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1. Bevezetés és célkitiizések

Napjainkban az éllatkisérletekkel szemben egyre nagyobb a tarsadalom elditélete annak
ellenére, hogy az éllatkisérletek soran nagy figyelmet forditanak az allatjoléti szempontokra.
Az aktivistdk szeretnék elérni, hogy csokkentsék vagy tiltsak be az allatok haszndlatat a
kiilonboz6 kutatasokban. Nem szabad azonban elfelejteni, hogy a tudomanyos kisérletek nem
0nos, hanem komoly tarsadalmi célt szolgalnak. Az orvostudomanyhoz kéthetd kisérletekben
a cél, hogy a kiilonb6z6 betegségekre, sokszor élethosszig tartd egészségiigyi problémakra
talaljanak orvossagot. Az érvek kozott sokszor eldkeriil, hogy az allatokon kiprobalt
hatoanyagok ¢és gydgymoddok nagy szazalékban nem feltétleniil lesznek sikeresek human
tesztelésben, de a kis sikerességi arany is képes hosszutavi és életmentd elényoket teremteni a
human betegek szamara (Jones, 2023). Az allatkisérletek nem csak az orvostudomanyt, hanem
az ¢lelmiszertermelést is eldreviszik, ezek nélkiil jéval kevesebben tudnank arrél, hogy hogyan
javithato a gazdasagi allatok termelése és a takarmanyozas hatékonysaga, és biztosan rosszabb

lenne az élelmiszerbiztonsag is.

Mindazok a kutatasok, amik a stressz élettani hatasait vizsgaljak, hozzéajarulnak ahhoz,
hogy megismerjiik és megértsiik azokat a folyamatokat, amik kisérleti koriilmények kozott,
illetve a gyakorlatban is befolyasoljak az allatok anyagcserefolyamatait, teljesitményét. A
dolgozatban bemutatott vizsgalatunkban arra kerestiik a valaszt, hogy egy rovid ideig tartd
stressz miképpen befolyasolja az energiaforgalom egyik alapveté folyamatat. Célunk annak
értékelése volt, hogy egységes stressz indukcid esetén milyen mértékben valtozik a felvett
szénhidratok oxidacidja €s a stressz hatassal van-e a szénhidrat lebontasanak dinamikajara. Azt
1s monitorozni kivantuk, hogy a nem invaziv, vagy csak kismértékli kényelmetlenséget okozo
mintavételek kivalthatjdk-e az invaziv mintavételt a sertésekkel végzett szénhidrat-oxidacios

vizsgalatokban.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1.  Allatkisérletek etikai megfontolasai (3R szabaly)

Az Eurépai Unioban az allatkisérletek allatjoléti, etikai okokbdl adodoan csak
kontrollalt korilmények kozott valosulhatnak meg. Az egyik alapvetd elvaras, hogy az
allatkisérleteket mindig az igynevezett 3R szaballyal 6sszhangban kell megtervezni. A 3R elvét
(reduction, refinement, replacement) Bill Russel és Rex Burch dolgozta ki 1959-ben (Principles
of Humane Experimental Technique, 1959), melyet a magyar szakirodalomban 3Cs elvként
forditanak: csillapit, csokkent, cserél. A 3R elv célja az allatok védelme és az allatkisérletek
etikus lefolytatasa. A ,,reduction” (csokkentés) a kisérlet soran felhasznalt allatok 1étszaméanak
a csOkkentését jelenti, hogy csak annyi allatot hasznaljunk amennyi a megbizhato statisztikai
értékeléshez sziikséges. A minimalis 1étszam meghatarozasara tobb matematikai-statisztikai
modszer is rendelkezésre all, az allattudoméanyban a ,,Power Analysis” mddszert hasznaljuk,
mely megadja, hogy a megbizhat6 statisztikai elemzéshez hany ismétlés, azaz hany egyed vagy
minta szlikséges (Palarea-Albaladejo és McKendrick, 2020). A képlet szerint a sziikséges
ismétlésszam attdl fiigg, hogy milyen a csoportokon beliil varhatd szoras és milyen mértéki
kiilonbséget tartunk szakmailag elfogadhatonak. A ,refinement” (csillapitas) az éllat tartasi
koriilményeinek és a kisérlet soran alkalmazott modszereknek a megvalasztasat jelenti, melyek
a legkevésbé okoznak fajdalmat vagy stresszt. A ,replacement” (csere) olyan, éloallat
hasznalatat nem igényld kisérleti folyamatok alkalmazasat jelenti, melyek tudoméanyosan
elfogadottak, példaul in vitro modszerek, mechanisztikus modellek (Cséko, 2017; Sneddon és

mtsai., 2017).

2.2.  Allatkisérletek szabalyozisa Magyarorszigon

A kisérleti allatok hasznalatat egy egységes iranyelvben hatdrozza meg az Eurdpai Unid
(86/609/EGK), azonban az allatkisérletek szabalyozéasa tagallamonként eltérd lehet. Hazai
vonatkozasban az allatvédelmi szabalyozast 1998. évi XXVIII. toérvény és ennek 2017-ben
megjelent modositasa tartalmazza. E torvény szerint allatkisérletnek mindsiil minden olyan
folyamat, amiben az allatnak egy tliszarasnal nagyobb fajdalommal egyenértékii karosodast,
szenvedést okoznak, még akkor is, ha valamilyen érzéstelenitést hasznalnak az allaton. A hazai
allatvédelmi torvény szerint allatkisérlet elvégzéséhez eldszor egy szigort engedélyezési
folyamaton kell atesni. A kérvénynek tartalmaznia kell minden a kisérlettel kapcsolatos
informéciot, mint példaul az egyedek 1étszamat, a tartds modjat, a kisérlet részletes leirdsat, az

allatok fajdalmanak csokkentésére hasznalt mdodszereket, valamint azt is, hogy a 3R elvet a



kisérlet milyen formaban és mértékben teljesiti. Ezt a kérelmet az Allatkisérleti Tudomanyos
Etikai Tanacs (ATET) biralja el, majd az Allatvédelmi Hatésag, a NEBIH illetékes foosztalya
adja ki az engedélyt az kisérlet elvégzésre. Ezen szabalyozdsi modnak és engedélyezési

folyamatnak kdszonhetden csokkent az elmult években az allatkisérletek szama (Csako, 2017).

2.3.  Stressz jelentosége az allatkisérletek soran
2.3.1. Mi a stressz?

A stressz leggyakoribb definicioja, az az allapot, amikor az allat képtelen megbirkdzni
az Ot ért belsd vagy kiils6 hatasokkal. A stressz tulajdonképpen egy bioldgiai reflex reakcionak
tekinthetd. Ennek soran megvaltozik az allat viselkedése, gyakran kiils6 megjelenése is,
kedvezdtlen folyamatok indulnak el az anyagcserében, ami a belsd, szabalyozo rendszerek
egyensulyanak valtozasat, megbomldsat mutatja. A stressz a szervezetet ért kiils6 hatasok, azaz
a stresszor(ok) kovetkezménye. A szervezetet ért karos ingerekre - azok hosszatol és
nagysagatol fliggden - a szervezet kétféle modon reagal. A Cannon-féle vészreakcioval vagy a
Selye Janos (1965) altal meghatarozott altalanos adaptacids szindromaval. Mindkettének az
adrenalin termelésének a novekedése adja a kulcsszerepet, aminek tovabbi hatdsai vannak,
nevezetesen felkésziil a szervezet a gyors reagalasra, a menekiilésre. Emellett megemelkedik a
vérnyomas, megndvekszik a 1égzésszam és a vér gliikoz tartalma (Abraham és mtsai., 2003). A
hosszabb ideig fennmaradd, vagy sokszor ismétlddd stresszhatisra a szervezet az altalanos
adaptacioés szindromaval reagal. Ennek oka, hogy ha sokdig maradna fent az adrenalin altal
fokozott allapot, nagyon hamar kimertilne az allat. Ez utobbi folyamatnak harom szakasza van.
Az alarm-reakci6 szakasz, melyre a folyamatosan emelkedd adrenokortikotrop hormon
(ACTH) szint ¢és a gliikokortikoidok szintjének az emelkedése a jellemzd. A masodik az
ellendllas szakasza, ahol a kortizol és az ACTH szintje tartosan magas, azonban, ha van
lehetdség alkalmazkodasra akkor kialakulhat a megfeleld ellenallés, ilyenkor a normalis szint
fole emelkedik az ellenalloképesség €s az alarm reakcio tiinetei latszolag eltlinnek. A harmadik
a kimeriilési szakasz. Ebben a szakaszban, ha a szervezet til sokaig all ugyanazon stresszor
hatdsa alatt, amihez mar alkalmazkodott, akkor kimeriilhet az energia szintje és Ujra, ezuttal

tartosan megjelennek az alarm reakcid jelei, aminek elhullas lehet a kdvetkezménye.

Az adrenokortikotrop hormon (késébbiekben ACTH) egy 39 aminosavbol all6 hormon
(1. dbra) melynek elsddleges funkcidja a glitkokortikoidok (példaul: kortizol) termelésének

serkentése.



Az ACTH hormon kivélasztasa, termelése az agyalapi mirigy eliilsé lebenyében torténik
stresszhatasara. A hormon szekrécidja a mellékvesékben beinditja a kortizol kivalasztédasat,
adrenalint, noradrenalint és egyéb androgének termelését, felszabaditasat. Ezek szintje
ugyancsak visszahat az ACTH termelddésére, a magas kortizol csokkenti az ACTH tovabbi
felszabadulasat. A szabéalyozasban részt vesznek a hipotalamusz, az agyalapi mirigy ¢és a
mellékvese is, igy ezt hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengelynek (HPA) hivjak. A
visszacsatolasi rendszer tobb 1€pésbdl all. Elészor az alacsony kortizol szint miatt a
hipotalamusz kortikotropin-felszabadit6 (késébbiekben: CRH) hormonokat szabadit fel,
melyek serkentik az agyalapi mirigy ACTH kivalasztodasat. A megjelent ACTH hormonok
stimulaljak a mellékveséket, hogy kortizolt és androgéneket szabaditsanak fel. A kortizolszint
emelkedés jelez a hipotalamusznak, hogy csokkenjen a CRH termelés, és ezzel bezarul a
visszacsatolasi folyamat. A HPA tengely résztvevoéit ért barmely probléma hatéssal lehet a
hormon egyensulyra, koztiik az ACTH-ra is.

1. abra: Az adrenokortikotrop hormon szerkezete
(Forras: Wikipédia)
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A kortizol (2. abra) a szervezet egy szteroid hormonja, mely koleszterinbdl
szintetizalodik. A koztudatban stresszhormonként ismert, de szamos mas hatasa is van. A
tengely szabalyozza. Ha nem megfelelc’i a szabélyozésa, a talzott kortizol szint kovetkeztében
olyan betegségek alakulhatnak ki, mint példaul Cushing-szindréma, ami az allatoknal
elsdsorban a lovakban és a kutydkban gyakori, vagy ugynevezett agykérgi elégtelenség

(Addison-kor) jelenthet meg. Hosszantart6 magas kortizol szint az immunrendszer



gyengiiléséhez, alvaszavarokhoz, mentalis problémakhoz vezethet. A Kkortizol funkcioja
elsésorban a stresszvalasz, megndveli az energia szintet, segit az alkalmazkodasban és a tulélés
érdekében a nem Iétfontossdgi folyamatokat elnyomja, emellett a gliikoneogenezis

serkentésével megnoveli a vércukorszintet.

2. abra: A kortizol szerkezete
(Forras: Wikipédia)
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2.3.2. A stressz csoportositasa
A stresszhatasokat sokféle képpen csoportosithatjuk, lehet az idétartama alapjan (akut
vagy kronikus), illetve lehet a kivaltd okai alapjan (példaul: immunolédgiai, kdrnyezeti,

szocialis, szallitasi stressz; Martinez- Mir6 és mtsai., 2016).

Immunoloégiai stressz keletkezése az allatokban valamilyen fertézésnek (bakterialis,
virusos, endokrin) koszonhetd, mely a betegség alatt vagy a betegség, vakcinazas utan jelenik
meg. Ezek mellett minden olyan stresszhatds, amely az immunrendszert befolyasolja (példaul
héstressz) ide sorolhatd. Immunologiai stressz soran megndvekszik a vér leukocita szdma és
aranya, melyet lehet egy elsé védvonalnak is tekinteni a kivalto fertdzés vagy sériilés ellen.
Valtozast lehet érzékelni az allat viselkedésében és anyagcseréjében, aktiv immunrendszer
esetén étvagytalansag, letargia lesz megfigyelhetd, valamint metabolikus valtozasok is
megjelennek (Song és mtsai., 2014). Abban az esetben, ha a stressz idétartama hosszabb, az
allat teljesitménye csokken, mivel a védekezé mechanizmusok eldnyt élveznek a szervezetben
¢s ezek nagyobb taplaldanyag igénye ¢és a gyakran csokkent étvagy mellett a felépitd
folyamatokra sokkal kevesebb taplaléanyag jut. Stresszhatas alatt csokkenni fog a novekedési
hormon szintje is, azaz nem csak a taplaloanyag ellatas, de az endokrin rendszer is korlatozza
a genetikai teljesitd képességet. A metabolikus stressz leggyakrabban takarmany és/vagy viz
korlatozasabol, megvonasabol, helytelen takarmanyozasbol ered (Toscano és mtsai., 2007). Az
elégtelen takarmanyfelvétel negativ hatdsai nagy mértékben fiiggenek az éhezési iddszak

hosszatol. Ehezéskor a vér gliikoz szintje csokken, ilyenkor a szervezet igynevezett alternativ



energiahordozokat, mint pl. a ketonanyagokat vagy a fehérjéket hasznal fel az ATP

szintéziséhez.

A zart korilmények kozott tartott sertések esetében érdemes figyelmet forditani a
kornyezeti stresszre €s az abbol ad6do problémakra (Pearce és mtsai., 2013). A hdmérséklet, a
paratartalom, a por-, fény- és gazkoncentracio, a levegd ammonia szintje és a kornyezet
hangintenzitdsa a leggyakoribb kivaltd okok, melyekhez az allat alkalmazkodni tud megadott
1d6 utan. A terem hémérsékletének a sertés kordnak megfeleld tartoméanyban kell lennie,
azonban ez olyan helyeken, ahol hosszabb extrém meleg id6szakok vannak, nehezebb
biztositani. Az allatok kdrnyezetében megtalalhatd gépek, ajtocsapodas, ventillatorok zajabol
fakado erds hangintenzitas (mechanikai zaj) stressz okozhat az allatoknak, ami pulzusszam
novekedéshez vezethet (Zithidk és mtsai., 2011; Mihina és mtsai., 2012). Hosszantartd vagy
intenziv zaj esetén megemelkedik a kortizol és az ACTH koncentracidja, kozben aktivabba,
idegesebbé is valhatnak az allatok (Broucek, 2014). A levegé magas ammonia szintje is
stresszorként jelentkezik (Banhazi és mitsai., 2008), de hosszu tavon 1égzdészervi irritacio is
kialakulhat, ami karos hatassal van az allat termelési paramétereire (Kim és mtsai., 2008). Az
optimalis fényintenzitasrol sertés esetében kevés informacié all rendelkezésiinkre. Az
embereknél az alacsony fényerd szintnek negativ hatdsa van, emiatt feltételezhetd, hogy

sertésekben is valosziniileg érdemes lenne a megfeleld fényintenzitast meghatarozni (O’Connor

¢és mtsai., 2010).

Szocialis stressz a sertés tartasban jellemzden olyankor fordul eld, mikor az allatok a
termelési ciklusuk kiillonbozé fazisaiban (példaul: valasztaskor, vemhesités eldtt) Uj
csoportokba keriilnek (Pitts és mtsai., 2000; Coutellier és mtsai., 2007). llyenkor elindul egy
dominancia harc, aminek célja a hierarchia kialakitasa, mely stressz forrasként hat. A megjelend
stressz, ha csak az atcsoportositas pillanatdban hat, akkor akut (rovid ideig tart), ha a
dominancia kialakitasi folyamat utdn az allat elszigetelt, alarendelt, vagy tobbszori
atcsoportositasra keriil sor, akkor lehet kronikus stresszhelyzet is (Coutellier és mtsai., 2007).
A stressz mértékére hatassal van az 0j csoport mérete és helye. Nagyobb csoportokban
alacsonyabb a stressz mértéke a kisebb 1étszamu csoportokhoz képest (Nielsen és mtsai., 1995,
Turner és mtsai., 2001). Emellett az allatok koratdl, ivaratol, genotipusatol is nagy mértékben
fligg az allatok stressztiird képessége. Az egy egyedre jutd teriilet csokkenése a mozgastér
csokkenéséhez, esetleges étvagytalansaghoz vezethet, ami idOvel viszont az alultaplaltsag és
¢hség miatt agressziv viselkedést valthat ki (Weng és mtsai.,, 1998). Ennek az agressziv

viselkedésnek a mérteke a himeknél gyakoribb és egyedenként valtozdo mértékii lehet. A
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szocidlis stressz hatassal lehet az allatok egészségére is, csokkenti a szervezet ellenalld
képességét. Malacok Ujracsoportositdsa sordn Bacou €s mtsai. (2017) vizsgalatdban csokkent
egyes interleukonok (IL-8 és TNFa) szekrécidja és a mononuklearis sejt fagocitdzis kapacitasa

is.

2.3.3. Stressz energia forgalomra gyakorolt hatasa

Az allatok ¢letfolyamatainak miikddéséhez energia sziikséges, amit az elfogyasztott
taplalékbol vesz fel. Az energia elsddleges forrasai a szénhidratok, a zsirok és a fehérjék. A
szénhidratok, mint a keményité és a cukrok, jol emészthetdk, 6sszes felvett energia legnagyobb
részét ezek biztositjdk. A zsirok nagy energiasiiriséggel rendelkeznek, de takarmany
zsirtartalma novendék é€s hizosertések esetében altalaban nem kiilondsebben magas (2-5%). A
fehérjéket megfeleld taplaloanyag és energiaellatds esetén a fehérjeszintézisben hasznélja a
szervezet, bar energiava is alakithatdak, de ez sem biologiailag, sem 6kondmiai szempontbodl
nem hatékony. Az &llatok energiasziikséglete fiigg a koruktdl. Novendéksertések energia
igényét a létfenntartds, a fehérje- és zsirbeépiilés energiafelhasznalasa hatdrozza meg. A
szervezet szamara hasznosithato energia az 4llatok altal felvett takarmany szerves vegyiileteibdl
felszivodott gliikozbol, zsirsavakbol, aminosavakbdl ¢€s illozsirsavakbol szarmazik. Ezekbdl a
taplaloanyagokbol felszabadult energiat ATP formdjaban hasznositja a szervezetben. A
szervezet taplaloanyag és energiaforgalma kétirdnyu, de ezek egymassal Osszehangoltan
miikddnek. A katabolizmus a szervezet anyagcseréjének a lebont6 folyamatait foglalja magéba,
aminek sordn a nagy, komplex molekuldkbol kisebb, egyszeriibb molekuldkat készit (Kil és
mtsai., 2013). Ez a folyamat nagy energiat szabadit fel, ami az életfunkciok muikodtetésénél
hasznalédik fel. A katabolikus folyamatok lényege az energia nyerés és hasznositas. Ilyen
folyamat lehet a takarmanyokban 1évé szénhidratok vagy a majban tarolt glikogén gliikk6zza
torténd bontdsa, majd a gliikoz energidva (ATP) alakitdsa; a zsirok lebontdsa zsirsavakra,
glicerinre, amiket a sejtek energiava alakitanak; a fehérjék lebontasa aminosavakra, melyek
energiaforrasként is hasznosulhatnak vagy mas folyamatok alapanyagként szolgalhatnak. A
felszabadult vagy raktdrozott energia felhasznalasra keriilhet a mozgés, hdtermelés,
sejtosztodas soran. A szervezet lebontod folyamataival szemben a felépitd, azaz az anabolikus
folyamatok soran a kisebb, egyszeriibb molekulakbol keletkeznek nagyobb, komplexebb
molekuldk. Anabolikus folyamat a fehérjék szintézise, amikor aminosavakbol fehérjék
képzddnek, amik az izomnovekedésben, illetve mas szervek felépitésében vesznek részt; a

zsirsavak szintézise, mikor lipidek keletkeznek zsirsavak és glicerin 6sszekapcsolodasaval,



energia hasznositas vagy raktarozas céljabol; a szénhidrat szintézis, mely soran a gliikoz
molekuldkbdl glikogén formajaban raktarozott energia képzddik. A katabolikus és anabolikus
folyamatok egyiittesen alkotjak a metabolikus egyensulyt, melyben a lebontas soran energia

szabadul fel, épités soran energia hasznalodik fel (Kil és mtsai., 2013).

Az allat stresszmentes kornyezetben tud a legjobban, leghatékonyabban miikddni, ekkor
a taplaloanyagok a szervezetben Iétfenntartasra €s termelésre forditddnak, mikézben a
l1étfenntartas sziikséglete a lehetd legkisebb. Mikor az allatot valamilyen stresszhatas éri, ,,fight
or flight” lizemmoddba kapcsol, ami magaval vonzza az energia és a taplaldanyagok
megoszlasanak a valtozasat is. Ennek hatdsira a periférids teriiletek (példaul: végtagok)
vérellatasa megnovekszik, szaporabb lesz a szivverés €s a nagyobb oxigén sziikséglet miatt nd
levegovételek szama (Abraham és mtsai., 2003). Ezen véltozasok kovetkeztében a létfenntartas
sziikséglete is megnd, ami csokkenteni fogja a novekedésre fordithatd taplaloanyag és energia
mennyiséget. Ehhez csatlakozik még, hogy a takarmdnyfelvétel is kisebb lesz
stresszhelyzetben, ami a magas létfenntarto energia sziikséglet mellet, még kevesebb energia
mennyiséget enged a termelés szdmdra. A stresszt kivaltdo tényezok altaldban hasonlo
valaszokat valtanak ki a kiilonb6zo allatokban, azonban ugyanez az inger elindithat mas
folyamatokat is (pl. pupillak kitagulésa, erek 6sszehuzodasa), attol fiiggéen, hogy az allatnak

milyen a kdrnyezete, kora, és genotipusa.

Az irodalom tanulmanyozasa soran nem talaltam kvantitativ vizsgalatokat sertésekkel a
szénhidratoxidacié mérésére stressz soran. Charoensap €s mtsai. (2023) atlétakkal végzett
felmérése sordn a nagy intenzitdsu mozgas soran felhasznalt szénhidrat mennyiségét 18°C ¢és
33°C, 60% relativ paratartalom mellett mérték és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
magasabb homérsékleten, amit a szerzOk mérsékelt hdstresszként jellemeztek, a szervezet
energiafelhasznalasa korlatozottabb volt, a szénhidrat oxidacié mintegy 19%-kal visszaesett.
Egy masik human sportolokkal végzett vizsgalatban a hdstressz tendenciézusan novelte az
izmok glikogén felhasznalasat, de csokkentette a felvett szénhidrat oxidacidjat (P<O0,10;
Jentjens és mtsai., 2002). Hdstressz esetén azonban a szervezet hohdztartasanak biztositasa

crcr

egy¢eb stresszor esetén.



2.4.  Energia és szénhidrat forgalom mérése

A szervezet energia forgalmanak a mérésére invaziv €s nem invaziv modszereket is
kidolgoztak. Az ugynevezett vagoprobaval meghatarozhaté az adott takarméanyon, adott
iddszakban beépitett energia mennyisége. Ehhez az allatok egy csoportjat a vizsgalat elején,
mig a maradék allatokat a vizsgalat végén levagjak és teljestest analizissel meghatarozzak a
testek fehérje és zsirtartalmat. Ez alapjan meghatarozhat6 az adott idészakban beépiilt energia
mennyisége, de a modszer nem alkalmas a létfenntartds energiasziikségletének
meghatdrozasara. A takarméannyal felvett energia értékesiilésének nyomonkdvetése
kalorimetrias vizsgéalatokkal lehetséges. Ezzel nem csak a szervezetbdl bélsarra, vizelettel és
bélgazokkal tavozo energia, de a hdvel elveszd energia is mérhetd. A szervezet hdtermelése a
biokémiai folyamatok végterméke, melyet direkt €s indirekt kalorimetridval is értékelhetiink.
Mindkét technika alkalmas a szervezet energiaforgalmanak mérésére, de a szénhidratok
oxidaciojat az indirekt kalorimetrids vizsgalatokkal lehet pontosan meghatarozni. A direkt
kalorimetria soran a szervezet hdtermelését kozvetleniil hatarozzak meg, mig az indirekt
kalorimetria esetében respiracios berendezésben mérik az oxigénfogyasztast és a szén-dioxid
termelést. A szén- ¢€s nitrogénforgalmi vizsgalatok eredményeinek felhasznalasaval
kiszamithaté a kiilonbozé taplaldanyagok, igy a szénhidratok oxidaciojabol felszabadult

energia mértéke (Schoffelen és mtsai., 2018).

A human vizsgélatokban hasznalatban van tovabba egy moddszer, mely a nehézviz
(D20%) stabil izotopjainak felhasznalasaval méri a szervezet energiaforgalmat (Schutz, 2018).
A DO modszert a 20. szizadban alkotta meg Lifson az &kologiai rendszerek
karbonldbnyomanak becslésére. A mddszer 1ényegében két izotdpos molekulajeldlést alkalmaz,
a Dy és az B0 segitségével hatirozza meg a szervezet CO2 termelését (Schutz, 2018). A
modszer mérési pontossaga azonban nem megbizhato, ezért jelenleg a respiracios berendezések

szamitanak referencia modszernek az oxidacios folyamatok monitorozasara.

Amennyiben csak a szénhidrat, pontosabban a gliikdz oxidaciojanak meghatarozasa a
cél, ugy nem sziikséges a respiracios berendezés hasznalata. A szénhidrat forgalom mérése
lehetséges stabil izotoppal jeldlt szénhidratok alkalmazasaval, példaul *C izotoppal.
Amennyiben a gliikdz molekula mind a 6 szénatomjat 3C izotoppal allitjuk eld, ugy a jeldlt C,
mint marker hasznalhato a szénhidrat szervezetben valo atalakuldsdnak kovetésére. Mivel a
szervezet nem tesz kiilonbséget a jelolt és jeldletlen szénhidratok kozott, ezek bekeriilnek az
anyagforgalomba, és pl. a vérben mérhetévé valnak. Jelolésiiknek koszonhetdéen az

energiatermeld folyamatok végtermékeként a kilélegzett levegdvel tavoznak a szervezetbdl. A
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13C izotop mérésével, a 2C/C arany figyelembevételével az egyes mintakban meghatdrozhatd
a szénhidrat oxidacié mértéke. A jeldlésnek koszonhetden a jeldlt molekuldk teljes utjat le lehet

kovetni a szervezetben.

A szénhidrat metabolizmus kvantitativ felmérésére dontéen patkannyal végzett
vizsgalatokat talaltam, amik vagy a cukorbetegség, vagy az infarktus utani felépiilés koriili
valtozasokat, esetleg a szénhidrat oxidacié biokémiai hatterét kutattdk (Randle és mtsai., 1994;
Wang ¢és mtsai., 2005; Olefsky, 1976). A stabil izotopos jelolést human vizsgalatokban is
hasznaltadk (Metges és Glinther, 1991), a modszer tapasztalatait Kim és mtsai. (2016) adtak
kozre. A kozlemény kiemeli, hogy a technika alkalmazasa kockazatmentes és megbizhato, igy
az egyik legjobb moédszer human alanyokon végzett klinikai vizsgalatokhoz. A stabil izotop
jelzdéanyagként vald hasznalata sikeresen alkalmazhaté a molekularis és sejtbiologiai
eszkozokkel egyiitt, igy biztositva az anyagcsere-folyamatokban bekovetkezd valtozasok
feltarasat és dinamikus értékelését, valamint a megfigyelt kinetikai véalaszok molekularis
alapjainak egyidejii vizsgalatat (Kim és mtsai., 2016). Mivel az energiaforgalom optimalizalasa
kiilonosen fontos az élsportolok korében, ezért a human vizsgalatokba nem csak betegeket, de
sportoldkat is gyakran bevonnak, mint példaul a [jaz és mtsai. (2024). A szerz6k a magasabb
¢s nagyobb suly, illetve az alacsonyabb és Kisebb testtomegii atlétak szénhidratoxidaciojat
vizsgaltak intenziv edzés soran. Ehhez a résztvevok kiilonbozé idépontokban kaptak
gliikdzoldatot, illetve adott mennyiségli °C izotoppal jelolt gliikozt, majd a vérbdl és a
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kisebb sulyu atlétak esetében kisebb mértékli volt a
szénhidrat oxidacid (Ijaz és mtsai., 2024). A kapott eredmények alapjan azt a kdvetkeztetést
vontak le, hogy az élsportolok esetében szénhidratok potldsanak optimalizalasakor a testsulyt

¢s a magassagot is érdemes figyelembe venni.

Gazdasagi haszonallatokkal csak kevés szamu kutatast végeztek, elsdsorban tejeld
szarvasmarha ¢és kisebb szamban sertéssel végzett vizsgalatokrol szamol be a szakirodalom
(Metges és mtsai., 1990; Derno és mtsai., 2013; Kuhla és mtsai., 2016; Krueger és mtsai., 2014).
Ezek elsdsorban az anyagcsereutak feltarasat szolgaltak, sertésnél kifejezetten a vemhesség
alatti gyenge embriofejlodés kovetkezmeényeit vizsgaltak (Metges €s mtsai., 2014; Krueger €s
mtsai., 2014).

Stresszel Osszefliggd, a szénhidrat forgalmat értékeld kvantitativ vizsgalatot nem
talaltam az irodalomban. Pedig az allati szervezetben szamos folyamatnak, szévetnek van

sziiksége gliikkdzra a tokéletes mitkodéshez, ilyen példaul az agy, a vazizom, a maj, a vesék,
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egyes immunsejtek és a vorosvértestek. A gliikoz elsddlegesen a takarmanybdl szarmazik, a
szervezet glilkozt csak nagyon korlatozott mértékben tud visszatartani. A testben glikogén
formajaban tarolt gliikozt a maj glikogenolizis segitségével hasznalja fel. Ez a folyamat csak az
¢hezési szakasz elején (elsé oraiban), vagy rovid tdvon, harc vagy menekiilés soran lesz
hozzaférhetd, mert ezek a glikogén raktarak iddvel kifogynak. Abban az esetben, ha hosszabb
ideig tart az éhezés idészaka, akkor a vércukorszint fenntartisihoz egy masik folyamat is
hozzajarul, a gliikkoneogenezis. Ilyenkor ezen két folyamatnak az egyenstlya, egyiittes
miikodése Dbiztositjia az 4llandd vércukorszintet (Chourpiliadis ¢és mtsai., 2019).
Gliikoneogenezis soran glikkdz és glicerin termelddik aminosavakbol (példaul: alaninbdl),
tejsavbol. Hosszantartd fizikai aktivitas esetén kimeriilnek a glikogénraktarak, az izmokban
keletkez0 tejsav eljut a majba a véraram segitségével, ahol ujra gliikozza alakul. Mindkét gliikoz
termeld folyamatnak vannak szabalyoz6 hormonjai, melyek befolyasoljak mukodésiiket. Az
adrenalin és a gliikkagon serkenti a gliikdz termelést, az inzulin viszont gatolja azt. Stressz
hatdsara ezek a szabalyozd mechanizmusok is modosulhatnak, azonban nagyon kevés
ismeretiink van arrél, hogy adott tipust stressz milyen mértékben befolydsolja a szervezet

energiatermeld folyamatait.

2.5. Irodalombél levonhat6 kovetkeztetések

A stressz szervezetre gyakorolt élettani hatasa régota kutatott, hiszen mar t6bb mint 50
éve ismerjiik a Selye altal leirt adaptacios szindromat és a Cannon-féle vészreakciot, azonban a
folyamat komplexitasa miatt még mindig vannak valaszra vard kérdések. A stressz negativ
hatasanak kivédésére csak akkor lehet megfeleld stratégiat kidolgozni, ha pontosan ismerjiik a
stresszor altal kivaltott hatast. Ahhoz, hogy kvantifikalni lehessen a stressznek a szervezet
energiaforgalmara gyakorolt hatasat, érdemes glilkozoxidacid valtozasat egy adott mértékii
stressz sordn vizsgalni. A stresszvizsgalatok esetében az is kiemelten fontos, hogy olyan
modszert alkalmazzunk, ami az allatoknak nem okoz kellemetlenséget, hiszen ezzel a kontroll

koriilmények kozott mért ,,referencia értékeket” torzitanank.
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3. Alkalmazott médszerek (anyag és modszer)

3.1.  Allatok és elhelyezésiik
A Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Kaposvari Campusanak Gazdasagi
Allatok Takarményozasa Tanszékén, a Sertés Kutatd Laboratoriuméaban zajlott a vizsgalat. A
kisérletben 10 keresztezett (Duroc x Topigs) ndvendék sertést hasznéltunk. A vizsgalatban csak

artanyokat hasznaltunk. Az allatkisérlet engedélyszama: SO/31/00881-2/2023 (KA-3926)

Erkezéskor az allatok atlagos élésulya 15 kg volt, a kisérlet kezdetén pedig 23 kg
atlagsulyuak voltak. A sertések egyedi kutricadkban voltak elhelyezve, ezek alapteriilete 1 m x

1,55 m, magassaguk 1 m volt. Az elhelyezésiik sordn alomanyagot nem hasznaltunk.

A terem homérsékletét és paratartalmat a novendék sertések részére megfogalmazott
ajanlasnak megfelelden allitottuk be (Tucker és mtsai., 2020). A kutricak etetdvel és Onitatdval
voltak ellatva. Az allatok a takarmanyukat naponta két alkalommal (8.00 és 15.00h-kor) kaptak,
a takarmanyadag megfelelt a létfenntartd energiasziikséglet 2,8-szorosdnak (MEm = 450

kJ/kg0,75/map). Ivovizfogyasztasukat nem korlatoztuk.

Az etetett takarmany taplaldanyag tartalmat az NRC (2012) ajanlasai szerint allitottuk

Ossze. Az etetett alaptakarmany Osszetételét és taplaloanyag tartalmat a 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat: Az alaptakarmany Osszetétele és szamitott taplaloanyag tartalma

Osszetevok a/kg Taplaléanyag-tartalom
Kukorica 466,0 Szarazanyag 890,64
Buza 180,0 ME*(MJ/kg) 13,23
Ext. szdjadara 218,5 Nyersfehérje 183,83
Novényi olaj 25,0 Nyerszsir 47,82
MCP 3,1 Nyersrost 41,63
Takarmanymész 13,5 Nyershamu 28,4
Premix** 5,0 Nmka 614,8
NaCl 41 Lizin 13,88
Lizin-HCI 8,1 M+C 8,04
DL-metionin 3,7 Kalcium 6,32
L-treonin 19 Emészthet6 foszfor 1,61
Napraforgo dara 60,0
Celluléz 10,0
Osszesen: 1000,0

* szamitott érték

** 1 kg premix: Vit. A: 2400000 U, Vit. D3: 348000 IU, Vit. E: 6000 mg, Vit. K3: 198
mg, Vit. B1: 402 mg, Vit. B2: 1002 mg, Vit. B3: 10020 mg, Vit. B5: 4980 mg, Vit.
B6:402 mg,Vit. B12: 7,8 mg, Biotin: 19,8mg, Folsav: 102 mg, Kolin: 62792 mg, Fe:
45855 mg, Zn: 33600 mg, Mn: 26880 mg, Cu: 330000 mg, Co: 134 mg, I: 488 mg, Se:
67 mg.

13



3.2. Az allatok felkészitése

Az allatokat a kisérleti id0szak el6tt 3-4 hétig szoktattuk az emberi jelenléthez és az
alkalmazni kivant modszerekhez, ezzel is elkeriilve az eredmények torzitottsagat. Fontos volt,
hogy a sertéseknek természetes legyen az emberrel valo napi kontaktus, illetve nem zavarja
Oket a levegd, a nyal és a vérvétel. A malacokat a szoktatasi idészakban naponta legalabb 30
perc iddtartamban meglatogattuk, jutalomfalattal kinaltuk, simogattuk 6ket, jatszottunk veliik.
A levegdminta vételéhez egy specidlis maszkot hasznaltunk, a maszk felhelyezése utan a
malacok ismét jutalomfalatot kaptak. A nyalmintavételhez az allatoknak ragcsalni kellett a
szdmukra felkinalt mintavevd tampont. A vérvételekhez valé hozzaszoktatds a nyaki rész
simogatasaval ¢és a polya rendszeres felhelyezésével tortént. A tartds vénakaniil beiiltetését a
felelds allatorvos rovid sebészeti beavatkozassal végezte el a vizsgalatok megkezdése elott 3-4
nappal. Az allatokat im. adott Zoletil 50 (4 mg/kg) boditotta, majd Mapleson D elrendezésben
(nem-visszalégzo 1€gz6kor hasznalataval), S5tf% isofluran és O2 (300 ml/kg/min) keverékével
altatta. Az allatorvos a béron egy par mm-es bemetszést ejtetett és a tartés vénakaniilt a v.
jugularisba vezette, ezutdn a kaniilt 2 oltéssel a boérhoz rogzitette. A vénakaniiloket naponta
ellendriztiik és annak érdekében, hogy az erek gyulladdsat vagy a vérrogképzddést, illetve a
vénakaniilokben a vér alvadasat meggatoljuk, napi mosas volt sziikséges. Ezt heparinizalt

sooldattal (90 NE/kg heparin) végeztiik.

3.3.  Allatkisérleti médszerek

3.3.1. A Kkisérlet beallitasa

A kisérlet 6nkontrollos vizsgalat volt, minden allat 6nmaga kontrolljaként szolgalt. A
sertések alapértékeit az elsé nap mintaibol kaptuk meg. A kisérlet egy tgynevezett kontroll
napbol és egy stressz-indukcids napbol allt, ezek soran az allatokbol tobb alkalommal vettiink
vér, nyal és levegd mintat. A mintavételi napok az alabbi litemezésben zajlottak: az allatokat a
0. percben 700 mg/testtdmegkilogramm D-gliik6z és 10 mg/testtdmegkilogramm *Cg gliikéz
(D-Glucose U-1Cg, 99%, Cambridge Isotope Laboratories Incs., Andover, MA 01810 USA)
vizben feloldott elegyével itattuk 20 ml-es fecskenddkbdl. A stressz-indukcids napon az el6zd
nappal megegyezd idOpontban Ujra 700 mg/testtomegkilogramm D-gliikéz és 10
mg/testtdmegkilogramm °Cs gliikoz (D-Glucose U-1Cs, 99%, Cambridge Isotope
Laboratories Incs., Andover, MA 01810 USA) vizben oldott elegyét itattuk az allatokkal 20 ml-
es fecskend6kbdl a 0. percben, valamint ezzel egyidOben a tartds vénakaniilon at 10 ug/

teststlykilogramm Synacthen 0,25 mg/l ml ACTH injekciot adtunk be. A kontroll és
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stresszindukcids nap mintavételi idOpontjai azonosak voltak (3. dbra). A vérmintakat a tartos
vénakaniilokon keresztiil fecskendével vettiik napi 16 alkalommal (-15 perc, O perc, 15 perc,
30 perc, 45 perc, 60 perc, 75 perc, 90 perc, 105 perc, 120 perc, 150 perc, 180 perc, 210 perc,
240 perc, 360 perc, 480 perc). A kilélegzett levegémintakat 13 alkalommal vettiik (1-2. kép) (-
15 perc, 0 perc, 15 perc, 30 perc, 45 perc, 60 perc, 75 perc, 90 perc, 120 perc, 150 perc, 180
perc, 210 perc, 240 perc) az aznapi masodik etetési idopontig (15h).

1. kép: Maszk hasznalatban 1 2. kép: Maszk hasznalatban 2
(Forras: sajat készités) (Forras: sajat készités)
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3. abra: Mintavételezések idOpontjai
(Forras: sajat szerkesztés)

perc -15 0 15 30 45 &0 75 90 105 120 150 180 210 240 360 480

A4Ar A A A A 4 4 4 A A A A A A A
A A A A A A A A A A A A

| Jclolt glikoz itatdsa |

Stresszindukcios nap (2. nap)

perc -15 0 15 30 45 60 75 90 105 120 150 180 210 240 360 480

A A A A A A A 4 A A A A A A A
A A A A A A A A A A A A
Jelolt glikoz itatdsa A vervétel ‘
& A kilélegzett levegd mintavétel

ACTH injckeio




3.3.2. Mintakezelés, - elokészités
Minden feltiintetett vérmintavételi id6pontban tartdés vénakaniilokon keresztiil
fecskendével 4 ml vért vettink EDTA-s véralvadasgatlos csovekbe, és 4 ml vért
szérumcsovekbe. A vérmintakat 15 percig 2500 g fordulaton, 4 °C-on centrifugaltuk. Ezutan a
vérplazmat, a vérszérumot és a vordsvértesteket 2 ml-es Eppendorf csdvekbe pipettaztuk, majd-

20 °C-on taroltuk az elemzésig.

3.3.3. A mintak feldolgozasa

Szérum kortizol meghatarozas

A vérszérummintdk teljes kortizol szintjének elemzése a MATE Go6dollo, Genetika és
Biotechnologiai Intézetében tortént. A szérum kortizol mennyiségi meghatarozasahoz a
DNOVO001 katalogusszami (Gold Standard Diagnostics Frankfurt GmbH, Németorszag)
ELISA készletek lettek felhaszndlva. Az immunprobat a gyartd utasitdsainak megfeleléen
végezték, és a szérummintdkat harom parhuzamos mérésben elemezték. A mérések Thermo
Multiskan™ FC (Waltham, MA, USA) mikrolemezes olvasoval torténtek, Skanlt RE
szoftverrel (6.1.1.7 verzid). Az abszorbanciat 450 nm-nél mérték, 630 nm-es referencia

hullamhosszal.

Vérplazma gliikéz szintjének meghatarozasa

A vérplazma mintak elemzését Németorszagban (Dummerstorf-Forschungsinstitut fiir
Nutztierbiologie) végeztik, a kisérlet kivitelezésében részt vevo partner kutatdcsoportnal. A
plazma *Cs gliik6zszintjének meghatarozasanak elsé elékészitd 1épése a derivatizacios
folyamat elvégzése volt aldonitril-pentaacetat szarmazék képzésével. A fagyasztott mintakat
jégen felolvasztottuk. A felolvasztas utan egy Eppendorf csében 50 pl plazmdhoz 250 pl
acetonitrilt (ACN) adtunk, majd vortexeltiik a keveréket. Ezt kovetden a mintat 13 000 rpm-en
centrifugaltuk 20 percen keresztiil, 4 °C-on. A centrifugalas utan a feliiliszot tivegesovekbe
pipettdztuk, majd nitrogén (N:) alatt 60 °C-on szaritottuk. A derivatizalashoz aldonitril-
pentaacetatot készitettlink. A nitrogén alatt kiszaritott mintdhoz hozzaadtunk 50 ul 20 mg 1 ml
piridinben feloldott hidroxilammonium-kloridot, majd vortexeltiik a keveréket. A mintat 90 °C-
on 60 percig inkubaltuk. Ezutan 50 pl piridint €s 100 pl ecetsavanhidridet adtunk hozzé, majd
ujra 60 percig inkubaltuk 90 °C-on. A folyamat végén a mintat nitrogén alatt 60 °C-on
szaritottuk. A kiszaritott mintdhoz 100 pl etil-acetatot adtunk, melyben feloldottuk, ezt
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kovetden 1 percig vortexeltiik. A kész oldatot liveg tartokba pipettaztuk, a GC/MS analizis
elvégzéséig (3. kép) -20 °C-on taroltuk. Ezutan az el6készitett mintak gaz kromatografias-

tomegspektrometrids mérései Junghans és mtsai (2007) mddszere alapjan kertiltek elvégzésre.

3. kép: GC/MS késziilék mérés kozben

]
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Vorosvértestek széndioxid tartalmanak meghatarozasa

A vorosvérsejtek elemzését Németorszagban (Dummerstorf-Forschungsinstitut fiir
Nutztierbiologie) végeztiik, a kisérlet kivitelezésében részt vevo partner kutatdocsoportnal. A
vérben taldlhato CO, 3C izotdparanyanak meghatarozdsa érdekében 100 pul
vorosvértestmintahoz egy tivegcsében 200 pl 10%-o0s tejsavat adtunk, majd légmentesen
lezartuk gumitomitéssel ellatott csavaros kupakkal. 2 ora elteltével szobahémérsékleten (4. kép)
a vérbol felszabadult CO»-t a fejgaz-térben gaz izotoparany-tomegspektrometriaval (IRMS)

Gas Bench Il-vel sszekapcsolva mértiik a 3C/*?C arany meghatarozasa érdekében.
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4. kép: Vorosvértestmintak inkubacid kdzben

Kilélegzett levegd széndioxid tartalminak mérése

A kilélegzett levegOmintakat specidlis maszkokkal (5. kép) gytijtottiik, amelyeket egy
kétiranyu, vissza nem engedd szelepen keresztiil csatlakoztattunk egy gdzzard zsdkhoz (Linde AG,
Miinchen, FRG). Az elemzésig a kilélegzett levegdmintakat a gyiijtézsakokbdl iiveg tarolokba
vezettlik at és az elemzésig szobahdmérsékleten, gumitomitéssel ellatott csavaros kupakkal lezart
iiveg tartokban taroltuk. A mintavételezések eldtt az iivegampullakat és a gyiijtédzsakokat argonnal

oblitettiik ki, hogy kiszoritsa a benniik 1év6 kdrnyezeti levegd szén- dioxid tartalmat.

5. kép: Kilélegzett levegd mintavevd maszk
(Forréas: sajat készités)

Az elemzést Németorszagban (Dummerstorf-Forschungsinstitut fiir Nutztierbiologie)
végeztik el. A mintdk mérése izotoparany-tomegspektrometriaval (IRMS) Gas Bench II-vel

osszekapcsolva tortént a *C/*2C arany meghatarozasa érdekében.
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3.3.4. Szamolasok

Szamitasok vorosvertest €s kilélegzett levegdmintak esetében
A minta 83C- értéke (%o) a 13C:12C arany eltérése a nemzetkdzi Pee Dee Belemnite

karbonat standard (PDB) *C:*2C aranyatol. A PDB alapjan a szénizotop arany (**C:*2C) értéke:

0,0112372. A minta 8'3C értéke az alabbiak szerint keriil kiszamolasra:

mintaarany—referenciaarany , 1000

d (%o)=

referenciaarany

Ahol az arany *C:2C

A minta CO; tartalmat a PDB-hez kalibralt laboratériumi CO, standard (kontroll) gazhoz
viszonyitva mérjiik.
ASC (%o)=8minta (%o)- Shéttér (%o)

*a hattér a minta természetes °C tartalma a jelolt gliikoz beadésa eldtt (ez a 15. perc értéke)

Atomszazalék tobblet: (a jelolt glikoz nehezebb atomszazalékkal rendelkezik, mint a nem

jelzett)

mintaarany—referenciaardny 100 ©
%

APE =

(mintaarany-referenciaarany)+1

0 konvertalasa a tobbletté

S*referenciaaran
APE = ferenciaarany 4 10 o
(6* referenciaarany)+1000

Jelzett gliik6z aranya (R):
R=(aranyminta-aranyreferencia) -(aranynater-aranyreferencia)

R=aranyminta- ardnynaser
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4. abra: 3CO2/*2CO; ardny mérése
(Forras: sajat szerkesztés)
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3.4. Statisztikai elemzés

A kontroll és stresszindukcids nap azonos idépontokban vett mintdk eredményeinek
atlagértékeit paros T-probaval hasonlitottuk Ossze. A szignifikanciaszintet P<0,05-nél
hataroztuk meg. Korrelaci6 analizissel hasonlitottuk 6ssze a kontroll és a stressz napon
azonos idOben a levegdben és a vorosvértestekben mérhetd jelzett széndioxid koncentraciok

kozotti lineéris Osszefiiggés erdsségét.
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4. FEredmények
4.1.  Vérszérum teljes kortizolszintje

A kisérlet soran, a vérmintakban mért kortizolszintet 5 egyed értékének az atlagaval
hatdroztuk meg, a kontroll napon €s a stressz napon is. Ezen eredmények alapjan (5. abra)
elmondhatjuk, hogy a kontroll napon mért értékek a normalis tartoméanyba tehetok (Parrot
¢s mtsai., 1989), vagyis nem volt az allatok szamara kiilondsebb stresszor. A 90. perc
kornyékén az értékek egy picit magasabbak a kezdeti szinthez képest, azonban még mindig
40ng/mL alatt voltak, ami a nyugalmi értéknek felel meg. A stressz napon mért értékek ezzel
ellentétben az mutatjak, hogy az ACTH injekci6 beadasat kovetéen rovid idon beliil hirtelen
emelkedést mutatott a kortizol szintje. Ez arra utal, hogy a vérben megjelené nagyobb
megkezdte mitkddését és elkezdte a kortizol kivalasztasat. A kortizol az ACTH beadast
kovetden gyors iitemben nott és a 45. perc korny€kén elérte a maximumat, majd a csucsot
kovetden hirtelen, ugyanolyan litemben lecsokkent. Az ACTH beadast kovetd 90. perctdl a
kontroll napon mért értékektél mar statisztikailag nem kiilonbozott. A stresszmentes
idészakban és a stressz- indukciot kovetden a 15. perctél a 75. percig mért adatoknal
szignifikans kiilonbséget talaltunk a vér kortizol szintjében. Az adott idépontokban mért
értékek a kontroll napon kis szérdst mutattak, mig a stressznapon a 30., a 45. és a 60.
percben, az egyébként magas kortizol értékek nagy szorassal rendelkeztek, ami arra utal,

hogy az allatok kiilonbozden reagéltak az ACTH injekcidra.
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5. dbra: A szérum kortizol szintje a kontroll és a stressznapon
(Forrés: sajat szerkesztés)
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* ! az adott idopontban mért kiilonbség statisztikailag igazolhato, P < 0,05

4.2.  Plazma mintak *Cs gliikéz tartalma

Vérplazmaban a szénhidrat oxidacié a mértékét a nem sugarzo izotoppal megjeldlt 1*Ce
gliikoz segitségével hataroztuk meg (6. abra). A kontroll napon a gliikéz itatdsa utan rovid id6
alatt magasra emelkedett a plazmaban mérhetd jelolt gliikkoz tartalom, és a 45. percben érte el a
maximum értéket, majd ugyanolyan intenziv csokkenéssel 360. perctdl mar kozel O értéket
mutatott. A stressznapon a jelzett gliikoz szintje a felvételt kovetden hasonldéan magas szintig
emelkedett, azonban ezen a napon a 75. percben volt mérhet6é a maximum érték. A maximum
értéket lassabb iitemben és valamivel kisebb csticesal érték el, mint a kontroll napon, de a 360.
perctdl a kontrollnaphoz hasonldan a jelzett szénhidrat felhasznaldsra keriilt és a vérben mar
nem volt kimutathat6. A stressznapon mért atlag értékek a szénhidrat beadasat kovetd 30. és
45. percben mintegy 20-25%-kal voltak alacsonyabbak, mint a kontroll napon (P<0,05), majd
mivel ezek szintje lassabban csokkent, ezért a 75. és a 150. perc kdzott a stressz-indukalt allatok
vérében 20-25%-kal magasabb értékeket mértiink. A mért értékek minden idépontban relativ
nagy szorasi tartomanyban helyezkedtek el, azonban az id6 mulésaval és a kiiirtilés mértékével

a szoras is csokkent.

23



6. abra: A plazmaban mért jelzett gliikoz a kontroll és a stressz napon
(Forrés: sajatszerkesztés)
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* . az adott idépontban mért kiilonbség statisztikailag igazolhato, P < 0,05

4.3.  Vorosvértestek 1*CO: tartalma

Az itatott, 1*Ce-gliikoz a felszivodast kdvetden belép a Szentgydrgyi-Krebs ciklusba,
aminek végén a jelzett C atom *CO, formajaban mérhetévé valik. A jelzett C molekula
kovetésével az oxidacié mértéke jol kovethets. A CO,-ot a vordsvértestekben is mértiik, a
koncentracio lefutdsa a vérben mérhetd jelzett gliikkozhoz hasonldan egy csucsos gorbével irhatd
le (7. abra). A kontroll és a stressznapon mért értékek maximum értékében nincs jelentds
kiilonbség, azonban, csak Gigy, mint a vérben mért gliikkoz esetében, a csucs helyében igen. Mig
a kontroll napon a cstcsot a 75. percben érte el a vordsvértestek 3CO, tartalma, addig a
stressznapon a csucs mintegy 30 perccel késobb volt mérhetd. A cstcs utan mindkét napon az
értekek egy fokozatosan csokkend tendenciat mutatnak, és az utols6 mérési idédpontban (480.
perc) mar nem lehet kimutatni a jelzett CO2-ot. A két nap adatainak Osszehasonlitdsa alapjan
csupan a 15. percben és a 45. percben volt statisztikailag igazolhat6 kiilonbség (P<0,05) a mért
értékekben. Az egyedi variancia minden idopontban nagy volt a vorosvértestek CO- tartalma

tekintetében.
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7. abra: Vorosvértestek jelzett CO2 koncentracidja a kontroll és a stressz napon
(Forrés: sajatszerkesztés)
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4.4. Levegb mintak *CO> tartalma

A 8. abra a jeldlt gliikdz itatasa utan, a kilélegzett levegdben mért *CO; koncentraciéjat
mutatja. A kontroll napon a kilélegzett levegdben mért *CO, koncentracié meredekebb
emelkedést mutatott az els@ 75 percben, mint a stressz-indukciot kovetden, majd a maximumot
elérve 0,13 APE értéknél tet6zott. Ezt kovetden egy lassu, fokozatos csokkenés soran a 240.
percre 0,04-re csokkent. A stressznapon mért értékek ezzel szemben egy lassabb, fokozatosabb
emelkedést kovetéen, a 120. perc kornyékén érték el maximumot. A mért CO» tartalom
esetében két idépontban volt szignifikans (P<0,05) kiilonbség a stresszmodellben, a 45. és a 90.
percben. Az adatok alapjan elmondhatd, hogy a kontroll napon valamivel gyorsabban keriilt

felhasznalasra a jelzett gliik6z, mint a stressznapon.
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8. abra: A kilélegzett levegd mintdk jelzett CO2 koncentracidja a kontroll és a stressz napon
(Forras: sajat szerkesztés)
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Az azonos idOpontban vett levegdmintak és a vorosvértestek altal kotott jelzett CO-
koncentraciok kozott szoros pozitiv kapesolatot talaltunk, r=0,711 értékkel. Erdekesség, hogy
amennyiben a kontroll és a stressznapon mért mintaparokat elemeztiik, akkor a kontrollnapon
a korrelaci6é valamivel alacsonyabb, r=0,622 volt, mig a stressznapon igen szoros, r=0,805

értékkel volt jellemezhetd.
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5. Diszkusszio

A stressz szdmos folyamat révén befolyasolja a szervezet normal miikodését, és
negativan hat a novekedési teljesitményre. Vizsgalatunkban a stressznek a felvett szénhidrat
anyagcserében vald hasznosuldsat értékeltiik, amihez sziikséges volt a kontroll napon
stresszmentes kornyezetet biztositdsa az dllatok szdmara. Eredményeink azt mutattdk, hogy a
kontroll napon mért kortizol szintek megfelelnek az irodalom altal koz6lt nyugalmi kortizol
beszamol, igy a reggeli 6rdkban tapasztalt enyhén magasabb érték valosziniileg nem a kisérleti
kortilmények kovetkeztében kialakult stressznek, hanem a természetes cirkadidn ritmusnak volt

koszonhet6 (De Jong és mtsai., 2000).

A kisérletben az ACTH injekcioval indukalt stresszhatds enyhe mértékii volt, az
allatokon a kellemetlen kozérzetnek kiilsé, szemmel lathato jeleit nem tapasztaltuk. A kapott
eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a jelolt gliikkoz hasznosulasa a stresszindukcios
napon késobb kezdddott el a szervezetben, mintegy 30 perc eltolodast mértiink az ACTH
injekciot kovetden a gliikkoz vérben mérhetd maximalis értékében, ami a szénhidrat oxidacid
vorosvértestek altal kotott €s a kilélegzett levegében mért széndioxid esetében is tapasztalhato
volt. Ezzel igazoltuk, hogy egyszeri, kismértékii stressz esetén is szamitani kell a szénhidrat
forgalom dinamikéjdban bekdvetkezd véltozasra. Fontos megjegyezni, hogy ez az eltolddas
esetleg a fehérjeforgalom muikodésére is kihathat. Sertésekkel végzett vizsgalatban van den
Borne ¢és mtsai. (2007) megerdsitették, hogy az aminosavak ¢és a glikoz felszivodas
szinkronizalasa pozitiv hatasu az allatok N-retencidjara. Azt is érdemes kiemelni, hogy a
szénhidrat oxidacids tesztek eredményeit a human vizsgalatokban gyakran a tipcsatorna
egészégi allapotaval hozzak Osszefiiggésbe (Keller és mtsai., 2021). Keller és mtsai. (2021)
szerint a jelzett szénhidrat vérben vald megjelenésének késleltetése a tapcsatorna felszivo
feliiletének vagy a felszivodasi mechanizmus hatékonysaganak a csokkenésébdl is adodhat. Az
alkalmazott kis mértékii stresszhatds esetén azonban a mi kisérletiinkbdl ilyen irdnyt

kovetkeztetést nem szabad levonni.

Az altalunk hasznalt 3C izotop, mint jel6lé anyag és az ehhez kapcsolodo kilélegzett
levegd mintavétele még ritkdn alkalmazott moddszer az allattenyésztési kutatasokban. A
vonatkozo irodalmi adatok féleg human betegeken végzett felmérésekrol, esetleg human
modellként hasznalt patkany vagy egérkisérletek eredményeirél szamolnak be (Sciascia és
Metges, 2023). Csupan néhany vizsgalati eredmény all rendelkezésre gazdasagi haszonallatrol.

Az alkalmazott modszer egy olyan nem-invaziv technikat jelent, mellyel nem csak a gliikoz
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oxidaciojanak a mértékét és dinamikéjat tudjuk mérni, de azt is, hogy milyen hamar jut el a
takarmany a vékonybélbe. Jorgensen és mtsai. (2010) valamint Martens és mtsai. (2020) 3C
izotdppal jelolt zsirsavakat hasznaltak a gyomoriiriilés mérésére. A jelzett zsirsavak szénatomja
a duodenumban felszivodva, majd *CO,-d4 alakulva a kilélegzett levegSben mérheté volt.
Korabban ezeket az oxidacios teszteket hidrogén kilégzési méréssel tesztelték, azonban ilyen
modszerrdl sertések esetében nem sok ismeretiink van (Berthold és mtsai., 2009). A sertések
esetében tovabbra is nehézkes ezen kisérletek 6sszehasonlitasa, mivel nem csak a mintavétel
modjatol fligg az eredmény, hanem a fogyasztott takarmany Osszetételétol, vagy a sertések
korétél is (Sciascia és Metges, 2023). Osszeségében azonban elmondhatjuk, hogy az invaziv
kisérleti modszerek alkalmazéasanak szabalyozéasaval az olyan nem-invaziv technikdk, mint
példaul a 3C stabil izotoppal jelolt, majd a kilélegzett levegdben mért 3CO; szintje megoldast

adhat hasonl6 vizsgalatok elvégzéséhez.

Vizsgalataink soran azt is értékeltiik, hogy gliikdz oxidécios vizsgalatok soran gytijtott
mintak kozlil mennyire informativ a nem-invaziv mintavétel eredménye. A mintavételek kozil
a vérvétel invaziv beavatkozas, mig a levegdvétel nem szokvanyos a sertések szamara. Mivel a
mintavételi napokon negyedoranként volt vérvétel, ezért az allatokat tartds vénakantillel lattuk
el a kisérlet megkezdése elétt. A mintavételek nem jelentettek stresszt az allatok szamara, a
tartos vénakaniil nyitdsa, a vér kiszivasa és a kaniil visszazarasa rovid ideig tartott és az emberek
jelenléte nem zavarta az allatokat. Bar a kisérletet megel6zden a sertéseket a nyak kornyékén
valé ,,matatashoz” is hozzaszoktattuk, valosziniileg alapvetéen az ember iranti bizalom volt a
kulcs a stresszmentes vérvételhez. Véleményem szerint a kisérlet legkritikusabb eleme a
malacok kilélegzett levegdminta gytijté maszk viseléséhez vald szoktatasa volt, ami a kortizol
eredmények alapjan sikeresnek tekinthetd. A gliikézoxidacios teszt stabil izotoppal valo
alkalmazasa sordn a levego jelzett CO> tartalma alapjan értékelik az eredményeket. Az allatok
felkészitésének hianydban vagy elégtelen felkészités esetén a levegOminta vétele
mindenképpen stresszt jelent az allatoknak. Ebben az esetben javasolhatd a vordsvértesek
jelzett CO> tartalmanak mérése, mivel ennek lefutasa hasonlo a levegében 1évo jelzett CO2-hoz
kapcsolatot talaltunk a két mintatipusban mért jelolt CO2 koncentracio kozott (r > 0,7), vagyis
a koncentraciovaltozas iranya és mértéke jol koveti egymast. A vérben megjelend COz csucshoz
képest a maximalis koncentraciét a kontroll napon a levegében mintegy 15 perccel, a

stressznapon 30 perccel késébb mértiik.
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A stresszmentes mintavételi eljarasok alkalmazasat az allatkisérletek soran egyre gyakrabban
¢s egyre tobben szorgalmazzak. Ennek fontossagat az etikai szempontok mellett az altalunk
végzett vizsgalat is megerdsiti. Igazoltuk, hogy a stressz megvaltoztatja a gliikoz
felszivodasanak és anyagcserében valo értékesiilésének a dinamikajat, ami a takarmanyozasi

kisérletek esetében torzithatja az eredményeket.
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6. Kovetkeztetés és javaslatok
Vizsgélataink alapjan elmondhat6, hogy sikeresen el tudtuk végezni a gliik6z oxidaciods
tesztet 23 kg atlagos €ldsulyt sertéseken éber allapotban gy, hogy az nem jelentett az allatok
szdmara stresszt. Ehhez nagyban hozzajarult az allatokkal valo eldzetes foglalkozas, amelyek

soran a malacokat felkészitettiik a kisérlet késobbi szakaszaiban alkalmazott mintavételekre.

A vizsgalatok soran mért adatokbdl megallapithato, hogy a sertések egyszeri ACTH-val
vald kezelése modositotta a szénhidrat felszivodasanak dinamikajat, de a jelzett gliikoz felvétele

utan 6 oraval, mar nem volt mérhetd az izotop a vérben.

Az éllatok felkészitésének hianyaban vagy elégtelen felkészités esetén szdmitani kell
arra, hogy a gliikozcsucs késleltetve jelenik meg a vérben, és ennek kdvetkeztében az oxidacios

folyamatok idében eltolodnak.

A vordsvértestek €és a levegdben mért jelzett CO: tartalom kis idObeni eltéréssel, de
nagyon hasonl6 lefutasti. Amennyiben a gliik6z anyagcsere vizsgalatok el0készitése soran az
allatok felkészitése nem elégséges, ugy meggondolandd a levegdvétel elhagydsa és a tartos

vénakaniilon keresztiil nyert vérbol a vorosvértesek jelzett CO» tartalmanak mérése.

30



7. Osszefoglalas

Az allatkisérletek modszertananak fejlesztése az egyik legfontosabb feladat a
kutatasban, mert a tarsadalmi elvaras és a jogi szabalyozas egyre komolyabban korlatozza az
invaziv modszerek alkalmazasat. Mindazok a kutatasok, amik a stressz élettani hatasait
vizsgaljak, hozzédjarulnak ahhoz, hogy megismerjiik és megértsiik azokat a folyamatokat, amik
kisérleti koriilmények kozott, illetve a gyakorlatban is befolydsoljak az allatok
anyagcserefolyamatait, teljesitményét. A dolgozatban bemutatott vizsgalatunk célja annak
értékelése, hogy egységes stressz indukcid esetén milyen mértékben valtozik a felvett

szénhidratok oxidacioja és a stressz hatassal van-e a szénhidrat lebontasanak dinamikajara.

A kisérletben 5 keresztezett (Duroc x Topigs) novendék artanyt hasznaltunk, melyek
kezdeti atlagos ¢éldstlya 15 kg volt, a mintavételek idején pedig 23 kg. Annak érdekében, hogy
az allatoknak természetes legyen a kisérleti rutin (levegd, nyal és vérvétel), ezért a kisérleti
idoszak elott 3-4 hétig szoktattuk Oket az emberi jelenléthez €s az alkalmazni kivant
modszerekhez. A kisérlet sordn minden allat 6nmaga kontrolljaként szolgalt. A kontroll és
stresszindukcids nap mintavételi idépontjai azonosak voltak, az alapértékeket az elsé nap
mintaibol kapott értéknek tekintettiik. A vérmintdkban a teljes kortizol szintet, a vérplazmaban
a BCe gliikoz szintjét, a vordsvértestekben pedig 2C /3C izotoparanyat mértiik. A kilélegzett
levegd mintékat specialis maszkokkal gytijtottiik ugyancsak a *C/*2C arany meghatarozasa
érdekében. A kontroll és stresszindukcids nap azonos idépontjaiban vett mintak eredményeinek

atlagértékeit paros T-probaval hasonlitottuk dssze.

A sertések kortizolszintje a kontroll napon a normdlis tartomanyban volt, mig a
stressznapon egy gyors kortizolszint emelkedés tortént az ACTH hormonnak kdszonhetden.
Vizsgalatai eredményeink alapjan elmondhat6, hogy sikeresen el tudtuk végezni a gliikkoz
oxidacios tesztet 23 kg €l0sulyu sertéseken éber allapotban tigy, hogy az nem jelentett az allatok
szamara stresszt. Ehhez nagyban hozzajarult az allatokkal val6 eldzetes foglalkozas, amelyek
soran a malacokat felkészitettiik a kisérlet késdbbi szakaszaiban alkalmazott mintavételekre. A
vizsgalatok soran mért adatokbol megallapithatd, hogy a sertések egyszeri ACTH-val valo
kezelése modositotta a szénhidrat felszivodasanak dinamikajat, de a jelzett gliikoz felvétele utan
6 oraval, mar nem volt mérhetd az izotdp a vérben. Az éllatok felkészitésének hianyaban vagy
elégtelen felkészités esetén szamitani kell arra, hogy a gliikozcsucs késleltetve jelenik meg a

vérben, ¢s ennek kovetkeztésben az oxidacids folyamatok eltolodéasara kell szamitani.
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8. Koszonetnyilvanitas
A kutatds a PIGWEB (101004770) program keretében valdsult meg, mely az Eurdpai
Uni6 Horizont 2020 kutatasi és innovacids programjabdl nyert tdimogatast. A munkat a Magyar

Agrér- és Elettudoméanyi Egyetem Flagship Research Groups Programija is tamogatta.
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