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Diagnosticka sada pro detekci protilatek proti gonadetropin-uvoliiujicimu hormonu v séru
prasat

Oblast techniky

Piedkladané technické feseni se tyka diagnostické sady pro metodu ELISA pro detekei protilatek
proti gonadotropin-uvoliujicimu hormonu (GnRH, gonadotropin-releasing hormone) v séru pra-
sat.

Dosavadni stav techniky

Kanéi pach je nepfijemna senzoricka odchylka, kterd se miiZe objevit pii tepelné ipravé masa
pochazejiciho z nekastrovanych kancil. Podle stavajici legislativy se jedna o senzoricky zméne-
nou potravinu nevhodnou k lidskému konzumu. Potlac¢eni kanciho pachu u vepfového masa je
dnes v praxi feSeno chirurgickym odstranénim varlat u kane¢kl ve véku do 7 dni Zivota. Na za-
kladé stanoviska védecké komise pro zdravi a dobré Zivotni podminky zvifat Evropského ufadu
pro bezpecnost potravin se evropské zemé zavazaly k postupnému upousténi od chirurgické kas-
trace od 1. ledna 2018. Jako alternativu k soucasné praxi lze pouzit chirurgické odstranéni varlat
s pouzitim anestézie, poraZeni a jateéné zpracovani prasat v niz$i porazkové hmotnosti (a tim
niz§im veéku jesté pred nastupem kanciho pachu), ipravy krmné davky nebo tzv. imunokastrace.
Aplikace preparatu proti tvorb€ kanciho pachu Improvac® byla jiz schvéilena pro pouZiti
v 55 zemich v¢etné EU.

Aplikace tohoto imunopreparatu vede k indukci protilatek proti GnRH, ktery je zodpovédny za
uvolnéni gonadotropnich hormont - luteinizani hormon a folikuly stimulujici hormon, které
kontroluji funkci varlat, napf. produkci testosteronu a jinych steroidd varlat véetné androstenonu,
ktery je zodpovédny za kanc¢i pach. K Usp€$nému pouziti je zapotfebi aplikovat zvifeti 2 davky,
mezi kterymi musi byt minimaln{ interval 4 tydny. Takto je dosazeno doCasného potlaceni funkeci
varlat. Tento u€inek se projevi v prib&hu jednoho tydne po aplikaci a sniZeni hodnot androste-
ronu a skatolu bylo prokazano od 4 do 6 tydnli po aplikaci (Zamaratskaia aj., 2008, Effect of
a Gonadotropin-releasing Hormone Vaccine (Improvac™) on Steroid Honnones, Boar Taint
Compounds and Perfonnance in Entire Male Pigs. Reproduction in Domestic Animals, 43, 351-
359). Proto se druh4 davka aplikuje 4 az 6 tydnii pred porazkou. Uspésnost imunokastrace lze
stanovit z morfologickych ukazateli varlat. V minulosti byla zaznamenana tendence ke
zmen§ovani velikosti a hmotnosti varlat v souvislosti s aplikaci preparatu. Tyto parametry viak
mohou byt vyznamné ovliviiovany vyZivou, genetickymi vlivy, veékem, atd. Proto jsou
objektivnim indikatorem ispé$né imunokastrace zejména histologické zmény v semenotvornych
stoenych kanalcich a v intersticiu varlete. Ty zahrnuji zejména zmenSeni priiméru kanalkd,
redukei intersticia a poétu Leydigovych bunék a redukci zarodeéného epitelu. Zadnd z téchto
metod ale neni schopna detekovat uspé$nost imunitni odpovédi na aplikaci imunopreparatu jesté
za Zivota zvifete. Naopak metoda priikazu hladiny specifickych protilatek proti GnRH kancti
imunizovanych preparatem Improvac® by tuto moZnost nabizela. Dosud vSak nebyla navrZena
zadna diagnosticka souprava, ktera by detekovala pritomnost protilatek proti GnRH v séru prasat.

Podstata technického feSeni

Predkladané technické feSeni poskytuje diagnostickou sadu pro detekci protilatek proti
gonadotropin-uvoliujicimu hormonu (GnRH) metodou ELISA v séru prasat, kterd obsahuje re-
kombinantni prase¢i gonadotropin-uvolfinjici hormon (rGnRH protein).

Ve vyhodném provedeni méa rekombinantni prase¢i GnRH protein sekvenci: QHWSYGLRPG
GKRNAENVID SFQEMAKEVA  RLAEPQRFEC TAHQPRSPLR  DLKGALESLI
EEETGQKT.

Diagnosticka sada s vyhodou obsahuje vicejamkovou desticku s v jamkéach navdzanym rekombi-
nantnim prase¢im GnRH proteinem, a dale pak konjugat kienové peroxidazy s polyklonalni anti-
praseci protilatkou.
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Déle predkladané technické feSeni poskytuje primery pro amplifikaci kodujici sekvence GnRH
proteinu pro piipravu plasmidu nesouciho rekombinantni prase¢i GnRH protein:

sekvence 5°-3’
Forward: GACGATGACGATAAG  CAACACTGGTCCTATGGATTGC
Reverse: CCAAGCTTCGAATTG TTAAGTCTTCTGCCCAGTTTCCTC

Tyto primery jsou zejména vhodné pro ptipravu kodujici sekvence pro vloZeni do vektoru pTr-
cHis TOPO® (Invitrogen).

K6dujici sekvenci pro rekombinantni pifpravu poZadovaného GnRH proteinu Ize ziskat amplifi-
kaci s pomoci uvedenych primeri z tkan& prase¢iho hypothalamu, a pomoci plasmidu vnést do
hostitelské buiiky, kde se rekombinantni protein produkuje.

Uvedena diagnosticka sada dovoluje detekovat p¥tomnost protilatek proti GnRH v séru prasat,
a tedy stanovit hladinu specifickych protilatek proti GnRH kancii imunizovanych preparatem Im-
provac®.

Obijasnéni vvkres

Obrézek 1: dynamika pfitomnosti protilatek proti gonadotropin-releasing hormonu v séru prasat
detekovana ELISA metodou s vyuZitim rekombinantniho prase¢iho GnRH

Piiklad uskuteénéni technického fe$eni

Pouzité kmeny

Pro konstrukei plasmidu, transformaci 1 exprem rekombinantniho praseéiho GnRH proteinu byl
pouzit kmen Escherichia coli K12/DH10B T1® SA (Thermo Fischer Scientific, USA).

Navrh a pfiprava inzertu

Z hypothalamu mozku prasete byla odebrana tkaf, jako vychozi materidl pro amplifikaci sek-
vence pro GnRH protein. K cca 50 mg tkané byl pfidan 1 ml TRI Reagent® roztoku (Slgma-Al-
drich, USA). Tkan byla homogenizovana pomoci ptistroje MagNA Lyser (Roche, Svycarsko)
dvéma 30s cykly. Po pr1dan1 100 pl bromanizolu (MRC, USA) a 15 minutové inkubaci byl vzo-
rek centrifugovan (10 min, 12.000 x g, 4 °C). Horni vodna faze, kterd obsahuje celkovou RNA
tkéng, byla odebréna a smichana s 500 pl isopropanolu (Penta, CR) pro precipitaci RNA. Centri-
fugovana peleta byla promyta 1 ml 75 % ethanolu (Penta, CR), promyté peleta pak rozpusténa ve
vodé piecisténé od enzymit RNaz.

CelkovdA mRNA tkédné byla pomoci reverzni transkripce pfepsdna do komplementarni DNA
(cDNA) pomoci M-MLV transkriptdzy (Thermo Fischer Scientific, USA) podle navodu vyrobce.
Jako primery byly pouzity Oligo dT v koncentraci 25 pg/ml. Takto pfipravend cDNA byla na-
sledné pouzita jako templat pro amplifikaci sekvence v PCR reakci.

Primery pro amplifikaci sekvence byly navrZeny pro prase¢i Gonadotropin-releasing hormone I
(Progonadoliberin-l, gen GNRHI, databdze UniProt P49921) bez signalniho peptidu —
23 aminokyselin z N-konce proteinu.

Primery pro tuto sekvenci byly prodlouZeny o 15 nukleotidi (Tabulka 1) komplementarnich ke
koncovym usektim pouZitého vektoru pTrcHis TOPO® (Invitrogen, USA).

Tabulka 1: Sekvence primerd pro rGnRH, v&etn€ 15 nukleotidového pfesahu do vektoru pTrcHis
TOPO®

sekvence 5°-3’
Forward: GACGATGACGATAAG CAACACTGGTCCTATGGATTGC
Reverse: CCAAGCTTCGAATTG TTAAGTCTTCTGCCCAGTTTCCTC
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Pomoci metody polymerazové fetézové reakce byla provedena amplifikace sekvence pro praseci
GnRH bez signaintho peptidu s uvedenymi primery v tabulce 1. Po smichani 12,5 ul Plain PP
MasterMixu (Top-Bio, CR), 1 pl obou primert (10 uM), 1 ul cDNA templétu a 9,5 ul H,O bylo
provedeno 30 cykld PCR reakce (Tabulka 2).

Tabulka 2: Jednotlivé kroky PCR reakce

krok | Cas teplota
1 3 min 95 °C
2 0,5 min 94 °C
3 0,5 min 55°C
4 1 min 72 °C
5 kroky 2-4 29x opakovat

6 10 min 72 °C
7 0 10 °C

Pritomnost amplifikatu byla potvrzena pomoci DNA elektroforézy na 1,2% agarézovém gelu
s 2 ul/100 ml Midori green (Nippon Genetics, Japonsko) pro UV detekei.

Klonovani a transformace do E. coli

Ligace insertu (sekvence pro rGnRH) do vektoru (plazmid pTrcHis TOPO® s genem pro rezis-
tenci k ampicilinu a HisTag znackou pro detekci a izolaci proteinu) byla provedena metodou
Seamless cloning (GENEART Seamless Cloning and Assembly Kit, Invitrogen, USA), podle
navodu vyrobce. Po transformaci ligovaného vektoru s insertem do chemicky kompetentnich
bun¢k E. coli DH10B byly bakterie vysety na Petriho misky s LB agarem s 50 pg/ml ampicilinu.
Po inkubaci pii 37 °C byly identifikovany kolonie pozitivni na pfitomnost sekvence pro rGnRH
pomoci PCR reakce.

Indukce exprese rekombinantniho GnRH v bakteriich E. coli

Individualni kolonie, které byly vybrany na zaklad€ rezistence k ampicilinu a s prokazanou pfi-
tomnosti sekvence pro GnRH, byly pouZity k inokulaci 10 ml LB média (20 g/i LB, 0,5 % glu-
kosy, 50 pg/ml ampicilinu) v 50 ml sterilni zkumavce. Kultivace probéhla v inkubatoru pti 37 °C
za stalého tfepani (250 az 300 ot/min) pres noc (16 az 18 h). Buriky narostlych bakterii byly za-
koncentrovany do pelety centrifugaci (1.500 az 3.000 x g, 10 min pokojova teplota). Supernatant
byl odstranén dekantaci. Peleta buné¢k obsahujici bakterie byla resuspendovana v 10 ml LB média
bez glukosy (20 g/l LB, 50 pg/ml ampicilinu) a kultivovana v inkubatoru pfi 37 °C za stalého
ttepani (250 aZ 300 ot/min) do optické hustoty kultury ODgy = 0,6 (buiiky v logaritmické fazi
ristu). Poté byla indukce exprese zahdjena pfidavkem IPTG do konecné koncentrace | mM.
Kultura byla umisténa do inkubatoru (37 °C, 250 az 300 ot./min). Poté byly odebirany 1 ml
alikvoty v ¢asovych intervalech (0, 1,5, 3,4, 5,6 a 20 h) z divodi nalezeni optimalni doby pro-
dukce rekombinantniho GnRH proteinu. Alikvoty byly umistény do 1,5ml zkumavek, nasledné
centrifugovany (14.000 x g, 10 min, pokojové teplota). Pelety s bakteriemi byly resuspendovany
v Laemmli vzorkovém pufru, povareny (5 min, 95 °C), sonikovany (Sonopuls HD 3 100, Bande-
lin, Némecko, 6 min., na ledu) a podrobeny analyze pomoci SDS-PAGE a imunoblotu na pfitom-
nost rekombinantniho GnRH proteinu. K detekei byla pouzita monoklondlni protilatka proti
HisTag znac¢ce na N-konci rGnRH proteinu (Thermo Fisher Scientific, USA), jako sekundarni
protilatka kozi anti-mysi polyklonalni protilatka konjugovana s kienovou peroxidazou (Bethyl,
USA). Vizualizace proteinii na membrané byla provedena pomoci 3,3’-diaminobenzidinu jako
chromogenu.

Z vysledku je patrné, Ze optimalni produkce rekombinantniho GnRH nastala po 6 hodinach po
jeji indukei IPTG.
Produkce rekombinantniho GnRH

Klon bakterie s prokazanou produkci rekombinantniho GnRH (rGnRH) byl kultivovan v 5 ml LB
média (20 g/l LB, 0,5 % glukosy, 50 pg/ml ampicilinu) v 50 ml sterilni zkumavce v inkubétoru



10

20

30

35

40

45

50

CZ 31671 Ul

pti 37 °C za stalého tfepani (250 aZ 300 ot/min) pfes noc (16 aZ 18 h). Buiiky narostlych bakterii
byly zakoncentrovany do pelety centrifugaci pii 1.500 aZ 3.000 x g, 10 min pfi pokojové teplote.
Supennatant byl odstranén dekantaci. Peleta bunék obsahujici bakterie byla resuspendovana
v5 ml LB média bez glukosy (20 g/l LB, 50 pg/ml ampicilinu) a nasledné 3 ml takto narostlé
erstvé kultury bylo preneseno do 150 ml LB média bez glukosy (20 g1 LB, 50 pg/ml
ampicilinu) kultivovéno v inkubatoru pii 37 °C za stalého tfepam (250 az 300 ot/min) do optické
hustoty kultury ODgg = 0,6. Poté byla indukce exprese zahdjena piidavkem IPTG do konecné
koncentrace 1 mM. Kultura byla umisténa do inkubdtoru (37 °C, 250 aZz 300 ot/min)
a kultivovana po dobu 6 h (pfi del$i dobé inkubace dochézi k ubytku produkce rGnRH).

Aminokyselinova sekvence rekombinantniho proteinu GnRH (rGnRH) je:

QHWSYGLRPG GKRNAENVID SFQEMAKEVA RLAEPQRFEC TAHQPRSPLR DLKGA-
LESLI EEETGQKT

Purifikace rekombinantniho GnRH

Buiiky narostlych bakterii produkujicich rekombinantni protein byly zakoncentrovany do pelety
centrifugaci (7.000 x g, 10 min, 4 °C). Supernatant byl odstranén dekantaci. Peleta bun¢k obsa-
hujici bakterie byla resuspendovédna a promyta v PBS. Nésledné byla peleta resuspendovana
v5az 10 ml PBS, sonikovéna (Sonopuls HD 3100, Bandelin, Némecko, 6 min., na ledu)
a centrifugovéna (15.000 x g, 10 min, 4 °C). Takto vznikly supernatant byl pfeveden do
nanaseciho pufru (0,02 M fosfat sodny, 0,5 M NaCl, pH 7,4) pomoci odsolovaci kolonky (PD-10,
Sephadex G-25 GE Healthcare, Velka Britanie). Rekombinantni GnRH s N-terminalnim His-
Tagem byl izolovan pomoci Ni-chelatani chromatografie (HiTrap Chelating HP kolona,
GE Healthcare, Velka Britanie), ktera byla provedena na zafizeni FPLC (Pharmacia, Svédsko).
Po navézani a nasledném promyti pomoci nanaseciho pufru se zvysenou koncentraci imidazolu
(40 mM), byl rekombinantni GnRH protein uvolnén eluénim pufrem (0,02 M fosfat sodny, 0,5 M
NaCl and 250 mM imidazol, pH 7,4). Priibéh purifikace byl analyzovan pomoci SDS-PAGE
a imunoblotu. K detekci byla pouZita monoklonalni protilatka proti HisTag znacce na N-konci
rGnRH proteinu, jako sekundarni protilatka kozi anti-mysi polyklonalni protildtka konjugovana
s kienovou peroxidazou. Vizualizace proteinii na membrané byla provedena pomoci
3,3’-diaminobenzidinu jako chromogenu.

Eluét s rGnRH byl zakoncentrovén a pouZit jako antigen pro imunoblot a metodu ELISA s vyu-
Zitim sér z prasat imunizovanych piipravkem Improvac®.

Ovéfeni pfitomnosti rGnRH pomoci LC-MS/MS

Z SDS-PAGE gelu vzorku Eluce po Ni-chelataéni chromatografii byla skalpelem vyfiznuta ob-
last pod 15 kDa a byla provedena hmotnostné spektrometricka analyza pro potvrzeni piitomnosti
prase¢iho rGnRH. LC-MS/MS systém byl vybaven kapalinovym chromatografem (RSLCnano.
Thermo Fisher Scientific) spojenym on-line s nanoelektrosprejem a vysokorozliSovacim hmot-
nostnim spektrometrem (Orbitrap Velos Pro). Naméfena spektra byla v softwaru Proteome Dis-
coverer prohled4na pomoci programu Sequest HT (Thermo Fischer Scientific, USA) s vyuZitim
proteinové databaze (E. coli databaze s pridanou sekvenci pro prase¢i Progonadolibe-
rinlupraveny o sekvenci aminokyslin z pTrcHis vektoru na N-konci proteinu, UniProt databéze).
Ve vydetfovaném vzorku jsme potvrdili pftomnost praseétho rGnRH s vysokym skore
(FDR 0,01, pokryti proteinu cca 50 %).

Sestaveni ELISA soupravy

Jako antigen byl pouzit rGnRH nafedény tak, aby jeho koncentrace byla 1 pl/ml ve vazném kar-
bonatovém pufiru o pH 9,6. To bylo aplikovéno v objemu 100 pl do jamek mikrotitraéni desticky
(Maxisorb, NUNC, USA). Vazba na dno jamky probihala pfes noc pii 4 °C. Nasledovalo 5x pro-
myti desti¢ek smési PBS a 0,05% Tween 20 s pouZitim poloautomatické promyvacky ELx50
(Biotek Instrumentals, USA). Obsazeni pripadnych nespecifickych vazebnych mist bylo prove-
deno pfidanim roztoku obsahujiciho 0,5 % kaseinu a 10 % sachar6zy na 30 min a naslednym
proplachem. VySetfovana séra pted a po aplikaci preparatu Improvac® byla nafedéna 300x. Re-
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dici roztok obsahoval PBS, 0,05% Tween 20 a 0,5% kaseinovy hydrolyzat. Inkubace sér v jam-
kach mikrotitraéni destiCky probihala pfi pokojové teplot€ po dobu 60 minut nasledované
5x promytim smési PBS a 0,05% Tween 20.

Do jamek byl pfidan 50.000x fedény konjugat kfenové peroxidazy s polyklondlni protilatkou
anti-pig IgG (Bethyl, USA) v objemu 100 pl na jamku v fedicim roztoku (PBS, 0,05 % Tween
a 0,5 % kaseinovy hydrolyzat). Inkubace pfi pokojové teplot€ trvala 30 minut a byla nasledovana
5x promytim smési PBS a 0,05% Tween 20. V dalsim kroku byl aplikovan substrat TMB (Test-
line, CR) v objemu 100 pl do kazdé jamky, ktery se nechal plisobit po dobu 30 min. Priib&h re-
akce byl zastaven pfidanim 2 M H,SO, v objemu 50 pl do kazdé jamky. Absorbance intenzity

barevné reakce byla méfena pii 450 nm (multifunkEni reader Synergy H1, Biotek Instrumentals,
USA).

Validace ELISA soupravy
Homogenita potazeni desticky

Provadéla se v dané $arZi na jedné mikrotitracni desti¢ce v 96 jamkach s jednim sérem v fedéni
300x. Proved] se standardni test podle pracovniho postupu uvedeného vySe a byly vypoclteny
hodnoty priméru absorbanci, smérodatné vybérové odchylky a varia¢niho koeficientu.

Vypocet:
* primérnd hodnota absorbance - vzorec ¢. 1

Iz,

n

X =

kde x... hodnota absorbance vzorku
n ... poCet vzorki

» smérodatna vybérova odchylka - vzorec €. 2

SD = "_____z(x‘ —%
N T 1

kde x... hodnota absorbance vzorku
X... priméma hodnota absorbance
n... pocet vzorkil

« variaéni koeficient - vzorec €. 3
CV (%) = % .100

kde SD... smérodatna vybérova odchylka

X... pruimérna hodnota absorbance

Vypoétené hodnoty

prumérma hodnota 0,4271
smérodatna vybérova odchylka 0,0231
variaéni koeficient 542 %

Opakovatelnost - intra-assay

Provadéla se v jedné $arZi na jedné mikrotitraéni desti¢ce minimaln€ se 4 vzorky v zastoupeni
2 vzorky s nizkou absorbanci a 2 a vzorky s vysokou absorbanci v 16 jamkach od kaZdého
vzorku. Provedl se test podle pracovniho postupu uvedeného vySe. Pro kazdy vzorek byla
vypodétena primérnd hodnota absorbance, smérodatné vybérové odchylky a variatni koeficienty.
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Pro cely rozsah byla nasledné vypottena smérodatna odchylka a variatni koeficient, které
vyjadiuji presnost a relativni piesnost pro cely rozsah.

Vypolet: primémé hodnoty absorbance, smérodatné vybérové odchylky a variaéni koeficienty
viz vzorce ¢. 1,2 a 3.

» pfesnost pro cely rozsah - vzorec ¢. 4

D = (n, — 1)5:2 + (ng — 1)522 ... (g, — 1)542
- -+ —-1)..(np—1)

kde s... smérodatné vybérova odchylka vzorku
n... poéet vzorki

« relativni pfesnost pro cely rozsah - vzorec €. 5

v = (n, — D2 + (ny — Vw2 . (g — D2
- n-D+Mm~1..(n,—1)

kde v... varia¢ni koeficient vzorku

n... poet vzorki

Vypocétené hodnoty
piesnost pro cely rozsah 0,0627
relativni pfesnost pro cely rozsah 9,96 %

Opakovatelnost - inter-assay

Provadéla se v jedné 3arZi jako 10 samostatnych analyz. Testovaly se 4 vzorky - 2 s nizkou a 2
s vysokou absorbanci, kaZdy vzorek ve 4 jamkéch, soudasné se analyzovaly slepé vzorky a kon-
trolni séra soupravy testované arze. Provedl se test podle pracovniho postupu uvedeného vyse.
Pro kazdy vzorek byla vypoétena prim&ma hodnota absorbance, smérodatna vybérovéa odchylka
a variaéni koeficient a pro cely rozsah soupravy presnost a relativni pfesnost. Vypocet: primérna
hodnota absorbance, smérodatnad vybérova odchylka, variaéni koeficient, pfesnost a relativni
piesnost pro cely rozsah - viz vzorce €. 1 az 3.

Vypoétené hodnoty
Piesnost pro cely rozsah 0,0514
Relativni pfesnost pro cely rozsah 7,25 %

Ovéfeni pouZitelnosti ELISA metody na redlnych vzorcich

ELISA test sestaveny a pouZity tak, jak je popsano v pfedchozich kapitolach, byl ovéfen na real-
nych vzorcich. Tyto vzorky byly ziskany v priibéhu experimentalniho pouziti preparatu Impro-
vac® v prostorach experimentalniho zafizeni Vyzkumného ustavu veterinarniho l€kafstvi, v.v.i.
Tento pokus byl schvélen rezortni komisi Ministerstva zemédé€lstvi CR pod kédem MZe 1685.

Pokus byl rozdélen do dvou na sobé& nezavislych dasové oddélenych opakovéani. Celkem bylo
pouzito 40 kaneckii rozdélenych pro tyto tiely do 3 skupin:

10 kane¢kd kastrovanych imunizaci prepardtem Improvac® v souladu s doporu¢enim vyrobce;
10 kanecki kastrovanych chirurgicky ve véku 6 az 7 dni Zivota;
20 kanecki nekastrovanych viibec.

Jako dal3f kontrola bylo pouZito 10 nemanipulovanych prasnicek.
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Z vysledkl shrnutych na Obrazku 1 je patrné, Ze sestavena souprava ELISA muzZe slouZit k de-
tekci pfitomnosti protilatek proti GnRH v séru prasat.

NAROKY NA OCHRANU

1. Diagnosticka sada pro detekci protilatek proti gonadotropin-uvoliiyjicimu hormonu v séru
prasat metodou ELISA, vyznacdend tim, Ze obsahuje rekombinantni praseéi gonadotro-
pin-uvolrujici hormon.

2.  Diagnostickd sada podle naroku 1, vyzmadend tim, Ze rekombinantni prasedi
gonadotropin-uvolfiujici hormon mé aminokyselinovou sekvenci: QHWSYGLRPG GKR-
NAENVID SFQEMAKEVA RLAEPQRFEC TAHQPRSPLR DLKGALESLI EEETGQKT.

3. Diagnostick4 sada podle naroku 1 nebo 2, vyznacéend tim, Ze obsahuje vicejamko-
vou destiCku s v jamkach navazanym rekombinantnim prase¢im gonadotropin-uvoliiujicim hor-
monem, a konjugat kienové peroxidazy s polyklonAlni anti-prase¢i protilatkou.

4.  Primery pro amplifikaci kodujici sekvence proteinu gonadotropin-uvolfiujiciho hormonu
pro pfipravu plasmidu nesouciho rekombinantni prase¢i protein gonadotropin-uvolfiujici hormon,
majici nasledujici sekvence 5°- 3’

Forward: GACGATGACGATAAG CAACACTGGTCCTATGGATTGC
Reverse: CCAAGCTTCGAATTG TTAAGTCTTCTGCCCAGTTTCCTC
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