésének ideje
megduplazodik a posztrefrakter idészakhoz képest mindkét ivarban. A retencids id6 (243-254
min) periddustol és ivartdl fiiggetleniil mindkét esetben azonosan alakult. Megallapitottuk, hogy
a takarmany athaladds iddtartama ivar- és szezonfiiggd. Elsdként irtuk le az ivartdl fliggd
exkrécids sebességet.

A T terheléses vizsgalatainknal: a két vizsgalati idészakban a ciklusok eltérd é€lettani hattere
miatt kiilonb6z6 valaszreakciokat kaptunk. Az 6szi -szexualisan inaktiv- allapotban, egy oraval
az i.p. T bejuttatasa utan (ekkor volt az els6 vérvétel) mind két ivarban a plazma T koncentracioja
jelentds csucsot adott €s ekkor mar a bélsarban is jelentkezett a fokozott T kitirtilést.

A szexudlisan aktiv id6szakban a géacsérokat jellemzd alapvetden joval magasabb plazma T-
szint (0szi érték 10x-e) az injekcid utan 1 6ra mulva még valtozatlan, majd ezt kovetden
erbteljesen csokken, két 6ra mulva pedig minimum értékek alakultak ki.

A tojoknal az Osszel tapasztalt, az injekciot 1 oraval kovetd csucs megfigyelhetd volt tavasszal is,
egy madar kivételével.



A T terhelésnek mindkét ivarban egy korai intenziv és egy késobbi kevésbé intenziv,
elhuzodo periddusa van. A himeknél a terhelését kovetd intenziv kiliriilési szakasz rovidebb az
inaktiv periddusban és az exkrécidos gorbe cstucsértéke magasabb, mint az aktiv fazisban. A
terhelés hatdsa 5 ordn keresztiil volt kimutathatd a posztrefrakter és szexudlisan aktiv allatokban
egyarant.

A tojokban nincs kiilonbség a terhelést kdvetd intenziv kiiiriilési szakaszok kozott a
posztrefrakter és a szexualisan aktiv allatok esetében. A szexualisan inaktiv allatokban a kitiriilési
gorbe csticsa -himekhez hasonléan- magasabb, mint a szaporodasi ciklusban. A terhelés hatasa
himekhez ugyancsak hasonloéan 5 6raig tart.

A terhelést kovetd intenziv kiliriilési szakasz himekben hamarabb jelentkezik, mint
néstényekben. A teljes kitirtilési periodus mindkét ivarban azonos hosszisagu (a beadast kovetd 5
ora mulva) végzédik. A T kitiriilési gorbe karakterisztikdja, tehat megegyezik a takarmany-
chimus-faeces athaladassal, mindkét ivarban és mind az aktiv és mind az inaktiv periédusban.

Tovabba bizonyitottuk, hogy a bélsar mintak abszolut szarazra parlasaval kikiiszobolhetdk az
eltérd viztartalombdl adodod mérési hibak.

3.4. Maternalis stresszvizsgalatok

Mindkét stresszorndl (handling- és éter), minden ismétlésnél és kombinacional a kezeléseket
kovetden egy rovid idejii 10-30%-o0s tojastermelés visszaesés, ezzel parhuzamosan a tojasméret
novekedése volt megfigyelhetd. A kelés atlagosan 20%-kal maradt el a kontroll csoportétol, ami
elsdsorban a korai embri6 elhalds emelkedésébdl adodott. A fiokék tomeges kelése atlagosan 12
oraval eldzte meg a kontroll csoportét. Ennek hatterében az altalunk kimutatott szik androgén
koncentracio-emelkedés allhat.

Az els6 handling stressz kisérletnél az életképes napos kacsak testtomege azonos volt a
kontroll és a kezelt csoportban, de egyhetes korban a kezelt csoport utddai szignifikdnsan
kisebbek voltak, mint a kontroll tarsaik. Az éter stressz hatdsara mar a kikeléskori testtomeg is
alacsonyabb volt. Az alacsonyabb testtomeg a juvenilis vedlés (8. élethét) kezdetéig maradt meg,
ezt kovetden a stresszelt csoport utddai gyorsabban és tobbnyire egyszerre fejezték be a
vedlésiiket. A felnevelés alatt az elhullasban nem talaltunk kiilonbségeket a csoportok kozott.

Az F2 generacion mar nem tudtuk kimutatni a testtomeg-csokkenést sem az éter-, sem a
handling stressz-kezelés esetében.

Vizsgaltuk a stressz kezelések altal indukalt szteroid koncentracid-valtozasokat a tojok
bélsdrmintdiban, a tojasszikben, valamint a juvenilis madarak vérplazmdjaban. Mindkét esetben
emelkedett fekalis B szint, P4 és androgén (T és DHEA) koncentracidé volt kimutathato.
Osszehasonlitottuk az F1 generacié két kontroll csoportjat is, itt a fekdlis alap B szintben nem
talaltunk kiilonbséget, viszont a T, DHEA és P4 szintek esetében magasabb bazalis értékeket
kaptunk. A handling stressz-kezelést kapo tojok utddainak ivarérése 6 héttel késdbb kovetkezett
be.

A 84 ora hosszat inkubalt tojasokban 1évé embridk genetikai ivarat meghataroztuk és ivar
szerint értékeltiik a tojasszikben kimutathatdé hormonkoncentracidkat. Megallapitottuk, hogy a
szikben is kortikoszteron emelkedés mutathatd ki: mind a néivarti-, mind a himivari embridkat
tartalmazd tojasokban. A vérplazmaban, illetve bélsarban mért magasabb gliikokortikoid
koncentraci6 Osszefliggésben allt a szikben talalhatd magasabb értékkel. A megnovekedett
gliikokortikoid koncentracié €s a tojas tomegének emelkedése kozott Osszefliggést mutattunk ki
(r=+0.60-+0.80). Tovabba azt, hogy az elhalt embriokat tartalmaz6 tojasokban a magas B
koncentraci6 mérhetd. Azaz a nagyobb tojasméret magasabb mértékii korai embrid elhalassal jar.



A stressz hatdsara a tojasszikben a T szint is megemelkedett. A magasabb androgén
szintnek szerepe lehet egyrészt az inkubdciés 1d0 csokkentésében, masrészt az utddok
intenzivebb testtomeg-gyarapodasaban.

A szik szteroid koncentracidkat Osszehasonlitottuk az F1 generacido két kontroll
csoportjaban is. A stresszelt tojoktol szarmazd utdédok tojasszik T szintjében szignifikdnsan
magasabb értéket talaltunk, tehat az embrionalis korban magasabb T koncentracionak kitett tojok
utodaiban is magasabb az alap T szint.

Osszehasonlitottuk az abszolt kontroll csoportokban (1. és K1) a két ivar tojasszik szteroid
koncentracioit. A T, a B és a P4 esetében egyes vizsgalatoknal talaltunk ivari kiilonbséget, mig
mas idopontokban nem, tehat a sem megerdsiteni, sem cafolni nem tudjuk az irodalomban is
egymassal ellentétes eredményeket A DHEA esetében azonban minden vizsgalatnal, s6t a stressz
csoportokndl is himivara embridt tartalmazé tojasszikben szignifikansabb magasabb értékeket
mértiink.

A szekunder ivarardny (kikelt utédok ivarmegoszlasa) vizsgalata soran minden esetben
stressz kezelések hatdsara n6tt a himivara utdédok széma (+8-+22%). Tovabba leirtuk, hogy a 84
orés inkubaciot kovetd tojasszik- illetve az embrid statuszat megallapitd vizsgdlatoknal az elhalt
embriok kozott nagyobb mértékben voltak a ndéivara embriok.

3.1. Uj tudomanyos eredmények

1. Igazoltuk, hogy a dietil-éteres extrakcid Triton-X-100 emulzifikacidoval kiegészitve a
leghatékonyabb extrakcidos mddszer mind az intakt tojasbol szarmazo, mind az inkubalt
tojasbol szarmazo6 szikanalizisek esetében, ezzel Uj tojasszik extrakcios eljarast
fejlesztettiink ki.

2. lIgazoltuk, hogy a keltetés 4. napjadig kovetkeztethetiink eredeti, maternalis allokacidra
tokés récében szik tesztoszteron ¢és Osztrogén tartalom vonatkozasidban. A szik
kortikoszteron esetében materndlis allokaciéra akdr az inkubacié 5.-6. napjaig is
kovetkeztethetiink.

3. Megallapitottuk, hogy a teljes takarmany-athaladas ideje szezontdl és ivartdl fiiggetlen,
mig a takarmany-chimus-bélsar retencid iddtartama ivar- és szezonfliggd. A chimus-bélsar
athaladasi sebessége ivar- és szezonfiiggd, ami a szexualis aktivitas idején minkét ivarban
megnovekszik.

4. Megallapitottuk, hogy az endogén tesztoszteron szint jelentdésen befolyasolja az ip.
beadott szteroid turnoverének alakuldsat tékés récében, amely mind a vérplazmaban 1évo,
mind pedig a bélsarban iiritett hormontartalom alakuldsdban kimutathato.

5. Megallapitottuk, hogy mind a handling-stressz, mind az éter inhal4cids stressz tobb
ismétlésben és kiilonb6z6 kombinaciokban is a bélsarbol kimutathaté kortikoszteron-,
tesztoszteron- €s progeszteron-ekvivalens emelkedést indukalt.

6. Megallapitottuk, hogy a stressz hatasara megndvekedett szik kortikoszteron koncentracio
tojasméret novekedéssel, emelkedett embrié elhalassal, s igy alacsonyabb kelési sikerrel
jart. Ezaltal igazolast nyert, hogy a korai embridelhalasok mogott nemesak genetikai



anomalidk allhatnak, hanem befolyasold hatasu lehet a tojdémadar altal allokalt hormonalis
milid is.

Bizonyitottuk a stressz kezelések hosszutavl hatasat, mivel a felndtt utdd generacidban is
kimutathat6 hatasa volt a fekalis T, DHEA koncentracid-alapérték megemelkedésében, az

ivarérés eltolédasaban és az utdodok reprodukceios kapacitasanak csokkenésében.

Els6ként irtuk le, hogy a DHEA koncentracigja mind a kontroll mind a stresszelt
madarak esetében magasabb a him embridt tartalmazo tojasszikben.

Megallapitottuk, hogy a stressz kezelések hatdsara a szekunder ivararanyban kismértéki
eltol6das mutatkozik a himivar javéra.
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1. Kovetkeztetések
4.1.1. Metodikai fejlesztés a tojasszik szteroid analizisében

Modszeriinket szamos baromfi- és vadmadar fajon sikeresen teszteltiik. Domesztikalt fajok koziil
a stressz hatdsara megvaltozott szteroid allokaciot taldltunk gyongytyuk- (T, B, E2, DHEA):
Biczé et al., 2004, hazityuk- (B): Szdke et al., 2005, 2006, és hazilud (B) tojasokban (nem
publikalt adatok) esetében. Vadmadarfajokon is eredményes analiziseket végeztiink: Orvos
légykapo (T): Michl et al., 2002, 2004, kakukk: Toérok et al. (T), 2004. Sikeres T és B
analiziseket végeztiink dankasirdly-, tuzok- ¢és vandorsdlyom tojasokon (nem publikalt
eredmények).

4.1.2. Tojas biopszia vizsgalatok

Az 6sztrogén értékeket tekintve az elsd 4 napban kissé fluktudlo de jelentds kiilonbséget nem
mutato értékeket kaptunk. Ez a megfigyelésiink megegyezik EIf et al., 2002-es adataival, akik
csirkeembriokat vizsgaltak Tesztoszteron esetében az inkubacid elsdé napjan egy 12 % csokkenést
tapasztaltunk és ez a megfigyelésiink is megegyezett EIf és munkatarsai, 2002-es adataival. Ok is
szignifikans csokkenést detektaltak csirke embridknal az els6 napon, ez az érték az 6
vizsgélataikban a 3. napig nem valtozott. Mindkét szexszteroid tekintetében az 5. napon erdteljes
emelkedést detektaltunk, ennek egyik lehetséges magyarazata, hogy ekkor jelentkezik el0szor a
gonad szteroid termelése, amely kimutathaté mar a szikbdl is. Az inkubdcid 6. napjat kovetd
nagymértékii szexualszteroid csokkenés mogott az embrid fokozott szteroid felhasznaldsa és/vagy
az albumin frakcidba torténd diffazio is allhat.

A kortikoszteron esetében egy lassu, egyenletes fogyast tapasztaltunk a 8. inkubécids napig, a
kiindulasi érték mintegy 10 %-at hasznalta fel az in ovo fejlddé embrid. A 3,5 napos inkubécio
esetében 4,3 %-0s csokkenést rogzitettiink. Hasonloképp az Urosaurus ornatus gyikfajban
talaltakhoz képest (Jennings et al., 2004).

Osszességében megallapithatd, hogy az altalunk alkalmazott 84 6ras inkubacié alkalmasnak
tlinik a maternalis befektetés meghatdrozésara.

4.1.3. Bélsar szteroid vizsgalatok

A fekalis szteroid analizis értelmezésének egyik alapvetd kérdése a chimus-bélsar athaladasi
sebességének ismerete. Vizsgalataink alatt mar a retencids id6 (total passage time) mérése soran
is jelentds ivari és szezondlis kiillonbségeket észleltiink. A retencids 1d6 fizioldgias szempontbol
kifejezobb, mint a megjelenés idépontjanak vizsgalata (Denbov, 2001).

Az athaladas sebességének csokkenése, ivartol fliggetleniil a reproduktiv allapotnak tudhat6
be. Nagyobb egyedi kiillonbségeket észleltiink a gacséroknal, amely azt bizonyithatja, hogy a
folyamatos udvarlas és a gyakori parzas mellett az allatok nem forditanak annyi id6t
taplalkozasra, mint 3sszel. Osszel a madaraknal is van télre valo felkésziilés, amely elsdsorban a
szubkutdn lipid depo kialakulasaban jelentkezik. Az els6é minta megjelenésének idejében
jelentkezd ivari és egyedi kiilonbségek ellenére a teljes kitiriilés id6tartama (els6 mar tiszta,
festéket nem tartalmazé faeces) nem mutatott jelentds kiillonbséget az egyedek kozott.
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Az i.p. T alkalmazéasaval elkeriiltiik az i.v. injekcid folyadék-volumen héztartast erésebben
terheld hatasat.

Tavasszal gacsérokban az injekcid utan 1 6ra mulva még valtozatlan T szintet mértiink, majd
ezt kovetden erdteljes csokkenést mutat, két 6ra mulva pedig minimum értékek alakultak ki.
Ennek hatterében valdsziniileg a T koncentracid tovabbi extrém novekedését megakadalyozo
negativ feed-back mechanizmus all (Péczely 1987).

Az atlagtdl eltérd tojé plazma szteroid kinetikdja a gacsérok gorbéjének lefutdsaval azonos
képet adott, amely bebizonyitotta szamunkra, hogy a gacséroknal tavasszal tapasztalt feed-back
hatds nem az ivari kiilonbségek miatt kovetkezik be, hanem a rendkiviil magas T-koncentracio
hatdsara. A fenti eredmények igazoltdk, hogy az endogén T-szint jelentdsen befolyasolja a
beadott szteroid turnoverének alakuldsat, amely mind a vérplazmaban levé, mind pedig a
bélsarban iiritett hormontartalom alakuldsaban kimutathat6.

Az i.p. alkalmazott T terhelés és a bélsarral torténd fokozott szteroid iirités idébeli kapcsolata
a plazmaszint ¢és a fekalis koncentracid osszefiiggését, a T turnover aktudlis allapotat jelzi.

Vizsgalataink igazoljak azt a feltevésiinket, hogy a chimus-bélsar athaladasi sebessége ivar-
¢s szezonfliggd a tokés récében, a szexualis aktivitds idején minkét ivarban megnodvekszik.
Megallapitottuk tovabba azt is, hogy az exogén, nagy mennyiségli szteroid bevitel
alkalmazhatdsaga a turnover vizsgélatara alapvetden attol fiigg, hogy a kisérleti allat (ivar- és
szezonfiiggden) alacsony vagy magas endogén koncentracioval rendelkezik.

4.1.4. Maternalis stressz vizsgalatok

Két stresszort vizsgaltunk elsdként a handling-, majd éter stresszt értékeltiik. Mindkét
stresszornal, a kezeléseket kdvetden egy rovid idejli tojastermelés visszaesés volt megfigyelheto,
ami Osszhangban van Péczely és Pethes (1978) japan fiirjon végzett megfigyeléseivel. A
tojastermelés depresszidja mellett az atlagos tojastomeg novekedése volt tapasztalhato. A
tojasszam csOkkenését és tomegének novekedését figyeltiik meg a gyongytytk esetében (Biczo et
al., 2003), illetve hazityuknal is (Szdéke et al., 2006). Emellett az allattenyésztési gyakorlatbdl is
ismert, hogy a felnevelés alatti tartastechnoldgiai anomalidk —mint stresszorok- til nagy méretli
tojasok termelését is indukalhatjak (Technical Bulletin-Hendrix Poultry Breeders, 2004). A
tojasméret novekedés fiziologiai hattere még nem tisztdzott, egyes vélemények szerint
seregélyeknél (Meijer, 1992) a magasabb B és P4 hatdsara megnd az ovulacio cirkadialis ritmusa
(pl. 25h versus 23h), igy a tojas mérete is megnd. Hosszabb id6 jut az Un. gyors szikbeépiilésre, s
ennek kovetkeztében n6 a szik mérete (Etches, 1996).

A stresszelt csoportok kelési szdzaléka atlagban mintegy 20%-kal elmaradt a kontrollokhoz
képest és ez a kiilonbség jorészt a két-haromszorosara emelkedett korai embri6d elhalasbol
adodott. Gyongytyukon végzett vizsgalatainkkor a kelés atlagosan 15 szadzalékkal csokkent, s
ennél a fajnal is korai embri6 elhalds mértéke duplazodott meg. A kezelt csoport utddai pedig
mintegy 24 oraval elébb keltek, mint a kontroll csibék (Biczo et al., 2004). A megemelkedett
korai embri6 elhaldsi megfigyelésiinket tdmasztja ala Janczak et al. (2006) eredménye is, mely
szerint a kortikoszteron injektalt tojasokban fejlddd tytikembriok mortalitisa az inkubacid elsé
hetében volt a legmagasabb, 15-20 %-kal kaptak magasabb értéket, mint csak szezamolajjal
kezelt kontroll tojasok esetében. Hasonlo értéket tapasztaltunk, szintén hdzitytkban, ahol a
tojasszikben stressz hatdsara megemelkedett kortikoszteron koncentracio, 15-23%-0s embrio
mortalitast okozott az inkubacio elsd 6t napjaban (Szdke et al., 2006).
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A kezelt csoportokban a fiokak tomeges kelése félnappal korabbra tolddott. Ennek hatterében
a stressz hatasara megnovekedett androgén koncentracié allhat. Dankasirdlyon végzett kutatasok
ugyancsak ezt igazoltdk, a T injektalt tojasok hamarabb keltek, azaz csokkent az inkubacios
periddusuk, igy mérsékelve a kelési aszinkronia jelenségét (Eising és Groothuis, 2002).

A tojoknal stressz hatdsara minden esetben emelkedett fekalis B szint a jellemzd, ezzel
parhuzamosan a P4 és az esetek tobbségében az androgének (T és DHEA) is megnovekedett
értekeket mutatnak. Korabbi ismereteink alapjan egyrészt tudjuk, hogy a P4 a B prekurzora, és
stressz hatasara a mellékvese nagy mennyiségli P4-t is bocsat a véraramba (Péczely €s Pethes
1978). Masrészt a megndvekedett fekalis P4 koncentracid hatterében gonadidlis eredet is allhat,
hiszen 6sszefiiggés lehet az ovariumban fejlodo kdvetkezo F1 tiiszo nemzedékkel is (Forgo et al.,
1988b). A megndvekedett androgén koncentracionak egyrészt stressz-védo szerepe lehet, mellyel
ellensulyozza a magas gliikokortikoid szint mind a szervezetre, mind pedig az embriogenezisre
gyakorolt kdros hatésait. A tojasszikbe depondlt magasabb androgén szinttel védi a tojo az in ovo
fejlodo utddokat. A B és T szinergizmusat talaltak tarka vércsében is, ahol T injektalt tojasokbol
kikelt fiokak plazma B szintje magasabb volt, mint kontroll tarsaiké (Sockman és Schwabl,
2001). A DHEA szint egyidejii emelkedésének magyarazata lehet, hogy mint prekurzor konnyen
konvertalodhat tesztoszteronna (Ferree et al., 2004). A tojasba allokalt magas DHEA tartalom,
alternativ modja lehet a T deponalasnak: DHEA (3f- hidroxiszteroid-dehidrogenaz (HSD) enzim)
—A4 (17B-HSD enzim) —T (Hau et al., 2004). Az stressz hatdsdra E2 szint erdteljes
koncentraci6d csokkenését mértiik, ezzel parhuzamosan tojastermelés kismértékli redukcidja volt
megfigyelhetd. Kordbbi megfigyelések alapjdn a szexudlisan aktiv fiirjtojokon, a
kortikoszteronkezelést kovetden, a petefészek tomege kismértékben csokkent (a sarga
follikulusok szédma csokkent). Ebbdl kovetkezéen a tojastermelés kismértékli redukcidja
jellemzé. A plazma szexudlszteroid szintjében jelents valtozasok kovetkeztek be: nétt a
progeszteron és er0sen csokken a 17-B-0sztradiol és az 6sztron koncentracidja (Péczely és Pethes,
1978).

Osszehasonlitottuk az F1 generacié két kontroll csoportjanak (K1 és H2) ivarérett egyedei
fekalis szteroid eredményeit: az alap B szint megegyezett, viszont a T, DHEA ¢és P4 szintek
esetében magasabb bazalis értékeket kaptunk, hasonléan az anyamadarat ért stresszhatasokhoz.
Ezen értékek emelkedése-az abszolut kontrollhoz képest- embriondlis 6rokség lehet, amely adult
korban is hatdssal van az egyedre, s6t a kovetkezd F2 generaciodra is. A kiilonb6zé mesterségesen
emelt androgén koncentraciok vizsgalataiban az utédokat csak néhany hétig kovették nyomon
(Lipar, 2001; Eising ¢és Groothuis, 2002; Gil et al., 2003). Azok reprodukcids képességére, illetve
az F2 nemzedékre vonatkozé adatokat eddig még nem kozoltek. A felnevelés soran az Fl
generacio ivarérésében pedig jelentds kiilonbséget talaltunk: a handling stresszkezelést kapott
tojok utddainak ivarérése 6 héttel késébb kovetkezett be.

Megallapitottuk, hogy a szikben is szinte mindenhol kortikoszteron emelkedés mutathato ki:
mind a ndivaru-, mind a himivar embriokat tartalmazo tojdsokban. Ez az eredményiink jol
korreldl Hayward és Wingfield, 2004-es adataival, mely szerint a tojokba sylastic kapszulaba,
szubkutan implantalt kortikoszteronbol a megemelkedett kortikoszteron koncentracié atjutott a
tojasszikbe. Tehat a vérplazméaban/bélsarban mért magasabb gliikokortikoid koncentracio
Osszefiiggésben all a szikben talalhat6 magasabb értékkel.

A megnovekedett gliikokortikoid koncentracio és a tojas tomegének emelkedése kozott
kozepes illetve szoros 0sszefiiggést talaltunk. Meglepd €s 1) eredményt kaptunk, mely szerint az
elhalt embriokat tartalmazo6 tojasokban a magas B koncentracid, kezeléstdl fiiggetleniil a tojas
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tomegének novekedésével parosult. Azonos eredményt kaptunk hazi tyuk esetében is, a
természetes parzasu kontroll csoportban az extrém magas B koncentracié ugyancsak embrio
elhalassal jart (Szoke et al., 2006).

A stressz hatdsara megemelkedett tesztoszteron szintnek is szabalyozd szerepe lehet.
Egyrészt az inkubacios 1d6 csokkentésében, masrészt a stresszelt tojoktdl szarmazd utddok
intenzivebb testtdmeg gyarapodasaban, hiszen a kezdeti elmaraddsukat gyorsan kompenzaltak.
Ezen megfigyeléseink egybevagnak Gil et al. 2003-as fiisti fecskéken kapott eredményeivel,
miszerint a szikbe depondlt koncentracid pozitivan korreldlt a fiokdk novekedési erélyével, de
keléskor nem volt kiilonbség a kelési testtdmeg és méret vonatkozasdban sem.

A tojasszik szteroid koncentracidkat is Osszehasonlitottuk az F1 generacid két kontroll
csoportjaban (K1, H2), a stresszelt tojoktdl szarmazé madarak tojasszik T szintjében
szignifikansan magasabb értéket talaltunk, tehdt az embriondlis korban magasabb T
koncentracionak kitett tojok, magasabb alap T szinttel birnak. Ezt igazolja mind a bélsarban-,
mind a szikben detektalhatdo magasabb T érték is.

Emellett vizsgaltuk a szekunder ivarardnyt is. Megallapitottuk, hogy a stressz kezelések
hatasara nétt a himivart utodok szdma. A 84 o6ras inkubéciot kovetd embriod vizsgalatoknal az
elhalt embriok kozott nagyobb mértékben voltak a ndivari embridk — tehat ezek alapjan
feltételezhetjiik, hogy a ki nem kelt fiokdk kozt is a ndivar lehetetett tulstilyban. Vagyis
hipotézisiink szerint a primer ivareloszlas azonosan alakult, csak szekunder ivarardny mutat a
himivar iranyéaba kismértékii eltolodast.

Egyrészt a megemelkedett kortikoszteron koncentracid mellett a megvaltozott T koncentracid
okozhatja a ndivari embriok elhaldsat. A megndvekedett androgén tartalomnak mintegy un.
stressz-védd szerepe lehet, azonban a ndivari embrié fejlédésének a magas androgén
koncentraci6 hormonalis kozeg nem kedvez. Ezt a feltételezésiinket tdmasztja ald, hogy a
pavatojoknal a plazma emelkedett T szintjével parhuzamosan emelkedett a himivara embridk
aranya (Pike és Petrie, 2005). Zebrapintyeknél kozvetleniil a tojasrakasi periddust megelézdéen az
Osztrogénnel injektalt tojok szignifikansan tobb ndivara fiokat produkaltak (Williams, 1999, von
Engelhardt et al., 2004). Ez a megallapitas csak a szekunder ivarmegoszlast tekintve igaz, mert a
himivari embriok mortalitdsa joval nagyobb volt az inkubacio alatt (von Engelhardt et al., 2004).

Azonban a hazi pirdk (Carpodacus mexicanus) esetében talaltak, hogy a Z ivari
kromoszémat tartalmazo6 pre-ovulacios oocyta (ezekbdl lesznek a himivaru utdédok) gyorsabban
fejlodnek és igy a fészekalj elsd tojasai lesznek a himivara utdodok, mig a ndivari embridkat
tartalmazo tojasok adjak az un. ,,fészekalja” tojasokat. Az elsd tojasoknak a kelési sikere nagyobb
¢s igy a szekunder ivararanyt tekintve himivar keriil talsulyba (Badyaev et al., 2005). Masik adat
szerint a néivartl embrid lassabban fejlédik a korai embriogenezis soran (Gilbert et al., 2007).

A fentiek alapjan, egy masik lehetséges magyarazata lehet a ndivar nagyobb aranyu
elpusztuldsanak, hogy az embriogenezis korai szakaszaban lassabb iitemii fejlddés miatt a magas
koncentracioban 1év0 kortikoszteron koncentracido tovabb lassitja a korai fejlédést és ennek
kovetkeztében nagyobb mértékii az elhalas.
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4.2. Javaslatok

Az altalunk tovabbfejlesztett extrakcids moddszer Triton-X-100 elokezeléssel
javasolhatdo madarfajtol fiiggetleniil, mind az un. ,,embriés”, keltetett, mind az intakt
tojasok esetén. A radioimmunoassay eldtt célszerti egy eldzetes proba alapjan,
meghatarozni a kiinduldsi mennyiséget, hiszen a tojasszik méretétél fiiggden
valtozhat a szteroid koncentracio is.

A szik szexual-szteroidok vizsgalata esetén a 84 oras (3,5 napos) inkubéciot meg nem
halad6 szik-mintavétel javasolhato a 28 napos inkubéciés nappal rendelkezd
madarfajok esetén. Ezzel szemben a kortikoszteron esetében, akar 120-144. 6ras (5-6
napos) inkubacid utan is megfeleld eredményt kaphaté a 28 napos inkubécios
periodussal rendelkez6 fajoknal.

A fekalis szteroid analizis adekvat moddszernek tlinik madarak (baromfi fajok)
endokrin statuszanak vizsgalatara is. Nagy elonye a minta non-invaziv gyujtése, a
minta kdnnyt tarolasa és a j6 ismételhetdség. Azonban e mddszer alkalmazasa esetén
elézetes chimus-bélsar athaladasi vizsgéalatokra van sziikség, hogy realisan tudjuk
értelmezi az eredményeinket. A defekacios frekvencia ismeretében a szabadon mozgd
madaron vizsgalhaté a szteroid turnover és az egyes szteroid hormonok kozti
funkcionalis interrelacid is.

Fenti vizsgélataink aldtdmasztjdk a maternalis szteroid allokéacid fontossagat, valamint
felhivhatjak a baromfitarték figyelmét is arra, hogy a termelés alatt kiilondsképpen
keriilni kell a zavard beavatkozdsokat. Hiszen, ha csekély visszaesést tapasztalunk a
tojastermelésben, akkor a korai embrid elhalds szignifikans megemelkedése az egy
tojora esO napos allat kihozatalt csokkenti, igy ez érzékenyen érintheti a termelés
gazdasagossagat is.
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