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1. Uvod

Rozvoj a poznatky z veterindrni mediciny, pfedev§im oboru reprodukce, hraji klicovou roli
v programech na zachranu ohrozenych druhti zvitat véetné volné Zzijicich kockovitych Selem,
které¢ patii mezi jednu z nejohrozenéjSich skupin zvifat na Zemi. Stale Castéji se vyuziva
metod asistované reprodukce pro zvyseni pravdépodobnosti zabfezavani samic a udrzovani
biezosti s cilem navysit pocty téchto zvifat a pfipadné je navracet zpét do volné piirody
(Pelican a kol., 2006; Swanson, 2006). Bchem téchto zasahti je vyuzivano velké mnozstvi
1é¢ivych pripravki, pfedevsim hormondlni povahy. Bézn¢ uzivanym hormonem pii asistované
reprodukci je equinni choriovy gonadotropin vykazujici podobné ucinky jako
folikulostimulujici hormon (FSH). Tento se bézné kombinuje s humdnnim choriovym
gonadotropinem (hCG), jehoz fyziologické ucinky jsou podobné ucinkim luteotropniho
hormonu (LH). Tyto hormony se vyuzivaji pfi asistované reprodukci rovnéz u kockovitych
Selem, v literatufe je vSak opakované popisovano, Ze po nckolika aplikacich se u kocek
pozadovana reakce na hCG snizuje (Rodrigues da Paz a kol., 2006).

Luteiniza¢ni hormon je glykoprotein hormonélni povahy fyziologicky produkovany
v adenohypofyze a jeho uvoliiovani mé pulzacni charakter. U samic se vaZe na receptor bunck
granuldzy, ¢imz zpisobi zvySenou produkci progesteronu, ndsledné ovulaci, luteinizaci a
vznik corpus Iluteum. Pisobenim na thekalni bunky zvySuje produkci androstenedionu a
testostosteronu. Androstenedion je potom bunkami granuldézy konvertovan na estradiol
(Trojan a kol., 2003).

Glykoprotein folikulostimulaéni hormon je rovnéZz produkovan v hypofyze, ze které je
uvoliiovan periodicky. Jeho hlavni funkci je stimulace ristu bun€k membrana granulosa a
pfemény bungk stromatu na buiiky thekalni. Spolu s estrogeny zmnoZuje receptory pro LH a
FSH, coz ma za nasledek dalsi zvySovani hladiny estrogenti a rtst folikuld. V lutedlni fazi je
potom mnozstvi receptortt pro LH dilezité pro dostate¢nou tvorbu progesteronu (Trojan a
kol, 2003).

Equinni choriovy gonadotropin (eCG), neboli také konsky sérovy gonadotropin (pregnant
mare’s serum gonadotropin, PMSQG), je glykoprotein produkovany placentou btezi klisny. Ze
séra ho lze izolovat nejlépe mezi 40. a 130. dnem biezosti. Jeho hlavni funkci v organismu
klisny je udrzet efekt priméarnich a sekundarnich Zlutych télisek. Vzhledem k tomu, ze mé
velmi podobné ucinky jako FSH (pfedevsim stimulace folikularniho riistu), ale na rozdil od
n¢ho v organismu pietrvava delsi dobu, byva vyuzivan v asistované reprodukci v kombinaci
s GnRH nebo hCG (Adams a kol., 2001).

Humanni choriovy gonadotropin mé podobné biologické ti¢inky jako LH u samct i u samic
a vaze se na stejny receptor (Casarini a kol.,, 2012; Viswanath a kol., 2007). Je to
glykoprotein, ktery je u zeny tvofen behem tc¢hotenstvi buiikkami trofoblastu za uUcelem
zvySené sekrece progesteronu a estrogenil v corpus luteum, aby nedoslo k pfed¢asnému
ukonceni gravidity. Jeho sekrece je nutné predevsim do té doby, nez dojde k plné sekreci vyse
uvedenych hormonta placentou. Stejné¢ jako LH ptlisobi jiz na saméi plody v dé€loze, ¢imz
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umozni diferenciaci pohlavnich organti. Ke konci t€hotenstvi ma rovnéz vliv na kontraktilitu
myometria. Jiz od 7. dne po oplodnéni je vylu¢ovan ledvinami do moce, kde jsou jeho hladiny
métitelné od 14. dne gravidity. Od 60. dne gravidity jeho hladiny klesaji. (Trojan a kol.,
2003). Z moci téhotnych Zen se da hormon izolovat a je potom dale vyuzivan ve
farmaceutickém pramyslu predev§im za ucelem podpory reprodukcnich vlastnosti jedince.
Jeho biologicky efekt pretrvava delsi dobu nez efekt LH, proto je hojn¢ v mediciné humanni 1
veterinarni pouzivan (Adams a kol., 2001).

Struktura hCG je velmi podobna LH, FSH a TSH (tyreotropni hormon). VSechny tyto Ctyfi
hormony se skladaji ze dvou podjednotek — a a B, pficemz a fetézec je u vSech identicky.
Pouze fetézec B je tedy zodpovédny za rozdily v morfologii i vlastnostech téchto
glykoproteind (Yu a kol., 2007). Hormon hCG je v soucasné dobé dostupny jak samostatné,
v Ceské republice jako hromadné vyrabény 1é¢ivy ptipravek pro humanni vyuZiti pod ndzvem
Pregnyl, tak v kombinaci se sérovym gonadotropinem biezich klisen (eCG). V této kombinaci
je dostupny viadé hromadné¢ vyrabénych IéCivych piipravkil pro veterinarni uZiti
registrovanych k pouziti u prasat. LéCivé piipravky jsou vyrdbény ve formé lyofilizati
uréenych k intramuskuldrni nebo subkutanni aplikaci (AISLP, 2013).

Imunitni systém zpravidla reaguje na cizorod¢ latky v téle s cilem je neutralizovat nebo znicit.
Pti pfetrvavajicim nebo opakovaném stimulu se aktivuji specifické imunitni mechanismy, kdy
dochazi k tvorbé protilatek nebo k bunééné odpovédi na konkrétni antigen. Vzhledem k tomu,
ze hCG je pro télo kocky latkou cizorodou, lze piedpokladat, ze imunitni odpovéd hraje ve
snizovani jeho Uc¢innosti u koc€kovitych Selem vyznamnou roli (Swanson a kol., 1995;
Swanson a kol., 1996).

2. Cil metodiky funkéniho vzorku

Opakovana aplikace hormonalniho preparatu miize vést ke snizeni jeho ucinnosti. Jednou
z pricin muze byt vzestup hormon-specifickych protilatek, které maji schopnost neutralizovat
biologicky ucinek tohoto hormonu. Proto cilem metodiky funkéniho vzorku bylo sestavit a
validovat ELISA test, ktery bude umoznovat detekci protilatek ve vzorcich sér kocek.

3. Vlastni popis funkéniho vzorku

3.1. Sestaveni ELISA metody

1. Vazba antigenu

Jako antigen byl pouzit hCG v HVLP Pregnyl 1 500 inj.pso.Igf 3x 1 500 UT (N.V.Organon,
Nizozemsko) nafedény tak, aby jeho koncentrace byla 50 IU/ml ve vazném karbondtovém
pufru o pH 9,6, tento byl aplikovan o objemu 100 pl do kazdé jamky mikrotitra¢ni desky
Maxisorp (Nunc, Dansko) Vazba na dno jamky probihala ptfes noc pii chladnickové teploté.
Poté byly jamky 5x promyty smési PBS a 0,05% Tweenu 20.
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2. Blokace nespecifickych vazebnych mist

Do jamek bylo napipetovano 100 pl roztoku obsahujiciho 0,5% kaseinového hydrolyzatu a
10% sacharozy. Poté se deska inkubovala pti pokojové teplot€¢ 60 minut, nasledné byl jeji
obsah odstranén vyklepnutim.

3. Aplikace sér

Vysetfovana séra, pozitivni a negativni kontroly byly nafedény 100x. Redici roztok mél
slozeni PBS, 0,05% Tween 20 a 0,5% kaseinovy hydrolyzat. VySetfované vzorky a standardni
pozitivni a negativni kontrolni séra byly testovany vzdy v duplikatech. Inkubace probihala 60
minut pti pokojové teploté. Jamky byly opét 5x promyty smési PBS a 0,05% Tweenu 20.

4. Aplikace konjugatu

Do jamek byla pfidana 100.000x fedénd sekundarni protilatka konjugovand kienovou
peroxidazou anti-cat IgG H+L (Bethyl Laboratories, USA) v objemu 100 pl na jamku
v fedicim roztoku (PBS, 0,5%Tween a 0,5% kaseinovy hydrolyzat). Inkubace probihala pii
pokojové teploté 30 minut. Jamky byly opét 5x promyty promyvacim roztokem.

5. Aplikace substratu
Do jamek byl aplikovéan substrat s chromogenem TMB complete (Test-line, Ceské republika)
v objemu 100 pl do kazdé jamky, ktery se nechal ptisobit po dobu 10 az 30 minut.

6. Zastaveni reakce
Pro zastaveni reakce byla pfiddana 2M H2SO4v objemu 50 pl do kazdé jamky.

7. Meéreni absorbance

Absorbance byla métena pii 450 nm pomoci multikandlového spektrofotometru Synergy H1
(BioTek, USA). Pracovni fedéni antigenu a konjugadtu je oveéfovadno boxovou titraci se
standardnimi vzorky sér vzdy pro kazdou novou Sarzi antigenu nebo konjugéatu.

Hranice pozitivity vysetfovanych vzorkii byla urfena primérem hodnot namétenych
absorbanci kontrolnich negativnich sér a trojnasobkem smérodatné odchylky tohoto praiméru.

3.2.Validace metody

3.2.1. Homogenita potazené desticky

Provadéla se v dané Sarzi na jedné mikrotitraéni desticce v 96 jamkach s jednim sérem
v fedéni 100x. Provedl se standardni test podle pracovniho postupu uvedeného vyse a byly
vypocteny hodnoty primeéru absorbanci, smérodatné vybérové odchylky a variaéniho
koeficientu.

Vypocet:
e priamérnd hodnota absorbance — vzorec €. 1

L%

T

w =



kde x ... hodnota absorbance vzorku
n ... pocet vzork

e smérodatnd vybérova odchylka — vzorec €. 2

| X(x; —x)*
= Tatt
N T
kde x ... hodnota absorbance vzorku
X ... primérné hodnota absorbance
n ... pocet vzork
e variaéni koeficient — vzorec ¢. 3
5D
cV (%) = — .100

X

kde  SD ... smérodatnd vybérovéa odchylka
X ... primérna hodnota absorbance

Tabulka €. 1. Vysledky méfeni absorbance. Pro vypocet byly vynechany hodnoty z jamek na

okraji desticky a bylo tak pocitdno pouze s hodnotami z 60 jamek.

1 2 3 4 5 6 7

8

10

11

12

0,841 | 0,787 | 0,842 | 0,885 | 0,810 | 0,834 | 0,835

0,872

0,792

0,776

0,779

0,824 | 0,831 | 0,829 | 0,786 | 0,795 | 0,811 | 0,797

0,779

0,758

0,708

0,714

0,756

0,700 | 0,731 | 0,727 | 0,719 | 0,705 | 0,764 | 0,726

0,729

0,724

0,728

0,732

0,732

0,721 | 0,756 | 0,766 | 0,737 | 0,761 | 0,731 | 0,748

0,712

0,688

0,806

0,816

0,812

0,792 | 0,756 | 0,777 | 0,764 | 0,761 | 0,739 | 0,696

0,702

0,668

0,723

0,712

0,716

0,756 | 0,722 | 0,670 | 0,708 | 0,699 | 0,699 | 0,697

0,677

0,688

0,672

0,688

0,685

0,772 | 0,767 | 0,751 | 0,785 | 0,720 | 0,799 | 0,784

0,803

0,792

0,780

0,803

0,817

T Q| o OO W >

0,922 | 0,899 | 0,887 | 0,973 | 0,894 | 0,867 | 0,848

0,855

0,790

0,858

0,884

0,883

Vypoctené hodnoty

pramérnd hodnota absorbance 0,7436
smerodatna vybérova odchylka 0,043079
variacni koeficient (%) 5,793361




3.2.2. Opakovatelnost — intra-assay

Provad¢la se v jedné Sarzi na jedné mikrotitrani desticce minimalné se 4 vzorky v zastoupeni
2 vzorky s nizkou absorbanci a 2 a vzorky s vysokou absorbanci v 16 jamkéch od kazdého
vzorku. Provedl se test podle pracovniho postupu uvedeného vyse. Pro kazdy vzorek byla
vypoctena primérna hodnota absorbance, smérodatné vybeérové odchylky a variacni
koeficienty. Pro cely rozsah byla nasledn¢ vypoctena smérodatna odchylka a variacni
koeficient, které vyjadiuji piesnost a relativni pfesnost pro cely rozsah.

Vypocet: prumérné hodnoty absorbance, smérodatné vybérové odchylky a variacni
koeficienty viz vzorce €. 1,2 a 3.

e pfesnost pro cely rozsah — vzorec €. 4

_ (ny —1)5,% + (n; — 1)5,% .. (i — 1)5,°
P= J (=D + (= 1) o — D

kde s... smérodatné vybérova odchylka vzorku
n ... pocet vzork

e relativni piesnost pro cely rozsah — vzorec €. 5

_ (ny — v, ® + (0, — Dy o (y — D ?
V= J (1, — D) + (1, — 1) .(m — 1)

kde  wv... variacni koeficient vzorku
n ... pocet vzork

Tabulka €. 2. Vysledky méteni absorbance.

1 2 3 4 5 6

A 0,326 | 0,376 | 0,081 | 0,077 | 0,581 | 0,641
B 0,302 | 0,313 | 0,082 | 0,076 | 0,591 | 0,580
C 0,366 | 0,260 | 0,078 | 0,075 | 0,568 | 0,564
D 0,353 | 0,318 | 0,082 | 0,076 | 0,593 | 0,623
E 0,319 | 0,414 | 0,082 | 0,077 | 0,600 | 0,630
1) 0,325 | 0,399 | 0,084 | 0,080 | 0,627 | 0,662
G 0,334 | 0,358 | 0,085 | 0,083 | 0,676 | 0,746
H 0,351 | 0,330 | 0,089 | 0,089 | 0,788 | 0,775

Vypoctené hodnoty

Ptesnost pro cely rozsah 0,07

Relativni ptesnost pro cely rozsah (%) 9,32



3.2.3. Opakovatelnost — inter-assay

Provadéla se v jedné Sarzi jako 10 samostatnych analyz. Testovaly se 4 vzorky — 2 s nizkou a
2 s vysokou absorbanci, kazdy vzorek ve 4 jamkach, soucasné se analyzovaly slepé vzorky a
kontrolni séra soupravy testované Sarze. Provedl se test podle pracovniho postupu uvedené¢ho
vyse. Pro kazdy vzorek byla vypoctena primérna hodnota absorbance, smérodatna vybérova
odchylka a variacni koeficient a pro cely rozsah soupravy presnost a relativni presnost.
Vypocet: primérna hodnota absorbance, smérodatnd vybérova odchylka, variani koeficient,
piesnost a relativni pfesnost pro cely rozsah — viz vzorce €. 1, 2, 3,4 a 5.

Tabulka ¢. 3.Hodnoty absorbance dvou vzorki s nizkou absorbanci (A a B) a dvou vzorki s
vysokou absorbanci (C a D) .

A B C D
0,094 0,361 0,704 1,645
0,090 0,284 | 0,738 1,690
0,093 0,373 0,806 1,817
0,095 0,325 0,909 1,922
0,090 0,353 0,684 1,582
0,097 0,340 | 0,701 1,760
0,090 0,328 | 0,735 1,713
0,089 0,304 | 0,817 1,818
0,100 0,330 | 0,614 1,573
0,086 0,271 0,664 1,599
0,086 0,244 | 0,687 1,731
0,086 0,293 0,748 1,819
0,083 0,237 | 0,592 1,444
0,087 0,283 0,665 1,474
0,085 0,254 | 0,697 1,627
0,085 0,258 | 0,746 1,718
0,081 0,218 | 0,611 1,523
0,079 0,197 | 0,664 1,579
0,084 0,230 | 0,682 1,581
0,087 0,222 | 0,708 1,812
0,093 0,197 | 0,594 1,577
0,082 0,227 | 0,618 1,675
0,081 0,223 0,692 1,664
0,084 0,248 | 0,710 1,879
0,092 0,328 | 0,708 1,592
0,099 0,263 0,847 1,694
0,110 0,231 0,920 1,779
0,088 0,278 | 0,944 1,874
0,085 0,294 | 0,857 1,737




0,082 0,301 0,873 1,790
0,083 0,288 | 0,903 1,841
0,100 0,283 0,997 1,952
0,089 0,194 | 0,592 1,392
0,081 0,239 | 0,624 1,517
0,081 0,212 | 0,690 1,606
0,081 0,220 | 0,725 1,692
0,087 0,225 0,607 1,508
0,097 0,244 | 0,672 1,621
0,094 0,254 | 0,723 1,741
0,089 0,263 0,781 1,771

Vypoctené hodnoty
Ptesnost pro cely rozsah 0,09
Relativni ptesnost pro cely rozsah (%) 12,72

4. Srovnani ,,novosti postuptu*
ELISA metoda pro detekci specifickych protilatek proti lidskému choriovému gonadotropinu
u kocek neni komerén¢ dostupna.

5. Popis uplatnéni funkéniho vzorku

ELISA metoda pro stanoveni specifickych protilatek proti lidskému choriovému
gonadotropinu v séru kocek je pouzivan v laboratofi autori k vyzkumnym acelm.

Potencial dal$iho vyuziti metody je v komerénim stanoveni protilatek v sérech kockovitych
Selem napt. chovanych v ZOO. Indikaci pro takovéto vySetieni je zejména selhani Ui¢innosti
aplikace preparatu obsahujicich hCG.

6. Ekonomické aspekty

Metoda je na pracovisti autorii zavedena a pfipravena k pouziti. Komeréni vyuziti zélezi na
poptavce potencionalnich zdkaznikd. V soucasné dobé nelze ekonomické aspekty odhadnout.
Cena jednotlivych vysetieni bude zavisla na mnozstvi vySettenych vzorkd.
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