Бесконтактный мониторинг репродуктивного состояния самок манула (Otocolobus manul) методом радиоимунного и иммуноферментного анализа стероидных гормонов в фекалиях.
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Введение

Манул  (Felis manul) - редкий представитель семейства кошачьих, занесенный в Красную Книгу России. Распространен в пустынях и степях Азии, на территории России, Монголии и Северо-западного Китая. Актуальность исследований, посвященных проблеме размножения манула в зоопарках, объясняется не только его малочисленностью, но также и тем, что это чрезвычайно скрытный и молчаливый зверь. По его виду и по звукам, им издаваемым, не всегда можно с достаточной уверенностью судить о его состоянии, в частности о его готовности к размножению. Таким образом, особое значение для мониторинга репродуктивного состояния манула приобретают биохимические методы, и, в частности, исследование экскреции стероидных гормонов. Изучение экскреции гормонов с мочой и фекалиями является наиболее прогрессивным методом мониторинга гормонального состояния у диких животных (Brown and Wildt, 1997; Heistermann et.al., 1995), поскольку исключает стрессовые ситуации, неизбежные при контактных методах исследования, таких как анализ крови. Известно, что стероидные гормоны, в частности эстрадиол и метаболиты прогестерона у кошачьих, на 95% выводятся с фекалиями (Shille et.al., 1984; Shille et.al., 1990). Известно также (Brown et.al., 1995; Graham et. al., 1995), что динамика экскреции этих гормонов у большинства исследованных видов кошачьих (например, у дымчатого леопарда Neofelis nebulosa, тигра Panthera tigris, льва P. leo, снежного барса P. uncia и др.),  достаточно четко коррелирует с поведенческими характеристиками периода размножения. В связи с этим, наши исследования включали в себя радиоимунный и иммуноферментный анализ стероидных гормонов в фекалиях манулов с целью изучения репродуктивного состояния этого животного, в частности - мониторинга овариального цикла и диагностики беременности. 

Материалы и методы

1. Исследуемые животные

Исследования проводились с тремя взрослыми самками манула - самка Бача в возрасте двух лет, ранее не рожавшая, самка Чиба в возрасте трех лет, рожавшая за год  до начала исследований и самка Роса, возраст неизвестен, за время пребывания в Московском зоопарке не рожавшая. К началу опыта все самки были ссажены с самцами, рожденными в природе. Ранее при содержании в зоопарке от всех трех самцов были получены приплоды. Животные находились в парах в течение всего периода размножения. Все животные содержались в помещениях, имеющих открытый выгул, при естественном фотопериоде. Рацион манулов состоял из мяса и крыс. Все животные получали воду ad libitum. 

2. Сбор фекалий

В связи с тем, что животные содержались в парах, кормились вместе и имели общий выгул, оказалось затруднительным отделение фекалий самки от фекалий самца. Учитывая тот факт, что целью нашего исследования являлся мониторинг репродуктивного состояния, т.е. нас в гораздо большей степени интересовала динамика гормональной экскреции, чем абсолютные количества того или иного гормона, выделенного самкой, мы попытались проследить динамику экскреции суточного количества стероидных гормонов в фекалиях пары манулов. Поэтому производился полный сбор фекалий от каждой пары манулов. Фекалии собирали с пола раз в сутки с периодичностью от 2 до 7 раз в неделю. Чистка помещений, в которых содержались животные, производилась ежедневно. Все фекальные пробы упаковывались в пластиковые емкости и сохранялись до анализа в замороженном состоянии. 

3. Экстракция фекальных проб

Перед проведением экстракции фекальные пробы, соответствующие суточному выделению самца и самки, высушивались при 35(С и измельчались до порошкообразного состояния. Остатки шерсти и костей крыс, присутствующие в фекалиях в большом количестве, механически отделялись. Большое внимание уделялось равномерному перемешиванию высушенной пробы, чтобы исключить ошибку при взятии аликвотной части на анализ.

Экстракцию фекальных проб проводили двумя разными методами (Bujalska et.al., 1994, Brown et.al., 1995): 

1. 0,2 г измельченной, высушенной и перемешанной пробы взвешивалось и помещалось в стеклянную пробирку с 4 мл 0,1 М фосфатного буфера рН 7,2-7,4. Проба тщательно гомогенизировалась в буфере и центрифугировалась при 2,5 т об./мин. Супернатант сливался в стеклянную  баночку и хранился до анализа в замороженном состоянии. 

Перед проведением анализа размороженный супернатант экстрагировали диэтиловым эфиром по следующей схеме: 

 100 мкл супернатанта (для прогестерона) или 50 мкл супернатанта + 50 мкл 0,1 М фосфатного буфера (для эстрадиола) помещали в пробирки для экстракции. Туда же добавляли по 1 мл диэтилового эфира. Пробирки энергично встряхивали в течение 1 минуты, после чего отделяли эфирную фракцию. Эфирный экстракт использовали для проведения радиоимунного анализа.

2. 0,2 г измельченной, высушенной и перемешанной пробы взвешивалось и помещалось в стеклянную пробирку с 5 мл 90% этилового спирта. Проба тщательно гомогенизировалась, центрифугировалась при 2,5 т об./мин 15 мин, супернатант сливался в чистую пробирку. К остатку добавлялось 5 мл 90% этилового спирта, пробирки энергично встряхивали и центрифугировали при 2,5 т. об./мин 15 мин, после чего супернатанты объединяли. Спиртовой экстракт выпаривали досуха, сухой остаток растворяли в 1 мл 90% этилового спирта. Полученный экстракт использовали для проведения иммуноферментного анализа.

4. Радиоиммунный и иммуноферментный анализ

Радиоимунный анализ эстрадиола и прогестерона проводился в Научном Эндокринологическом Центре (Москва) с использованием оборудования, реактивов и технологий этого Центра.

Иммуноферментный анализ проводился в Онкологическом Научном Центре (Москва) с использованием оборудования, реактивов и технологий этого Центра.

Результаты

Результаты исследований представлены на рис. 1, 2 и 3.  В качестве единиц измерения приняты нг/сутки для эстрадиола и мкг/сутки для прогестерона, что соответствует суточному выделению данного гормона парой животных. При этом мы условно считаем, что уровень эстрадиола и прогестерона в фекалиях самца не оказывает существенного влияния на общую динамику экскреции этих гормонов и, таким образом, в дальнейшем называем суммарную величину экскреции суточным выделением гормонов самкой. 

 Самка Бача (пара самка Бача - самец Дарлинг) родила 7-х детенышей 31 марта 1997 г., т.е. через 6 дней после взятия последней фекальной пробы (рис. 1). Взятие фекальных проб было прекращено непосредственно перед родами Бачи, чтобы исключить возможность стрессирования самки. Вторая пара - самка Роса - самец Батый - в изучаемый период времени не размножались (рис. 2). 

Взятие проб у пары самка Чиба-самец Ройс производилось в 1998 году, данные были получены с использованием иммуноферментного анализа (рис. 3). Самка родила 5 детенышей 15 апреля 98 г.

Фоновый уровень эстрадиола у всех трех самок не превышает 150-200 нг/сутки. Максимальный уровень эстрадиола у небеременной самки Росы составляет 300-360 нг/сутки, за время наблюдений зарегистрировано три пика с промежутками между ними 13 и 14 дней (рис. 2).
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Рисунок 1. Профиль экскреции эстрадиола и прогестерона у беременной самки манула Бача.
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Рисунок 2. Профиль экскреции эстрадиола и прогестерона у самки манула Роса.
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Рисунок 3. Профиль экскреции эстрадиола и прогестерона у беременной самки манула Чиба.

У самки Чибы имеется отчетливый пик эстрадиола величиной 5450 нг/сутки, предшествующий овуляции. Во второй половине беременности наблюдается подъем уровня эстрадиола, доходящий до 4280 нг/сутки (рис. 3). Аналогичный подъем уровня экскреции эстрадиола  имеет место во второй половине беременности и у самки Бачи (рис. 1). Здесь максимальный уровень эстрадиола достигает 3628 нг/сутки. 

Фоновый уровень прогестерона у всех трех самок не превышает 10 мкг/сутки. У беременных самок максимальный уровень прогестерона соответствует 32 мкг/сутки у Бачи (рис. 2) и 15 мкг/сутки у Чибы (рис. 3). Кроме того, у самки Чибы отмечен овуляторный пик прогестерона величиной 53,5 мкг/сутки (рис. 2). 

Обсуждение

Оба использованных в данной работе метода анализа - экстракция диэтиловым эфиром в сочетании с радиоимунным анализом и экстракция 90% этиловым спиртом в сочетании с имуноферментным анализом дали сходные результаты по динамике экскреции стероидных гормонов у беременных самок манула (рис. 2 и 3).

Тот факт, что измеряемые концентрации гормонов в данном исследовании фактически представляют собой суммарную концентрацию гормонов, выделенных парой животных, затрудняет сравнение полученных нами величин экскреции с аналогичными данными других авторов. Несмотря на это, фоновые и пиковые величины концентраций эстрадиола близки к аналогичным величинам, полученным для других видов кошачьих (Brown et.al., 1994; Graham et.al., 1995). Так уровень эстрадиола у беременных самок тигра, льва, снежного барса и гепарда Acinonyx jubatus (Graham et.al., 1995) лежит в пределах 115-200 нг/г фекалий. Результат, полученный нами для беременных самок манула, составляет приблизительно 135 нг/г фекалий.
Сильный всплеск эстрадиола во второй половине беременности не всегда характерен для кошачьих, как показывают данные различных авторов (Brown et.al., 1994; Brown et.al., 1995; Graham et.al., 1995). Уровень эстрадиола в этот период или не превышает фоновые значения, характерные для данного вида, как, например, у дымчатого леопарда (Brown et.al., 1995) и у дальневосточного кота Felis bengalensis (Brown et.al., 1994), или близок к максимальным значениям во время эструса, например, как у гепарда (Brown et.al., 1994) и у тигра (Graham et.al., 1995). По-видимому, для манула также характерным является повышение уровня эстрадиола во второй половине беременности, что делает возможным использование этого показателя для диагностики беременности.

Продолжительность беременности, определенная по первому пику прогестерона, составляет 58-60 дней. Это на 2 недели меньше, чем указано в более раннем исследовании (Schauenberg, 1978).

По данным (Brown et.al., 1994) у большинства кошачьих эстрадиол выделяется в фекалиях практически полностью в неконъюгированном виде в отличие от прогестерона, который выводится в основном в виде сульфата прегнандиола. У манула, по-видимому, метаболиты прогестерона в фекалиях также преобладают по сравнению с нативным прогестероном. Такой вывод можно сделать, сравнив уровни гестагенов у разных видов кошачьих по данным разных авторов (Brown et.al., 1994; Graham et.al., 1993) и полученные нами значения. Так, по данным (Brown et.al., 1994) максимальные значения прогестагенов у беременных самок гепарда - не менее 363 мкг/г сухих фекалий, дымчатого леопарда - 87 мкг/г сухих фекалий, снежного барса - 37 мкг/г сухих фекалий. Полученные нами значения для прогестерона у беременной самки манула при приблизительном пересчете на вес фекалий составляет около 6 мкг/г сухих фекалий, что не превышает 16% от уровня прогестагенов, определяемого у кошачьих. Можно предположить, что, как и для других видов кошачьих, прогестерон в фекалиях манула выделяется в основном в виде метаболитов. Однако для практических целей мониторинга овариального цикла и беременности у манула оказывается вполне достаточным определять содержание свободного прогестерона в фекалиях, что в ряде случаев технически проще, чем определение конкретного метаболита прогестерона. Такая же мысль о возможности применения малоспецифичной антисыворотки на прогестерон для практических целей была высказана в статье (Graham et. al., 1995). Даже при таком низком проценте определения ярко выражен подъем уровня прогестерона при беременности, доходящий до 6 мкг/г сухих фекалий, т.е. 40 мкг в сутки за неделю до родов.

Выводы

1. С помощью вышеописанных методик радиоимунного и имуноферментного анализа стероидных гормонов в фекалиях манула могут быть зафиксированы моменты течек, факты спаривания, наличие  беременности.

2. Анализ стероидных гормонов в фекалиях манула позволяет определить беременность не позднее, чем за 3 недели до родов, а, возможно, за 1-1.5 месяца.

3. Продолжительность овариального цикла у манула, установленная по длине промежутка между пиками эстрадиола, составляет 13-14 дней.

4. Длительность беременности, исходя из даты 1-го пика эстрадиола, составляет 58-60 дней. 
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