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SEKRECNA AKTIVITA BUNIEK GRANULOZY VAJECNIKOV KRAV VO
VZTAHU K PRODUKCII PROLAKTINU ALEBO PROLAKTINU PODOBNE]
SUBSTANCIE [N VITRO

]. Nitray, A. V. Sirotkin, V. P. Politov, G. V. Marintenko

NITRAY, ]J. — SIROTKIN, A. V. — POLITOV, V. P. — MARINCENKO, G. V. (Vy-
skumny tustav Zivo¢i¥nej vgroby, Nitra; Vyskumny tstav genetiky a reprodukcie,
Leningrad): Sekreénd aktivita buniek granul6zy vajeénikov krdv vo vztahu k pro-
dukcil prolaktinu alebo prolaktinu podobnej substancie in vitro. Veter. Med.
(Praha), 36, 1991 (10): 577—583.

V prédci sme zistili, Ze pétdiiova kultivdcia bovinngch buniek granul6zy bez séra
a s pridavkami séra v kultivaénom médiu spdsobila, v z4vislosti od €asu kumulo-
vanie imunoreaktivity prolaktinu (PRL), ktord sa prejavila v jeho kvantitatfvnom
niraste v Kkultivate. Folikulostimulaény hormén (FSH), pridany v dévkach 10
aZ 10000 ng.ml-! média, vyrazne zvy§il imunoreaktivitu PRL v preukaznej
zfvislosti od pouZitej ddvky. Naopak luteinizaény hormén (LH) stimuloval pro-
dukciu PRL-podobnej 14tky iba pri maximélnej davke 10 1U.ml-1. Jeho nfzke dav-
ky (0,01—1 IU.ml-') nemali na tento proces preukazny vplyv. Nizke davky
oxytocinu (1,10 mIU.ml-"') blokovali a vysoké (100 alebo 1000 mIU.ml-"1) sti-
mulovali produkciu PRL podobnej substancie bunkami granul6zy. Arginfn-vazo-
presin — AVP (v ddvkach 1—1000 ng.ml-!), arginin-8-vazotocin-AVT (10—10 000
ng.ml-') a LH-RH (10—10000 ng.ml-') neovplyviiovali imunoreaktivitu PRL
a jeho nasledovné kumulovanie v bunkdch granul6zy bovinngch vaje¢nikov. Uve-
dené Gdaje naznacujG mozZnost produkcie PRL alebo PRL-podobnej substancie
bovinnymi ovaridlnymi bunkami in vitro a zaroveini vplyv gonadotropinov na
mechanizmus regulacie tohto procesu.

kravy; vaje¢niky; bunky granulézy; prolaktin; FSH; LH; oxytocin

Ovarialne funkcie st regulované radom réznych substancif hypotala-
mického, hypofyzdrneho a intraovaridlneho pévodu (Guraya, 1985;
Golubev ai, 1987; Tsafriri, 1988). Nezanedbatelnu tlohu v kon-
trole reguldcie zohrdva prolaktin (Fink, 1986; Tsafriri, 1988;
Dusza a Tilton, 1990). V poslednom obdobi sa objavili idaje, ozna-
Cujace také hormoény, ako LH-RH-podobné substancia (Aten a i., 1986,
1987]), oxytocin a vazopresin (Schams, 1987; Wathes, 1988) za
hormény v uréitom mnoZstve syntetizované vo vaje¢nikoch. Existuji
i niektoré nepriame dokazy o intraovaridlnej produukcii PRL:

— skutoc¢nost, Ze PRL je tvoreny nielen v hypofyze, ale aj v inych tkani-
véach, napr. v maternici opic (Ying a i., 1988), alebo v prisemenniku
mysfi (Brumlov a Adams, 1990);

— vysoka hladina PRL vo folikuldrnej tekutine Iud{, krdv a prasnic
(Guraya, 1985; Przala ai., 1985);
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— existencia mRNA pre PRL v bunkdch granulézy a Zltého telieska va-
je¢nikov prasnic (Einspanier ai., 1986).

Cielom naSich experimentov bolo skiimat moznost produkcie PRL bun-
kami granulézy krav in vitro a urcit niektoré endokrinné mechanizmy
regulacie tohto procesu.

MATERIAL A METODY

PRIPRAVA A INKUBACIA GRANULOZNYCH BUNIEK

Vaje¢niky neskorej lutedlnej, skorej a strednej folikularnej fazy estralneho cyklu
sme ziskali od krdav vo veku 2—4 rokov bez reprodukénych porach. Hodinu po ich zabiti
sme obsah 2—5 mm folikulov asepticky aspirovali a bunky granulozy separovali centri-
fugaciou pri 200 > g po dobu 5 minut. Po odliati supernatantu sme bunky granulozy
resuspendovali Pasteurovou pipetou do sterilného média TCM 199 (Sigma, St. Louis,
USA) s 5% pridavkom bovinného fetdlneho séra (VOVeL, Brno). Cel§ proces — centri-
fugacia, prenesenie do média a pipetovanie — bol opakovany trikrdt. Po poslednej
centrifugacii sme granulozu resuspendovali do inkuba¢ného média TCM 199 obohate-
ného o 10 % mIU.ml-" inzulinu (Léc¢iva, Praha), 6 mg.ml-' pufru Hepes (Sigma,
St. Louis, USA), 200 mg.ml~-' pyruvatu Na (Serva, Heidelberg, SRN), 600 mg.ml-1
laktatu Ca (Serva, Heidelberg, SRN) a 50 mg.ml-' gentamicinu (Pharméacia, Sofia,
Bulharsko). V niektorych experimentalnych skupindch sme uvedené inkuba¢né médium
doplinili o 5 % fetalneho bovinného séra, LH (Kirchsteinov Ustav mikrobiologie, Riga,
ZSSR — 0,01 aZ 10 1U.ml-'), FSH (Calbiochem-Behring Inc., La Jolla, USA — 0,01
az 10 mg.ml-'), LH-RH (Hoechst, AG, Frankfurt n. M., SRN — 10 a% 10000 ng.ml~1),
arginin-8-vazopresin (Ustav organickej biochémie, Praha — 1 aZ 1000 ng.ml~-1),
oxytocin (Gedeon Richter, Budape$t, Madarsko — 1 aZ 1000 mIU.ml-'), arginin-8-va-
zatocin (Chemicky Gstav Univerzity Leningrad, ZSSR — 10 aZ 10000 ng.ml-1).

2 ml bunec¢nej substancie v koncentracii 1 milién buniek v ml sme preniesli do kul-
tivaénych platniciek (Sterilin LTd. Feltham, Anglicko) a inkubovali pri teplote 37°C
s pridavkom 5 % CO,. V experimente ¢&fslo 1 sme médium aspirovali v kaZdom dni
5dijovej inkubdacie. V experimentoch 2 a 3 sme po dvoch diioch kultivacie (adaptécie)
médium vymenili. VSetky vzorky boli po dvoch dfioch umiestnené v Cerstvom médiu.

RADIOIMUNOANALYZA PRL

Koncentraciu PRL sme determinovali v duplikatoch kultivovanej vzorky metéodou RIA
stanovenia v pevnej faze (Taranenko a i, 1975). Bovinny PRL (NIH-P-S18) pre
imunizdciu kralikov a $tandard nadm laskavo poskytol Dr. S. Raiti (National Hormone
and Pituitary Program, University of Maryland, Baltimor, USA). Kréli¢ia protilatka
k PRL mala kriZova reakciu s bovinngm inzulinom, rastovym horménom, LH, FSH,
my3im PRL a rastovym hormonom mensiu neZ 0,001 %. Citlivost radioimunoanalgzy
bola 9 pg na vzorku a presnost 953 %. Koeficient v ramci a medzi meraniami nepre-
krod&il 6 %.

STATISTICKE SPRACOVANIE VYSLEDKOV

KaZdi experimentdlnu skupinu predstavovali vzorky v 4—5ndsobnom opakovani.
Stupeii produkcie prolaktinu sme ur&ili na zdklade jeho koncentrdcie v prepocte na
10¢ buniek na defi. Preukazné rozdiely medzi skupinami sme testovali Studentovym
[-testom.

VYSLEDKY

Pri analyze prvého experimentu sme zistili, Ze pocas in vitro kultivacie
buniek granulézy v médiu bez séra i s pridavkom séra sa imunoreaktivita
PRL — podobnej substancie zvySovala v z4vislosti od jej ¢asového prie-
behu (obr. 1). Pridavky FSH (1 g.ml" "), alebo LH (0,1 IU.ml"1) do
média bez obsahu séra nesp6sobili priame a okamZité zvySenie hladiny
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1. Akumuldcia imunoreaktivity PRL [ng.ml-'] v granuléznych bunkach vaje¢nikov
krav in vitro v zavislosti od inkubac¢nej doby [h]; - — meédium bez séra; -----
médium so sérom; A — pridavok FSH (1 g.ml-']; B — pridavok LH [0,1 IG.ml~"]
— In-vitro accumulation of PRL immunoreactivity [ng/ml] in granulosa cells of
the cows’ ovaries in dependence on incubation time [h]; serum-free medium;
------ serum-dependent medium; A — FSH additions [1 g/ml]; B — LH additions
[0.1 TU/ml]

PRL v kultivate. Po 12—120 hodindch sa v8ak objavilo zvySenie jeho imu-
noreaktivity, ¢o sa prejavilo rastom koncentracie na 7—12 ng.ml L
V Case ukoncenia kultivacie sme zistili preukazne vys$Sie hladiny PRL
v kultivate s FSH.

V médiu so sérom sme na zaciatku kultivacie zistili urcité mnozstvo
PRL (pravdepodobne suvisiace s pritomnostou séra). Po 12—24hodino-
vej kultivacii sa jeho hladina redukovala, no neskér opédtovne zvySovala
a po 120hodinovej kultivacii 2,1—4,1krat prevySovala mnoZstvo PRL pri
zacati experimentu. V médiu so sérom, ako i v médiu bez obsahu séra,
sme zistili vy$§iu hladinu PRL-podobnej latky v pritomnosti FSH neZ po
aplikacii LH. Toto zistenie nds viedlo k Stadiu vplyvu gonadotropinov na
syntézu PRL bunkami granulozy. Vysledky experimentu c¢islo 2 (obr. 2)
ukdzali stimulac¢ny vplyv FSH na produkciu PRL-podobnej substancie
v zavislosti od pouZitej davky. Po dvojdiiovej kultivicii buniek granulozy
v médiu so sérom a bez séra a zarover bez pridavku FSH sme zistili mi-
niméalnu koncentrdciu PRL. Pridavky malého mnoZstva FSH (10 alebo
100 ng.ml~') do oboch médii sp6sobili iba malé zvySenie PRL-podobnej
substancie, velké davky (1000 alebo 10 000 ng.ml~') naopak aktivovali
tento proces 14—18Kkrat.

Experiment 3 (tab. I) sme zamerali k urceniu vplyvu LH, LH-RH a nie-
ktorych nonapeptidovych hormoénov na produkciu PRL-podobnej sub-
stancie bunkami granulozy po dvojdiiovej kultivacii v médiu, obohate-
nom o fetdlne bovinné sérum. Zistili sme, Ze nizke a stredné davky LH
(10 IU.ml"') preukazne aktivovali tento proces (2,3krdt). LH-RH
(10—10 000 ng.ml~ ") tento efekt nevykazoval, pricom sme nezistili ani
vplyv velkosti ddvky na syntézu PRL-podobnej substancie. V médiu s pri-
davkom 1 alebo 10 mIU.ml"! oxytocinu sme po dvojdiiovej kultivacii
nezistili detekovatelné mnozstvo PRL. Velké davky oxytocinu (100 a 1000
mIU.ml"1) v8ak kumulovanie PRL-podobnej substancie signifikantne
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2. Vplyv roznych davok folikuly stimulu-
jaceho horménu (FSH) na produkciu
PRL (alebo PRL-podobnej substancie)

207 7 bunkami granulézy vajetnikov krav

; in vitro; médium bez séra;

15 e PeEws médium so sérom — The effects

of different FSH doses on in-vitro PRL

Y (or PRL-like) production in granulosa

104 A/ cells of the cows’ ovaries; — serum-

-free medium; ----- serum-dependent

54 i medium
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I. Vplyv niektorgych nonapeptidovgch horménov na produkciu PRL (PRL-podobnej sub-
stancie) bunkami granul6zy in vitro;, * — koncentracie preparatov signifikantne odli§né

od kontrolnej skupiny (P < 0,05) — The effect of some nonapeptide hormones on
in vitro PRL (PRL-like) production in granulosa cells; * — preparation concentrations
significantly different from the control group (P < 0.05)
Preparat! Prolaktin? [ng.ml-1]

LH [IU.ml-1] 0,01 3,05 -+0,94

0,10 1,53 0,62

1,00 0,87 0,38

) 10,00 2,98 +0,19*

LH-RH [ng.ml-"] 10 1,22 40,48

100 0,59 40,23

1000 1,35 -+0,22

10 000 0,59 0,32

Oxytocin [mIU.ml-1] 1 o*
10 0*

100 4,56 -+1,00*

1000 2,76 -+0,58*

AVP [ng.ml-"] 1 1,23 40,21

10 0,44 --0,20*

100 1,79 40,31

1000 1,40 40,10

AVT [ng.ml-"] 10 1,05 40,25

100 0,53 40,25

1000 1,05 +0,25

10 000 1,18 +4-0,57

Kontrolnd skupina3 1,28 4-0,37

'preparation, 2prolactin, 3control group

zvySovali. Arginin-8-vazopresin v nizkych davkach 10 ng.ml-! mierne
zvy3il koncentrdciu PRL. Vys$sie davky tohto nonapeptidu 1, 100 alebo
1000 ng.ml"') neboli efektivne. VZetky koncentracie arginin-8-vazoto-
cinu (v ddvkach 10 aZ 10000 ng.ml-') sa pri analyze vplyvu na produk-
ciu PRL-podrobnej substancie ukéazali neefektivnymi.
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DISKUSIA

Moznosti intragonadédlnej syntézy PRL st demonStrované vysokymi hla-
dinami PRL, alebo PRL-podobnej substancie v prisemenniku (Brum -
lov a Adams, 1990), folikularnej tekutine Zien, krdv a prasnic
(Guraya, 1985, Przala ai., 1985) a nakoniec pritomnostou mRNA
pre syntézu PRL v ovaridlnych bunkach prasnic (Einpanier a i,
1986).

Vylsledky nasich experimentov si prvym ddékazom o produkcii PRL,
alebo PRL-podobnej substancie bunkami vaje¢nikov. SvedCi o tom predo-
vSetkym zvySend imunoreaktivita PRL, zistena v médiu s kultirou buniek
granulozy vajecnikov krav (obr. 1). V pritomnosti fetdlneho bovinného
séra sa produkcia PRL zd& byt intenzivnej3ia.

V oboch typoch pouZitého kultivacného média (bez a s pridavkom
séra) sme urcili vy38i stupeil imunoreaktivity PRL-podobne;j substancie
po pridavku FSH, ako i po pridani dalSieho gonadotropného hormonu
LH. Toto zistenie sved¢i o vplyve gonadotropinov na produkciu PRL-po-
dobnej substancie.

Vysledky experimentu cislo 2 (obr. 2) charakterizuje rapidny narast
PRL-podobnej substancie po aplikovani FSH do oboch typov kultivacného
média, ktory zavisi od velkosti pouzitej davky. Vplyv LH (tab. I) je po-
dobny i ked S$tatisticky preukazny stimulacny efekt je iba pri pouZiti
vysokej davky (10 IU.ml"'). ZvySenie imunoreaktivity PRL-podobnej
substancie po pridavkoch gonadotropinov nie je sposobené pripadnou
kontaminaciou média, pretoZe médium bez séra po aplikacii FSH a LH
pred Kkultivaciou neobsahovalo detekovatelné mnoZstvo PRL (obr. 1).
Uvedena skutoénost potvrdzuje, Ze FSH a pravdepodobne i LH zohra-
vaju istd dlohu v stimul4cii sekrécie PRL alebo PRL-podobnej substancie
vajecnikmi.

Je zndme, Ze okrem gonadotropinov existuje i niekolko reguldtorov
funkcii vaje¢nikov, ktorych miestom vzniku si samotné vajecniky. MoZe-
me uviest LH-RH- podobnu substanciu ( Aten a i, 1986, 1987), oxyto-
cin a vazopresin (Wathes, 1989), ktoré si nielen produkované vo
vajecnikoch, ale zaroveil su déleZitymi reguldtormi produkcie steroid-
nych hormoénov a dozrievania oocytov (Knecht a i, 1985; Sirot-
kin a i, 1987, 1990). Vysledky nasSho experimentu uvedeni skuto¢nost
vo vztahu k produkcii PRL-podobnej substancie potvrdzuju.

Zistili sme, Ze oxytocin sa v nizkych ddvkach (1—10 mIU.ml"') po-
diela na blokovani a vo velkych davkach (100—1000 mIU.ml~') na sti-
mulécii produkcie PRL-podobnej substancie. Toto zistenie méZe potvrdzo-
vat tcast oxytocinu v regulacii syntézy PRL-podobnej substancie vo va-
jetnikoch. Podobnu tulohu vSak nemoZno podla naSich zisteni prisudzo-
vat vazopresinu, vazotocinu ani LH-RH. KedZe LH-RH (Knecht a i,
1985; Tsafriri, 1988) a vazotocin (Sirotkin a i, 1987, 1990)
moZu byt potencialnymi reguldtormi steroidogenézy v bovinnych vajec-
nikoch, méZeme vyslovit predpoklad relativnhej nezavislosti procesov
produkcie steroidnych hormoénov a sekrécie PRL-podobnej substancie
vajeCnikmi.

Uloha intraovaridlneho PRL, jeho vztah k ostatnym intraovarialnym
regulatorom a cely rad inych stuvislosti je predmetom intenzivneho vy-
skumu, ale je zname, Ze aplikdcia PRL mdZe inhibovat sekréciu gonado-
tropinov (Fink, 1988), ovaridlnych horménov, dozrievanie oocytov
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(Tsafriri, 1988; Dusza a Tilton, 1990) a stimulovat luteini-
zdciu ovaridlnych buniek (Murphy a Rajkumar, 1985, Dusza
a Tilton, 1990). Nie je moZné vylacit, Ze gonadotropiny moéZu kon-
trolovat funkcie vajecnikov prostrednictvom reguldcie sekrécie PRL.
V tomto procese mdZe byt zahrnuty i ovaridlny oxytocin, ktorého sekré-
cia je tiez pod kontrolou gonadotropinov ( Schams, 1987). Takto na-
priklad moézu gonadotropiny regulovat vyvoj Zltého telieska dvomi ces-
tami — oxytocinom a prolaktinom. Dvojity efekt oxytocinu na produk-
ciu PRL-podobnej substancie bunkami granulozy, potvrdeny naSimi expe-
rimentami modZe pravdepodobne sivisiet s funkciami ovaridlnej spétnej
vazby, ktord reguluje sekréciu tychto dvoch ovaridlnych hormonov.

Poznatok o produkcii PRL-podobnej substancie bunkami granulézy va-
jeénikov krav in vitro, ktory na8a praca prinasa je prvou zmienkou o exis-
tencii substancie podobného charakteru. Potvrdenie zdkladnych aspek-
tov sekrécie a fyziologické tucinky ,ovaridlneho PRL“ v podmienkach
in vitro a in vivo by malo vyplynit z dalSich experimentalnych prac.
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NITRAY, J. — SIROTKIN, A. V. — POLITOV, V. P. — MARINCENKO, G. V. (Research
Institute of Animal Production, Nitra; Research Institute of Genetics and Reproduc-
tion, \Leningrad): The secretion activity of granulosa cells in the cows’ ovaries in
relation to in-vitro production of prolactin or prolactin-like substance. Veter. Med.
(Praha), 36, 1991 (10): 577—583.

Ovarian functions are regulated by a wide variety of substances of hypothalamic,
pituitary and intraovarian origin. In particular, prolactin (PRL) plays an important
role in the control of ovaries. The aim of our in-vitro experiments was to prove a possi-
bility of PRL production by bovine granulosa cells and to search into the endocrine
regulators of this process. In the course of experiment 1 (Fig. 1) it was observed that
the marked time-dependent accumulation of immunoreactive PRL took place during
long-time cultivation of granulosa cells both in serum-free and in serum-dependent
medium. After 12—24 hours of cultivation this level was reduced, but after 120 hours
of cell culture the medium PRL-immunoreactivity gradually rose to exceed the starting
level 2.1—2.4 times. FSH additions (10—10000 ng/ml) led to a dramatical rise of
PRL-immunoreactivity in a dose-dependent manner (Fig. 2). A greater increase in FSH
doses (1000 or 10000 ng/ml) activated this process 14.0—18.0 times. In the other
experiments (Tab. I) the effects of LH, LH-RH and various nonapeptide hormones on
the PRL-like substance production were investigated. LH stimulated PRL-like substance
production at a great dose only (10 1U/ml). The lower doses did not have any signific-
ant influence on the process. Low doses of oxytocin (1 or 10 I1U/ml) blocked, and
higher doses (100—1000 IU/ml) stimulated the granulosa PRL-like production. Argini-
ne-8-vasopressin (AVP) (1—1000 ng/ml), arginine-8-vasotocin (AVT) (10—10 000 ng/ml),
or LH-RH (10—10 000 ng/ml) failed to influence the immunoreactive PRL accumulation
in the culture medium. The increase of PRL immunoreactivity after gonadotrophin
additions was not due to the contamination of preparations by PRL because the serum-
-free medium did not contain any PRL after FSH and LH additions (but before granu-
losa cultivation). Thus FSH and probably LH may play a certain role in the stimulation
of ovarian PRL-like secretion. Present results are the first information about ovarian
production of PRL or PRL-like substance and about the involvement of LH and vaso-
pressin in the regulation of this process. Further in-vitro and in-vivo investigations
will be needed to discover the physiological role and the regulation of “ovarian PRL"
secretion.

cows; ovaries; granulosa cells; prolactin; FSH; LH; oxytoxin
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Upozorniujeme Ctendfe, Ze v cCisle 11/91 veédeckého Ccasopisu
VETERINARNI MEDICINA
maji byt uverejnény tyto prispévky:

J. Bire§, M. Harvan, P. Hudak, L. Mucha, Z.
Juhdsova: Vplyv pripravku Zindep inj. na zinkémiu, T-
-lymfocyty a beta-lyzin u gravidnych dojnic

L. Lazar, J. Hajurka: Estradiol, progesteron a cyklické
nukleotidy v tekutine folikulov perzistujicich a z lutedlnej
fazy pohlavného cyklu krav

E. Bekeova, J. Eletko, M. Krajnicdkova, V.
Hendrichovsky, I. Maracek: Dynamika zmien
koncentracie cholesterolu, tyroidnych hormonov krvného
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(Baycox, Bayer) pfi kokcidioze sajicich selat
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J. Hrdlicka: Identifikace rezidui antibiotik ve tkanich ja-
tecnych zvirat elektorforézou s bioautografickou detekci
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POROVNANI RUZNYCH KRYOKONZERVACNICH MEDII PRO VITRIFIKACI
SEDMIDENNICH EMBRYI SKOTU

P. Liehman

LIEHMAN, P. (Fyziologicky ustav CSAV, Praha): Porovndni riizngch kryokonzer-
vaénich médii pro vitrifikaci sedmidennich embryi skotu. Veter. Med. (Praha), 36,
1991 (10): 585—592.

Vitrifikaéni médium, osv&dfené pro kryokonzervaci my3ich osmiblastomernich
embryi (6,85 mol.1-1 glycerolu jako kryoprotektivum), bylo zkou$eno pro kon-
zervaci sedmidennich morul a blastocyst skotu. Vzhledem k tomu, Ze toto médium
nevyhovovalo ani po technické strdnce, ani dosaZenym preZivanim embry{, bylo
jeho sloZeni modifikovdno. Obsah glycerolu v ném byl dopln&n ¢&i ¢4stedn& nahra-
zen jingmi kryoprotektivy (metanol, sachar6za, L-prolin). Ze srovnan{ technic-
kgch parametrd a Zivotaschopnosti embry{ po rozmrazen{ vyplyvd, Ze na3e poZa-
davky (technicky nendrony postup zmrazovdn{ a rozmrazovdni a uspokojivé
preZivanf) nejlépe spliiuje kombinace kryoprotektiv 4,11 mol.1-! glycerolu
a 1,0 mol.1-" sachar6zy. Po vitrifikaci v médiu tohoto sloZenf a po rozmrazenf
se v podminkéach in vitro vyvijelo 56,0 % embryf.

embrya skotu; vitrifikace; vitrifikaénf média

V soucasné dobé pFenos embryi skotu zaznamen4dva v celém svété stdle
8ir3f uplatnéni. Kromé& plemendiskych programi na$el své misto i ve
zjednoduSeni exportu plemenného materidlu do vzdéalenych lokalit
a v ozdravovacich programech leuk6zy skotu a daldich ndkaz. Se stou-
pajicim poctem uskuteén&nych pfenosii stoupaji i ndroky na organizaci
jednotlivych akci a v diisledku toho se stdle naléhavéji ozyva poZadavek
na rychlou, spolehlivou, levnou a technicky nendroénou kryokonzervadéni
metodu, jeZ by umoZnila dlouhodobé uchovavédni bovinnich embryi.

Klasické postupy zmrazovani embryi skotu, které se objevily na pielo-
mu 70. a 80.let (Willadsen aj., 1978; Lehn-Jensen a Greve,
1981, 1982; Elsden aj., 1982) sice ve své dob& znamenaly vyznamny
krok kupfFedu, zdaleka v$ak nespliiuji vSechny poZadavky. Na z4vadu je
pfedevSim vysoka pofizovaci cena programovatelného zafizeni, ¢asova
naroc¢nost celého zmrazovaciho procesu, neuspokojiva spolehlivost. I kdyZ
nékteré modifikace klasického postupu pfinesly dil¢i zlepSeni (Bouys-
sou a Chupin, 1982a, b; Leibo aj., 1982; Niemann aj.,, 1982;
Renard aj.,, 1982), uspokojivé rfeSeni po vSech strdnkdch se dosud ne-
podaftilo nalézt.
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V pomérné nedavné dobé se objevily snahy o eliminaci potfeby kontro-
lovaného poklesu teploty, tzn. o kryokonzervaci pFimym ponofenim do
kapalného dusiku (Takeda aj, 1984; Liehman, 1984, Rall
a Fahy, 1985). Predpokladem takového postupu je dostatecna
dehydratace bundk embrya, které je moZno dosdhnout jen zvy-
Senim koncentrace kryoprotektiv v konzervaénim médiu. V zavislosti
na ni miZeme pfimé techniky rozdélit do dvou skupin. Prvni z nich vy-
uzivd média, ktera zpasobi dostatecnou dehydrataci bun&k embrya, po
ponofeni do kapalného dusiku vSak normdln& Kkrystalizuji (napf. kom-
binace 3—4 mol .11 glycerolu s 0,25—0,5 mol .1~ ' sacharézy — Biery
aj., 1985; Krag aj., 1985a, b; Williams a Johnson, 1985
Széll a Shelton, 1986a, b, 1987). Dalsi zvySeni koncentrace Kryo-
protektiv v médiu vede k dosaZeni hranice, nad kterou tato média po po-
nofeni do kapalného dusiku ztuhnou amorfng, bez vzniku Krystali ledu.
Tento proces se nazyva vitrifikace ( Fahy aj., 1984).

Pokusme se nyni strué¢né shrnout postup pFipravy embryi k primému
zchlazeni na teplotu kapalného dusiku ve srovnani s klasickymi metodami
a charakterizovat vyznam jednotlivych krokli pro konec¢ny uspéch vitri-
fikace.

Nejdfive je nutno zajistit penetraci dostatecného mnozstvi kryoprotek-
tiva do bunék embrya, urCeného pro zmrazovani. Tento krok je stejny
pro klasické metodiky stejn& jako pro vitrifikaci a je zajiStovan pobytem
embryi v médiu s prfidavkem kryoprotektiva pri pokojové teploté.

U vitrifikace odpadd postupné ¢i pfimé zchlazeni na teplotu tésné pod
bodem tuhnuti zmrazovaciho média (obvykle —7 °C) a navozeni Krystali-
zace (tzv. seeding), které jsou nezbytnou soucéasti klasickych metod. Po
nich nasleduje pomalé snizovéni teploty na —30 az —35 °C, béhem né&hoz
vymrza postupné voda ze zmrazovaciho média a zvySujici se osmoticky
tlak zbytkovych roztoki zptsobuje dehydrataci bunék. Tento proces,
trvajici asi 90—120 min je u vitrifikace nahrazen kratkym pobytem ve
vitrifika¢nim meédiu, jez svym sloZenim pripomina zbytkové roztoky o tep-
loté asi —30°C. Vzhledem k tomu, Ze tento krok probiha pri teplotach
nad 0°C, je dehydratace velmi rychla. Didlezitym prfedpokladem tspé&chu
vitrifikace je v této fdzi zabranit masovému vstupu kryoprotektiv do bu-
nék. Vzhledem k tomu, Ze mnoZstvi penetrovaného kryoprotektiva je
funkci ¢asu a teploty expozice (Jackowski aj., 1980), nabizi se
jako FeSeni pravé ovlivnéni téchto parametrii. Ani sniZeni teploty vitrifi-
kacniho média (Liehman, 1984; Rall a Fahy, 1985; Rall,
1987), ani extrémni zkraceni doby expozice (Scheffen aj., 1986;
Massip aj., 1986) neprindsi optimalni FeSeni, nebot zpilisobuje technic-
ké komplikace a neumoZiiuje kryokonzervaci embryi vSech stddii a bio-
logickych druht.

Na3im cilem bylo propracovani metody vitrifikace, zejména sestaveni
vitrifika¢niho média, jeZ by umoZnilo kryokonzervaci embryi skotu, a to
v co nejsirS$im rozmezi vyvojovych stadii. Pfedpoklddané pouZiti v pro-
voznich podminkéach vyZadovalo, aby tento postup kryokonzervace nebyl
technicky prili§ naro¢ény, nevyZadoval kontrolu teploty a umoZiioval
praci v co nejSirsim casovém rozpéti.

MATERIAL A METODY

ZISK, KULTIVACE A PRENOS EMBRYI
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Vybrané krdavy — darkyné embryi — byly pripravovany podle pokynu Technologicky
postup prenosu embryi skotu, vydaného Statnim plemenéafskym podnikem, koncernovy
podnik, Praha. Stimulace spoc¢ivala v aplikaci 40 mg folikuly stimulujictho hormonu
(FSH), rozdélenych do &ty dni v osmi davkéach.

Néastup Fije byl vyvolan aplikaci Oestrophanu pied ukonéenim poddvdni FSH. Kravy
byly inseminovdny a o sedm dnf pozdé&ji byla embrya ziskdna bud nechirurgickym
vyplachem dg&loZnich rohi nebo po zabiti ddarkyné vyplachem izolovanych dé&loZnich
roh.

Po promyti v cerstvém kultivacnim médiu byla vyrazena embrya degenerovana,
zpoZdéna ve vyvoji, neoplozend vajicka a embrya, u nichZ byl pocet bunék vgrazng
sniZen degeneraci nékterych blastomer. Ostatni embrya byla konzervovédna vitrifikacy.

Po rozmrazeni a odmyti kryoprotektiv byla embrya trikrat promyta v cerstvém Kkul-
tivaénim médiu a bud kultivovdna po dobu 72 h pfi teploté 38 °C, v atmosféie s 5 % CO»
pri 100% relativni vlhkosti nebo prenesena do synchronizovanych recipienti.

Jako kultivadni médium siouZilo MEM doplnéné 20 % fetalniho teleciho séra, kondi-
ciované kultivovanymi buiikami fet4dlnfho telectho endometria (Machatkova aj,
1988).

Krdvy a jalovice, které slouZily jako prijemkyné pro nechirurgicky pienos embryi
byly synchronizovany pomoci opakovaného podéani Oestrophanu. Dva dny po jeho
posledni aplikaci nasledovala Tije a o dalSich sedm dni pozdéji bylo provedeno rektdl-
ni vySetfeni. Prijemkyné, u kterych bylo zjisténo Zluté te&lisko v odpovidajicim stupni
rozvoje, byly pouZity pro nechirurgicky pienos rozmrazenych embryi do ipsilateralniho
delozniho rohu. Brezost byla vysetrovana rektalni palpaci mezi 60. a 90. dnem po
riji.

SLOZENI VITRIFIKACNIHO MEDIA

Zdkladem pro nasi praci bylo vitrifikacni médium, tuspéSné pouzivané pro kryokon-
zervaci osmiblastomernich mySich embryf, kde jako kryoprotektivum slouZil glycerol
v koncentraci 6,85 mol.1-1 (50 % obj.) — Liehman, 1984; Liehman aj., 1990.

Pri pouZiti tohoto meédia bylo nutno provadét piripravu pro vitrifikaci pfi teplotach
blizkgych 0°C a tak zabranit masovému vstupu glycerolu do bun&k. Navic nezarudovalo
uspokojivé preZivani embryi skotu. Proto jsme se rozhodli zménit jeho sloZeni a obsah
glycerolu doplnit nebo ¢4ste¢né nahradit jingymi kryoprotektivy.

Bylo navrZeno, vétSinou na zdklad& literarnich tdaji o kryoprotektivnich vlast-
nostech riznych latek (Kasai aj, 1980, 1981; Miyamoto a Ishibashi, 1983;
Rall aj, 1984; Rudolph a Crowe, 1985), vice neZ 30 rGznych modifikacf slo-
Zeni VM, u nichZ byla vizudlni kontrolou potvrzena stabilita v amorfnim stavu b&hem
zmrazovan{ a rozmrazovani. Tato média byla orientaéné vyzkou$ena ke kryokonzervaci
mySich blastocyst (nepublikované vysledky), nejvhodngj$f kombinace Kkryoprotektiv
byly pouZity pro vitrifikaci embryi skotu (tab. I).

POSTUP VITRIFIKACE A ROZMRAZOVANI

Vybrana sedmidenni embrya skotu byla prenesena do ekvilibracniho média s obsa-
hem 1,37 mol.1-' (10 % obj.) glycerolu. Po pfibliZng 10 min ekvilibrace v pokojové
teploté byla pirenesena do vitrifikacniho média, a to pii pokojové teplot& nebo pri
teploté blizké 0°C (na ledové lazni) — tab. 1I. Zbytky ekvilibraéniho média byly od-
strangny dvojim oplachem ve vitrifika¢nim médiu a embrya umisténa pomoci sklené&né
mikropipety do malého sloupce vitrifikaéniho média v pFfedem naplnéné plastické du-
tince (0,25 ml, Cassou, Francie). Zbytek dutinky byl naplné&n roztokem sacharozy
v koncentraci 1 mol.1-" (obr. 1). Dutinka byla uzaviena polyvinylalkoholem a postup-
né ponotrena do kapalného dusiku. Mezi prvnim pienesenim do vitrifikaéniho média
a ochlazenim na teplotu —196 °C ub&hlo 60—120 sekund.

Po jednom aZ nékolika dnech skladovani v kapalném dusiku byla embrya rozmrazena
ponotenim celé dutinky do vodni 14zn& o pokojové teploté nebo do ledové 14zn& (0°C),
a to v zavislosti na teploté pripravy pro zmrazovani (tab. II). Dutinka byla po roz-
mrznut{ jejiho obsahu protfepana, ¢imZ byly odstranény bubliny mezi jednotlivymi
sloupci médif a doSlo k jejich promisenf. Za pét minut poté byl obsah dutinky vytlacen
na petriho misku a embrya pienesena do roztoku sacharozy o koncentraci 0,5 mol.1-%.
Po daldich péti minutach byla embrya oplachnuta v Cerstvém kultivaénim médiu a bud
kultivovdna, nebo prenesena do synchronizovanych recipientek.
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1. Schéma pln&nf pro vitrifikaci embry{ skotu — A diagramme
of filling for bovine embryo vitrification
a — z&tka — stopper ’
b — sachar6za (1,0 mol.1-') — saccharose (1.0 mol/l)
¢ — vzduchov4 bublina — air bubble
d — vitrifikadnf médium, které odstranilo sacharézu (1,0
mol.1-1) ze stén dutinky — vitrification medium that
removed saccharose (1.0 mol/l) from the walls of the
tiny hollow
Lc e — vitrifika&nf médium s embryi — vitrification medium with
=1 embryos
f — polyvinylalkoholova zdtka — polyvinyl alcohol stopper

VYSLEDKY A DISKUSE

Celkem 190 sedmidennich embryi skotu bylo vitrifikovdno v péti raz-
nych typech vitrifikacntho média (tab. 1) s néaslednym rozmrazenim
a promisenim s odmyvacim médiem (1 mol.1 1 sacharozy) uvnitf dutin-
ky. Z tohoto poctu se 55 embryi vyvijelo (28,9 %) v podminkach in vitro.
Do tohoto poctu neni zahrnuto 11 embryi, kterd se nepodafilo po rozmra-
zeni nalézt, nebo kterd se ztratila v prib&hu manipulace. Dal§ich 17
embryi bylo orientadn& pFeneseno pripravenym pfijemkynim, z nichZ
zabfezly t¥i (17,6 %).

Vysledky kultivace a pfenosu embryi vitrifikovanych v jednotlivych
typech médif jsou shrnuty v tab. II. Velice rozdilnd pocetnost jednotli-
vych skupin byla zplsobena zc¢asti tim, Ze jsme nepokracovali v praci
s médii, kterd z jakychkoliv divodi nevyhovovala na$im poZadavkim
a jsou v tab. I a II uvedena jen pro tplnost.

Vitrifikace embryi skotu v rtiznych kombinacich glycerolu (pfipadn&
metanolu) s nepenetrujicimi kryoprotektivy (prolin, sachar6za) ukazuje,
Ze je mozZno touto cestou dosdhnout nadéjnych vysledkd. PouZiti vyso-
kych koncentraci prolinu (40 % obj. roztoku o koncentraci 6,0 mol.11)
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I. SloZeni vitrifika&nich médii pro kryokonzervaci embryi skotu — Composition of
vitrification media for bovine embryo cryopreservation

Pracovni{ ndzev média a jeho sloZeni!
[obj. %]
VM1 vmz | vmz | vma | wms

Glycerol? 50 25 30 50 30
Metanol3 — 10 — — -
L-Prolin*

6,0 mol . 11 — — 40 20 —
Sacharoza®

20mol.1-! — 30 — — 50
Bovinni sérum$ 20 30 30 30 20
Kultivaénf médium

do 100 97

'working name of the medium and its composition, 2glycerol, 3methanol, *L-proline
6.0 mol/l, *saccharose 2.0 mol/l, ¢hovine serum, ’culture medium to complement 100 %

1. Zivotaschopnost morul a blastocyst skotu po vitrifikaci v médiich rdzného sloZeni
— The viability of bovine morulas and blastocysts after vitrification in media of dif-
ferent composition

Médium?
vMm1* VM2 VM3 VM4* VM5

Polet embryi? 60 10 77 18 25
Abnormaln{ vyvoj?

in vitro 11 1 7 2 2
Normalni v§voj*

in vitro 9 5 16 11 14
% 15,0 50,0 20,7 61,1 56,0
Preneseno

embryi’ 9 1 7 — —
Brezi pfijemkyngé 1 jer 1 - -
% 11,1 14,3 o= —

* piiprava ebryi pro vitrifikaci a rozmrazovani byly vzhledem k vysoké koncetraci
glycerolu provadény pfi teploté 0°C — the embryos were prepared for vitrification
and defreezing at a temperature of 0 °C with respect to the high glycerol concentra-
tion

** v cervenci 1985 se narodilo prvni tele po prenosu embrya konzervovaného vitrifi-
kaci — in July 1985 the first calf was born after vitrified embryo transfer

'medium, 2embryo number, 3abnormal development, ‘normal development, Snumber of
transferred embryos, épregnant recipients

vSak sniZuje podil Zivotaschopnych embryi (16/77, tj. 20,7 %) v didsledku
jeho toxicity (nepublikované vysledky), niz§i podil (20 % obj.) naproti
tomu neumoZiiuje sniZit mnoZstvi glycerolu ve vitrifikacnim médiu pod
hranici 30 % obj., umozZiiujici praci pfi pokojové teplots. V praci s mé-
diem VM 4 jsme proto nepokracovali, pFestoZe Zivotaschopnost rozmra-
zenych embryi byla uspokojiva (11/18, tj. 61,1 %).
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Kombinace glycerolu a metanolu se sacharozou (VM 2) se zda posky-
tovat nadgjné vysledky (5/10, tj. 50 %), prdce s médiem VM 2 je vSak
pongkud komplikovand, nebot médium v disledku t&kavosti metanolu
méni v prib&hu price své sloZeni a ztraci poZadovanou stabilitu v amorf-
nim stavu. Zcela jind je situace u kombinace glycerol-sachar6za, ktera
umoZiiuje pomérné pohodlnou a technicky nendrocnou praci pfi poko-
jové teploté. Vzhledem k tomu, Ze i dosaZend Zivotaschopnost embryi po
rozmrazeni je uspokojiva (14/25, tj. 56,0 %), bylo pro dalsi praci vybrano
vitrifikacni médium VM 5.

Predb&Zné vysledky na$i laboratofe vyuZili ing. V. Landa, CSc., a ing.
J. Riha, CSc., k dosazeni vysledkii, publikovanych v Zivo¢idné vgrobé
¢. 12, 1989. K serioznosti této prace by jisté prispélo, kdyby si ovérili
presné sloZeni vitrifikaénich médii, ziskdvanych z na$i laboratoife. Pak
by se nemohlo stat, Ze v c¢asti II uvedli obsah 40 % prolinu, zatfmco
médium obsahovalo 40 % zasobnfho roztoku o koncentraci 6 mol.1"!
(tab. I).

Prvni zprdva o uspé3né vitrifikaci embryi skotu, kterd jsou k ptisobeni
vysokych koncentraci kryoprotektiv citlivéjs§i neZ embrya mysi, je z roku
1986 (Massip aj., 1986). Pri pouZiti smeési 25 % obj. glycerolu a 25 %
obj. 1,2 propandiolu dosahli asi 40 % zabFezavani po pfenosu morul a &as-
nych blastocyst. Doba pobytu embryi ve vitrifikaénim médiu v3ak nesmi
pfesdhnout 30 s a neni moZno timto zplsobem kryokonzervovat blasto-
cysty. Srovnani tohoto postupu s klasickymi metodami vyznivd ve pro-
spéch pomalého zmrazovdni (Massip aj., 1987), bylo viak provedeno
na pomérné malém poctu embryi.

Novéjsi zprdvy (Van der Zwalmen aj., 1989) sice hovo¥i o moZ-
nosti vitrifikovat bovinni blastocysty, avSak za cenu technickych kompli-
kaci, nutnosti udrZovat teplotu vitrifikacniho média na 4°C a s dasovym
limitem 30 s pobytu ve vitrifikacnim médiu pfed zchlazenim na teplotu
kapalného dusiku.

Ve srovnani s témito pracemi je nami navrZend metodika technicky
méné narocnd a proto vhodnéjsi k Sirokému praktickému pouZiti, navic
vSechna vyvojova stadia sedmidennich embryi skotu preZivala v pribliZné
stejnych proporcich. Od roku 1988 je tato metodika pouZivdna v praxi
prenosu embryi stfedoceského KPP.

Ziskané zkusSenosti byly shrnuty a zobecnény v Zadosti o udéleni autor-
ského osv&dceni, které je prihldSeno u Federdlniho GFadu pro vynéalezy
pod ¢islem 5757-88.

Literatura

BIERY, K. A. — SEIDEL, G. E. Jr. — ELSDEN, R. P.: Cryopreservation of mouse embryos
by direct plunging into liquid nitrogen. Theriogenology, 25, 1985, s. 140.

BOUYSSOU, B. — CHUPIN, D.: Two step freezing of cattle blastocysts in French straws.
Theriogenology, 17, 1982a, s. 80.

BOUYSSOU, B. — CHUPIN, D.: Two step freezing of cattle blastocysts with dimethyl-
sulfoxide (DMSO) or glycerol. Theriogenology, 17, 1982b, s. 159—166.

ELSDEN, R. P. — SEIDEL, G. E. Jr. — TAKEDA, T. — FARRAND, G. D.: Field experi-
ments with frozen-thawed bovine embryos transferred nonsurgically. Theriogenology,
17, 1982, s. 1—10.

FAHY, G. M. — MAC FARLANE, D. R. — ANGELL, C. A. — MERYMAN, H. T.: Vitrific-
ation as an approach to cryopreservation. Cryobiology, 21, 1984, s. 407—426.
JACKOWSKI, S. C. — LEIBO, S. P. — MAZUR, P.: Glycerol permeabilities of fertilized
and unfertilized mouse ova. J. exp. Zool,, 212, 1980, s. 329—341.

590 VETERINARNI MEDICINA — 1991



KASAI, M. — NIVA, K. — IRITANI, A.: Survival of mouse embryos frozen and thawed
rapidly. ]. reprod. Fertil,, 59, 1980, s. 51—56.

KASAI, M. — NIVA, K. — IRITANI, A.: Effects of various cryoprotective agents on the
survival of unfrozen and frozen mouse embryos. ]J. Reprod. Fertil., 63, 1981, s. 175—180.
KRAG, K. T. — KOEHLER, I. M. — WRIGHT, R. W. Jr.: A method for freezing early
murine embryos by plunging directly into liquid nitrogen. Theriogenology, 23, 1985a,
s. 199.

KRAG, K. T. — KOEHLER, I. M. — WRIGHT, R. W. Jr.: Trehalose: a nonpermeable
cryoprotectant for direct freezing of early stage murine embryos. Theriogenology, 23,
1985b, s. 200.

LEHN-JENSEN, H. — GREVE, T.: Survival of vow blastocysts utilizing short freezing
curves. Nord. Veter.-Med., 33, 1981, s. 523—529.

LEHN-JENSEN, H. — GREVE, T.: Survival of cow blastocysts utilizing short freezing
cerol after plunging between —15 and —60°C and rapid thawing. Theriogenology, 17,
1982, s. 95.

LIEBO, S. P. — WEST, A. W. — PERRY, B.: A one-step method for direct nonsurgical
transfer of frozen-thawed bovine embryos. I. Basic studies. Cryobiology, 19, 1982, s.
573.

LIEHMAN, P.: VyuZiti nizkgch teplot pfi dlouhodobé konzervaci embryi savch. [Kandi-
datsk4 disertace.] Lib&chov, 1984, — Ustav fyziologie a genetiky hospodéafskych zviFat.
LIEHMAN, P. — TEPLA, 0. — FULKA, ].: Vitrification of 8-cell mouse embryos with
glycerol as a cryoprotectant. Folia biol. (Praha), 36, 1990, s. 240—251.

MACHATKOVA, M. — PETELIKOVA, J. — HORKY, F. — JOKESOVA, M.: Porovnani{ G&in-
nosti riznych médif ke kultivaci ranych embryf skotu. In: Ctrndcté dny fyziologie hos-
podatskych zvirat, 1.—3. 6. 1988, Brno.

MASSIP, A. — VAN DER ZWALMEN, P. — ECTORS, F.: Recent progress in cryopreserva-
tion of cattle embryos. Theriogenology, 27, 1987, s. 69—79.

MASSIP, A. — VAN DER ZWALMEN, P. — SCHEFFEN, B. — ECTORS, F.: Pregnancies
following transfer of cattle embryos preserved by vitrification. Cryo-Letters, 7, 1986,
s. 270—273.

MIYAMOTO, H. — ISHIBASHI, T.: Survival of mouse embryos frozen-thawed slowly
or rapidly in the presence of various cryoprotectants. ]. exp. Zool., 226, 1983, s. 123—
—129.

NIEMANN, H. — SACHER, B. — SCHILLING, E. — SMIDT, D.: Improvement of survival
rates of bovine blastocysts with sucrose for glycerol dilution after a fast freezing and
thawing mehod. Theriogenology, 17, 1982, s. 102.

RALL, V. F.: Factors affecting the survival of mouse embryos cryopreserved by vitrifi-
cation. Cryobiology, 24, 1987, s. 387—402.

RALL, W. F. — FAHY, G. M.: Ice-free cryopreservation of mouse embryos at —196 °C
by vitrification. Nature (London), 313, 1985, s. 573—575.

RALL, W. F. — CZLONKOWSKA, M. — BARTON, S. C. — POLGE, C.: Cryoprotection of
day-4 mouse embryos by methanol. ]. Reprod. Fertil., 70, 1984, s. 293—300.

RENARD, ]. P. — HEYMAN, Y. — OZIL, ]. P.: Congélation de l’embryon bovin: une
nouvelle méthode de décongélation pour le transfer cervical d'embryons conditionnés
seule fois en pailettes. Ann. Méd. véter., 126, 1982, s. 23—32.

RUDOLPH, A. S. — CROVE, ]. H.: Membrane stabilization during freezing: the role
of two natural cryoprotectants, Trehalose and Proline. Cryobiology, 22, 1985, s. 367
—377.

SCHEFEEN, B. — VAN DER ZWALMEN, P. — MASSIP, A.: A simple and efficient proce-
dure for preservation of mouse embryos by vitrification. Cryo-Letters, 7, 1986, s. 260
—269.

SZELL, A. — SHELTON, ]. N.: Surcose dilution of glycerol from mouse embryos frozen
rapidly in liquid nitrogen vapour. ]J. Reprod. Fertil.,, 76, 1986a, s. 401—408.

SZELL, A. — SHELTON, J. N.: Role of equilibration before rapid freezing of mouse
embryos. J. reprod. Fertil., 78, 1986b, s. 699—703.

SZELL, A. — SHELTON, ]. N.: Osmotic and cryoprotective effects of glycerol-surcose
solutions on day-3 mouse embryos. ]J. Reprod. Fertil., 80, 1987, s. 309—316.

TAKEDA, T. — ELSDEN, R. P. — SEIDEL, G. E. Jr.: Cryopreservation of mouse embryos
by direct plunging into liquid nitrogen. Theriogenology, 21, 1984, s. 266.

VAN DER ZWALMEN, P. — TOUATI, K. — ECTORS, F. ]. — MASSIP, A. — BECKERS,
]. F. — ECTORS, F.: Vitrification of bovine blastocysts. Theriogenology, 31, 1989, s. 270.
WILLADSEN, S. M. — POLGE, C. — ROWSON, L. E. A.: The viability of deep frozen cow
embryos. ]. Reprod. Fertil,, 52, 1972, s. 391—393.

VETERINARN[ MEDICINA — 1991 591



WILLIAMS, T. ]. — JOHNSON, S. E.: Quick-freezing of day four mouse embryos. Therio-
genology, 23, 1985, s. 235.

Do3lo dne 19. 10. 1930

LIEHMAN, P. (Institute of Physiology of the Czechoslovak Academy of Sciences, Praha):
Comparison of different cryopreservation media for vitrification of seven-day bovine
embryos. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (10): 585—592.

A vitrification medium, attested for cryopreservation of mouse eight-blastomere embryos
(6.85 mol/l glycerol as a cryoprotective agent), was checked up with respect to
preservation of bovine seven-day morulas and blastocysts. As this medium was not
found to be convenient either as to its technical parameters or the reached embryo
survival, its composition was modified. The glycerol content was complemented or
partly replaced by other cryoprotectives (methanol, saccharose, L-proline). A compa-
rison of technical parameters and viability of rewarmed embryos shows that our require-
ments (technically simple technique of freezing and rewarming and good survival)
are met in the best way by a cryoprotective combination of 4.11 mol/l glycerol and
1.0 mol/l saccharose. The total of 54.5 % embryos developed in in-vitro conditions
following vitrification in the medium of this composition and after rewarming.

bovine embryos; vitrification; vitrification media
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MINIMALNI EFEKTIVNI DAVKY VAKCINY PROTI TRICHOFYTOZE SKOTU

A. Rybnikéaf, V. Vrzal, . Chumela

RYBNIKAR, A, — VRZAL, V. — CHUMELA, ]. (Bioveta, Ivanovice na Hané): Mini-
mdlni efektivni ddvky vakceiny proti trichofytéze skotu. Veter. Med. (Praha), 36,
1991 (10): 593—597.

V pokusech na telatech bylo zjisténo, Ze minimélni efektivni ddvky vakciny proti
trichofytoze skotu lyofilizované a vakciny proti trichofyt6ze skotu avirulentnf
obsahovaly 1,5 milibnu CFU (colony forming units) vyrobntho kmene Trichophyton
verrucosum. To predstavuje asi desetindsobn& niZsi mnoZstvi, neZ je praktické
fedsni téchto biopreparatii. Po dvourdzové i. m. aplikaci uvedenych davek doslo
u pokusnych zvirat ke vzniku solidni imunity vic¢i experimentalni infekci tricho-
fytozou. Telata, vakcinovana 100> a 1000)< Fedénou komerénf vakcinou, dosta-
te¢nou chranénost proti této infekci neprokéazala.

tele; Trichophyton verrucosum; vakcinace; imuniza¢ni davky; CelenZ

Problematikou vzniku a délky imunity po vakcinaci skotu proti tri-
chofytdoze jsme se zabyvali v pfedchozich sdélenich (Rybnikaf aj.,
1989a, b). V dalSich pokusech jsme porovnavali protekéni schopnosti dvou
komercéné vyrab&nych ceskoslovenskych imunobiologickych pripravkd,
vakciny proti trichofytéze skotu lyofilizované a vakciny proti trichofy-
toze skotu avirulentni (RybnikAaf¥ aj., 1986). Otazky studia denzity
minimélnich efektivnich vakcina¢nich davek uvedenych pripravkil nebyly
dosud publikovdny a jsou ndmétem tohoto sdéleni.

MATERIAL A METODA

Pokusy byly provedeny na jednomé&si¢nich telatech plemena ¢eské strakaté, nacha-
zejicich se v dobrém vyZivném a zdravotnim stavu. K imunizaci byla pouZita vakcina
proti trichofyt6ze skotu lyofilizovand a vakcina proti trichofytéze skotu avirulentnf
(vyrobce Bioveta, Ivanovice na Hané) v ndsledujicich davkach vegetativnich forem
vgrobnfho kmene na tele: 2 > 15 miliénd (Fed&nf podle ndvodu k pouZitf — zakladnf
Fedéni), 2 X 1,5 miliénu, 2 > 150 tisic a 2 X 15 tisic. Uvedené davky vakcin byly
aplikovany i. m. do péanevni svaloviny v objemu 2,5 cm3 dvakrat s intervalem 12 dni
mezi vakcinaci a revakcinaci. PoCet aplikovanych vegetativnich forem ve vzorcich
vakciny byl zjistovan plotnovou dilué¢nf metodou vysevem na Sabouraudiv agar.

Po 28 dnech od revakcinace byla vakcinovand telata a skupina nevakcinovanych
kontrolnich telat epikutidnné &elenZovadna. Suspenze c¢elenZni virulentn{ kultury Tricho-
phyton verrucosum byla inokulovana (vetfeni pomoci{ gumové zatky) v mnoZstvi 4 mi-
liony (tab. I), resp. 8 miliond (tab. II) konidii na plochu 10 > 10 cm ostfihané, jemn&
skarifikované pokoZky zvirat.
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Profylaktickd ucinnost uvedenych logaritmicky Ffed&nych vakcin byla hodnocena po-
rovnanim klinickych koZnich zmeén v misté inokulace celenZni kultury. Sledovani bylo
ukonc¢eno 35. den po cCelenZi. Pripadné koZni zmény u pokusnych zvirfat v dob& ukonde-
ni pokusu byly vySetfovany kultivacné a mikroskopicky.

VYSLEDKY

Profylakticky efekt obou testovanych vakcin v zdkladnim fed&ni byl
velmi dobry (tab. I a II). KoZni zmény u telat téchto skupin po celenzi

I. Zjistovani minimalnich efektivnich davek vakciny proti trichofytéze skotu lyofilizova-
né — Determination of minimum effective doses of lyophilized vaccine against bovine
trichophytosis

KoZnf mykotické zmény v misté inokulace

Cislo & £ i8
Pokusna skupina' islate? celenZni kultury T. verrucosum, dny po &elenZi

15 den9‘ 18. denml 21. den”l 25. den’?l 35. den®

Nevakcinované 072 -+ e T S T T [P L O ) QS 1

kontroly? 076 e B e o o ol (e o
543 + e | b | e | e

691 = ‘

692 |-

693 -+ L

883 i s

Vakcinace 049 I- 4+
2 >{ 15 tis. CFU na tele? 059 -

505 4 - +
507 -+ - -1
668 e !
672 -+ - ++

_+_

Vakcinace 2 X 150 tis. 046 —+ - = - e
CFU na tele? 047 — —

050 + + -+ s o
052 + + =t = ==
053 + - -+ ++ ++
116 — e — - —
671 + <= i +

Vakcinace 2 »< 1,5 mil. 042 f = - — —
CFU na tele? 054 £ = == = -
112 — — - — -
114 — — — — =
115 = — - —- -
503 — — -~ - -
669 — — — = =

Vakcinace 2 > 15 mil. 043 + — = = =
CFU na tele$ 048 + — = = =
051 ~ - -~ — —
111 - — -- - —
661 — — — — -
664 .- - - — -
667 — - — — =

test group, 2nonvaccinated controls, 3vaccination with 2 > 15 thous. CFU per calf,
fvaccination with 2 X 150 thous. CFU per calf, Svaccination with 2 X 1.5 mil. CFU
per calf, Svaccination with 2 X 15 mil. CFU per calf, 7calf no., 8dermal mycotic lesions
at the spot of inoculation of challenge culture of T. verrucosum, days after challenge,
°15th day, 018th day, '"21st day, 225th day, 335th day
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II. Zjistovani minimalnich efektivnich davek vakciny proti trichofyt6ze skotu avirulent-
ni — Determination of minimum effective doses of avirulent vaccine against bovine
trichophytosis

KoZni mykotické zmény v misté inokulace

Cislo i8
Pokusnd skupina® slete’ celenZni kultury T. verrucosum, dny po CelenZi

15, den’® | 18. den"’l 21. den!! | 25. den12| 35. den®

Nevakcinované 737 “b-f e | bt | bt | b
kontroly? 739 e =it fepts | ospeps | st
743 i 4 ++ | +++ | +++
747 el e o B I o o o (s s o b Bl o o
933 + ot S || el || e
934 ﬁ it el oot G e
935 -+ ++ el |t ] ek
936 = + yie Fet =t

Vakcinace 2 X 15 tis. 676 — T +
CFU na tele? 719 — -+ 4+
724 S ~+ -
725 i S e <t==F
919 + - S -
920 — - i |
922 — s o o+ L
923 + S N e B o e

Vakcinace 2 < 150 tis. 605
CFU na tele* 606
677
678
679
721 -
722 : -+ - — —
921 - '

Vakcinace 2 »{ 1,5 mil. 723
CFU na tele® 726
727
728
729
730
924
926

Vakcinace 2 < 15 mil. 608
CFU na tele’ 731
733
734
927
928
929
930

|
I
|
l
|

il
|
I
|

1
4
-
+
_.*-

|

|1 H
1
Pl
i

]
{
|

o
HH
!
1

+HA+
|
|

|1
+1

|

H

1
I

-
SRR
FH—IIIIIII 1’
|

!

For 1—13 see Tab. I

Vysvétlivky k tab. I a II — Explanatory notes to Tab. I and II:

— bez klinickych koZnich mykotickgch zmén — without clinical dermal mycotic
lesions

4 drobné koZni zmeény — small dermal lesions

=t ojedin&la mykoticka loZiska — sporadic mycotic lesions

-~ vice neZ deset mykotickych loZisek s tendenci splyvdni — more than ten
mycotic lesions tending to merge

-l--l--- splyvéani loZisek v souvislé krusty — merging of lesions into continuous crusts
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nebyly vibec zjiStény nebo byly jen nevyrazné a krdatkodobé. Podobné
tomu bylo u zvifat imunizovanych vakcinami v desetindsobné niZ$im Fe-
déni (2 X 1,5 milibnu CFU na tele). V pripadé pouziti vakcin v Fedé&ni
10~2 nebylo spolehlivé protekce ve viech pripadech dosazeno. U Cty¥ telat
ze sedmi vakcinovanych vakcinou proti trichofytoze skotu lyofilizovanou
a u dvou telat z osmi vakcinovanych avirulentni vakcinou ve stonasobné
nizsim redéni doslo po celenZi k onemocnéni trichofytéozou. Po imunizaci
davkami 2 x 15 tisic vegetativnich forem (fedéni 1073) jsme zjevné tri-
chofytické zmény po celenZi pozorovali u vSech telat. Rozsah mykotic-
kych loZisek u téchto zvifat byl prakticky stejny jako u nevakcinovanych
kontrol — doS$lo ke vzniku Supin a krust a k vypadavani chlupl témér po
celé plose infekce. Mikroskopické a kultivacni vySetfeni téchto zmén bylo
pozitivni, Celenzni kmen 7. verrucosum byl rekultivovan.

DISKUSE

Vakcinace skotu proti trichofytoze byla jako vyznamné epizootolo-
gické opatfeni zavedena v fadé zemi Vychodni i Zapadni Evropy (Sar-
kisov a Kolesnikov, 1989). Mezi prvnimi z nich bylo Ceskoslo-
vensko, kde jsou v poslednim desetileti k imunizaci pouzivany dva imu-
nobiologické pripravky tuzemské vyroby: vakcina proti trichofytoze
skotu lyofilizovana a vakcina proti trichofytoze skotu avirulentni. Ugin-
nou slozkou obou pripravkii jsou Zivé lyofilizované mikrokonidie vyrob-
nich kment T'. verrucosum. Vysoka profylakticka efektivnost téchto vak-
cin, aplikovanych v praktickém Fedéni podle navodu k pouziti, byla v la-
boratornich pokusech i v terénni praxi prokazina (OtcenasSek aj,
1981; Rybnikaf aj, 1986, 1989a; Sahal aj., 1988). S adaji o zjisto-
vani nejnizsich efektivnich davek vakciny proti trichofytoze skotu jsme
se v odborném tisku dosud nesetkali.

NejniZs§i povoleny pocCet vegetativnich forem vakcinacniho kmene je
u obou nami vyrdbénych vakcin proti trichofytoze skotu podle platnych
podnikovych norem 2,5 milionu CFU (colony forming units) v 1 cm3.
U veétSiny expedovanych SarZi vakcin se vSak mnoZstvi Zivotaschopnych
elementli 7. verrucosum v 1 cm3 pohybuje mezi 3 az 8 miliony CFU. Proto
jsme jako zakladni Fedéni zvolili v naSich experimentech denzitu 6 mi-
liont CFU v 1 cm3. Profylaktické davky u telat ve véku 1—3 mésice pred-
stavuji 2,5 cm? vakciny. V nasem pfipadé byla tedy zdkladni vakcinacni
davka 15 miliénG CFU na jedno tele.

Vysledky nasSich pokusi ukdzaly dobrou protekéni uGcinnost u obou
vakcin, pouZitych v zdkladnim fedéni a v fedéni 10~'. Chranénost telat
proti experimentdlni infekci po imunizaci stokrat niZsimi ddvkami proti
zdkladnimu Fedeni nebyla jiZ dostatecnd, nékterd telata onemocnéla
po celenZi trichofytozou. U zvifat, vakcinovanych tisickrat niz$imi dav-
kami, nebyl ochranny uc¢inek vakcin pouZitou metodou zji§té€n. Rozsah
trichofytickych zmén u takto vakcinovanych telat byl prakticky stejny
jako u nevakcinovanych kontrol.

Poznatek, Ze po vakcinaci skotu vakcinou proti trichofytoze doSlo ke
vzniku solidni imunitni odpovédi i pri aplikaci desetkrat niZsich davek
zdkladniho Fedéni, by mohl svadét k zavedenf ,,Gspornych“ opatient.
Pouziti sniZenych ddvek uvedenych vakcin v3ak vzhledem k Siroké anti-
genni heterogenité pivodci trichofytézy skotu, kmenl 7. verrucosum, ke
specifickym podminkdm odchovu skotu v rtiznych lokalitdch nasi repub-
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liky, zvySené frekvenci imunosupresivnich vlivit u zvirfat a dalSim nega-
tivnim faktorim nedoporucujeme,

Vysledky, kterych jsme dosahli v naSich pokusech, jsou prisp&vkem
k feSeni problematiky optimalnich vakcinacnich davek antimykotickych
vakcin. Experimentaln& potvrzuji udaje Sisaka (1981), Ze Ceskoslo-
venska vakcina proti trichofytoze skotu je vakcinou vysoce ucinnou s do-
stateCnou rezervou antigenu v imunizacni davce.
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RYBNIKAR, A. — VRZAL, V. — CHUMELA, ]. (Bioveta, Ivanovice na Hané): Minimum
effective doses of vaccine against bovine trichophytosis. Veter. Med. (Praha), 36, 1991
(10): 593—597.

Calves at the age of one month were vaccinated with a lyophilized vaccine against
bovine trichophytosis, or with an avirulent vaccine against bovine trichophytosis (mfd by
Bioveta, Ivanovice in Hana). Prophylactic doses of the vaccines (15 mil. CFU of produc-
tion strain Trichophyton verrucosum per calf) were used for immunization, and doses
10 times, 100 times and 1000 times lower. The calves were revaccinated with the same
doses in 12 days after the first vaccination. Twenty-eight days later since revaccina-
tion, the vaccinated calves and a group of control nonvaccinated calves was challenged
epicutaneously with a virulent strain of T. verrucosum. The protectiveness of both vac-
cines implanted at doses of 2 > 15 mil. and 2 > 1.5 mil. CFU per test animal was very
good (Tabs. I and II). No dermal lesions were observed in the challenged calves of
these groups, or if any, they were not clear and could be observed for a short time.
If the vaccines were used diluted at a ratio 10-2 (150 thousand CFU of production
strain), trichophytic lesions persisting for the whole period of observation were found
in four of the seven calves vaccinated with a lyophilized vaccime against bovine tri-
chophytosis and in two of the eight calves implanted an avirulent vaccine after chal-
lenge. Mycotic lesions were formed after challenge in all test animals in the groups
vaccinated with doses of 2 > 15 thousand CFU of production strain per calf. The extent
of these lesions was practically the same as in all nonvaccinated controls — on the
surface of infected skin the hair was shed and scales and crusts were formed. A chal-
lenge strain of T. verrucosum was cultivated from these lesions.

calf; Trichophyton verrucosum; vaccination; immunization doses; challenge
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Upozornéni pro pispévatele a ctenafe casopisu
VETERINARNI MEDICINA

Pro lepsi zpfistupnéni vysledkl Ceskoslovenského vyzkumu za-
hrani¢nim odbératelim rozhodla redakcni rada casopisu Vete-
rindarni medicina pocinaje rocnikem 1991 uverejiiovat rozsifené,
podrobné& zpracované (s odkazy na tabulky a obrazky) sou-
hrny v angli¢ting. Od roc¢niku 1992 budou tyto souhrny pod-
minkou pro pfijeti pFispévki do tisku.

Proto Zdddme autory naSeho ¢asopisu, aby prispévky zasilané
do redakce vybavili krat§im souhrnem, ktery bude publikovan
v CeStiné Ci slovensting, a dale delSsim souhrnem (v rozsahu
do dvou rukopisnych stran), ktery bude preloZen do anglictiny.
Doufdme, Ze se toto opatfeni setkd s priznivym ohlasem jak
u autord, tak i u Ctenari naSeho casopisu.

Redakce Casopisu
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ZMENY KONCENTRACE LIPIDU V KREVNI PLAZME U BREZICH
PRASNIC

D. Jezkova, M. Smrékova

JEZKOVA, D. — SMRCKOVA, M. (Vysokd $kola veterinarn{, Brno): Zmény kon-
centrace lipidd v krevni plazmé u brezich prasnic. Veter. Med. (Praha), 36, 1991
(10): 599—606.

V pokusech na 10 prasnicich, kiiZencich plemen Dbilé u$lechtilé a landrace, ve
vdku 2—3 let a drZenych na definovaném krmném reZimu, jsme sledovali pied
a v prib&hu brezosti (1.—40., 41.—60., 61.—80., 81.—100. a 101.—120. den) zmény
velikosti plazmatického objemu (PO) a v krevni plazmé& zmény koncentraci trigly-
ceridl, cholesterolu, celkovych lipidd, g-lipoproteinti a fosfolipidi. PO u nebfe-
zich prasnic &in{ 9,8 --0,33 1. Po poklesu na 7,8 40,33 1 (p < 0,01) v prvnich 40
dnech brezosti se v dalsich sledovanych udobich zvétSuje a ¢inf na konci gravi-
dity 154 40,19 1 (p < 0,001). Celkova lipémie v prib&hu bfezosti prasnic kileséa
z 2,80 40,054 g.1-' u nebtezich na 2,49 0,245 g.1-' u prasnic na konci gravi-
dity. Klesa i koncentrace cholesterolu v krevn{ plazmé& z 2,48 40,53 mmol.1-!
u nebfezich na 1,88 -+-0,173 mmol.1-' (p < 0,001) u prasnic na konci bfezosti,
g-lipoproteini (z 3,95 1,134 g.1-1) u nebfezich na 3,47 40,199 g.1-' u prasnic
v 81.—100. dni biezosti (p < 0,05), fosfolipidi v prvnich 60 dnech biezosti (z 1,62
40,079 mmol.1-1 piFed inseminacf na 1,29 0,05 mmol.1-1 u prasnic 41—60 dni
biezich). Koncentrace triglyceridd v krevni plazmé v pribghu bfezosti prasnic
stoupd z 0,42 -+0,016 mmol.l-1' u zvifat nebfezich na 0,57 —+0,098 mmol.1-"?
u samic vysokobfezich (p < 0,02). V prvnich 40 dnech bfezosti v3ak klesd jejich
koncentrace na 0,39 0,036 mmol.1-" v dal¥im dGdobi gravidity stoupd a dosahuje
u prasnic bfezich 101—120 dni nejvy3s{ koncentrace. ZvétSen{ PO prasnic v za-
véru gravidity vyjadfuje i zvétSeni absolutniho mnoZstvi jak celkovgch lipidQ,
tak i cholesterolu, g-lipoproteini a fosfolipidG 1,2—1,4kréat, triglyceridd 2,1krét.
Zmeny tukovych komponent v krevni plazmé v prib&hu bFezosti prasnic jsou
porovndny s néalezy o zmeéndch téchto latek v krevni plazmé b&hem gravidity
u jingch Zivocisnych druhi.

prasnice; brezost; krevni plazma; lipidy

V naSich drivéjsich studiich jsme prokézali, Ze v prib&hu bfezosti pras-
nic dochézi ke zvétSeni velikosti plazmatického objemu (JeZkova
aj., 1977a, 1978a), zvySuje se glukozémie (JeZkovda aj, 1978a, bj,
proteinémie (JeZkova a Padalikovéa, 1977a, b) a dochéazi k na-
padnym zménam jak v celkové aminoacidémii, tak i v zastoupeni jed-
notlivych volnych aminokyselin v krevni plazm& (JeZkovad a Pa-
dalikova, 1977a,b; JeZkova aj., 1977b).

Selata se rodi ve srovndni s mladaty jinych ZivociSnych druhii, napf.
krédlika (5,8 %) a ovce (3 %), ale pFedevsim clovéka (16 %), prakticky
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bez zasobniho tuku; obsah tuku v téle selete po narozeni ¢ini pouze 1,1
procenta (Spray a Widdowson, 1950, Manners a McCrea,
1963; JeZzkova, 1962, 1969). Hlavni energetickou rezervou selat v pru-
béhu rozeni je glykogen (JeZkova aj, 1978b). Po narozeni vyuziva
sele tuk nabizené vysokotuké diety — mateiského kolostra i pozdéji mlé-
ka — velmi snadno a vytvari v téle v prib&hu prvych 6 az 11 dnd po
narozeni tfikrat, popft. desetkrat vetsi mnozstvi tuku vzhledem k obsahu
tuku v téle pii narozeni (JeZkova, 1962, 1969). Energeticky napjata
situace selat v perinatdlnim ddobi (Jezkova aj., 1978b) je nepochyb-
né pravodnim jevem nejen omezenych rezerv glykogenovych, vyvijeji-
cich se funkci glukoneogeneze (Seidel aj., 1976; Pégorier aj.,
1982), ale i nizkych zasob tuku v téle.

Tyto funkéni zvlaStnosti selat nas vedly k otdzce, zda a jak se meéni
koncentrace tukli v krevni plazmé prasnic v pribéhu bfezosti. Informace
v tomto sméru jsou u bfezich samic i gravidnich Zen skromné (Ahl-
feld, 1877; Goldwater a Stetten, 1947; Popjak
a Beeckmans, 1950; McBride a Korn, 1964; Leat, 1966;
Hytten a Leitchova, 1969; Hull, 1974}, nicméné u prasnic
chybgji uplné.

MATERIAL A METODY

Do pokusu jsme zafadili 10 prasnic, ktiZenc plemen bilé uSlechtilé a landrace ve
veku 2—3 let. Prasnice byly drZeny a krmeny zplsobem, ktery jsme popsali diive
(Jezkova aj, 1990). Tésneé pied inseminaci jsme u nich proméfili velikost plazma-
tického objemu (PO) zpisobem uvedenym ve sdélenf JeZkova aj. (1977a). V krevnf
plazmé jsme stanovili koncentraci celkovych lipidQ, triglyceridl, cholesterolu (Bio-La-
-Test Celkové lipidy, Bio-La-Test Triglyceridy (triacylglyceroly), Bio-La-Test Choleste-
rol), déale g-lipoproteind (Burstein a Samaille, 1958) a fosfolipidid (Rich-
terich, 1969). Zmény plazmatického objemu a uvedené parametry krevn{ plazmy
jsme sledovali u prasnic 1.—40., 41.—60., 61.—80., 81.—100. a 101.—120. den biezosti.
Krev jsme odebirali zvifatim na la¢no po 15hodinové prestdvce v krmeni punkcf z vena
cava cranialis.

VYSLEDKY

U nebfezich prasnic cini velikost plazmatického objemu 9,8 +0,33 1.
V pribghu prvych 40 dnt statisticky prikazné klesa a ¢ini 7,8 +0,33 1
(p < 0,01). V daldich udobich brezosti se plazmaticky objem zvétSuje;
v poslednim udobi bFezosti je vibec nejvyssi a ¢inf 15,4 +0,19 1. Diference
velikosti plazmatickych objemi ve sledovanych casovych tdobich mezi
1.—40. a 41.—60., 61.—80., 81.—100. a 101.—120. dnem bfezosti jsou vy-
soce statisticky prikazné (p < 0,001). Statisticky vysoce prikazny je
i vzestup PO u prasnic v idobich mezi 41.—60. a 101.—120. dnem biezosti
(p < 0,01) a dale mezi 61.—80. a 101.—120. (p < 0,05) i mezi 81.—100.
a 101.—120. dnem bfezosti (p < 0,01) — obr. 1.

Celkova lipémie v priib&hu bifezosti prasnic klesd. U nebfezich prasnic
¢ini 2,80 +0,054 g.1" " a klesd u prasnic v poslednim tdobi bfezosti na
2,49 0,245 g.1- 1. Diference t&chto veli¢in mezi sledovanymi ddobimi
bfezosti statisticky vyznamné nejsou (obr. 2).

Koncentrace triglyceridi v krevni plazmé se u bfezich prasnic zvySuje.
U prasnic nebfezich ¢ini 0,42 4-0,016 mmol .17, potom v prvych 40 dnech
bfezosti mirnd klesa na 0,39 40,036 mmol .11, nicméné v dal$im tdobi,
tj. ve 41.—60., 61.—80. popf. i v 81.—100. dnu stoupa a nejvyssi kon-
centrace dosahuje v poslednich dvaceti dnech brezosti, kdy d¢ini 0,57
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Koncentrace cholesterolu v krevni plazmé v pribé&hu bfezosti prasnic
klesa. Je nejvy3si u zvifat nebrezich (2,48 +0,053 mmol.1 ') a nejnizsi
u prasnic ve 101.—120. dnu bfezosti (1,88 +0,173 mmol .1~ p < 0,001).
V obdobi mezi 1.—40. a 81.—100. dnem osciluje koncentrace cholesterolu
v krevni plazmé& kolem 2,23 -+0,107 (81.—100. den) az 2,31 0,084
mmol .1~ (1.—40. den bfezosti prasnic), ve 101.—120. dnu bfezosti klesa
cholesterolémie prasnic na 1,88 0,173 mmol .1 1. Diference choleste-
rolémie mezi zvifaty nebfezimi a 81—100 a 101—120 dnl bfezimi jsou
statisticky priikazné (p < 0,05, popf. p < 0,001); priikazné jsou i dife-
rence této veli¢iny mezi zvifaty v 1.—40. a 101.—120. dnu bFezosti (p <
< 0,05) — obr. 4.

Koncentrace s-lipoproteinii a fosfolipid klesa rovnéz v krevni plazmeé
u bFezich prasnic. Zatimco u nebfezich zvifat ¢ini g-lipoproteinémie 3,95
+0,134 g .17, je nejniz8i u samic v 81.—100. dnu brezosti (3,47 +0,199
g.171% p < 0,05) — obr. 5.

Koncentrace fosfolipidid v krevni plazmé prudce klesa v prvych 60
dnech bfezosti, a to z 1,62 +0,079 mmol .1~ u samic pied inseminaci na
1,29 40,05 mmol .1~ u zvifat ve 41.—60. dnu gravidity. Nicméné vzajem-
né diference hodnot tohoto parametru statistické signifikance nedosahly
a pohybuji se na jeji hranici. Statistickou vyznamnost dosahuji diference
koncentrace fosfolipidii mezi zvirfaty nebfezimi a v 81.—100. dnu bfe-
zosti (p < 0,05). V tdobi od 41.—60. dne bfezosti az do konce gravidity
se koncentrace tohoto parametru v krevni plazmeé témer neméni (obr. 6).

4,0 20

30 10 +
X § 1 1 1 1 1 O3] (NP |, —ell
nebezi' 1-40. 41-60. 61-80. 81-100.101-120. (¢! nebiezi' 1-40. 41-60. 61-80. 81-100.101-120. [¢]

5. Zm&ny koncentrace g-lipoproteini v 6. Zmé&ny koncentrace fosfolipidi v krev-

krevni plazmé u prasnic v pribéhu ni plazmé u prasnic v prib&hu bfe-
brezosti — Variations of g-lipoprotein zosti — Variations of phospholipid
concentrations in the blood plasma of concentrations in the blood plasma of
sows during their pregnancy sows during their pregnancy
‘nonpregnant ‘nonpregnant
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DISKUSE

Koncentrace celkovych lipidd, cholesterolu, g-lipoproteint a fosfolipidi
v krevni plazmé& prasnic v prabéhu brezosti klesd. Takovou dynamiku
cirkulujicich lipida prokazuji u brezich opic Martin aj. (1971). Zil-
versmit aj. (1972) a Acebal aj. (1973) prokazuji u bfezich samic
kralikd pokles koncentrace cholesterolu v krevni plazmé b&hem brezosti
i pfi podavani diety s vysokym obsahem cholesterolu. Trendu poklesu
uvedenych lipidovych parametrti v krevni plazmé brezich prasnic se vy-
mykaji zmény stoupajici koncentrace triglyceridi. Nase nélezy v tomto
smeéru jsou v souladu s udaji o zménach této lipidové frakce v priibéhu
gravidity Zen (Svanborg a Vikrot, 1965; Fabian aj., 1968;
Knopp aj, 1973), opic (Martin aj, 1971) i krys (Robinson,
1967).

Vzestup koncentrace triglyceridi u gravidnich samic uvddi Fabian
aj. (1968) do souvislosti s poklesem aktivity lipoproteinlipazy tukové
tkdneé. Holm aj. (1989) referuji o hormonalni regulaci aktivity lipazy
tukové tkdné jednak katecholaminy, ptsobicimi lipolyticky, jednak inzu-
linem, pdsobicim antilipolyticky. Hamosh a Hamosh (1975) aKim
a Kalkhoff (1975) uvadéji rovnéz, Ze pokles aktivity lipoproteinlipa-
zy, prokazany u krys oSetfenych estrogeny, je provdzen hypertriglyce-
ridémii. Steingrimsdottir aj. (1980) prokazuji pokles lipoprotein-
lipdzové aktivity v prametrdalni tukové tkani a soucasné& vzestup koncen-
trace triglyceridd v krevni plazmé krys po tfidenni aplikaci estradiolu.

Brown aj. (1981) informuji o fidicim vlivu estrogent na LDL (low-
-density lipoprotein) receptory pro celularni vychyt cholesterolu. V po-
sledni dob& prindSi Fahraeus (1988) dikazy o tomto fidicim ucinku
estradiolu na koncentraci lipid a lipoproteini v krevni plazmé u Zen.

V souvislosti s tim nelze opomenout skuteCnost, Ze se koncentrace pro-
gesteronu v krevni plazmeé u bfezich prasnic udrZuje kolem 10 ng.ml™ 1,
zatimco se koncentrace estrogeni béhem brezosti zvySuje, takZe dosa-
huje v poslednich dnech bfezosti hladin nejvyssich, tj. 3—4 ng.ml"!
(Ash aj., 1973). Je tedy pravdépodobné, Ze i u prasnic dochézi v pri-
béhu brezosti ke zvySovani triglyceridémie a snizovani celkové lipémie,
cholesterolémie i lipoproteinémie sloZitou metabolickou cestou modulo-
vanou predevSim zvySujici se koncentraci estrogent a vzajemnymi meé-
nicimi se poméry obou samicich steroidi. Vyznam pohlavniho dimorfis-
mu je zahrnut mezi devét hlavnich funkci ovliviiujicich koncentraci lipo-
proteinti v krevni plazmé lidi (Andersen, 1989).

Dynamika Kklesajicich koncentraci vSech sledovanych lipidovych frakci
v krevni plazmé u bfezich prasnic, s vyjimkou triglycerid{, navozuje mj.
i otazku, jaka je mira z4avislosti vyvoje fétd prasat, resp. fetdlnich mem-
bran a placenty, na syntéze steroli matkou. Experimenty, zaloZené na
mySlence zvysit tukové rezervy u selat pri narozeni obohacenim diety
matky tukem, nepfrinesly ptresvédcivé vysledky (Seerley aj., 1974;
Boyd aj., 1978a, b; Boyd, 1979; Seerley aj., 1981). Dekapitaci
provedenou u fétl prasat ve 45. dnu bylo dosaZeno zvySeni obsahu téles-
ného tuku a sniZeni popelovin ve 110. dnu gestace ( Kasser aj., 1983).
Je tedy pravdépodobné, Ze nizky obsah celkového t&lesného tuku u selat
pri narozeni souvisi spiSe s vlastnimi humoralnimi mechanismy fétt, které
brzdi depozici tuku v téle, neZ s nedostatecnym privodem substratu mat-
kou. Tuto pfedstavu lze doplnit i poznatkem o prudkém zvétSeni plazma-
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tického objemu prasnice b&hem bfezosti, které opakovan& prokazujeme
i v téchto experimentech a které jsme zachytili jiZ diive (JeZkova
aj., 1977a, 1978). Takové zvétSeni plazmatického objemu b&hem brezosti
navozuje i absolutni zv&tSeni obsahu vsech sledovanych komponent tuko-
vych parametrii v krevni plazmé a zvy$uje se tak absolutni mnoZstvi cel-
kovych lipidi v ob&hu matky 1,4kr4t, mnoZstvi triglyceridd 2,1krét,
g-lipoproteinti 1,4krét, cholesterolu 1,2krat a fosfolipidid 1,3krat.

V této souvislosti nabyvd na vyznamu nédlez, ktery uvefejnili Zil-
versmit aj. (1972), o tom, Ze pokles koncentrace cholesterolu b&hem
bfezosti u samic kralikd neni vysledkem sniZené produkce lipidd ¢i li-
poproteind jatry, popf. jinymi orgdny za lipémii odpovédnymi.

Zavdrem lze konstatovat, Ze v priib&hu bfezosti prasnic klesd koncen-
trace celkovych lipidd, cholesterolu, g-lipoproteind a fosfolipiddi, zatimco
koncentrace triglyceridi v Kkrevni plazmé stoupd. Soucasné zvétSeni
plazmatického objemu u bfezich samic na konci gravidity v3ak znamena
zvétSeni absolutniho mnoZstvi jak celkovych lipidd v krevni plazmé,
tak cholesterolu, g-lipoproteind, fosfolipidd i triglyceridd.
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JEZKOVA, D. — SMRCKOVA, M. (University of Veterinary Medicine, Brno): Variations
of lipid concentrations in the blood plasma of pregnant sows. Veter. Med. (Praha),
36, 1991 (10): 599—606.

Variations of plasma volume (PV) and variations of triglyceride, cholesterol, total lipid,
g-lipoprotein and phospholipid concentrations in the blood plasma were investigated in
trials with ten sows, crossbreds of the White Thoroughbred and Landrace breeds, at
the age of 2—3 years, kept on a defined diet; the trials were performed before the
sows became pregnant and during their pregnancy (days 1—40, 41—60, 61—80,
81—100 and 101—120). The PV in nonpregnant sows is 9.8 4-0.33 1. Following a decrease
to the values of 7.8 4+0.33 1 (p < 0.01) in the first 40 days of pregnancy the plasma
volume increases in the successive periods and it makes 15.4 -1+0.19 1 at the end of
pregnancy (p < 0.001). Total lipaemia decreases during pregnancy from 2.80 —4-0.054
in nonpregnant sows to 2.49 -1-0.245 g per 1 in sows at the end of pregnancy. Cholesterol
concentrations in the blood plasma also decrease from 2.48 —-+0.53 in nonpregnant
ones to 1.88 +0.173 mmol per 1 (p < 0.001) in sows at the end of pregnancy, g-lipo-
protein concentrations from 3.95 -+1.134 in nonpregnant ones to 3.47 4-0.199 g per 1
in sows on days of pregnancy 81—100 (p < 0.05), phospholipid concentrations in the
first 60 days of pregnancy from 1.62 +0.079 before insemination to 1.29 --0.05 mmol
per 1 in sows of 41—60 day pregnancy. Triglyceride concentrations in the blood plasma
increase during the pregnancy period from 0.42 --0.016 mmol per 1 in nonpregnant
sows to 0.57 -+0.098 mmol per 1 in highly pregnant sows (p < 0.02). But in the first
40 days of pregnancy triglyceride concentrations decrease to 0.39 +0.036 mmol per ],
in the following period of pregnancy they increase and reach the highest concentra-
tions in sows on days of pregnancy 101—120. Increases in the absolute amounts of total
lipids on the one hand, and of cholesterol, g-lipoproteins and phospholipids at a rate
of 1.2—1.4 times and in those of triglycerides at a rate of 2.1 times on the other hand
are related to the increase in PV of sows at the end of pregnancy. The variations of
fatty components in the blood plasma of sows during their pregnancy are compared
with findings concerning these variations in the blood plasma during the pregnancy
of females of other animal species.

sow; pregnancy; blood plasma; lipids
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BIOMETRICKE PARAMETRE MATERNICE A VAJECNIKOV PO APLIKACII
DEPOTOCINU IN]. SPOFA V RANOM PUERPERIU OVIEC

M. Krajniédkova, J. Elecko, E. Bekeova, I. Maracek, V. Hendrichovsky

KRAJNICAKOVA, M. — ELECKO, ]. — BEKEOVA, E. — MARACEK, I. — HENDRI-
CHOVSKY, V. (Ustav experimentdlnej veterinarnej mediciny, Ko8ice): Biometrické
parametre maternice a vafeénikov po aplikdcii Depotocinu inj. Spofa v ranom
puerpériu oviec. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (10): 607 —618.

V préci sme sa zamerali na sledovanie vybranych biometrickych parametrov
maternice a vajecnikov oviec v puerperalnom obdobfi a po podani carbetocinu
(Depotocin inj. Spofa). Zvieratd sme rozdelili do dvoch skupin po 15 bahnic.
Ovce prvej skupiny sme oSetrili druhy a 3tvrty defi po vybahneni ddvkou 2 <
> 0,07 mg carbetocinu. Druhd skupina (n = 15) slaZila ako kontrola. Bahnice
sme vykrvili v 1., 7., 17., 25. a 34. deii po porode. Pri porovnédvani hmotnosti
tela i rohov maternice sme zaznamenali klesajicu tendenciu so S$tatisticky preu-
kaznym zniZenim v 17. a 34. dni u skupiny oviec bez o$etrenia. Po oSetreni carbe-
tocinom sme zistili signifikantne nizSiu hmotnost tela maternice uZ v 7. dni po
porode. V tom istom dni sa zniZila i hmotnost gravidnych rohov. Redukcia dlZky
tela maternice bola signifikantnd medzi 17. a 34. diiom po pdrode u obidvoch
skupin. Hmotnost vaje¢nikov mala vzostupni tendenciu do 17. diia s jeho pre-
chodnym zniZenim v 25. dni sledovaného obdobia v skupine oviec po oSetrenf
carbetocinom. Ich hmotnost bola nepreukdzne vy3Sia oproti hmotnosti vajecni-
kov u neoSetrenych bahnic. Poc¢et drobnych folikularnych $truktdr ovérii sa s pre-
dlZovanim puerpéria zniZoval u obidvoch skupin. Vy&8i pocet povrchovych foliku-
lov v 25. a 34. dni po pdrode sme zistili u skupiny oSetrenej carbetocinom. Z do-
siahnutych wvysledkov vyplyva, Ze aplikdcia carbetocinu v ranom puerpériu ma
pozitivny vplyv na urychlenie involuénych procesov maternice a stimuluje foliku-
logenézu vajec¢nikov.

puerpérium; bahnice; hmotnost; maternica; vajecnik

V suvislosti so zvySovanim frekvencie bahnenia hlavne v $§pecializova-
nych chovoch s vinovo-mé&sovou produkciou je aktudlnou otdzka objekti-
vizdcia fyziologického priebehu puerpéria, pripadne skratenia involuc-
ného intervalu maternice exogénnym oSetrenim uterotonikami. Signifi-
kantné skratenie involu¢ného a restitu¢ného intervalu maternice krav pri
dennej aplikdcii 50 mg progesteronu podaného medzi 12.—23. diiom po
porode uvddza Foote a Hunter (1964). Naproti tomu oSetrenie
bahnic progesteronom pocas skorého postpartdlneho obdobia méZe spd-
sobit retarddciu involu¢ného procesu maternice (Foote a Call,
1969). Aplikdcia 17 beta-estradiolu kravdm v ranom postpartdlnom ob-
dobi neprejavila ovplyvnenie involicie maternice (Marion a Gier,
1968). OSetrenie syntetickym oxytocinom v prvych diioch po pérode
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krav vyvolava zvySenie motility maternice s prioritnym uc¢inkom na prie-
beh involicie (Kudlac¢ a i, 1982). Involu¢né procesy maternice su
sprevadzané rozsiahlymi regresivnymi zmenami, ktoré sa prejavuja
v skrateni dlZky, zniZeni hmotnosti a objemu maternice po pérode. Ukon-
¢enie involuénych procesov maternice je déleZitym momentom pre ob-
novenie ovaridlnej aktivity puerperalneho obdobia.

Obdobie po pérode sa manifestuje i zmenami v hmotnosti vajecnikov.
Zmensenie hmotnosti vajetnikov o 26 % zaznamenal Burov (1982)
na 7. deii po vybahneni. Aplikacia 125 ug cloprostenolu v pripravku Oest-
rophan inj. Spofa sa prejavi zvySenim hmotnosti vajenikov (Mara-
cek ai., 1985) v case jesenného obdobia.

Na zaciatku popérodného obdobia dochdadza k urcitej stagnacii foliku-
lov, ktorad je pravdepodobne spdsobena atréziou (Schirar a Marti-
net, 1982; Doufor a Roy, 1983).

Nasu pracu sme zamerali na stanovenie hmotnosti s dizky tela i rohov
maternice ako aj hmotnosti, dlzky, Sirky a vysky vajetnikov po podani
carbetocinu (Depotocin inj. Spofa) v puerperdlnom obdobi oviec plemena
slovenské merino. Cielom prédce bolo ziskat objektivne biometrické udaje
o maternici i vajeénikoch a zaznamenat vplyv carbetocinu na involucné
procesy maternice a vajecnikov oviec.

MATERIAL A METODY

Do sledovania sme zaradili 30 bahnic plemena slovenské merino vo veku 3—5 rokov.
Zvieratd v priebehu pokusov boli drZané v podmienkach uZitkového chovu. Kfmené boli
senom s pridavkom jadrového krmiva, voda a sol! boli poddvané ad libitum. Zvierata
sme rozdelili po 15 bahnic do dvoch skupfn. Bahnice pokusnej skupiny (n = 15) sme
osetrili carbetocinom (Depotocin inj. Spofa) v davke 2 > 0,07 mg. Prvi davku sme
aplikovali v druhy deii po porode intramuskuldrne (i. m.) a $tvrty deil po vybahneni
sme injikovali subkutdnne (s. c¢.) druhi davku. Druhd skupina (n = 15) sliZila ako
kontrola. Zvierata z obidvoch skupin sa zabili po tri (n = 3) v 1., 7., 17, 25. a 34. den
po porode. Hned po vykrveni sa exidoval pohlavny aparat, u ktorého sme merali dl¥ku
a vaZili hmotnost tela i rohov maternice. Potas zaznamendvania dajov sme rohy ma-
ternice rozlidili na gravidné a negravidné. Telo maternice sme merali od odstupu rohov
po uroveii vnitornej branky (orificium internum). Vaje&niky sme vaZili na analytic-
kych vahach a zistovali ich dlZku, §irku a vy$ku. Na povrchu vajeénikov sme uréovali
potet a velkost folikulov. Ziskané hodnoty sme 3§tatisticky hodnotili Studentovym
t-testom (Cervenka, 1975).

VYSLEDKY

Hmotnost tela maternice (obr. 1, tab. I) u oviec kontrolnej skupiny
mala pocas sledovaného obdobia klesajicu tendenciu so Statisticky preu-
kaznym zniZenim od 17. do 34. dfia po pdérode (P < 0,01). V pokusnej
skupine sme zistili vyrazné S$tatisticky vyznamné zniZenie hmotnosti uz
v 7. dni po vybahneni na hodnotu 185,66 +38,91 g (P < 0,05). V dalSom
obdobi sledovania pokles hmotnosti tela maternice bol miernej$i ako
u kontrolnej skupiny. Kone¢nd priemernd hodnota tela maternice na
34. defl po pérode bola u oSetrenych oviec vy$Sia v porovnani s kontro-
lou. Statisticky preukdzne rozdiely v hmotnosti tela maternice medzi
sledovanymi skupinami sme zistili v 34. deii sledovaného obdobia (P <
< 0,05).

Pri hodnoteni hmotnosti gravidnych rohov maternice v kontrolnej sku-
pine sme zaznamenali S$tatisticky vyznamné zniZenie hmotnosti v 25.
a 34. dni a ich hmotnost sa pohybovala od 15,2 +5,4 do 3,5 +0,7 g (P <
< 0,05, P < 0,01). Hmotnost gravidnych rohov maternice bahnic pokusnej
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I. Hmotnost (g) tela a rohov maternice kontrolnej a pokusnej skupiny oviec v popérodnom obdobf — The weight (g) of the
body and horns of uterus in control and experimental groups of ewes in the puerperal period

Kontrolnd skupina? % Pokusnéa skupina‘ l
Pocet T o [ o B ' ' ) ) )

Dni! zvierat2 telo gravidny roh negravidny roh | telo gravidny roh l negravidny roh |
maternice® maternice® maternice’ maternice® maternice® [ maternice’ ]
1| 3 545,0+122,5 164,7+69,8 23,8+ 6,83 { 519,33492,55 110,46+ 18,93 40,10+ 9,65 |
7 3 305,3F 51,6 82,34+29,0 52,14+19,50 185,66+ 28,91 60,89+ 9,45 37,60+ 9,18 |

17 3 56,0+ 14,6 20,4+10,4 14,1+10,70 106,564 41,08 23,23+13,81 17,83+10,41

25 3 441+ 3,8 15,2+ 5,4 11,2+ 3,70 39,03+ 9,90 10,13+ 0,41 7,51+ 0,82
34 3 52+ 0,3 35+ 07 | 3,1+ 0,80 41,36+ 8,52 9,86+ 3,49 838F 374 |
days, number of animals, 3control group, “experimental group, Sbody of uterus, 6gravid horn of uterus, nongravid horn of uterus

II. DiZka (cm) tela a rohov maternice kontrolnej a pokusnej skupiny oviec v popdrodnom obdobi — The length (cm) of the

166T — VNIDIAIW INYYNINILIA

body and horns of uterus in control and experimental groups of ewes in the puerperal period

Kontrolna skupina3 i Pokusna skupina‘
Pocet T S | ‘
Dnil | zvierat? telo gravidny roh negravidny roh | telo gravidny roh | negravidny roh
maternice’ maternice® maternice’ maternice® materniceb , maternice’
| |
1 3 247+1,90 | 23,704+5,50 11,1040,70 1 23,30+1,22 21,16+2,51 20,10+3,24
7 3 22,3+2,30 | 26,30+4,80 21,80+3,00 } 19,66+42,64 21,7342,04 18,83+43,30
17 3 11,74+0,70 12,00+2,40 10,3042,70 15,3041,32 12,56+ 3,81 11,50+3,72
25 3 10,440,30 12,50+ 3,70 9,90+ 2,00 10,96+2,19 10,03+2,74 8,7312,65
34 3 11,2+41,10 9,70+1,60 8,30+2,20 11,66+0,37 7,76+0,81 7,30+0,70
|

For 1—7 see Tab. I
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1. Hmotnost tela a rohov maternice kontrolnej a pokusnej skupiny v puerperdlnom
obdobi — The weight of the body and horns of uterus in control and experimental
groups in the puerperal period
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2. Dlzka tela a rohov maternice kontrolnej a pokusnej skupiny v puerperdlnom obdo-
bf — The length of the body and horns of uterus in control and experimental
groups in the puerperal period

Vysvétlivky k obr. 1 a 2 — Explanatory notes to Figs. 1 and 2;

A — kontrolnd skupina — control group

B — pokusné skupina — experimental group
[J — telo maternice — body of uterus =
/1]l — gravidny roh — gravid horn

|lll — negravidng roh — nongravid horn
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skupiny v 1. dni po porode sa pohybovala v priemere 110,46 +18,9 g.
Jej pokles sa signifikantne zniZil uZ v 7. dni po pérode na priemerni
hodnotu 60,89 49,45 g. ZniZovanie hmotnosti gravidnych rohov pokra-
¢ovalo do 34. diia po poérode a pohybovala sa na hodnotach 9,86 +3,49 g.
Aj ked zaznamenand hmotnost gravidnych rohov bola vy3s3ia v pokusnej
oproti kontrolnej skupine v 34. deti popdérodného obdobia, ich rozdiely
neboli Statisticky vyznamné (P > 0,05).

Pri sledovani zmien hmotnosti negravidnych rohov (obr. 1, tab. I) v kon-
trolnej skupine sme po prechodnom zvySeni 7. dell po pdérode zazname-
nali klesajicu tendenciu so Statisticky vyznamnym rozdielom na 34. dei
v porovnani k 1. diiu po vybahneni. V pokusnej skupine sme zistili Statis-
ticky vyznamné zniZenie hmotnosti negravidnych rohov maternice bah-
nic v 25. a 34. dni po pérode (P < 0,05).

Pri sledovani dlZky tela maternice bahnic kontrolnej skupiny (obr. 2,
tab II) sme zaznamenali signifikantné skratenie jej diZzky medzi 17. a 34.
diiom sledovania (P < 0,01, P < 0,001). Pokles diZky tela maternice v po-
kusnej skupine sme zistili do 25. dna sledovania v priemere od 23,30
+1,22 do 10,96 +21,9 cm. DIZka tela maternice bola vy33ia, nie v3ak
Statisticky preukazne, v 34. dni oproti kontrolnej skupine.

Po Statisticky nepreukaznom predlZeni gravidného rohu maternice
oviec kontrolnej skupiny v 7. dni po vybahneni sa jeho dlZka signifi-
kantne skratila aZ v 34. dni sledovania na priemerni hodnotu 9,7 +1,6 cm
(P < 0,05). Pri hodnoteni dlZky gravidného rohu maternice oviec pokus-
nej skupiny sme zaznamenali signifikantné zmen3enie jeho dizky v 25.
a 34. dni v porovnani k 1. diiu po pérode (P < 0,05; P < 0,01).

Vzostup dlZky negravidného rohu maternice oviec kontrolnej skupiny
na 7. defi po vybahneni bol vystriedany podobne ako v jeho hmotnosti
pozvolnym poklesom aZ do 34. diia sledovania. Priemerna diZka negra-
vidnych rohov v 25. a 34. dni po poérode u pokusnej skupiny sa pohybo-
vala od 7,30 +0,70 do 8,37 42,65 cm a bola §tatisticky vyznamne niZ3ia
v porovnani k 1. diiu po vybahneni (P < 0,05; P < 0,01). Vysledky zmien
diZky tela a rohov maternice kontrolnej a pokusnej skupiny boli 3tatis-
ticky nepreukazné.

DlZka vajec¢nikov (tab. III) pri gravidnom rohu v kontrolnej skupine
bola nesignifikantne véicsia ako dlZka kontralaterdlneho vajeénika.
V&&siu aviak Statisticky nepreukaznd dlZzku ipsilaterdlneho vajeénika sme
zistili v pokusnej skupine (tab. IV).

III. Dl#ka, 3irka a vyska (cm) vaje¢nikov kontrolnej skupiny oviec v popérodnom
obdobf — The length, width and height (cm) of ovaries of the control group in the
puerperal period

Ipsilaterdlne vajeéniky? Kontralaterdlne vaje¢nfky3

il
Dni dlzka? Sirka’ vyskas dlzka? sirkas vyikas

1 1,685+40,20 | 0,698+0,02 | 1,002+0,07 | 1,545+0,36 | 0,484+0,11 | 0,94540,18
7 | 2,06840,28 | 0,559+0,06 | 1,419+0,39 | 1,594+0,05 | 1,700+0,38 | 1,256+0,41
17 | 1,56640,30 | 0,95240,16 | 1,414+0,46 | 1,290+0,49 | 0,825+0,08 | 1,382%0,30
25 | 1,78640,27 | 0,980+0,19 | 0,964+0,48 | 1,641+0,26 | 0,929+0,27 | 1,044+0,13
34 | 1,71640,58 | 0,988+0,21 | 1,203+0,26 | 1,586+0,62 | 1,34040,70 | 1,090+ 0,22

ldays, Zipsilateral ovaries, 3contralateral ovaries, “length, Swidth, 6height
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IV. Dlzka, $frka a vgska (cm) vajenfkov pokusnej skupiny oviec v popdrodnom
obdobi — The length, width and height (cm) of ovaries of the experimental group
of ewes in the puerperal period

Kontralaterdlne vaje&niky3 Ipsilaterdlne vaje€niky?2

1
kol dlzkal Sfrka’ v§¥kab dlzka? sirkad v§skab
1 |1,673+0,195|0,67640,058 | 1,054--0,041 | 1,538+0,318 | 0,50740,049 | 0,895+-0,087
7 | 215840,360 |1,154+0,329 | 1,32540,230 | 1,768+0,217 | 0,74930,050 | 1,42630,244
17  [1,83940,092 | 1,082+0,322 | 1,194+0,157 | 1,514+0,271 | 0,800+0,070 | 1,229+ 0,181
25 |1,992¥0,213|0,906+0,091 | 1,364+0,213 | 1,820+ 0,286 | 0,786 +0,075 | 1,275+ 0,201
34 | 1,923+0,858 | 0,97410,043 | 1,53330,358 | 1,645+0,094 | 0,92740,092 | 1,371:0,060

For 1—6 see Tab. III

V. Hmotnost

(g) vajetnikov kontrolnej a

pokusnej skupiny oviec v

puerperdlnom

obdobf — The weight (g) of ovaries in control and experimental groups of ewes in
the puerperal period

Kontrolna skupina3 Pokusné skupina4
Pocet Dni? hmotnost vaje&nfkov5 hmotnost vaje&nfkov5
zvierat! n
ipsilateralne® 1&2?21;3;7 ipsilaterdlne® | £g§;§3e7
3 1 0,9334-0,20 0,683+0,23 1,06640,251 0,7204-0,180
3 7 0,953+0,13 0,666 +0,15 1,3664+0,230 | 0,950+0,299
3 17 1,000+0,51 0,983+0,32 1,600+ 0,427 1,200+ 0,458
3 25 1,000+ 0,26 0,890+0,20 1,185+0,477 0,983+0,529
3 34 0,996+0,10 0,91040,17 1,350+0,173 1,266+0,144

lnumber of animals, 2days, 3control group, “experimental group, Sweight of ovaries,
“ipsilateral, “contralateral

Rozdiely vo vySke ipsi- a kontralaterdlnych vaje¢nikov medzi sledova-
nymi skupinami sme nezistili. Pri hodnoteni §irky kontralaterdlnych va-
jecnikov sme zaznamenali Statisticky vyznamné rozdiely v 34. dni sle-
dovania medzi kontrolnou a pokusnou skupinou.

Pri hodnoteni hmotnosti vajeCnikov (tab. V) sme zistili v pokusnej
skupine vys$3iu, av8ak S$tatisticky nepreukazni hmotnost ipsilaterdlnych
vajecnikov oproti kontrolnej skupine medzi sledovanymi dfiami popérod-
ného obdobia.

Pritomnost folikulov rozdelenych do jednotlivych kategorii obidvoch
skupin sme zhrnuli v tab. VI. Najvdcsi pocet drobnych Struktir 28 sme
zistili na ipsilateralnom vajecniku kontrolnej skupiny. Ich pocet sa s pre-
dlZovanim puerpéria zniZoval v prospech folikulov vacSich ako 2,4 a 5
milimetrov. V pokusnej skupine pocet drobnych Struktar klesal pocas
sledovaného obdobia na ipsilaterdlnom vajec¢niku v prospech velkosti
a poc¢tu folikulov vdcéSich ako 3 a 5 mm v 25. dni a poctu vadsich ako
8,9 a 18 mm v 34. deii po pbrode.
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VI. Polet folikulov na vajefnikoch kontrolnej a pokusnej skupiny po porode oviec — The number of follicles in the ovaries
of control and experimeatal groups after parturition of ewes

Kontrolna skupina3 ‘ Pokusné skupina*
vajeniky> vajetniky>
Ppéettl Dni? ipsilateralne$ | kontralateralne’ ipsilateralneé | kontralateralne?
zviera AL

podet folikulov® pocet folikulov®
2 4 5 DS 2 4 5 D3 3 5 7 8 918 D3 | 2 4 5 DS
3 1 — - — 14 — e o BB} e —— 17 - - — 16
3 7 - e = 28 = 22 = 28 | =il 29 — = = 28
3 17 4 3 — 20 3 2 3 24 1 2 —— 1—20 3 2 3 24
3 25 3 — 1 16 - 2 1 14 5 3 —— — — 189 — 2 1 14
3 34 11 3 — 19 2 2 2 33 1 4 1 1 2 116 2 2 2 33

For 1—4 and 6—7 see Tab. V; Sovaries, 8number of follicles



DISKUSIA

Popérodné obdobie sa lidi u jednotlivych druhov zvierat diZkou doby
trvania, rozsahom a rychlostou involuénych zmien na pohlavnom apara-
te. Pokles hmotnosti tela i gravidnych rohov maternice nami sledovanych
oviec kontrolnej skupiny popérodného obdobia je v stlade s ndalezmi,
ktoré zaznamenali u oviec Van Niekerk (1979), Ainsworth
a i. (1982), Burov (1982), Crowder a i. (1982). Nami zistena kle-
sajuca tendencia hmotnosti tela a rohov maternice uvedenej skupiny je
v silade s ndlezmi Palmera a i. (1965), ktori zaznamenali pokles
hmotnosti maternice prasnic od 1. do 28. diia po porode (272,4 +139,3 az
244,0 40,09 g). Statisticky preukazny niZsi rozdiel hmotnosti tela i gra-
vidnych rohov maternice sme zistili od 17. do 34. dila v porovnani k prvé-
mu difiu po podérode. K podobnym vysledkom dospel Burov (1982),
ktory poukazuje na signifikantné zniZenie hmotnosti tela i rohov mater-
nice oviec uz v 14. dni v porovnani k prvému diiu po poérode.

Prezentované vysledky pokusnej skupiny, pri ktorych sme zistili signi-
fikantné zniZzenie hmotnosti tela a gravidnych rohov maternice v 7. den
po vybahneni poukazuju, Ze aplikacia dvojitej davky carbetocinu v krat-
kych intervaloch po porode vyrazne ovplyvnila pokles hmotnosti mater-
nice v uvedenom dni. Nami zistené tdaje celkovej hmotnosti maternice
v pokusnej skupine st porovnatelné s vysledkami hmotnosti maternice
oviec, ktoré uddva Crowder a i. (1982) u skupiny oviec oSetrenych
s GnRH ku koncu gravidity a kratko po pérode. Vysledky zvySenia hmot-
nosti maternice oviec v pripastacom obdobi po podani PMSG uvadzajui
Whyman a Moore (1980).

Pri porovndvani hmotnosti tela a rohov maternice nami sledovanych
bahnic sme v skupine po OSetreni carbetocinom zaznamenali ich signi-
fikantne niZsiu hmotnost uZ v 7. dni po vybahneni v porovnani s kontrol-
nou neo$etrenou skupinou, pri ktorej bola zistend Statisticky preukazne
klesajica tendencia ich hmotnosti od 17. do 34. diia po pérode. Vzostup-
na tendencia hmotnosti tela a gravidnych rohov maternice oviec v 34.
dni po pérode v skupine oviec po oSetreni je podobna folikuldrnej faze
pohlavného cyklu, v ktorej dochddza simultanne k zvySeniu permeability
kapilar, celkovému vzostupu hmotnosti uteru v désledku produkcii vys-
Sich koncentracii 17 beta-estradiolu folikularnymi Struktirami vajec-
nika.

Dl?ka tela a rohov maternice oviec pokusnej skupiny nami sledova-
nych bahnic je porovnatelna s literarnymi tudajmi autorov Van Wyk
a i., (1972), ktori uvadzaji ich maximé&lnu redukciu na 20. defi po vy-
bahneni. Hodnoty dlZky tela a rohov maternice 34. defi po pérode u kon-
trolnej skupiny st porovnatelné s vysledkami, ktoré uvddza Hafez
(1974).

V8eobecne uddavana hmotnost vajec¢nika oviec v rozpéti 3000—4000 mg
sa zvySuje aplikdciou hormondlnych pripravkov (Hafez, 1974;
McDonald, 1980 a ini). Zistenia zvySenej hmotnosti vaje¢nikov oviec
v pripiStacom obdobi po podani PMSG, PGF, alfa si v priamej zavislosti
priemernej hmotnosti vajecnikov jednotlivych skupin od celkovej foliku-
larnej responzie na prisludné oSetrenie u tych istych zvierat ( Whyman
a Moore, 1980). Udaje prechodného zvySenia hmotnosti vajetnikov
podanim cloprostenolu v lutedlnej fdze cyklu oviec plemena cigéja
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Maracek ai. (1985). Vyssiu, nie v3ak Statisticky vyznamnt dlZku, Sirku
zltym telieskom (Niswender, 1981).

Pozorovany S$tatisticky nepreukazny vyskyt zvySenej hmotnosti ipsila-
teralnych vajecnikov pokusnej skupiny medzi jednotlivymi difiami sle-
dovanych bahnic je porovnatelny s tdajmi o prechodnom zvySeni hmot-
nosti vaje¢nikov 24 h po podani cloprostenolu (Maracek a i., 1985).
ZniZenie hmotnosti vajecnikov pri negravidnom rohu v 7. deil po vybah-
neni v kontrolnej skupine pri nasich sledovaniach mozno porovnat s tidaj-
mi, ktoré uvddza Burov (1982); referuje o zniZzenej hmotnosti ovarii
7. defi po porode.

Vysledky nasich pozorovani v dlZzke, 3irke a vy$ke u pokusnej skupiny
neboli Statisticky preukdzne a st porovnatelné s idajmi, ktoré publikoval
Maracek ai. (1985). Vyssiu, nie v3ak $tatisticky vyznamnu dlZku, $irku
sme zistili v pokusnej skupine. NaSe vysledky podporuji tdaje Toko3a
a i. (1990) o hodnoteni dlZky vaje¢nikov oviec v priptstacom obdobi po
injikovani hormonélneho pripravku. :

Na zaciatku popdérodného obdobia dochéddza k urcitej stagnécii foliku-
lov, ktor4 je pravdepodobne spdsobena atréziou (Scirar a Marti-
net, 1982; Doufour a Roy, 1983). Pri nami diferencovanych foliku-
loch do jednotlivych kategorii obidvoch skupin sme v 1. a 7. dni sledova-
nia zaznamenali urcita stagnaciu. O podobnych zisteniach referuje Zra -
1y ai. (1989) po porode krdv a Kudla¢ a Groh (1977) po porode
prasnic. Zda sa, Ze v tomto obdobi prebieha prva vilna postpartdlnej ova-
ridlnej aktivity. S poklesom drobnych Struktir na ipsilaterdlnom vajec-
niku pokusnej skupiny sme do 34. diia po porode zaznamenali réozny po-
Cet folikulov vadcsich ako 7, 8, 9 a 18 mm. Naproti tomu na kontralateral-
nom vajecniku uvedenej skupiny a sledovanom dni sme zistili Styri foli-
kuly vacsSie ako 8 mm. ZvySenie poctu folikulov vacSich ako 3 mm pozo-
rovali Turnbull a i (1977) a Dott a i. (1979) 48 h po aplikécii
PMSG 1000 m. j., pricom boli folikuly v réznych skupindch vyvoja v tom-
to obdobi. V&ACSi pocet rastiicich terciarnych folikulov sme zistili na po-
vrchu vajecnika 34. deii po pérode v pokusnej skupine, na ktory mal po-
zitivny vplyv podany carbetocin.

V sledovanom c¢asovom intervale sme nezistili ¢erstvo ovulovany folikul
ani CL. Faktory, ktoré vplyvaji na vyvoj rekrutdcie a selekcie terciar-
nych folikulov zatial nie st dostato¢ne objasnené. Domnievame sa, Ze pri
neuskuto¢nenej ovulaci intraovaridlne peptidy mohli zohrat déleZita tlo-
hu v reguléacii lokdlnej modulédcie vyvoja folikulu alebo uplatnenim dal-
Sich faktorov pri selekcii dominantného folikulu (Presl a Bukov-
sky, 1989).

Ziskané vysledky prispievaji k rozsireniu poznatkov o involuénych
procesoch maternice po aplikédcii carbetocinu (Depotocin inj. Spofa)
a jeho vplyv na zmeny poctu i velkost folikulov vajeénikov v puerperal-
nom obdobi.
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Objectivisation of the physiological course of puerpery and control of involution pro-
cesses of uterus represent topical questions of an increased frequency of lambing.
Our study was directed at the determination of the weight, length of body and horns
of uterus as well as of the weight, length, width and height of ovaries, following the
administration of carbetocin (Depotocin inj. Spofa), in the puerperal period of Slovak
Merino sheep. The study was aimed at obtaining objective biometric data on uterus
and ovaries and recording the influence of carbetocin on the involution of uterus
and ovaries of sheep. Thirty ewes, divided into two groups, were included in the
experiment. The animals of the experimental group (n == 15) were subjected to treat-
ment with carbetocin (Depotocin inj. Spofa) at the amount 2 > 0.07 mg. The first
dose was applied intramuscularly /i. m.) on the 2nd day after parturition and the
second dose was injected subcutaneously /s. ¢.) on the 4th day after lambing. The
second group (n = 15) served as a control. Three ewes (n = 3) were bled on each
of the following days: 1, 7, 17, 25 and 34 after parturition. After bleeding the sexual
organs were removed by excision and their weight and the length of the body and
horns of uterus and of ovaries was determined. The number and size of follicles were
determined on the surface of ovaries. The weight of uterus body showed a declining
tendency (Fig. 1, Tab. I) in sheep of the control group with a statistically significant
decrease from the 17th till the 34th day after parturition (P < 0.01). Its weight varied
from 56.0—14.6 to 52—0.3 g in the above-mentioned time interval. The experimental
group showed a statistically significant decrease in weight as early as on the 7th
day after lambing compared to the 1st day after parcturition, down to the values
185.66—38.91 g (P < 0.05). The decrease in the weight of uterus body recorded on
day 17 (106.56—41.08 g) was less pronounced than in the control group (Tab. I, Fig.
1). The final average weight of the body of uterus on the 34th day after parturition
was 41.36—8.52 g, that means higher than in the control group (5.2—0.3 g). The weight
of gravid horns in the experimental group declined significantly as early as on the
7th day after parturition to the average weight of 60.89—9.45 g and reached 9.86—3.49 g
on the 34th day. A significant decrease in the weight of gravid horns was recorded in
the control group on days 25 and 34 and their weight varied on average from 15.2—5.4
to 3.5—0.7 g (P < 0.05; P < 0.01, resp.). A statistically significant decrease in the
weight of the non-gravid horns of uterus of ewes belonging to the control group
was recorded on days 25 and 34 after parturition (P < 0.05). On the other hand,
after the temporary nonsignificant increase on the 7th day after lambing of ewes of
the control group, their weight reached the values of 3.1—0.80 g, with a statistically
significant decline on the 34th day after lambing. A significant decrease in the length
of uterus body (Fig. 2, Tab. II) was recorded in the control group of ewes between
the 17th and the 34th day of observation (P < 0.01, P < 0.001, resp.). A decreased
length of uterus body in the experimental group was observed up to the 25th day of
observation, from 23.30 --1.22 to 10.96 -+2.19 cm on average. Evaluation of the length
of gravid horns of sheep of the experimental group showed its significant decrease
on days 25 and 34 compared to the 1st day after lambing (P < 0.05, P < 0.01, resp.).
Observation of the length of gravid horn in the control group showed at first the
insignificant lengthening on day 7 and subsequent significant shortening as late as
on the 34th day to the value of 9.7 +1.6 cm (P < 0.05). The average length of non-
-gravid horns in the experimental group on days 25 and 34 (Fig. 2, Tab. II) varied
from 7.30 +0.7 to 8.37 4+2.65 cm. In the control group, the increase in the length of
non-gravid horn of uterus on the 7th day after lambing was replaced, similarly to the
weight, by its gradual decrease up to the 34th day of observation and its length was
8.30 +2.20 cm. The weight of opsilateral ovaries (Tab. V) was insignificantly higher
in the experimental group in comparison with the control group. The presence of fol-
licles divided into individual categories of both groups is summarized in Tab. VI. The
number of small structures in the ipsilateral ovaries of the experimental group declined
during the followed period in favour of the size and the number of follicles bigger
than 3 to 5 mm on day 25 and bigger than 89—18 mm on day 34 after lambing. The
obtained results of the followed parameters and their comparison with literary data
suggest that:

— the average weight of the body and gravid horns of uterus decreased markedly
on the 7th day after lambing in the experimental group, treated with carbetocin in
early puerpery, in comparison with the control group,

— administration of carbetocin increased the average weight of both ovaries in the
experimental group compared to the control group,

— physiological termination of the involution process in sheep of the Slovak Merino
breed can be observed unlil the 34th day after parturition,
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— the obtained results are important from the viewpoint of development of new
methods applied to controlled reproduction of small ruminants and can prove useful
in biotechnical procedures aimed at increasing the frequency of lambing.

ewe; puerpery; weight; uterus; ovary; follicles
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PATOLOGICKO-MORFOLOGICKE A HISTOENZYMOLOGICKE NALEZY PO
INTOXIKACII VX LATKOU (ORGANOFOSFAT) U OVIEC

E. Svicky, R. Skarda, ]. Marcanik, J. Hru$ovsky

3VICKY, E. — SKARDA, R. — MARCANIK, ]. — HRUSOVSKY, ]. (Vysoka 3kola
veterindrska, Kosice): Patologicko-morfologické a histoenzymologické ndlezy po
intoxikdcit VX ldtkou [organofosfdt) u oviec. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (10):
619—623.

V praci sme sledovali patologicko-morfologické a histochemické zmeny po po-
danf VX l4tky v roznych ddvkach u oviec. Najvgraznej$ie ndlezy boli zistené na
placach vo forme edémov a akidtnych katardlnych bronchopneuménif u zvierat,
ktoré uhynuli do troch dnf po aplikacii latky. Pod epikardom sme nachédzali
bud ojedinelé, alebo rozsiahle plo$né krvacaniny, ktor§ch rozsah nestvisel
s mnoZstvom aplikovanej latky. V mozgu boli pomerne vyrazne dilatované cievy,
podobne aj v mozgovych plénach. Histochemické vy3etrenia pouké4zali na znat-
ne nejednotnd aktivitu sledovanych enzgymov v rbéznych orgénoch oviec.

ovce; VX latka (organofosfat); enzgymy; patologicko-morfologické nélezy

V sicasnej dobe na cloveka a zvieratd posobi viac ako Styri miliony
najréznejsich chemickych latok, ktoré st obsiahnuté v biosfére. Naviac
ich pocet kaZzdym rokom narastd zhruba o 4000 (Kraybill, 1975).
Dalekosiahle téinky chemikéalif boli napriklad demon$trované pri pouZi-
ti herbicidov v nadbytku v rdmci vietnamského konfliktu, kde do3lo
k taZkému narudeniu ekologickej rovnovdhy v dannej lokalite. K naj-
toxickej$im zlacenindm pre cicavce, vcetne cloveka, patria nizkomole-
kuldrne synteticky pripravené latky zahfnujice alkylfosfaty, karbana-
ty, bicyklické fosfaty a polyhalogenbenzodioxiny (Patocka a Baj-
gar, 1974).

Na zdklade dlhodobého vyskumu bola v USA pripravend zlicenina
kodove oznacCend ako VX; ide o otravni latku so smrtelnymi Géinkami.
Jej chemickd S$truktira bola oficidlne zverejnend aZ v roku 1973 (Si-
dell a i, 1973). Jedné sa o 0-ethyl-S-2-diizopropylaminoethyl ester ky-
seliny methylthiolfosforitej. Ako uvddzaji McNamara a i. (1973), je
VX l4atka asi dvojndsobne toxickej$ia v porovnani so sarinom, ale zota-
venie po jej Gcinku je asi Styrndsobne rychlejSie neZ po sarine.

Stalost VX latky je pomerne znac¢nd, vodu mé zamorovat aZ pol roka,
terén vCetne pastvin v lete 1,5—2 tyZdne, v zime aZ niekolko mesiacov.
S tymito Gdajmi kontrastuje skutoénost uvddzand autormi Verweij
a Boter (1976), kde bola sledovana degradacia VX v rdznych druhoch
pdd v laboratornych podmienkach. PouZili model piescitej, ilovitej a ra-
Selinovej pddy. Podla ich zistenia je okolo 90 % VX latky degradované
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v tychto pédnych médidach behom 48 hodin, ostatnych 10 Y% podstatne
pomalSie. Autori pritom nekalkulovali s moZnostou podielu podnych
mikroorganizmov na degraddaciu VX latky, o je v celej rade inych orga-
nofosfatov a rovnako karbanatov v literatire popisané (Laveglia
a Dahm, 1977).

Toxicita VX latky sa mdZe velmi hrubo odhadovat i podla pokusov na
dobrovolnikoch (Sidell a Groff, 1974). Podavali intravenodzne
davky 1,5—1,7 ug.kg ! Z. h., perordalne 4 ug.kg ' Klinickd odozva od-
rdZajica sa v inhibicii obidvoch cholinesterdaz nasvedcovala lahkému
priebehu otrdv s dobrou prognozou. Davky boli zrejme hlboko pod LD,
Tak napr. po davke 1,5 ug VX.kg ! Z. h. sa symptomy intoxikdcie pre-
zentovali na 1—2 min po aplikacii, inhibicia ACHE v priemere 20 %
z podvodnej aktivity, maximdlne klinické priznaky za 60 min po podani
noxy. Tachykardia a zvySenie krvného tlaku boli zaznamenané za tri
hodiny po aplikacii, miosis zaznamenand nebola, VX latka inhibovala
predovSetkym erytrocytarnu acetylcholinesterazu. Prirodzena obnova
aktivity bola kompletna za 70 hodin. NajcharakteristickejSimi klinicky-
mi priznakmi u oviec (van Kampen a i, 1969) boli stresy a zaSklby
cervikdlnej svaloviny, rezultujice v krénej flexii a v neobvyklom drzani
hlavy v pravom uhle k sternu, u dalSich bol zaznamenany profuzny vy-
tok z dutiny nosnej. Svalova slabost bola najzrejmejSou pri pokusoch
dostat ovce do pohybu, u menej zasiahnutych dochadzalo k rychlej tna-
ve, pozdejSie sa neudrZali na vlastnych nohach. Histologickym vySetre-
nim uhynutych oviec neboli zistené Ziadne zdpalové Ci degenerativne
zmeny na nervovom systéme, ani kostrovej svalovine (van Kampen
a i., 1969).

MATERIAL A METODA

V pokuse bolo 61 oviec, ktorym bola podand VX latka v roznych davkach a réznym
sposobom. Potom bola vykonana patologicko-anatomicka pitva a odobraté vzorky na
histopatologické a histochemické vySetrenie. Na histopatologické vySetrenie boli odo-
braté vzorky z mozgu, pecene, obli¢iek, steny bachora, tenkého Creva, kostrovej sva
loviny, myokardu, plic a sleziny, ktoré sa fixovali v 4% formaldehyde. Z parafino-
vych blo¢kov narezané rezy sa farbili hematoxylin-eozinom a rezy robené na zmra-
zovacom mikrotéme z pecene a obli¢iek sa farbili Sudanom.

Pre histochemické vySetrenie sa odoberali vzorky z jazyka, chrbtového svalu, jeju-
na, bachora, peCene, obli¢iek a z medzirebrového svalu. Vzorky po odoberati boli
zmrazené v petroeteri na —30°C a aZ do spracovania drZané v mraznicke pri teplote
—30°C. Zo spominanych vzoriek bola zistovana aktivita alkalickej (AF) a Kkyslej
fosfatdzy (KF), neSpecifickej esterdzy (NE), acetylcholinesterdzy (ACHE) a dehydro-
genazy Kyseliny mlie¢nej (LDH). Rezy na histochemické vySetrenie aktivity sledova
nych enzymov boli robené na zmrazovacom mikrotome po predchadzajucej fixacii vo
vychladenej Bakerovej tekutine (4°C). Inkub4cia bola robena vo vodnom médiu u viet-
k¢ch enzgymov metddami, ktoré uverejnil Lojda a i. (1979).

VYSLEDKY

VX latka bola aplikovand ovciam v ddvkach od 6,68 do 134,0 ug.kg™!
Z. h. len u 4 oviec i. m. U vidcsiny oviec sa davky pohybovali od 26,21
do 90,0 ug.kg ! Zivej hmotnosti. Presné davky u jednotlivych zvierat
neuvddzame z toho ddvodu, Ze patologicko-anatomické nédlezy nevykazo-
vali rozdiel v zavislosti od davky podanej latky. U niektorych oviec bol
stiCasne so skiSanou latkou podavany aj zeolit; pri pitve neboli ziste-
né rozdielne patologicko-anatomické zmeny. Pokusné zvieratd hynuli
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od 40 min do 3 dni po aplikdacii latky. Celkovy pocet uhynutych zvierat
bol 41. Ostatné zvieratd (20 kusov) boli odporadZané v rozmedzi 21—41
dni po podani l4tky. Pri pitve boli najvyraznejSie zmeny na srdci vo
forme krvacanin pod epikardom (53 oviec). Rozsah a velkost krvacanin
u uhynutych zvierat (od drobnych bodkovitych aZ po velké plosné)
nie je moZzné davat do suvisu s vySkou aplikovanej davky. U odporaze-
nych zvierat neboli pozorované krvacaniny, ale u 12 kusov bola dilata-
cia pravej polovice srdca. Na plicach uhynutych oviec sme pozorovali
edém s vyraznou spenenocu tekutinou, alebo akitnu kataridlnu broncho-
pneumoniu u tych kusov (28), ktoré hynuli viac hodin alebo do 3 dni
po podani latky. V peceni bola castd venostdza a ojedinelé, vidcSinou
loZiskové degenerativne zmeny, ktoré neddvame do sivisu s aplikova-
nou latkou. V kérovej Casti oblic¢iek sme u osmich oviec na3li drobné bod-
kovité krvdcaniny a epitel oblickovych kandalikov bol poruSeny, ojedi-
nele sme nachadzali aj extravazaty, hlavne v kore obliCiek. Extravazaty
a dilatované cievy boli pozorované tieZ v CNS a dilatované cievy aj na
mozgovych plénach. Na zaZivacom apardte u 12 pitvanych oviec boli
loZiskové enteritidy katardlne aZ hemoragické. Pre komplexnost pitevné-
ho nélezu uvddzame aj Casty ndlez sarkosporidiézy a menej Castu dikro-
celiézu a fasciolozu.

Histochemickym vyS$etfenim vykazovala AF velmi silnd aktivitu v mi-
kroviloznej zone enterocytov jejuna a v bunkach oblickovych kanali-
kov, stredne silnd aktivita bola v cievach a bunkédch chutovych pohé-
rikov jazyka, slaba aZ negativna aktivita bola v nekeratinizujicej slizni-
ci bachora a v hepatocytoch.

KF vykazovala stredne silni aZ silna aktivitu v enterocytoch jejuna
a v nekeratinizovanych bunkdch bachora, mierna aZ stredne silna akti-
vita bola v sliznici jazyka a v bunkdch oblickovych kandlikov, negativ-
na az slaba v bunkach pecene.

NE sa prezentovala silnou aktivitou v nervovych zakonceniach chrbto-
vého a medzirebrového svalu, v enterocytoch jejuna ako aj v bunkdch
obliCkovych kandlikov, negativna aktivita bola v peceriovych bunkach.
Cholinesterazy vykazovali silni aZ stredne silni aktivitu v nervovych
zakonceniach jazyka, chrbtového a medzirebrového svalu. V ostatnych
vySetrovanych orgdnoch neboli pritomné.

LDH bola evidentnd svojou velmi silnou aktivitou vo svalovych vlak-
nach chrbtového a medzirebrového svalu, mierne aZ stredne silnou akti-
vitou vo svalovych bunkdch jazyka, hepatocytoch, v bunkach obli¢ko-
vych kandlikov, v sliznici a svalovej vrstve jejuna a v nekeratinizovanych
bunkdch bachora. Intenzita aktivity enzymov v tkaiiovych rezoch bola
;la \ll{y§etrovan§rch oviec priblizne rovnaké pri réznych davkach podanej

tky.

DISKUSIA

V Case robenia pokusov v ndm dostupnej literatire sme nenachadzali
adaje o patologicko-anatomickych, histopatologickych a histochemickych
ndlezoch aZ na jeden pripad, kde bolo kons$tatované, Ze chronické pul-
mondalne lézie, portdlne infiltrdcie mononuklearov, glomerulonefritidy
a intersticialne nefritidy rozhodne nestiviseli s otravou anticholineste-

VETERINARN[ MEDICINA — 1991 §21



rdzovou latkou. Histopatologickym vySetrenim uhynutych zvierat nebo-
li zistené Ziadne zapalové procesy Ci degenerativne zmeny v central-
nom, periférnom nervovom systéme, ¢i v kostrovej svalovine (van K em -
pen a i, 1969). Tak isto to bolo aj v naSich pokusoch v uvedenych
orgédnoch, ale napr. na plicach sme nachadzali u niektorych oviec edém
plic a akutne katardlne bronchopneumoénie a na srdci pod epikardom
krvacaniny. Tieto nédlezy boli najvyraznejSie spolu s dilatovanymi cieva-
mi v CNS na mozgovych plénach. PeSice a i (1972) uvadza, Ze
kostrovd svalovina (médso) a orgdny zo zvierat akitne otravenych orga-
nofosfatmi G a V typu nevykazuji zmeny farby, vzhladu, vbne a kon-
zistencie.

Histochemické vySetrenia ukdzali, Ze cholinesterdzy a nes$pecificka
esterdza mali nejednotnu intenzitu vo svojej aktivite v nervovych za-
koncCeniach jazyka, chrbtového a medzirebrového svalu. V peceni, oblic-
kach, jejune a bachore bola enzymaticka aktivita sledovanych enzymov
tieZ znacne nejednotna.
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SVICKY, E. — SKARDA, R. — MARCANIK, J. — HRUSOVSKY, ]. (University of Vete-
rinary Medicine, Ko8ice): Patho-morphological and histo-enzymological findings after
VX chemical [organophosphate) intoxication in sheep. Veter. Med. (Praha), 36, 1991
(10): 619—623.

Sixty-one sheep were administered experimentally a VX chemical (organophosphate)
at different rates. In the process of dissection, samples were taken for a histopatho-
logical examination. These were samples of brain, liver, kidneys, rumen wall, small
intestine, muscles, myocardium, lungs and spleen. For another histochemical exami-
nation, samples of tongue, m. longissimus dorsi, jejunum, rumen, liver, kidneys and
m. interconstalis were also taken. The activities of alkaline and acid phosphatase,
nonspecific esterase, acetylcholinesterase and dehydrogenase of lactic acid were
investigated. The most significant changes were found out in the lungs — in form
of oedemas and acute catarrhal bronchopneumonias in those animals which died
within three days after chemical administration. Sporadic haemorrhages or haemorr-
hages in form of vast spots were found out under the epicardium. Their range did
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not relate to the amount of the chemical administered. Rather dilated vessels were
observed in the brain and also in the meninges. The histochemical examination sho-
wed different activities of enzymes in particular organs of sheep.

sheep; VX chemical (organophosphate); enzymes; patho-morphological findings
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Z VEDECKEHO ZIVOTA

80 LET PROF. MVDr. EMANUELA KRALE

Pripominame-li si osmdesatiny nestora c¢eskoslovenské veterindrni chirurgie a orto-
pedie prof. Emanuela Krale, dlouholetého vedouciho kliniky chirurgie a ortopedie Vy-
soké 3koly veterinarni v Brné, uvédomujeme si, Ze dodnes plati vSechno, co bylo na-
psano pri prileZitosti jeho prfedchazejicich jubilel.

Neni treba podrobné opakovat jeho Zivotni dréahu, snad se slusi jen pripomenout pre-
dev8im mladsi generaci, Ze se narodil 19. rijna 1911 v Kutné Hofe. Po absolvovani
studia na Vysoké Skole zvérolékarské nastupuje jako asistent na chirurgickou a oc¢ni
kliniku a tato nastoupena pedagogicka draha se stava jeho Zivotnim udélem. Venia
docenti pro obor veterinarni chirurgie dosahuje v roce 1946, kdy soucasné je povéren
vedenim kliniky, Profesorem je jmenovan v roce 1949 a stdava se vedoucim nové usta-
novené katedry chirurgicko-porodnické a po reorganizaci vedoucim katedry chirurgie,
ortopedie a rentgenologie. Predstavitelem oboru zlistdva az do svého odchodu do dicho-
du v roce 1977.

KdyZz v roce 1946 pievzal vedeni chirurgické a oc¢ni kliniky, zacal plné uplatiiovat
své vynikajici organizacni a pedagogické schopnosti. Nevahd opustit teoretické pojeti
onychologie a vedle chirurgické Kkliniky vytvari ortopedickou kliniku a samostatny
studijnf obor veterinarni ortopedii. Sou¢asné méni i napln tradovanych oborh tak, Ze
tyto zahrnuji i chirurgii a ortopedii sudokopytnikd. SoubéZné& s uskutec¢hovanim této
koncepce zaklada pri katedre dokonale vybavené rentgenologické oddéleni. S pracovi-
tostf, pili a nadSenim jemu vlastnim se mu podafrilo vybudovat pln& fungujici a dobie
vybavené klinické pracovisté, jehoZz droven byla uznavana i v zahranic¢i. Neékolika tisi-
ciim absolventl studia veterindrni mediciny, ktefi navstévovali jeho prednéasky, je znam
jako vynikajici pedagog. Dokonaly prednes, perfektni dopinéni predndSek n&azorngm
materidlem s vyuZivanim audiovizualni techniky a zavéretna shrnuti zanechavaly u stu-
dentd vZdy uceleny prehled. Své pedagogické nadani uplatnil plné i ve funkcich peda-
gogického prodékana a prorektora. Stejnou pili, jako pripravé prednasSek a rizeni kli-
niky, vénoval i zajidténi oboru ucebnimi texty, vZdy na drovni doby, z nichZ uCebnice
Jurng — Kral: Specialni veterinarni chirurgie zistane dlouho chloubou nejen veteri-
narni chirurgie, ale €s. veterinarniho pisemnictvi vibec.

Jeho pedagogickd ¢innost je doplnéna radou védeckovyzkumnych praci. Pod jeho
vedenim se habilitovalo 5 ucitelli, 13 pracovnikl pripravil k obhajobé kandidatskeé di-
zertaéni prdace. Ve své vlastni védeckovyzkumne cinnosti se vzdy zabyval aktudlnimi
otazkami tradovaného oboru. StéZejni misto v ni zaujimaji prdce vénované veterinarni
anesteziologii a ortopedickym onemocnénim koné a skotu.

Ve své praci se prof. Krdal neomezoval pouze na své pracovisteé, ale se stejnou pili
pracoval i mimo 3kolu. Jeho zdsada neustdalého kontaktu s praktickymi veterindrnimi
lékari byla korunovédna zaloZenim zajmoveé skupiny chirurgie, ortopedie a rentgenologie
Védecké spolecnosti Cs. zootechnikl a veterinarnich lékard, jejimZ byl predsedou a byl
skuteénym inspirdtorem ¢&innosti pozdé&ji ustanovené Odborné sekce chirurgie Cs. spo-
le¢nosti veterinarnich lékari.

Je obdivuhodné, Ze jubilant naSel i €as pro praci v mnoha komisich a radach, kde
plné uplatiioval nejen své organizatorské a ridici schopnosti, ale postupem ¢asu i své
Zivotni zkuSenosti, moudrost a spolecenskou vytiibenost. Pfedeviim vyznamnd byla je-
ho ptisobnost predsedy &i &lena v redakénich raddch odbornych &asopisl, v oborovych
radach Statni veterinarni spravy a v radé dal3ich odbornych a védeckych komisi §koly
i mimo $kolu.

Prof. Kral ani po odchodu do diichodu neustal ve své prdci. Zistala mu totiZ vzacna
harmonie duSevni a télesné svéZesti a nepiebernd zasoba bohatych odbornych znalosti
a zkuSenosti. Se stejnym elanem jako v dobé svého aktivniho pisobeni se vénoval do-
budovani nového chirurgického pavilonu, Muzea dé&jin veterinarniho lékafrstvi V3V a pla-
nim na daldi rozvoj 3koly a Skolnich zemeédélskych podniki. Prakticky aZz do sou-
¢asné doby byl s dctou a respektem ucastnikem déni na $kole, na klinice i na odbor-
nych zasedanich, kde je Zivou kronikou chirurgie.

Dilo uditele — jubilanta, ktery cely sviij Zivot zasvétil studentim, spolupracovnikiim
oboru a celé na3f 3kole, bude vZdy pripominat vynikajiciho Clovéka. A tak hledime
v tuto chvili na prof. Krdle s Gctou a vdécnosti, kterou si plné zasluhuje.

Prof. MVDr. Jdn Kottman, CSc.
Doc. MVDr. Ladislav Némed&ek, CSc.
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AKTIVITA GLUTAMATDEHYDROGENAZY A GLUTAMINSYNTETAZY
V TRAVIACOM APARATE JEHNIAT VO VZTAHU K VEKU

K. Holovska, V. Lenartova, J. Koppel, I. Havassy, P. Javorsky, E. Rybosova

HOLOVSKA, K. — LENARTOVA, V. — KOPPEL, J. — HAVASSY, I. — JAVOR-
SKY, P. — RYBOSOVA, E. (Vysoka $kola veterinarska, Kosice; Ustav fyziologie
hospodéarskych zvierat SAV, KoSice): Aktivita glutamdtdehydrogendzy a gluta-
minsyntetdzy v trdviacom apardte jehniat vo vzfahu k veku. Veter. Med. (Pra-
ha), 36, 1991 (10): 625—632.

V pokusoch na jahiiatach vo veku 10, 20, 30, 40 a 90 dni sme zistili v jednotli-
vych ¢astiach trdaviaceho apardtu nasledovné aktivity glutamédtdehydrogenazy (GDH;
E.C.1.4.1.2-4) a glutaminsyntetazy (GS; E.C.6.3.1.2): v tkanivach bachora, knihy,
¢epca, slezu, dvandctornika, latnika, bedrovnika, slepého a hrubého ¢reva sa aktivi-
ta GDH (NADH) menila od 0,031 do 0,305 nkat.mg~! suiny, v obsahoch od
0 do 2,92 nkat.mg~—! suSiny. Relativne vysoké aktivity GDH (NADH) sa zistili
v 90. dni veku v obsahu predZalddkov, slepého a hrubého creva, ako aj v 20.
dni v obsahu slepého ¢reva a v 10. dni v obsahu hrubého &reva. Aktivita GDH
[(NADPH) bola v analyzovanych obsahoch trdviaceho apardtu niZSia ako aktivi-
ta GDH (NADH) a menila sa od 0 do 0,563 nkat.mg~! sudiny, pri¢om najvy3sie
hodnoty sa namerali v obsahu bachora a knihy v 40. dni a slepého Creva v 10.
dni. Aktivita GS bola v tkanivdch a obsahoch trdviaceho aparatu nizka (0,0 az
0,251 nkat.mg~! sudiny), najvy$sie aktivity sa zistili v obsahu dvandctornika, lac-
nika, bedrovnika. V¢sledky ukazuji, Ze od 10 do 90 dni veku sG v jednotlivych
¢astiach trdviaceho aparédtu jahniat rozdielne moZnosti utilizdcie NH3; cestou
syntézy glutdmovej kyseliny a glutaminu. V zadiatotnom obdobf Zivota sa NH3
utilizuje hlavne cestou GDH v obsahu slepého a hrubého &reva.

jahiiata; traviaci trakt; amoniak utilizujice enzgmy; mikrofléra

V predchddzajicej praci (Holovskéa ai, 1979) sme zistili v jed-
notlivych castiach obsahu a tkaniv traviaceho apardtu oviec rozdielnu
aktivitu enzymov GDH (glutamaitdehydrogenaza, E.C.1.4.1.2-4) a GS (glu-
taminsyntetdza, E.C.6.3.1.2), ktoré patria medzi najvyznamnejSie enzy-
my utilizujGce amoniak, produkovany pri degradédcii bielkovin a nebiel-
kovinovych dusikatych latok krmiva pocas trdvenia. Autori, ktori Studo-
vali biologické, fyziologické a praktické aspekty utilizdcie amoniakal-
neho dusika sa ststredili hlavne na metabolizmus preZivavcov (Krva-
vica a i, 1964; Joyner a Baldwin, 1966; Chalupa, 1973).
K dispozicii si len informécie o distribiicii a Gilohe GDH a GS u dospe-
lych preZivavcov (Havassy, 1985), u ich mladat chybaja.
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V na8ej praci sme preto skumali dynamiku vyvoja aktivity GDH a GS
v jednotlivych &astiach trdviaceho aparédtu jahniat v z4vislosti na veku
od 10 do 90 dni za G¢elom bliZ8ieho objasnenia tlohy Studovanych enzy-
mov pri ich dusikovom metabolizme.

MATERIAL A METODY

Pokusy sme robili na 10 jahinatdach plemena merino, ktoré boli odobraté od matiek
5.—7. defit po narodeni a kifmené mlie¢nou ndhradkou trikrdt denne po 500 ml, indi-
vidudlne z flasiek s cumlom. ZloZenie pouZitej mlieénej nahradky (na baze su3eného
kravského mlieka s 13,6 % tuku v sudine) v g.l1-1: protefiny 58, sacharidy 83, tuky
25. Jahtatd mali voIn§ pristup ku kvalitnému li&nemu senu a sypkej zmesi COJ II
Po odstave vo veku 50 dnf boli kfmené sypkou zmesou COJ II a kvalitngm 1G&nym
senom. Postupne v 10., 20., 30., 40. a 90. dni Zivota, rdno o 8. hodine boli jahnat4
zabité, Tkaniva boli premyté fyziologickym roztokom, vysudené filtradnym papierom.
Z epitelu tréviaceho aparatu bol pripraveny 20% homogenat v 0,01 mol.dm-3 fosfa-
tovom pufri, pH = 7,5, v Potter-Elvehjemovom sklenenom homogenizatore. Vid&3ie par-
tikule boli odstrdnené centrifugdciou pri 300 g po dobu 10 min, pri teplote 4°C. Su-
pernatanty boli pouZité na stanovenie enzymovej aktivity. Obsahy boli zriedené fosfa-
tovym pufrom, v koncentracii 0,01 mol.dm—3, pH =75, prefiltrované cez gézu a so-
nifikované za chladu na ultrazvukovom denzitegrdtore MSE-Soniprep 150 3tyri mindty.
Glutaméatdehydrogendzova aktivita, v smere reduk¢nej amindcie bola stanovena me-
tédou podla Friedena (1961) na zéklade oxiddcie NADH, NADPH pri 340 nm.
Glutaminsyntetdzovd aktivita bola stanovend metédou podla Deuela a i. (1970)
na zéklade stanovenia uvoIneného fosforu ako komplexu s molybdenanom aménnym.
Enzymové aktivita bola vyjadrena v nkat.mg-! suginy.

VYSLEDKY

Zistené priemerné aktivity GDH (NADH, NADPH) a GS v jednotli-
vych Castiach trdviaceho aparatu, v tkanivach a obsahu v 10., 20., 30.,
40. a 90. dni Zivota si zndzornené na obr. 1, 2, 3. Ako je vidiet z obr. 1
aktivita GDH (NADH) v tkanive bachora bola nizka a jej hodnota sa
mierne zvy3ovala so stipajicim vekom (0,031—0,188 nkat.mg™! sudiny).
V obsahu bachora v 10., 20., 30. dni nebola zistena Ziadna aktivita tohto
enzymu, v 40. dni sa zacala zvySovat (0,556 nkat.mg~! su$iny) a naj-
vy$8iu hodnotu dosiahla v 90. dni (2,92 nkat.mg™! sudiny). V tkanive
knihy bola aktivita GDH v sledovanom obdobi mierne zvy$ena (0,155
aZ 0,183 nkat.mg™! sudiny) a v obsahu v 10.—20. dni nulovéa, v 30.—40.
dni sa zvySovala a najvy$§iu hodnotu dosiahla v 90. dni (0,054—1,070
nkat . mg-! sudiny). V tkanive Cepca sa namerali nizke a mierne sti-
pajice hodnoty (0,106—0,305 nkat.mg~! suiny), a v obsahu v 10., 20.,
30. dni nulové, v 40. dni stipajuce (0,533 nkat.mg~! sudiny) s maxi-
mom v 90. dni (2,16 nkat.mg~! suSiny). V tkanivdch a obsahu slezu,
dvanédctornika, la¢nfka, bedrovnika a slepého ¢reva bola aktivita GDH
(NADH) nizka (0,043—0,146 nkat.mg~! sudiny). V obsahu slepého &re-
va sa zistila v 10. dni (0,186 nkat.mg™! suSiny), na 20. deil sa zvysila
(1,16 nkat.mg~! susiny), potom mierne klesala (0,47—0,296 nkat.mg™!
susiny) a v 90. dni dosiahla najvy$§iu hodnotu (1,57 nkat.mg~! su3iny).
Aktivita GDH (NADH) v tkanive hrubého ¢reva bola nizka a mierne sa
zvySovala (0,062—0,097 nkat.mg~! su$iny), v obsahu hrubého &reva
sa zistila v 10. dni (1,06 nkat.mg~! suSiny) a jej hodnoty potom Kkle-
sali (0,28—0,313 nkat.mg~! su¥iny) a znova sa zvysili v 90. dni (2,15
nkat . mg~! susdiny).
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1. Aktivita glutamétdehydrogendzy (NADH) v trdviacom aparite jahniat vo vztahu
k veku (nkat.mg-! susiny) — The activity of glutamate dehydrogenase (NADH)
in the digestive tract of lambs, in relation to their age (nkat/mg dry matter)

Obsahy trdviaceho apardtu — Digesta:

vysoko vyznamné rozdiely (P <0,01) — highly significant differences (P < 0.01)

rumen: 40—30, 40—20, 40—10, 90—40, 90—30, 90—20, 90—10

omasum: 40—30, 40—20, 40—10, 90—40, 90—30, 90—20, 90—10

reticulum: 40—30, 40—20, 40—10, 90—40, 90—30, 90—20, 90—10

colon: 10—20, 10—30, 10—40, 10—90, 90—40, 90—30, 90—20, 30—10

int. caecum: 20—10, 90—10, 90—40

vyznamné rozdiely (P < 0,05) — significant differences (P < 0.05)

int. caecum: 20—30, 20—40, 20—90, 90—30
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Aktivita GDH (NADPH) — obr. 2, ktord bola analyzovana iba v obsa-
hu traviaceho aparédtu jahniat, bola v porovnani s aktivitou GDH (NADH),
nizsia. NajvysSiu aktivitu sme pozorovali v obsahu bachora: v 10., 20.,
30. dni bola aktivita nizka (0,069; 0,029; 0,030 nkat.mg™! susiny), v 40.
dni dosiahla najvys$iu hodnotu (0,563 nkat.mg~! su§iny) a v 90. dni
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2. Aktlvita glutamétdehydrogendzy (NADPH) v trdviacom aparate jahniat vo vztahu
k veku (nkat.mg~! sudiny) — The activity of glutamate dehydrogenase (NADPH)
in the digestive tract of lambs, in relation to their age (nkat/mg dry matter)

Obsahy trdviaceho apardtu — Digesta:

vysoko vyznamné rozdiely (P < 0,01) — highly significant differences (P < 0.01)

rumen: 40—10, 40—20, 40—30, 40—90, 90—10, 90—20, 90—30

reticulum: 40—10, 40—20, 40—30, 90—10, 90—20

int. caecum: 10—20, 10—30, 10—40

vyznamné rozdiely (P < 0,05) — significant differences (P < 0.05)

omasum: 40—10, 40—20, 40—30, 90—10, 90—20, 90—30

reticulum: 90—30

int. caecum: 90—10, 90—20, 90—30, 90—40

Vysvétlivky pro obr. 1—2 — Explanatory notes to Figs. 1—2
/lll — aktivita GDH v tkanive traviaceho apardtu — GDH activity in the tissue of

digestive tract
[ — aktivita GDH v obsahu trdviaceho aparitu — GDH activity in the digesta
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jej hodnota klesla (0,250 nkat.mg ' suliny). V obsahu knihy a Cepca
aktivita GDH (NADPH) sa mierne zvy3ovala (0,0—0,048 nkat.mg"! su-
Siny; 0,0—0,045 nkat.mg~' suSiny); maximum bolo namerané v 40. dni
(0,242 nkat.mg~! sudiny; 0,475 nkat.mg ! sudiny) a v 90. dni jej hod-
noty klesali (0,223 nkat.mg~! susiny; 0,313 nkat.mg™! susiny). V obsa-
hu slezu, dvanactornika, lacnika a bedrovnika boli aktivity velmi nizke.
V obsahu slepého Creva aktivita GDH (NADPH) bola najvy$sia v 10. dni
(0,528 nkat.mg™! suSiny), potom klesala a znovu sa zvy$ila v 90. dni
(0,206 nkat . mg~! sudiny).

Aktivita GS (obr. 3) v tkanivdch a obsahu traviaceho apardtu bola
nizka. V tkanive bachora, knihy a Cepca so sttpajicim vekom sa akti-
vita zvySovala (0,059—0,117 nkat.mg™! sudiny; 0,081—0,229 nkat.mg™!
susiny; 0,072—0,219 nkat.mg~! sudiny) a v obsahoch nebola zistena

quaf.mgﬂl
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3. Aktivita glutaminsyntetdzy (GS) v trdviacom apardte jahniat vo vztahu k veku

(nkat.mg~-! sudiny) — The activity of glutamine synthetase (GS) in the di-
gestive tract of lambs, in relation to their age (nkat/mg dry matter)
//]l — aktivita GS v tkanive trdaviaceho apardtu — GS activity in the tissues of di-

gestive tract
[J — aktivita GS v obsahu trdaviaceho aparétu — GS activity in the digesta
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okrem obsahu Cepca, kde v 20. a 30. dni sa namerala velmi nizka akti-
vita (0,105; 0,042 nkat.mg™ ! suSiny). V obsahu slezu bola aktivita GS
velmi nizka a v obsahu dvan&ctornika, la¢nika a bedrovnika sa name-
rali maximalne hodnoty v 40. dni (0,251; 0,178; 0,128 nkat . mg~! suSiny).

Vysledky ukazujd, Ze od 10 do 90 dni Zivota jahniat enzymova aktivita
GDH (NADH]), GDH (NADPH) a GS v jednotlivych Castiach aparatu je
rozdielna a meni sa od 0 do 2,92 nkat.mg~' suSiny. Najvy3sie hodnoty
GDH (NADH] sa zistili z 90. dni veku v obsahoch predzZalidkov, slepé-
ho a hrubého Creva. Pomerne vysoké hodnoty sa zistili eS§te v obsahoch
slepého Creva v 20. dni veku a hrubého ¢reva v 10. dni veku. Najvyssie
hodnoty GDH (NADPH]) sa zistili v obsahu bachora a knihy v 40. dni
veku a v obsahu slepého creva v 10. dni veku.

DISKUSIA

Z prac viacerych autorov je zname, Ze trdaviaci aparat ma vlastni tka-
nivova GDH a GS (Yde, 1969; Chalupa a i, 1970; Holovska
a i, 1979). Glutaméatdehydrogenaza zo sliznice bachora oviec bhola puri-
fikovana a bliZzSie biochemicky charakterizovand (Lendartova a i,
1979). V obsahoch traviaceho apardtu sme zistovali aktivitu GDH s ko
enzymom NADH aj NADPH, a to z toho ddvodu, Ze jednoduchy orga-
nizmus (baktérie, huby, rastliny) ma dve rozdielne glutamatdehydroge-
nazy, ktoré sa navzdjom liSia koenzymovou S$pecificitou na rozdiel od
GDH Zivoc¢isSneho podvodu, ktord moZe rovnako dobre vyuZivat koenzym
NADH aj NADPH (Fahien a i., 1965; Frieden, 1964). V obsahoch
trdviaceho aparatu jahniat sme zistili vyrazne vysSiu aktivitu GDH s ko-
enzymom NADH, podobne ako Palmquist a Baldwin (1966)
a Chalupa a i. (1970). Pri sledovani dynamiky GDH (NADH, NADPH)
v obsahoch trdviaceho aparatu jahniat, sme pozorovali relativne vysoku
aktivitu GDH (NADH) v 10. dni veku v obsahu hrubého Creva a GDH
(NADPH) v obsahu slepého ¢reva. V 20. dni veku sa namerala tieZ v ob-
sahu slepého ¢reva vysoka aktivita GDH (NADH). V tomto obdobi ne-
bola namerana Ziadna aktivita GDH (NADH, NADPH) v obsahoch ba-
chora, knihy a Cepca. Aktivita GDH (NADH, NADPH) sa zvySovala aZz
v 40. dni a v 90. dni boli hodnoty GDH (NADH) najvy38ie nielen v obsa-
hoch bachora, knihy a Cepca, ale aj v obsahu slepého a hrubého Creva.
Fonty a i. (1984), ktori sledovali koncentraciu amoniaku v bachore
v tomto obdobi, udavaji, Ze v 10. dni veku zistili pomerne vysoka kon-
ceutrdciu amoniaku, a pribliZne v 40. dni, to znamend v obdobi za-
Ciatku metabolickej aktivity bachorovej mikrofléry, zniZovanie koncen-
trdcie amoniaku. V naSej praci sme v tomto obdobi zaznamenali zvy-
Sovanie aktivity GDH (NADH, NADPH) v obsahoch bachora, knihy, Cep-
ca. Najvyssia aktivita GDH (NADH, NADPH) v nami $tudovanom ohdobi
bola v 90. dni, t.j. v obdobi, ked sa konc¢i histologicky vyvin Struktiry
bachora a predZalidky zacinaji vykondvat svoju funkciu. NaSe vysled-
ky ukazuja, Ze v obdobi, kym sa skonc¢i histologicky vyvin Struktary
hachora a predZalidky zacni vykondvat svoju funkciu, utilizdcia amo-
niaku cestou GDH sa uskutociiuje hlavne v obsahoch slepého ¢reva a hru-
bého cCreva. Poukazuji na to vysoké aktivity GDH (NADH, NADPH)
v obsahu slepého Creva v 10. a 20. dni a GDH (NADH]) v obsahu hrubé-
ho Creva v 10. dni. MoZnost vyznamnej utilizdcie dusika v slepom Creve
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potvrdzuji aj pokusy Nolana a i. (1976), ktori zistili, Ze az 25 Yo
endogénnej mocoviny sa degraduje v slepom creve. V tomto obdobi,
aktivita GS v obsahoch jednotlivych cCasti traviaceho aparatu bola niz-
ka. MdZe to suvisiet so skuto¢nostou, Ze vys$Sia koncentracia amoniaku
pOsobi inhibicne na aktivitu GS. Aj Howith a Gresshoff (1985)
pozorovali v Cistych bakteridlnych kultirach, Ze GS moéZe byt bioche-
micky kontrolovand pomocou koncentrdcie amoniaku. DOleZiti tlohu tu
zohravaju aj akceptory amoniaku (2-oxoglutardt, pyruvdat), pretoZe ich
koncentracia moZe limitovat inkorpordciu amoniaku. MoZny priamy
vplyv amoniaku na enzymovu aktivitu a reguldcia produkcie akcepto-
rov amoniaku sa otazky, ktoré bude potrebné bliZSie objasnit.

Nase vysledky ukazuju vyvoj sledovanych enzymovych aktivit v tra-
viacom aparédte jahniat, v obsahu aj tkanive vo veku 10—90 dni. Na
zaklade naSich vysledkov mdZeme predpokladat, Ze utilizdcia amoniaku
na syntézu aminokyselin cestou GDH a transamindcie sa uskutoCiiuje
v prvom obdobi Zivota v obsahu slepého a hrubého &reva. V obdobi, ked
sa skonci histologicky vyvin Struktiry bachora, predpoklady pre enzy-
maticku syntézu kyseliny glutamovej a glutaminu sa hlavne v obsahu
bachora, knihy, ¢epca, slepého a hrubého c¢reva, ale aj v stendch a obsa-
hoch vsetkych cCasti trdviaceho aparatu.
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HOLOVSKA, K. — LENARTOVA, V. — KOPPEIL, ]. — HAVASSY, I. — JAVORSKY,
P. — RYBOSOVA, E. (University of Veterinary Medicine, KoSice; Institute of Animal
Physiology of the Slovak Academy of Sciences, KoSice): The activity of glutamate
dehydrogenase and glutamine synthetase in the digestive tract of lambs in relation
to their age. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (10): 625—632.

Developmental dynamics was investigated in the activity of glutamate dehydrogenase
(GDH, E.C. 1.4.1.2.-4) and glutamine synthetase (GS, E.C. 6.3.1.2) in different parts of
the digestive tract of lambs, in dependence on the age from 10 to 90 days; the goal
of these investigations was to elucidate in greater detail the role of the above enzy-
mes in nitrogen metabolism. The activity of GDH, and of the coenzymes NADH and
NADPH, was followed in the digesta because simple organisms (bacteria, fungi,
plants) have two glutamate dehydrogenases: they differ from each other by coen-
zyme specificity, unlike GDH from animal sources which can utilize both NADH
coenzyme and NADPH coenzyme (Fahien et al, 19685 Frieden, 1964). The
following activities of GDH and GS were found out in trials with lambs at the age
of 10, 20, 30, 40 and 90 days, as to the different parts of digestive tract: in the tis-
sues of rumen, omasum, reticulum, spleen, duodenum, jejunum, ileum, int. caecum
and colon the activity of GDH (NADH) varied from 0.031 to 0.305 nkat/mg dry matter,
in the digesta from 0 to 2.92 nkat/mg dry matter (Fig. 1). An investigation of GDH
(NADH, NADPH) dynamics in the digesta of lambs (Figs. 1 and 2) showed the re
latively high activity of GDH (NADH) in the digesta of colon at the age of 10 days
and that of GDH (NADPH) in the digesta of int. caecum. The activity of GDH (NADH)
was also found to be high in the digesta of int. caecum at the age of 20 days. In
that period the activity of GDH (NADH, NADPH) in the digesta of rumen, omasum
and reticulum was zero. The activity of GDH (NADH, NADPH) began to increase on
day 40, and on day 90 the GDH (NADH) values were highest not only in the digesta
of rumen, omasum and reticulum but also in the digesta of int. caecum and colon,
Similarly like Palmquist and Baldwin (1966), and Chalupa et al. (1970),
we observed the markedly lower activity of GDH (NADPH) in comparison with GDH
(NADH). The activity of GDH (NADPH) varied from 0 to 0.563 nkat/mg dry matter;
the highest values were recorded in the digesta of rumen and omasum on day 40
and in the digesta of int. caecum on day 10 (Fig. 2). The activity of GS (Fig. 3)
was low in the tissues of digestive tract and in the digesta of the whole apparatus
(0.0—0.251 nkat/mg dry matter), the highest values were found in the digesta of
duodenum, jejunum and ileum. The results of our experiments show that there are
different possibilities of NH3 utilization, by means of glutamic acid and glutamine
synthesis, in the different parts of digestive tract in lambs. Before the histological
evolution of rumen structure is finished and the proventriculi begin to function, ammo-
nia utilization through GDH takes place mainly in the digesta of int. caecum and
colon. A possibility of significant nitrogen utilization in the caecum was also con-
firmed in the experiments by Nolan et al. (1976), who found out that as much
as 25 % of endogenic urea was degraded in the caecum. In that period the activity
of GS in the digesta of the different parts of digestive apparatus was low. It may be
related to the fact that the higher ammonia concentrations inhibit the activity of
GS (Fonty et al, 1984). Until completion of the histological evolution of rumen
structure is finished, the conditions for the enzymatic synthesis of glutamic acid
and glutamine are created mainly in the digesta of rumen, omasum, reticulum and
colon, and also in the walls and digesta of all parts of digestive apparatus.

lambs; digestive tract; ammonia-utilizing enzymes; microflora
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VPLYV GAMA-ZIARENIA NA I'ETRAHYMENA PYRIFORMIS KMEN W

F. Nistiar, P. MiZik, R. Rexa, ]J. MojZi§, ]J. HruSovsky, S. Ivanko,
A. Nistiarova

NISTIAR, F. — MIZIK, P. — REXA, R. — MOJZI§, . — HRUSOVSKY, ]. — IVAN-
KO, 8. — NISTIAROVA, A. (Lekarska fakulta UPJS, Kosice; Vojensk§ veterinar-
ny doskolovaci a vyskumnyg astav, Kogice; Prirodovedeckd fakulta UPJS, Kosice;
Vysoka 3kola veterindrska, Kosice): Vplyv gama-Ziarenia na Tetrahymena pyri-
formis kment W. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (10): 633—637.

Tetrahymena pyriformis kmeii W bol vystaven§ piatim réznym ddvkam gama-
-Ziarenia. Pri davkach 102,1 a 204,2 Gy preZivali vSetky oZiarené bunky. Pri
davke 408,4 Gy prezilo 60,6 % oZiarenych buniek, pri davke 816,7 Gy len 8,8
percenta buniek, zatial Co pri davke 1633,4 Gy nepreZila Ziadna bunka. Po né-
slednej Kkultivacii oZiarengych buniek sa predlZil generacny c¢as v zdvislosti na
aplikovanej davke Ziarenia.

Tetrahymena pyriformis; gama-Ziarenie; LDso; generany &as

UZ viac ako desat rokov sa zoberdme s vyuZitim prvoka T. pyriformis
kmeni W na Stdadium uGcinkov toxickych latok (Nistiar a i, 1981,
1984, 1985; Nistiar a NiStiarova, 1983), mykotoxinov (Ni-
Stiar a i, 1986), faktorov virulencie baktérii (Nistiar a 1i., 1990)
a ultrafialového Ziarenia (NiStiar a i, 1983). Z literatiry je zna-
me, Ze T. pyriformis je relativne rezistentny voci Ziareniu X. Hodnoty
LDs, koliSu v zavislosti na pouZitom kmeni od 1,2 do 1,5 kGy (Wells,
1960; Calkins, 1966). Sirsi rozsah hodnot LDs, bol zisteny pri oZia-
reni T. pyriformis gama-Ziarenim z radionuklidu ®Co. Pri oZiareni T. py-
riformis gama-Ziarenim z radionuklidu “Co, zistili Gebicki ai. (1980)
vyraznd zavislost hodnoty LDs, na spdsobe oZiarenia (Ci bola oZiarena
suspenzia prvokov alebo len jednotlivé bunky), na kmeni prvoka alebo
médiu (¢i prvoky rastli v protedza-peptonovom médiu, fosfatovom pufry
a pod.). Rozsah tychto hodnot (LDso) urcCili v rozmedzi 150—6000 Gy.
Tieto vysledky nads motivovali k overeniu G¢inku gama-Ziarenia na prvo-
ka T. pyriformis kmeii W.

MATERIAL A METODA
Prvok T. pyriformis kmeii W bol kultivovan§ v médiu, ktoré pozostdvalo z 0,1 %

prote6za-pepténu (fy Difco) a 0,01 % kvasnigného extraktu (fy Oxoid). Do pokusov
sme pouZili 12hodinové kultdry o denzite 50 000 prvokov na 1 ml kultivatného média.
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OZarovanie prvokov sme vykonali na oZarovacom zariadeni Chisostat (%°Co) s d4v-
kovym prikonom 2,8356 Gy.s—1.

Kultdry v Petriho miskdch boli vystavené davkam 102,1 Gy, 204,2 Gy, 4084 Gy,
816,7 Gy a 1633,4 Gy.

PoCet preZivajGcich buniek 7. pyriformis bol stanoveny (po vitalnom farbenif)
ihned po oZiarenf priamym poc&itanim vo Fuchs-Rosenthalovych komérkach (Ni§tiar
a i, 1981). Hodnota LDsp bola stanovend metodou Spearman-Kdrber (Finney, 1952).

Dizka genera¥ného &asu (Horvath, 1974) bola stanovend po naslednej Kkulti-
vacii oZfarengch suspenzii prvokov medzi 24. a 48. hodinou (o zodpovedd exponen-
ciondlnej fdze rastu populdcie) na zédklade priameho stanovenia poctu buniek. Kulti-
vacia bola zahé&jend pri denzite 10 buniek .ml~ L

V jednej sérii pokusov sme oZarovali médium pri uvedenych davkach a potom sme
ho inokulovali prvokami. Rastovd irivku prvokov v oZiarenych médiach sme porovna-
li s rastovou krivkou prvokov porastenych v neoziarenom meédiu po 24hodinovej kul-
tivacii.

Vo vsetkych pokusoch sme vykonali 24 paralelnych vzoriek.

VYSLEDKY

Pri oZarovani prvoka 7. pyriformis kmeii W gama-Ziarenim (tab. 1)
ddvkou 102,1 Gy a 204,2 Gy nebol zisteny letdlny ucCinok. Pri davke
408,4 Gy preZivalo 60,6 % oZiarenych buniek. Pri davke 816,7 Gy preZilo
len 8,8 % oZiarenych buniek, zatial ¢o pri davke 1633,4 Gy nepreZila

I. Vplyv gama-Yiarenia na prezivanie Tetrahymena pyriformis kmein W (TPW) — The
effects of gamma-radiation on the survival of Tetrahymena pyriformis, W strain (TPW)
D4vkal F Poget buniek TPW2 Letalita3

0

(Cy) sive! zabité5 (%]
16334 0 50 000 100,0
8186,7 4 400 45 600 91,2
408,4 30 300 19 700 39,4

204,2 50 000 0 0

102,1 50 000 0 0

LDsp met6dou Spearman-Kédrber = 467,0 + 4,0 Gy®

ldose, 2number of TPW cells, 3lenthality, 4live, Skilled, 6LDsp using Spearman-Kdrber
method = 467.0 + 4.0 Gy

II. Vplyv gama-Ziarenia na genera&ny Cas Tetrahymena pyriformis kmeii W — The
effects of gamma-radiation on the generation time of Tetrahymena pyriformis, W strain
Dévkal Generaény &as?
0h 24 h 48 h

(Gy) (h)

0 (K3) 10 1216 1 686 958 2,48

204,2 10 1188 405 481 2,88

408,4 10 624 14 752 5,36

816,7 10 338 2 605 8,20

ldose, 2generation time, 3K (control)
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Zladna bunka. Pri vypolte LD;, metdodou Spearman-Kdérber bola tato
hodnota stanovend na 467 + 4 Gy. LD,y je vy$$ia neZ 816,7 Gy pre dané
usporiadanie pokusov.

V pripade, Ze sme bunky po oZiareni dalej kultivovali a stanovili ich
poCty po 24 a po 48 hodinach, zistili sme, Ze generaény ¢as, ktor§ u ne-
oZiarenych kontrolnych populécii je 2,48 hodin sa predlZil imerne vyske
davky Ziarenia. Pri davke 204,2 Gy predstavoval 2,88 hodin, pri 408,4 Gy
5,36 hodin a pri davke 816,7 Gy 8,2 hodin, Vysledky z tohto pokusu pre-
zentujeme v tab. II.

V sérii pokusov, kde sme oZarovali médium a potom ho inokulovali
neoZiarenymi tetrahymenami, nezistili sme oproti kontrolnym skupindm
signifikantné zmeny. Vysledky st uvedené v tab. III.

I11. Vplyv oZiarenych médif na rast neoZiarenych buniek Tetrahymena pyriformis kmeit
W (TPW) — The effects of irradiated media on the growth of nonirradiated cells of
Tetrahymena pyriformis, W strain (TPW)

Dévka!l : 2 Kontrola3

(Gy) Poéet buniek TPW (%)

0 (K3) 248 3221284 100,0
102,1 249 6881364 100,5
204,2 247 9281314 99,8
408,4 248 096372 99,9
816,7 247 8961338 99,8

1633,4 245 998+402 99,1

ldose, 2number of cells TPW, 3K (control)

DISKUSIA

Nami zistenda hodnota LD, 467,0 Gy je v korel4cii s tidajmi zo sveto-
vej literatiary (Gebicki a i, 1980). Za prinos povaZujeme to, Ze tato
hodnota bola ziskand v prisne definovanych podmienkach a predstavuje
dobri vychodziu hodnotu pre pokusy na Stidium kombinovaného tG&inku
gama-Ziarenia a xenobiotik, najmé tych, ktoré predstavuja &asty pollu-
tant Zivotného prostredia.

Zaujimavé su aj vysledky tykajice sa predlZenia generacného d&asu
v zavislosti na davke Ziarenia. Tento vztah zatial vo svetovej literattire
nebol dostatotne preskimany. V tejto oblasti sme zistili zrovnatelné
vysledky aj pre ultrafialové Ziarenie (NiStiar a i., 1983).

V sérii pokusov, kde sme oZarovali médium a potom ho inokulovali
neoZiarenymi tetrahymenami sme potvrdili, Ze pouZité davky gama-Zia-
renia nenaru$ili Ziviny pritomné v médiu z hladiska ich nutri¢nej hod-
noty.
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Na zdklade ziskanych vysledkov je moZné konS$tatovat, Ze test-objekt
T. pyriformis kmeili W je vhodnym biologickym modelom pre $tadium
GCinku réznych druhov ionizujiceho Ziarenia na turovni bunky ako aj
populacie. Domnievame sa, Ze uvedené vysledky bude potrebné doplnit
o dalsie Stidia zamerané na patobiochemicky ucinok gama-Ziarenia.
V dalSich pokusoch sa zameriame na Stadium kombinovaného uac¢inku
gama-Ziarenia a vybranych xenobiotik ako aj na Stidium rddiotoxické-
ho uginku vybranych rdadionuklidov za acelom vypracovania jednoduché-
ho modelu na screening tychto latok v biologickych materialoch a v Zi-
votnom prostredi.
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effects of gama-radiation on the W strain of Tetrahymena pyriformis. Veter. Med.
(Praha), 36, 1991 (10): 633—637.

It the present study the effects of gamma-radiation at doses of 102.1 Gy — 1633.4 Gy
were investigated as exerted on the protozoan Tetrahymena pyriformis W strain.
An investigation of lethality (Tab. I) showed that all irradiated cells survived after
the doses of 102.1 Gy and 204.2 Gy, When the doses of 408.4 and 816.7 Gy were applied,
60.6 % and 8.8 %, resp., of irradiated cells survived. Not a cell survived the dose
of 1633.4 Gy. The effects of gamma-radiation on the generation time of Tetrahymena
pyriformis are shown in Tab., II. A markedly longer generation time than in the
control was observed if the radiation doses made 408.4 and 816.7 Gy. There were no

636 VETERINARNI MEDICINA — 1991



significant changes there when the effects of irradiated incubation media on the
growth of nonirradiated cells of the W strain of Tetrahymena pyriformis were investi-
gated (Tab. III). The results confirmed the relatively high radioresistance of the
Tetrahymena protozoon with respect to gamma-radiation; this protozoan is a suitable
biological model for a study of the effects of various kinds of ionizing radiation at
the level of both cell and population,

Tetrahymena pyriformis; gamma-radiation; LDso; generation time
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POKYNY PRO AUTORY VEDECKEHO CASOPISU
VETERINARNI MEDICINA

Casopis Veterinarni medicina uvefejiiuje plvodni
préce, recenze apod.

Autor je plné& odpovédny za plivodnost prace a za jeji véc-
nou i formalni sprdvnost. K préci musi byt pfipojeno pro-
hl43eni autora o tom, Ze prdce nebyla publikovana
jinde.

O uvefejnéni préce rozhoduje redaké¢ni rada ¢asopisu, a to
se zfetelem k lektorskym posudkiim, védeckému vyznamu a
pfinosu i kvalité praci.

Je tfeba, aby autori presné dodrZovali tyto pokyny:

Jednotlivé prdce nemaji mit rozsah vétsi neZz 10 aZ 12 stran
psanych na stroji se vSemi prilohami. Autofi necht se vyva-
ruji nadmérného mnoZstvi tabulek a zarazuji radsji grafy.

Technickéd tiprava rukopisu

Uprava rukopisu méa odpovidat CSN 880220 (formét A4, 30
radek na stranku, 60 thozi na réadku, tzn., Ze mezi Fadky se
delaji dvojité mezery). Ilustrace, grafy, tabulky a fotografie
(Sernobilé) maji vyhovovat CSN 88 2109, dodéavaji se zvlast
a nepodlepuji se. Rysuji se tusi na bily nebo pauzovaci papir
a popisuji se jednotnou velikosti pisma (Sablona 3,5 mm]). Na
zadni stran& se vyznacdi tuzkou poradové ¢islo obrazku a na-
piSe se jméno autora ¢lanku. Texty k obrdzkim se dodévaji
na zvla$tnim listé, umisténi obrdzkd se oznacuje na levém
okraji pfislugné strany rukopisu ¢islici v krouZku. Tabulky se
¢isluji Fimskymi ¢islicemi. Na v3echny obrézky i tabulky musi
byt v textu prace odkazy. Pro preklad do angli¢tiny je nutné
vysvétlit v§echny pouZité zkratky.

Oprava vlastni préce

Néazev préce (titul) nema presahovat 85 thozii. Je nutné se
v ndzvu vyvarovat obecnych frazi jako: Studie o ..., Prispévek
k ..., Pokus o ... KaZdy zaslany ¢ldnek musi byt samostat-
nou praci, nemohou byt publikovdny ¢ldnky na pokracovani,
oznacené napf.: Studie o... I, II., IIl. atd., stejn& tak jsou vy-
lou€eny podtituly ¢lanku.

Jména autord se uvadéji bez tituli — pfijmeni a prvni pis-
meno jména.

Souhrn

Vypracovéni souhrnu je nutné vénovat obzvlastni pé&i. Autor
do né&ho mé shrnovat v3e, co je na jeho préci pozoruhodné
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a nové a co mi byt dokumentovdno. Souhrn mé byt nekritic-
kym informaénim vyb&rem vyznamného obsahu a zavéru, ni-
koliv vSak jeho pouhym popisem. Musi vyjadrit vSechno pod-
statné, co je obsaZeno ve v&decké préaci, nem4 ji vSak nahra-
dit. Nesmi prekrocit rozsah 170 slov. Je treba, aby byl psén
celymi vé&tami, nikoliv telegrafickym zplisobem. Pro preklad
do angliétiny se poZaduje souhrn del$i (do dvou rukopisnych
stran) s odkazy na tabulky a obrézky, popf. s anglickymi od-
bornymi terminy nebo uZ preloZeny do angli¢tiny. Souhrn za-
¢ind jménem autordi, ndzvem pracovisté a jeho sidlem (v zé&-
vorce), titulem ¢lanku a citaci: Veter. Med. (Praha), 00, 1990.
Mista oznadend nulami doplni na kompletni citaci p¥i korek-
tufe redakce.

Klftova slova (Key words, index terms)

Pod souhrn je nutno po vyneché&ni Faddky pripojit kliCovéa
slova. Ta maji slouZit:

a) k rychlé orientaci (jakysi ,,zkrdceny referat”);

b) pfFi zafazovéni prace do kartotéky.

Kli¢ovych slov by nemélo byt méné& neZ 3 a vice neZ 12.
Zac¢inaji malym pismenem a oddé&luji se stfednikem.

Ovod

Uvod mé obsahovat hlavni ddvody, pro¢ byla préce usku-
teCn&na, a velmi stru¢nou formou stav studované otézky. Je
nutné se v n&m vyhnout rozsdhlym historickym pfrehiedim.
Uv4di se bez nadpisu, je moZné v ndm uvést k préaci se vzta-
hujici citaci autord (doporuuje se co nejniZsf pocet citaci —
Ctyfi aZ osm autord).

Materidl a metody

Metody se popisuji pouze tehdy, jsou-li piivodn{, jinak po-
staCuje citovat autora metod a uvadét jen piipadné odchylky.
Je v nich popsén pokusny materidl. Popis metod by mé&l umoz-
nit, aby kdokoliv z odbornikd mohl podle ného a pfi pouZiti
uvedenych citaci praci opakovat.

Vysledky

Doporucuje se nepouzivat k vyjddreni kvantitativnich stavi
tabulek a d4t pfednost grafiim nebo tabulky shrnout ve sta-
tistickém hodnoceni namé&ifenych hodnot. Tato &4st by nemé&la
ogf.ahovat teoretické zév&ry ani dedukce, ale pouze faktické
nélezy.
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Diskuse

Diskuse obsahuje zhodnoceni prace. Diskutuje se 0 moZnych
nedostatcich a prdce se konfrontuje s vysledky difve publiko-
vanymi (poZaduje se citovat jen ty autory, ktefi maji k publi-
kované préci blizZ§f vztah), pokud majf souvislost, nebo pokud
jsou s prfedloZenou praci n&jak srovnatelné.

Podé&kovéani

Je-li to nutné, uvAadi se stru¢né pod&kovani (jedna aZ dvé
véty), napf.: za technickou spolupréci, za pomoc pfi statistic-
kém zpracovédni a poskytnuti{ mén& b&Zného lé&iva apod.

Literatura

V textu se prfi citaci uvede jméno autora a rok publikovéni.
Do seznamu se zaFadi vSechny préce citované v textu &lénku,
a to podle abecedy, bez ¢islovéani, kaZd4 citace na novém Féd-
ku. Je-li vice praci od téhoZ autora ve stejném roce, pfFldé se
k letopoftu oznadenf a, b, c.

Literatura musf odpovidat CSN 01 0197.

Zkratky nézvi &asopisd je tfeba dodrZovat podle publikace
doc. Bojitanského a kol.,, vydané v roce 1982 Slovenskou aka-
démiou vied pod nézvom Periodikd4 z oblasti biologicko-pol-
nohospodérskych vied, ich citdcie a skratky.

Adresa autora
Na zvlastnim list& uvede autor akademicky titul, jméno (ne

jen zkratku), prijmeni, védeckou hodnost a pedrobnou adresu
pracovist& s PSC. TotéZ uvede i pro spoluautory.
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CHCETE PODNIKAT

A NEVITE JAK NA TO?
AD NEVITE S KYM,
AS. NEVITE ZA CO,

PRIJDTE — JE TU
ADEKO!!!

ADEKO, a. s., Vam nabizi

— marketingovou ¢innost v oboru ekologie

— poradenskou, konzultaéni, posudkovou, zprostiedkovatelskou,
obstaravatelskou a zastupitelskou ¢innost

— kapitélovou fi¢ast v jinych podnikatelskych spolenostech
— spole&né podnikani

— investorskou a investi¢ni ¢innost

— vyhbér zahraniénich partnerii pro spoleéné podnikani{

— zaji$tovani a provadéni leasingu

— poskytovani sluZeb

ADEKO, a.s.

Slezska 7

120 56 PRAHA 2

Telefon: 25 83 42 Fax: 25 92 70
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