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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED
ROCGNIK 5 (XXXIII) ZIVOCISNA VYROBA 1960 - CISLO 11

Povaha zakladniho vyzkumu v ZivoliSné vyrobé
Dr. Antonin JANCARIK

Zdkladnim biologickjm piedpokladem pro uspésnou prdci zootechnickou, pie-
dev$im vSak pro dosazeni trvale vyssi drovné uzitkovosti domdcich zvirat, je sla-
déni éinnosti vSech tstrojovjch systému v téle hospodaiského Zivoéicha mezi sebou
a uvedeni celkové télesné cinnosti hospodaiského zvifete v soulad s jeho prostie-
dim. Vyznam pozndni zakladnich biologickijch déji pro progresivni Zivocisnou vy-
' robu neni snad vibec tieba zvldst zduvodriovat. Pozornosti si viak zato zaslouzi
spiSe otdzka, zda zdkladni vijzkum Zivotnich projevi hospoddiskich zvitat, a to
piimo pod aspektem jejich sladéni ve smyslu trvalého zvySovani uzitkovosti, je to-
tozny s obecngm biologickym vijzkumem Zzivoéisstva viibec nebo zda md své speci-
fické stranky.

Védeckd bddani poslednich let pFinesla v tomto sméru céetné pozoruhodné vi-
sledky. Bude proto zcela na misté uvést o nich nékolik pozndmek v tomto tematickém
cisle, obsahujicim ptvodni a metodické prdce z fyziologie, biochemie atd. hospodd¥-
skijch zvitat,

Je nesporngm faktem, Ze se hospoddiskad zvifata nejen svou morfologii, ale pre-
devsim svou fyziologii znacné lisi od svijch piedku, kteri Zili ve stavu volném (divo-
kém). Tyto zme"nly jsou v mnohém sméru tak hluboké, ze u nékierjch druhi ‘vy—‘
vstdvd otdzka, ne vidy snadno FeSitelnd, ktery druh — at jiz vymiely nebo Zijici —
je vlastnim predkem prislusného druhu hospoddiskijch zviiat. Tyto velké zmény se
pripisuji pusobeni dlouhodobého biologického procesu — domestikaci. Objektem
védecké prdce zootechnika a pracovnikii pridruzenijch zdkladnich obort je Zivodich
domestikovany, kdezto zoolog (v §ir§im smyslu slova) studuje predev§im zivocichy
volné (divoce) Zijici, tieba i téhoz rodu jako jsou Zivocdichové domestikovani. Mezi
obéma skupinami zZivoéichti — domestikovanijch a nedomestikovanjch — se po-
stupem céasu vytvorilo pomérné ostré rozdéleni, jez dokonce vedlo tak daleko, zZe
biologickd problematika domestikovanijch zvifat nebyla a namnoze ani dnes jesté

neni oborem bdddni a vjuky na vysokijch Skoldch s obecné biologickou naplni.
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V' ostrém kontrastu proti tomu jsou zase prdace Darwinovy a éetnijch pracovniki
v genetice, fyziologii, biochemii atd., ktefi pravé ze studia hosboddfskgch zvifat
vyvodili ¢etné obecné platné poznatky. Otdzkou dalekosdhlého praktického i theore-
tického dosahu je, zda poznatky o volné Zijicich ZivociSich se daji pfimo aplikovat
na hospoddtska zvifata nebo zda tato maji své specifické zvlasinosti, jez je nutno
respektovat. Uplnou odpovédi na tuto otdzku miize biti jen vysvétleni pedstaty

samotné domestikace.

Vizkumy z poslednich let (Herre, Klatt, Kelm, Kesper, Wiarda
aj.) ukazaly, zZe domestikace je vlastné trvaly proces biologické premény zivocicha
vyplijvajici z jeho styku s clovékem, ktery ucinné zasahuje do upravy jeho vnéjsihe
i vnitiniho prostiedi a usmériiuje Zivotni pochody domestikovaného Zivoéicha ve
sméru svjch potieb. Domestikace je komplexni biologicky proces a proto je nutno
z ni vylouéit projevy synaniropismu, tj. prostou vazbu Zivoéicha na pritomnost
élovéka bez jeho vlastniho piisobeni. U téchto Zivocichi se také neprojevuji znaky
domestikace a v podstaté se neméni jejich zpiusob Zivota (bionomie). Za domesti-
kaci také nelze povazovat samotnou dresuru volné zijicich zvifat, nebot jeii. puscbeni
zustdva omezeno na krdatkou dobu, ¢asto jen na jednu generaci, kdezto domestikace

je proces casové zabirajici velky pocet generaci.

Klatt, Rensch, Herre a jini upozornili na to, e samotnd domestikace
pusobi v nékterijch smérech jednotné na zvifata bez ohledu na to, o ktery druh Zivo-
¢isny jde. Jsou to piedevsim celkové rozméry zvirete, jez se na pocdatku domestikace
zmensuji (celkové) a teprve pokrodild domestikaéni stadia se vyznacuji viskytem
obrovitijch forem. U volné Zijicich Zivocichi jsou uwvnité druhu pomémé malé roz-
dily mezi jedinci $tihljmi a zavalitymi, kdeito u domestikovanijch Zivocichii se
uvniti druhu projevuji tyto rozdily velmi vyrazné a jsou namnoze i geneticky fixo-
vdny. U Zivocichii pruni skupiny (oznacéme je tieba jako ,$tihlé") nachdzime pro-
tahlou lebku v oblicejové éasti, uzky hrudni koS, Zebra |sméiujici dezadu, tedy celko-
vé vygraznou linii kraniokauddlni, kdezto u skupiny druhé je lebka krdtkd, éasto
v ¢enichové éasti zvednuld, hrudni ko§ prostornéjsi a zebra stoji kolméji k ose patere,
Zivoédichové druhé skupiny jsou vétSinou zviFata s mensi pohyblivosti, s vétsim
sklonem k ukldddni tuku, kdezto v pruni skupiné jde o zvirata s vyrazné vyssi hla-
dinou energetického metabolismu. Obecné lze ¥ici, Ze vSechna domestikovand zvi-
fata se vyznacuji méné vyraznym pohlavnim dimorfismem, maji téz5i kuzi, vétsi
masu kostni a vice tuku. Znacné rozdily byly zjistény mezi Zivodichy domestikova-
nymi a nedomestikovanymi, pokud jde o poméry v nervové soustavé (na priklad

vdha mozku u domestikovanich zvirat miize byti az o 30 % mensi), o stavbu cévni-
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ho systému a predevsim velké rozdily jsou ve velikosti mléénijch zlaz. To vie pouka-
zuje na to, Ze znaéné rozdily ve velikosti (vdze) vnitinich orgdni hospoddiskich
zvifat proti zvifatum volné Zijicim se projevi i v jejich rozdilech jejich latkového
a energetického metabolismu. V tomto sméru se doéteme ve védecké literatuie o po-
zoruhodnijch rozdilech v délce stiev, o rozdilech ve velikosti a stavbé ledvin, o roz-
dilnyjch hodnotdch krevniho obrazu, o nestejnyjch jodovych cislech tuku zvifat
domestikovanyjch a nedomestikovanych. Nutno je téz upozornit i na tu okolnost,
Ze pusobenim domestikace se projevuji u zivocichi i takové zmény, jaké u velné
Zijicich Zivodicht téhoz druhu nebyly nikdy pozorovany. Jako piiklad mozno uvésti
ruzné formy a predevsim barvy kozniho pokryvu nebo modré vajecné skoidpky
u driubeze atd. VSechny tyto udaje uvedené vétsinou jen v ndznakoviych zkratkdch
zietelné poukazuji na to, ze domestikace je tak hluboky zdsah do organismu Zivo-
¢icha, ze je nutno domestikované zivocichy z mnoha sirdnek povazovat za 'skupinu
Zivocichu biologicky svérdznych a odchylnyjch od Zivocichii volné Zijicich.

Tato specificita hospoddiskych zvifat, at uz vzhledem |k velikosti a tvaru téla
i organt nebo ke zpisobu zivota nebo k funkcim jednotlivijch organi ¢i celého orga-
nismu se stdvd zootechnickymi pozadavky a zdsahy stdle vgraznéjsi. Tim oviem
neni (a nema byt) receno, ze chovatelsivi se kryje s pojmem domestikace, i kdyz je
podstatnou jeji slozkou. Je ifeba vziti v tvahu, Ze u nékterych domestikovanich
Zivocicht byly v zdkladu zménény pohlavni cykly, coz se projevuje predevsim poly-
estrismem, persistujici laktaci nebo trvalou snaskou vajec. Béznjmi zootechnickjmi
zdsahy stdvaji se zdkroky inseminaéni stejné jako kastracni témér u vSech druhi
hospoddiskych zvifat, zdmérné se podporuje nebo potlacuje adiposita, zvirata se
krmi latkami, jez éasto viibec nemaji obdoby v krmivech zvifat volné Zijicich. Hospo-
darskym zvifatim se aplikuji riizné organové extrakty nebo syntetické prepardty
(na priklad s hormondlnimi ucinky ), podrobuji se ruznym fyzikdlnim podminkdm
(teplo, zdreni atd.) a pod., a aplikace vSech téchto faktoru je teleologicky zamérena
k vyssi uzitkovosti. Tak uzitkovost hospoddrskijch zvirat neni jen aspektem vedou-
cim prdci odbornika zootechnika, ale i dilezitou smérnici pro biologa, pracujiciho
s domestikovanymi zvifaly. Zvyseni uzitkovosti je pro zootechnika jednim z hlav-
nich méfitek uspésnosti jeho prace, pro biologa pak, jehoz i uspésnd prdce vétsinou
nevyusti ve zvyseni uzitkovosti studovanich zvifat, je jednou z trvalijch podminek,
jez se podileji na utvdieni Zivotnich projevii domestikovanjch zvirat. To umoziiuje
fyziologu, biochemiku, genetikovi hespodarskijch zvirat, aby nejen vystiznéji po-
zndval poméry, z nichz se vyvijela domestikovand zvifata, ale soucasné mu dava

moznost vidéti i sm ér, jakym se budou hospodarska zvifata vyvijet. — Tento

841



vjvoj zde piestdvd byti potom hypotézou a stavd se pla-
nem. Znalost tohoto planu umozriuje pracovat na problémech perspektivnich a
zajistuje zdakladnim biologickym disciplinam v Zivoéisné vijrobé potiebny piedstih
pred zootechnickou praxi.

Z uvedeného je zfejmo, ze problematika biologickijch disciplin hospodarskijch
zvitat, i kdyz nutné musi stavét na obecné biologickjch poznatcich, je naprosto
samostaind a svérdznd a musi predevsim vychdzet z hluboké znalosti zdkladnich
biologickjch disciplin o hospodariskich zvitatech a ze znalosti procesu domestikace.
Jestlize pro pozndni obecnijch biologickjch zdkonitosti zivocichu je podkladem stu-
dium zivocichi a jejich projevii v pFirodé, je pro Zivoéisnou virobu nutno studovat
biologické zdkonitosti iistrojnosti a Zivotnich projevii Zivodichii pretvdienych ¢lové-
kem, tj. v pribéhu trvajiciho procesu domestikace. Pracovnik v zdkladnich biolo-
gickych disciplindch zootechnickych, ktery vezme za svou tuto koncepci, zprosiuje
se poéitu izolovanosti své prdce a souéasné navazuje organické spojeni s nejpliz§imi
pracovnimi useky — jako teoretickymi, tak i praktickymi — ziskdva si prehled po
ucelené oblasti problematiky a svou takto usmérnénou cilevédomou praci zajistuje

predpoklady tuspésného plnéni tikold Zivodisné viroby.
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Piispévek k poznini zmén glykémie a obsahu TMK v krvi
Cervenostrakatého skotu béhem ontogenézy

K Bonmpocy M3yuyeHus M3IMEHEHMM INIMKEMMU M CONePIKAHMUA JIETYYMX IUDPHBIX KHMCIOT
B KPOBH KpPaCHONECTPOro KpPYIHOI'O poraToro ckKora

A Contribution to the Knowledge of Changes of Glycaemia and the Conteni of
Volatile Fat Acids in the Blood of Red Spotted Cattle

CSc inz. Stanislav BARTOS, PhMr. Alena HATLEOVA, t inz Karel KAFKA
Vyzkumny ustav Zivocisné vyroby CSAZV v Uh#inévsi

Doslo dne 26. II. 1960

Uvod

Jiz dfive bylo zjisténo, ze koncentrace glukézy v krvi pfezvykaved je vy$si
v mladi nez v dospélosti. Udaje o tomto poklesu glykémie s vékem uvefejnil jiz
Hod gson aspol. (1932). Touto specifickou zvla§tnosti pfezvykavci se postupné
zabyvala ¥ada autort, ktefi se snazili ve svych pracich podat rizné vysvétleni. Vét-
§ina pracovniki se domniva, ze pokles glykémie pfimo souvisi s rozvijenim funkce
bachoru, napfiklad Mc Candles (1950), Conrad (1950), Hib b s (1952),
tedy se stoupajici utilizaci tékavych mastnych kyselin. Jini se domnivaji, ze pokles
glykémie souvisi s pfechodem z mlééné vyzivy na vyzivu objemnou pici, a Ze tedy
pfi¢ina téchto zmén je alimentarni. Jacobson a spol. (1951) uvadi, ze glykémie
sice ostfe klesa po zastaveni krmeni mlékem v 6. tydnu stafi, ale pfipousti téz vy-
svétleni, ze vzorky krve byly odebirany 3 hodiny po krmeni, a Ze tedy mohla jesté
existovat alimentarni hyperglykémie. Murley a spol. (1952) a Lambert a
spol. (1955) zjistili, Ze ani prodlouzenim vyluéné mlééné vyzivy do dvou meésici
stafi nelze zabranit poklesu glykémie, ktery je sice v tomto pfipadé o néco pozvol-
néjsi, ale ve dvou mésicich stafi prece dosidhne stejné hodnoty jako pfi normalnim
krmeni. K podobnym vysledkiim dospél M c Carthy (1956), ktery u tfi skupin
telat rizné krmenych (mlékem a objemnou pici) nezjistil Zddné odchylky v poklesu
glykémie. Je tedy vidét, Ze alimentarni vysvétleni téchto zmén je pfili§ jednoduché
a neodpovida skutecnosti. P¥i¢iny postnatidlniho poklesu glykémie u prezvykavci
nejsou je§té zcela vysvétleny, avSak nepochybné souviseji se zménou vyznamu
glukézy jako energetického zdroje v metabolismu a musi tedy byt v néjaké souvislo-
sti se stoupajicim mnoZzstvim tékavych mastnych kyselin v krvi. Nezvratnou sku-
te¢nosti vSak zlstavd, ze glykémie klesa hlavné v 1. mésici stafi a obsah tékavych
mastnych kyselin v krvi stoupa teprve od 3. mésice stari, tedy teprve s rozvijejicimi
se ruminalnimi funkcemi. Vyvojové kfivky tékavych mastnych kyselin v krvi pfe-
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zvykavct sledoval u jehfiat a dospélych ovei Reid (1950) a Mc Clymont
(1951), u koz Craine (1952) a u telat Mc Carthy (1956).

Je zajimavé, Ze ackoliv vyvoj glykémie nelze v zisadé& alimentarné ovlivnit,
je obsah tékavych mastnych kyselin v krvi pfeZvykavct zavisly na potravé a na
obsahu tékavych mastnych kyselin v bachoru. To potvrdil jiz R eid (1951), ktery
zjistil, Ze koncentraci tékavych mastnych kyselin v krvi ovei lze ovlivnit hlado-
vénim a dile Mc Carthy (1956), ktery dokazuje, Ze kolisani tékavych mast-
nych kyselin v krvi souvisi s kolisanim jejich koncentrace v bachoru.

Cilem pfedklddané price bylo ovéfit si literarni tdaje na tuzemském cerve-
nostrakatém plemeni a ziskat tak zdkladni materidl pro dal3i studium vyznamu
tékavych mastnych kyselin v metabolismu skotu. Byl studovan ontogeneticky vy-
voj glykémie a hladiny tékavych mastnych kyselin v krvi, a to jednak u telat
od narozeni aZ do stafi Sesti mésicii a dale u dospélych krav v zavislosti na pru-

béhu laktace.
Experimentalni éast

Metodika

Sledovani glykémie a komcentrace tékavych mastnych kyselin v prabéhu
ontogeneze bylo provedeno ve VUZV v Uh#inévsi na skupiné $esti éervenostra-
tych telat ve stafi sedmi dnd v tydennich intervalech do stafi Sesti mésici. Sle-
dovéni glykémie a koncentrace tékavych mastnych kyselin v krvi v pribéhu lak-
tace bylo provedeno ve VUZV v Uh#inévsi na skupiné Sesti ttiletych krav cer-
venostrakatého plemene v I. laktaci od 7. dne po oteleni, v mési¢nich intervalech
az do konce 4. mésice laktace.

Rozdily v glykémii mezi Zilnou krvi odtékajici z vemene a Zilnou krvi ode-
branou z veny jugularis byly stanoveny ve VUZV ve Viglasi na 11 tfiletyoh
kravach siemenského plemene v I. laktaci.

Vzorky krve pro stanoveni glukézy a tékavych mastnych kyselin byly ode-
birdny z pravé veny jugularis. Vzorky Zilné krve odtékajici z vemene byly ode-
birdany z abdominalni externi vény. Krev pro stanoveni glukézy byla uéinéna ne-
srazlivou $tavelany a pro stanoveni tékavych mastnych kyselin fluoridem sodnym.

Glukéza v krvi byla stanovena redukci roztoku kyseliny pikrové za alkalické
reakce na ervenohnédy roztok kyseliny pikraminové. Intenzita zabarveni roz-
toku byla méfena v Helligové kolorimeiru se srovnivacim klinem podle Crece-
lia —Seiferta (1928).

Tékavé mastné kyseliny byly stanoveny destilaci vodni parou z filtratu vzor-
ki krve po srazeni bilkovin hydroxydem barnatym a siranem zinetnatym a na-
sledujici titraci 0,01n ethyldtem sodnym na bromthymolovou modf podle metody
Barto$e a spol. (1959). Veskeré tékavé mastné kyseliny byly vyjadfovany
jako kyselina octova, protoze kyselina octovd — jak bylo zjisténo Reidem
(1951, Mc Clymontem (1951) a Crainem a spol. (1951) — tvori 91
az 100 % (podle molii) obsahu veikerych tékavych mastnjch kyselin v krvi
skotu.

Vysledky pokusii

Hodnoty glykémie sledované v zivislosti na véku telat postupné klesaly
z pavodni vyse 154,6 mg % ve stati sedmi dni a dosihly nejnizsi hladiny v 98
dnech stifi, a to 77,1 mg % (tabulka I). Zajimavy je pomérné nahly pokles
glykémie mezi -60. aZz 90. dnem stafi (gral 1). Od 3. mésice se jiz glykémie

dile neméni a zlistiva v podstaté na stilé vysi okolo 80 mg %.

844



I. Glykémie a obsah tékavych mastnych kyselin (TMK) v krvi telat a jejich vék

Stafi Glykémie TMK Stafi Glykémie TMK
ve dnech v mg% vmg% ve dnech v mg% v mgY,
7 154,6 4,7 77 81,9 2,8
14 123,8 37 84 84,5 3,2
21 119,2 3,1 91 81,8 3,6
28 102,7 2,0 98 77,1 4,8
35 107,9 2,8 112 92,7 5,4
42 96,1 1,7 126 83,0 7,0
49 104,6 2,1 147 77,8 7,7
56 95,4 2,4 168 76,0 6,6
63 104,0 2,4 189 91,5 6,8
70 95,6 2,6
my 150
125
100
75 J
50
Graf 1. Glykémie v mg%
ve vztahu k véku telat. . N N . s 2
20 40 60 80 400 120 {40 {60 {80 200

STARI VE DNECH

Hodnoty veskerych tékavych mastnych kyselin v krvi sledované v zavis-

losti na véku telat postupné stoupaly béhem 3. a 4. mésice st

s

arl z

hodnoty okolo

2 mg % na 7 mg % (graf 2). Od konce 4. mésice stafi se¢ jiz hladina veskerych
tekavych mastnych kyselin v krvi ddle neméni a zlstdva pfes zna¢né individualni
rozdily u jednotlivych zvifat na vysi, kterd odpovida hladiné veskerych tékavych
mastnych kyselin v krvi u dospélého skotu (tabulka I a III).

II. Glykémie (v mg”) a prubéh laktace

Krava Den laktace
¢islo

7 30 60 90 120
292 50,0 65,0 47,3 68,8 - 75,5
285 66,5 54,5 64,0 64,5 59,5
299 66,0 63,0 59,5 — 68,0
282 49,0 65,5 55,8 59,3 68,3
307 58,0 55,3 63,6 59,0 70,0

311 66,0 60,5 62,0 85,8 —
Pramér 59,3 60,6 58,7 67,5 68,3
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III. Hladiny té€kavych mastnych kyselin v krvi (v mg?,) a priibéh laktace

Kibva Den laktace
¢islo
7 30 60 90 120
292 6,8 6,3 4,6 4,6 6,9
285 8,3 7.2 8,6 4,4 7,6
299 6,9 4,2 5.7 — 547
282 4,6 8,6 8,4 5,0 6,3
307 6,0 7,3 6,4 7,2 7,0
311 5,1 4,1 6,5 8,5 —
Prameér 6,3 6,3 6,7 5,9 6,7

IV. Glykémie v krvi odebrané z veny jugularis a v krvi odebrané z veny abdominis

externy
" Glykémie v mg9%,
Ko Rozdil
islo - -
vena jugularis vena abdom. externa

530 56,0 38,5 17,5
65 52,0 32,3 19,7
317 48,8 33,0 15,8
193 46,8 30,5 16,3
195 45,3 38,3 7,0
319 55,8 37,8 18,0
524 53,8 45,8 8,0
518 54,0 39,8 14,2
521 53,0 31,5 21,5
506 53,0 34,8 18,2
523 49,0 38,0 11,0
398 42,8 33,8 9,0
Prumér 50,9 36,2 14,7

Zajimavy je pokles veskerych tékavych mastnych kyselin v krvi telat béhem
prvniho mésice stafi, a to z hodnoty 4,7 mg % ve stafi sedmi dni na hodnotu
1.4 mg % ve stati 42 dni.

mg? 10
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20
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Pii sledovani veskerych tékavych mastnych kyselin v krvi u Sesti tfiletych
cervenostrakatych krav v laktaci jsme zjistili, ze se jejich primérna hladina prak-

ticky neméni (graf 3). U jednotlivych
krav mnachdzime ovSem na rozdil od
glykémie v hladiné tékavych mastnych
kyselin v krvi znaé¢né individuélni vy-
kyvy (tabulka III).

V hodnotidch glykémie nachazime
kromé jiz zminénych menSich indivi-
dudlnich vykyvi u jednotlivych krav
i uritou stoupajici tendenci z primér-
nych hodnot kolem 60 mg % bé&hem
prvnich dvou mésici laktace na 67,5
az 68,8 mg % béhem 3. a 4. mésice lak-
tace.

Sva pozorovani v tomto pokusu
jsme doplnili primérnymi dennimi hod-
notami nadojeného mléka v kg ke konci
1., 2., 3. a 4. mésice laktace. Primérna
denni dojivost klesa z hodnoty 13,7 kg
nadojeného mléka koncem 1. mésice na
8,9 kg ke konci 4. mésice (graf 2).

K podepfeni nékterych naSich za-
vérd o zménach glykémie béhem laktace
uvadime jesté rozdily hodnot glykémie

mezi zilnou krvi, odtékajici z vemene
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Graf 3. Vztah glykémie, hladiny veske-

rych tékavych mastnych kyselin v krvi

krav a denniho mnozstvi nadojeného mlé-
ka na prubéhu laktace.

V. Statistické zpracovani jednotlivych rozdilti glykémie a hladiny veSkerych tékavych
mastnych kyselin v krvi

Rozdil - Pravdé-
+d od t podobnost
mg% P
Rozdil glykémie v 63. a 91. dnu stafi telat —22,2 6,9 3,2 0,05
Rozdil hladiny tékavych mastnych kyselin v 7. a 42.
dnu stari telat —3,0 1,4 2,1 0,10
Rozdil hladiny tékavych mastnych kyselin v 63. a 126.
dnu stafi telat +4,6 1,1 4,2 0,01
Rozdil glykémie v 30. a 120. dnu laktace u krav
ve VUZV - Uhfinéves +17,6 21 3,6 0,05
Rozdil glykémie mezi v. jugularis a v. abdominis
externa u krav ve VUZV - Vigla$ —14,7 1,4 | 10,5 0,005

Rozdil = d = rozdil mezi pramérnou hodnotou, naméienou na konci a na zadatku
prislusného pokusného obdobi.

od = smérodatna odchylka rozdilu mezi prumérnou hodnotou namérenou na
konci a na zadéatku prislu$ného pokusného obdobi,

t o\ = hustota pravdépodobnosti tzv. Studentova rozdéleni.

P = pravdépodobnost vyjadiena v %. Za statisticky prukazné povazZujeme

pripady, ve kterych hodnota P je alespori 0,05 nebo mensi.
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a zilnou krvi odebranou z vena jugularis. Tato stanoveni jsme provedli ve VUZV
Viglag na 11 t¥iletych kravach v I. laktaci. Absolutni hodnoty glykémie u jednotli-
vych krav v zilné krvi z vena abdominis externy a z vena jugularis véetné roz-
dilu v procentech jsou uvedeny v tabulce IV. Jednotlivé rozdily v hladiné gly-
kémie a veskerych tékavych mastnych kyselin v krvi telat a krav zarazenych
do pokusu jsou variaéné statisticky zpracovany v tabulce V podle Studentova
rozdéleni ,t“ (Jamko, 1958).

Diskuse

Pokles glykémie v pribéhu prvnich tfi mésich stari telat plné potvrdil vy-
sledky pokust Mc Cartyho (1956). Maly nahly pokles glykémie mezi 60. az
90. dnem stafi telat (graf 1) spada do dobi, kdy v krvi zadina stoupat hladina té-
kavych mastnych kyselin, tedy do tidobi, kdy organismus telat za¢ini vyuzivat ob-
jemnd krmiva. Tento jev, ktery nalezl i McCarthy, potvrzuje ponékud pfed-
poklad Jacobsomna a spol. (1951), ktery spojuje tento pokles glykémie s pfe-
chodem telat z mlééné vyZivy na vyzivu objemnou pici.

Zajimavé je, ze hladina tékavych mastnych kyselin v krvi telat zaéina zvolna
stoupat teprve v pribéhu 3. mésice a kone¢né vyse, kterd odpovidid hladiné té-
kavych mastnych kyselin v krvi u dospélych zvitat, dosdhne az koncem 4. mé-
sice, atkoliv Lengemann (1955) a Sdlova a Ottova (1960) uvadéji,
ze jiz zalatkem 2. mésice je bachorova mikrofléra schopna travit celulézu. Na
tuto nesrovnalost narazil jiZz Mc Carthy (1956), ktery zjistil, ze hladina
tékavych mastnych kyselin v krvi se znaéné opozduje za stoupianim koncentrace
tekavych mastnych kyselin v bachoru. Zfejmé tedy existuje €asovy rozdil mezi
pocitkem schopnosti bachorové mikroflory zkvasovat celuléozu a mezi pocitkem
schopnosti organismu vyuZzivat tékavé mastné kyseliny. V tomto sméru bude
tfeba naSe znalosti prohloubit, protoze otizka stanoveni nejvhodnéjsiho véku telat
pro zafazeni objemné pice do krmnych davek je velmi dileZitd nejen biologicky,
ale také ekonomicky.

Ponékud vysoka hladina tekavych mastnych kyselin v prvnim tydnu Zivota
telat a jeji pokles v pribéhu prvniho mésice je pravdépodobné ovlivnén zpocatku
vysokymi a postupné se snizujicimi ddvkami plnotu¢ného mléka. Tento pied-
poklad by podporovala prace Allena a spol. (1956), ktery zjistil, Ze koncen-
trace a slozeni mastnych kyselin a tukt v krvi telat zavisela na dieté, kterd
obsahovala rizné druhy tukd.

V pribéhu pokusu na Sesti tfiletych laktujicich kravach jsme nezjistili zad-
né podstatné zmény v koncentraci veskerych tékavych mastnych kyselin v krvi.
Napadna je pouze §irokad individudlni variabilita hodnot tékavych mastnych ky-
selin u jednotlivych krav na rozdil od glykémie, ktera byla stabilnéjsi. To znovu
potvrzuje skutenost, Ze koncentrace tékavych mastnych kyselin v krvi pfimo
z4visi na Grovni fermentace v bachoru (Reid, 195la). Protoze odbéry krve
byly fizeny podle data oteleni a nebyly provadény u vSech krav tentyz den, mohla
se ve variabilité hladiny tékavych mastnych kyselin v krvi kromé individualni
funkéni schopnosti bachoru uplatnit i variabilita v krmnych davkach.

Naproti tomu glukdza, ktera se teprve dodateéné syntetizuje z tékavych mast-
nych kyselin v jatrech, nepodléhd bezprostfednim zméndm ve vyzivé. Duka-
zem toho je prace Reidova (1950b), ktery zjistil, Zze glykémii u ovci nelze
ovlivnit ani krmenim, ani vlivem prostfedi, ani hladovénim v délce 24 hodin.

Nizkou hladinu glykémie v prvinich dvou mésicich laktace a jeji stoupnuti
v 3. a 4. mésici muzeme dobfe zdivodnit Grovni mlééné produkce, ktera v pra-
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béhu laktace postupné klesi. Zji§téna vzajemna nepiima zévislost glykémie na
mnozstvi nadojeného mléka nas upozoriiuje na nezbytnost glukézy pro zdarmy
pribéh laktace. Na zdsadni vyznam glukézy pro syntézu mléka v mlécné zlaze
poukazuiji i zjisténé rozdily v glykémii mezi Zilnou krvi odtékajici z vemene a Zil-
nou krvi juguldrni,

Snizeni glykémie v Zilné krvi odtékajici z vemene proti zilné krvi z veny
jugularis dosahovalo v praméru 28,9 % (tabulka IV). Tyto rozdily byly jiz také
popsdany Nikitinem (1949).

Protoze dospéli prezvykavci glukézu v zazivacim traktu nevstfebdvaiji, ale
viechny uhlohydraty zkvaSuji na tékavé mastné kyseliny, jak potvrzuji tddaje
Annisona (1954), Azimova (1954) a Belascoa (1956), zduraziiuji
nase vysledky vyznam glukoneogenéze, kterou bude tfeba z hlediska syntézy
mléka studovat jako jednu z nejpfednéjSich otidzek dané tematiky.

Souhrn

Na $esti ¢ervenostrakatych telatech byla sledovdna zavislost glykémie a hla-
diny veskerych tékavych mastnjch kyselin v krvi ve véku od sedmi dni do Sesti
mésich stifi. Bylo znovu potvrzeno, ze glykémie s vékem postupné klesa a
7e koncentrace tékavych mastnych kyselin v krvi stoupd, avSak vzhledem k po-
klesu glykémie s uréitym zpozdénim. Kcneéna vyse glykémie i hladiny teékavych
mastnych kyselin, kterd odpovidd hodnotim dospélého skotu, se v krvi telat
ustali koncem 4. mésice stari.

Na Sesti Cervenostrakatych kravach v I. laktaci ve stafi t¥i let bylo zjisténo,
ze pribéh laktace neovliviiuje koncentraci veskerjch tékavych mastnych kyselin
v krvi, kterd je zavisla spiSe na trovni fermentace v bachoru. Naproti tomu gly-
kémie béhem 3. a 4. mésice laktace stoupa. Vzajemna zavislost stoupani glykémie
a soucasného poklesu mmozstvi nadojeného mléka upozoriiuje na zisadni vyznam
glukoneogenéze v jatrech pro syntézu mléka. Tato skuteénost byla potvrzena
i na 11 tfiletych kravach v I. laktaci zjisténymi rozdily glykémie mezi Zilnou
krvi z vena abdominis externy a krvi z vena jugularis.
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K BONpoOCYy M3YYCHHSA M3MEHEHUI IJIMKEMUH M CONEepPIKAHMA JEeTYUMX KHUPHLIX KUCIOT
B KPOBH KPacCHOIECTPOro KPYIHOro poraTroro ckora

Y 6 KpacHOIECTPBLIX TENAT B BO3pacTe oT 7 JAHENH A0 6 MecAales u3ydasacp 3aBUCH-
MOCTb IJIMKEMMH B KPOBM UM YPOBEHB BCEX JIETYYMX KUPHBIX KUCJIOT. BHoBp OBLIO I1O7-
TBEPZKJEHO, YTO TJIMKEMWA ¢ BO3PACTOM IIOCTEIIEHHO CHHIZKAETCA M YT0 KOHLEHTpaLMd
JIeTYYMX FKUPHBIX KMUCJIOT B KDOBHM IIOBBILIAETCH, OJHAKO, TI0 OTHOLUEHHUIO K CHUIKEHUIO
TIUKEMMHU, C OTIPEJEJIEHHLIM Oro3janneM. KoHeyHass EbICOTA TJIMKEMMH ¥ YPOBHA JIETY-
YuX JKUPHBIX KUCJIOT, KOTOPAs COOTBETCTBYET BEJIMYUMHAM B3POCJIOTO KPYIIHOTO POraToro
CKOTa, B KPOBU TEJIAT B KOHIlE 4-MECAYHOr0 BO3PACTa CTAHOBUTCS ITOCTOSHHOM.

VY 6 KpacHOmecTpbIX KOPOB B I JJakTanuy B Bo3pacTe TpexX Jer ObIIO yCTaHOBIEHO,
YTO MPOIleCC JaKTalliy HE 0Ka3bIBAE€T BJMAHMS Ha KOHIEHTPALMIO BCEX JIETYUMX ZKUP-
HBIX KHCJIOT B KPOBM, KOTOpad 3aBucuT B GOJILLIE) Mepe OT YyPOBHA (hepMeHTalHy B
pyoue. HaoGopor, riinkeMusi B Tedenue 3 1 4 MeCsAlleB JlaKTalUy — MIOBbLIIaeTod. B3au-
MOCBA3b ITOBBIIUIEHUA TNIMKEMHM M OJHOBPEMEHHOIO CHMIKEHHUA KOJHYaCTBA HAJ0EHHOTO
MOJIOKA J0Ka3bIBAeT OCHOBHOE 3HAUEHMe IVIYKOHEOTeHe3a B IMeYeHM AJIA CHHTe3a MOJOoKa.
Oror harr noaTBepanica 1y 11 TpexJeTHUX KOpoB B I JAKTAIlMM MOJIYYEHHBIMM pa3-
HOCTAMM TJIMKEMHy MexKAY BEHO3HOI KPOBBLIO M KPOBBIO M3 BeHbl abdominis, externy,
a TakiKe KPOBBIO U3 BeHbI jugularis.

A Contribution to the Knowledge of Changes of Glycaemia and the Content of
Volatile Fat Acids in the Blood of Red Spotted Cattle

On 6 red spotted calves, 7 days till 6 months of age, the dependence of gly-
caemia on the level of all volatile fat acids in the blood was studied. Again it could
be confirmed, that the glycaemia successively decreases with the age and that the
concentration of the volatile fat acids in the blood increases, but in relation to the
decrease of glycaemia with a certain delay. The final value of glycaemia and of
the volatile fat acid level, corresponding with the values in adult cattle, is attained at
the end of the fourth month of age.

On 6 red spotted cows in the first lactation, 3 years old, it was ascertained,
that the course of the lactation does not influence the concentration of all volatile
fat acids in the blood, which depends rather on the level of the rumen fermen-
tation. On the other hand the glycaemia increases during the third and fourth
month of the lactation. The mutual dependence of the increase of glycaemia on the
simultaneous decrease of the milk quantity is a sign of the fundamental importance
of the gluconeogenesis in the liver for the synthesis of the milk. This fact was also
confirmed on 11 three years old cows in the first lactation by establishing the gly-
caemia differences of arterial blood and the blood of the vena abdominalis externa
and vena jugularis.
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Uloha kyseliny octové a propionové p¥i syntéze glykogenu
v jatrech skotu

Pois YKCYCHOM n nponuouonoi’f KHCIOT NPpH CHHTe3e INIMKOreHa B NeYeHH
KPYIIHOT'0O porarero cKora

The Role of the Acetic and Propionic Acid in the Synthesis of Glycogene in the
Liver of Cattle

CSc inZ. Stanislav BARTOS
Vyzkumny ustav Zivoéisné vyroby CSAZV v Uh#inévsi

Doslo dne 26. II. 1960

Uvod

Studium glykoneogeneze z tékavych mastnych kyselin v jatrech skotu ma du-
lezity prakticky vyznam, protoZe glukéza je hlavnim zdrojem pro syntézu laktézy
(Baxter, 1956) a glycerinového podilu tuku (Rogers, 1956) v mléce. Zajisténi
dostateiné syntézy glukozy v jatrech je tedy nezbytnou podminkou vysoké mlécéné
uzitkovosti dojnic.

Vyuzivanim tékavych mastnych kyselin u prezvykavell se zabyvala jiZz rada
autorti. Jarrett (1950) injikoval intravenozné ovei, ktera byla zbavena glykogenu
florisinem, roztok octanu a zjistil stoupnuti ketolatek v moc¢i. Na zakladé téchto
vysledki dokazuje, Ze kyselina octova neni glykoplastickd, ale naopak ketoplasticka.
Masson (1951) na zakladé rozboru portalni a arterialni krve ovce dokazuje, ze
veSkery propionat se zachycuje a metabolizuje v jatrech. Pennington (1952)
zjistil in vitro na jaternich rezech ovci, Ze na rozdil od kyseliny octové a maselné
se z kyseliny propionové v jatrech netvori Zadné ketolatky. Shaw (1956) a pozdéji
Schultz (1958) zduraznuji vyznam Kkyseliny propionové jako uc¢inné glykoplastické
latky pii léceni ketézy u dojnic.

Zavéry vSech téchto autort jsou vSak vesmés odvozeny nepiimo a primym sle-
dovanim ulohy tékavych mastnych kyselin pri syntéze glykogenu v jatrech skotu
se dosud nikdo nezabyval. Hlavni pii¢ina nepochybné spoéivala v tom, Ze jaterni
tkan odmita ve standardnim Krebs-Ringerové roztoku glykogen syntetizovat. Teprve
Hastingsovi a spol. (1952, 1955), kteii studovali syntézu glykogenu v jatrech
krys, se podarilo zjistit pri¢inu tohoto jevu. Jestlize totiz jaterni rezy inkubujeme
ve standardnim Krebs-Ringerové roztoku, intracelularni draslik se rychle vyménuje
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za extracelularni sodik. Syntézu glykogenu v jatrech prokézal Hastings pouze tehdy,
jestlize zvysil koncentraci draselnych jontt v inkubaénim roztoku na hodnotu, ktera
byla schopna udrzet normalni intracelularni koncentraci drasliku v jaternich rezech.

V této préci, kterd je prvnim sdélenim na$i laboratofe o tuloze tékavych
mastnych kyselin pti syntéze glykogenu v jatrech skotu, se zabyvame vzdjemnym
vztahem kyseliny octové a propionové.

Experimentalni ¢ast
Metoda

Syntéza glykogenu z kyseliny octové a propionové v jatrech skotu byla sledo-
vana in vitro na jaternich rezech ve Warburgoveé pristroji.

Vzorky jater. — Jatra byla odebirana na jatkdch bezprostiedné po porazeni
zvirete a ihned zchlazena v termosce, ktera obsahovala fyziologicky roztok s vyso-
kym obsahem drasliku, pripraveny podle Hastingse (viz nize), ve kterém byla c¢ast
destilované vody nahrazena ledem. Po pievezeni do laboratore byly z jater na ruc-
‘nim mikrotomu podle Stadie a Riggse (1944) narezany rezy o prumérné sile
0,4 mm, které byly oplachnuty ve fyziologickém roztoku podle Hastingse, osuSeny
filtraénim papirem, zvazeny na torznich vahach a preneseny do Warburgovych ba-
nic¢ek, obsahujicich po 3 ml inkubaéniho media. Do kazdé banky bylo pridano 400 az
500 mg rezl.

Doba od vyjmuti jater do preneseni do Warburgovych bani¢ek nepiesahovala
v pruméru 1 hodinu. Bani¢ky byly umistény do Warburgova piistroje a pod mirnym
pretlakem pneumoxydu inkubovany 60 minut.

Inkubaéni medium. — Jako zakladni inkubaé¢ni medium jsme pouzili fyziologic-
ky roztok pddle Hastingse (1952), ktery obsahoval: K+ = 110, Mg+ + = 20,
Ca++ = 10, Cl- — 130, HCO3- = 40 milimoli/litr. V kazdém pokusu jsme vzdy
v jedné poloviné Warburgovych bani¢ek nahradili 20 milimolt chloridu draselného
20 milimoly na litr octanu draselného a v druhé poloviné bani¢ek 20 milimoly na
litr propionatu draselného. Takto pripravené fyziologické roztoky byly 10 minut
probublavany pneumoxydem, nacez bylo jejich pH upraveno presné na T7,5.

Po rozpipetovani téchto roztokt po 3 ml do Warburgovych banék bylo do kazdé
Warburgovy banky obsahujici octan draselny ptidano cca po 1 mikrocurie radio-
aktivniho uhliku C! ve formé octanu, zna¢eného na 2. uhliku a do kazdé Warbur-
govy banky obsahujici propionat draselny bylo pridano po cca 1 mikrocurie radio-
aktivniho uhliku C! ve formé propionatu, znac¢eného na 2. uhliku.

Kontrola aktivity priddivanych radioaktivnich roztoki. — Predpokladem pro
spravné hodnoceni vysledki bylo, Ze jak v inkuba¢nim mediu obsahujicim radio-
aktivni propionat, tak v inkuba¢nim mediu obsahujicim radioaktivni octan, je stejna
aktivita izotopu uhliku C!, Proto byly roztoky pridavaného radioaktivniho octanu
a propionatu kontrolovany nasledujicim zptisobem:

Na filtra¢nim papiru byly vytvofeny kovovou trubkou o vnitifnim praméru
20 mm krouzky z rozehiatého parafinu. Do vech krouzk(i bylo nakapnuto po jedné
kapce 1,5n KOH, aby bylo zaruéeno, Ze radioaktivni roztoky acetatu a propionatu
nebudou pfi suSeni tékat, a krouzky byly vysuSeny pod infralampou za mirného
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proudéni vzduchu. Po vysuSeni bylo do 5 krouzkl piidano po kapce radioaktivniho
roztoku octanu znadeného na 2. uhliku a do dalSich 5 krouzk po kapce radioaktiv-
niho roztoku propionatu znaceného na 2. uhliku. VSechny krouzky byly znovu vy-
suSeny pod infralampou za mirného proudéni vzduchu. Pii suSeni byl filtraéni papir
umistén na obracené vicko Petriho misky tak, aby se plocha krouzku zespodu nikde
nedotykala. Timto zptsobem bylo zajisténo, Ze radioaktivita byla ve v$ech 10 vzor-
cich stejnomérné rozlozena po celé ploSe krouzku a jednotlivé namérené hodnoty
mohly byt navzajem dobre srovnany. Vysledky tohoto srovnavaciho méifeni jsou
uvedeny v tabulce I, Vezmeme-li namérenou primérnou aktivitu jedné kapky roz-
toku octanu za 100 %, vychazi nam pro pramérnou aktivitu jedné kapky roztoku
propionatu hodnota 113,4 %.

Izolace glykogenu. — Po skoncené inkubaci byly jednotlivé jaterni fezy vyjmuty
z Warburgovych banék, oplachnuty v Hastingsové fyziologickém roztoku a preneseny
do centrifugaénich zkumavek, obsahujicich po 1 ml 30 % KOH. Zkumavky byly poté
umistény na 2 hodiny do vrouci vodni lazné. Po 2 hodinach byly zkumavky z lazné
vyjmuty a po ochlazeni bylo do nich priddno po 7 ml absolutniho alkoholu, aby byl
vysrazen glykogen. Zkumavky jsme nechali stdt do druhého dne pfi laboratorni
teplote.

1. Aktivita roztokt octanu a propionatu znaéenych uhlikem C4

Octan 2 — CH Propionat 2 — C!
vzorek ¢. impulsy/min. % vzorek ¢. impulsy/min. %
1 11.652 1 12.902
2 10.543 2 12.039
3 10.417 3 12.076
4 10.440 4 11.669
5 10.241 5 11.738
Prumeér 10.659 100 Primér 12.085 113,4

II. Syntéza glykogenu z octanu a propionatu in vitro v jatrech skotu

Aktivita glykogenu syntetizovaného % vyuZivani
Zvite ¢. | Pohlavi propionatu
Z octanu z propiondtu proti octanu
1 Q 19,3 imp./min. 42,3 imp./min. 219,2
2 Q 37,2 imp./min. 59,9 imp./min. 161,0
3 Q 29,9 imp./min. 61,5 imp./min. 205,7
4 Q 42,0 imp./min. 67,9 imp./min. 161,7
5 d 46,0 imp./min. 75,0 imp./min. 163,0
6 3 46,0 imp./min. 67,7 imp./min. 147,2
7 d 46,9 imp./min. 77,3 imp./min. 164,8
8 d 47,7 imp./min. 97,3 imp./min. 204,0
Pramér 178,3
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Druhy den byl obsah zkumavek odstredén, supernant odlit, srazenina rozpus-
téna v 1 ml destilované vody a glykogen znovu vysrazen piriddnim 7 ml absolutniho
alkoholu.

Poté byl vysrazeny glykogen odfiltrovan na rozebiracim filtraénim zarizeni pres
husty filtra¢ni papir (modra paska) a dobie promyt 86 % alkoholem. Odfiltrovany
glykogen, ktery na filtraénim papiru tvofil kole¢ka o priméru 20 mm, byl upevnén
do drziaku z plexiskla a umistén pod zvoncovou Geigermiillerovou trubici se slido-
vym okénkem. Radioaktivita kazdého preparatu byla mérena 20 minut a druhy den
znovu kontrolovéana.

Vysledky

Syntéza glykogenu z octanu a propionatu, znacenych radioaktivnim uhli-
kem CM byla sledovana na jaternich fezech étyr krav a ¢tyf byka. Vysledky mé-
feni jsou uvedeny v tabulce II. Cetnost impulst glykogenu syntetizovaného v pro-
pionatu uvedena v tabulce je jiz upravena na zdkladé vysledki kontrolniho mé-
feni zakladnich radioaktivnich roztokd (tabulka I) podle vzorce:

A, . 100

A =
ST 1134

As = skuteéna aktivita glykogenu syntetizovaného z propionétu,
A, = naméfena aktivita glykogenu syntetizovaného v propionétu.

Z naméfenych vysledkd vyplyva, ze ]atra skotu vyuzivaji pro syntézu glyko-
genu o 78,3 % vice kyseliny propionové nez octové. Tento rozdil je statisticky
vysoce vyznamny (pravdépodobnost 0,005).

Diskuse

V poéatku naSeho studia syntézy glykogenu v jatrech skotu jsme se snaZili
naSe vysledky, ziskané pomoci tékavych mastnych kyselin, znaéenych radio-
aktivnim uhlikem C" doplnit soub&Znym sledovdnim syntézy glykogenu klasickou
metodou, tj. stamovenim obsahu glykogenu v jaternich fezech pfed inkubaci a
po inkubaci ve Warburgové ptistroji, a z rozdilu usuzovat na velikost syntézy.
Pifi sledovani syntézy glykogenu nemtzeme oviem oddélit vlastni syntézu od
jeho glykolyzy. Oba pochody probihaji v jaterni tkdni soudasn& a zavisi pouze
na podminkéich prostfedi, tj. na koncentraci substratu, z kterého se glykogen tvofi.
a dédle na vychozi koncentraci samotného glykogenu v jaternich fezech pred inku-
baci, zda ptevladne syntéza ¢i glykolyza. Aby skuteéné pievladla syntéza nad
glykol)’rzou, je predevsim nezbytné aby obsah glykogenu v jatrech zvifete byl
snizen hladovénim na co mozno nejniz$i hodnotu. O tom jsme se pfesvédéili v kon-
trolnich pokusech, pfi sledovani syntézy glykogenu z glukdzy, na jaternich tezech
krys. Syntézu glykogenu bylo mozZno prokazat pouze v tom ptipadé, kdy vy-
chozi koncentrace glykogenu v jaterni tkani pfed inkubaci ve Warburgové pii-
stroji byla nizsi nez 100 mg %.

V jatrech skotu, odebiranych na jatkach, vsak bohuZel nachazime p#ili§ vy-
soky obsah glykogenu. U bykd je tokolem 700 mg % a u krav 350 mg %.
Snizit tento vysoky obsah glykogenu v jatrech skotu hladovénim je prakticky ne-
mozné. Metoda radioaktivnich izotopd pfedstavuje tedy jedinou dostupnou metodu,
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kterou muzZeme in vitro pro pfimé studium syntézy glykogenu z tékavych mast-
nych kyselin v jatrech skotu pouZit.

Z nasich vysledki, touto metodou dosazenych, vyplyva, Ze jatra skotu vy-
uzivaji pro syntézu glykogenu o 78,3 % vice kyseliny propionové nez kyseliny
octové. Tento vysledek, ktery je statisticky vysoce vyznamny, se plné shoduje
s predpoklady Massona (1951), Penningtona (1952) a Shawa
(1956). Tito autofi, jak bylo jiz uvedeno v tvodu, odvodili na zdkladé fady ne-
ptimych metod, Ze kyselina propicnova je glykoplasticka.

Nage vysledky, ziskané p¥fimym sledovanim syntézy glykogenu z kyseliny
octové a propionové v jaternich fezech skotu vSak souéasné dokazuji, Ze kyselina
octovd neni vyslovené& ketoplastickd, ale muze byt pro syntézu glykogenu vy-
uzivdna. Tato metabolickd cesta glukoneogeneze hraje jisté vyznamnou tlohu
u vysckoproduktivnich dojnic, kde vysokou poptavku po glukéze neni mozno plné
kryt syntézou glukoézy pouze z kyseliny propionové.

Souhrn

Byla sledovdna syntéza glykogenu z kyseliny octové a propionové, znaéenych
radioaktivnim uhlikem C", in vifro na jaternich fezech krav a byki.

Z dosazenych vysledkt vyplyva, Ze jatra skotu vyuZzivaji pro syntézu gly-
kogenu o 78,3 % vice kyseliny propionové ne? kyseliny octové. Tento rozdil
je statisticky vysoce vyznamny.
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Pollp YKCYCHOM y NPONMOHOBOJI KHUCJIOT NPH CHHTE3€ [NIMKOreHa B IeYeHu
KPYIIHOro poraToro csora

V3yyanca CMHTE3 TIMKOTeHA M3 YKCYCHOM ¥ MPOIMOHOBOJ KWCJIOT, MEYEHHBIX pa-
AMoaKTMBHBIM yraepozom CH, in vitro Ha cpe3ax medeHy KOPOB U OGBLIKOB.

VI3 nonydyenHpIX pe3yJabTATOB BBITEKAET, UTO B IIeUYEHHM KPYIHOTO POTATOTO CKOTA
AN CHHTE3a IIMKOTeHa Marmosb3lyercA na 78,3 % GoJblile ITPONMOHOBOMA KUCIOTHI, YeM
YKCYCHOM. DTa pa3HmMIla B CTATUMCTMYECKOM OTHOIUEHMM BBICOKO3HAUMTEILHA.

855



The Role of the Acetic and Propionic Acid in the Synthesis of Glycogene in the
Liver of Caftle

Studies of the glycogene synthesis from the acetic and propionic acid by means
of radioactive carboneum CM in vitro upon slices of livers from cows and bulls.
From the results obtained it is evident, that the liver of cattle uses for the synthesis
of glycogene 78,3 % more propionic acid than acetic acid. This difference is from
the statistical point very considerable.
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Uvod

Metoda stanoveni tékavych mastnjch kyselin v krvi skotu, nehledé k je-
jich nepatrné koncentraci, je znaéné ztizena tim, ze nemame vhodnou chemickou
reakci, ktera by dovolila jejich kolorimetrické stanoveni a jsme proto zcela od-
kdzéni na metody fyzikalni, tj. pfedevSim na destilaci vodni parou. Zikladem
téchto analytickych metod zlstdva dnes jiz klasickd metoda Friedemanna
a Brooka (1938), tj. destilace vodni parou s nasledujici redestilaci. Tato me-
toda' byla pozdéji upravena Mc¢ Anallym (1944), ktery pouzil k srdZeni
bilkovin pfimo siranu holeénatého. Obé tyto metody jsou vSak znainé slozité
a pro sériovou praci se nehodi. Proto se Mc Clendon (1944) pokusil vy-
pracovat zjednoduSenou metodu pro stanoveni tékavych mastnych kyselin v krvi,
jejiz nevyhodou v8ak je, Ze pracovni postup vyzaduje mnohem vy$3i koncentraci
tékavych mastnych kyselin v 1 ml analyzovaného vzorku, nez normilné v krvi
skotu nachazime. Toto plati podobné i pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni
tékavych mastnych kyselin pomoci papirové chromatografie podle Reida
(1951).

Metoda stanoveni veskerych tékavych mastnych kyselin v krvi skotu, kterou
dile popisujeme, vyuZziva zakladnich prvki metody Friedemannovy
(1938) a je vysledkem nasich dvouletych pracovnich zku$enosti. Tato modifikace
pfi pomérné jednoduchosti stanoveni zistidva dostatecné presnou a plné se osvéd-
¢ila pti sériovych analyzach v nasi laboratofi.

Princip stanoveni spo¢ivad v oddestilovani tékavych mastnych kyselin vodni
parou z krevniho filtrdtu po srazemi bilkovin hydroxydem barnatym a siranem
zineCnatym a nésledujici titraci 0,0ln ethyldtem sodnym na bromthymolovou
modf. Veskeré tékavé mastné kyseliny jsou vyjadfovany jako kyselina octovi,
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protoze jak bylo zjisténo Riedem (1951), Mc Clymontem (1951) a
Crainem a spol. (1951), tvofi kyselina octova 91 az 100 % (podle moli)
obsahu veskerych tékavych mastnych kyselin v krvi skotu.

A. Reagencie

1. Vyvatfena destilovana voda.

Destilovanou vodu je tfeba vafit po dobu 1 hodiny. Uchovavd se v lihvi
se spodnim tubusem pod uzadvérem 50% roztoku NaOH. Z této vody pfipravuje-
me viechny potfebné roztoky.

2. Siran zine¢naty 5%.
Rozpustime bezvody ZnSO, ve vyvafené destilované vodé a zfiltrujeme.
3. Hydroxyd barnaty 0,3n.

Pfipravujeme z vyvafené vody a filtrujeme. Spravmou normalitu tohoto
roztoku kontrolujeme titraci 0,1In HCI na methylcerven. Faktor se ma pohybovat
v mezich 0,9 az 1,1.

4. Siran hote¢naty 80% v 1,5n kyseliné sircvé.

Rozpustime za tepla krystalicky MgSOs . 7H50 v asi 1,5n HSO4. Pred
pouzitim je tfeba roztok vidy zahtat na 40° ve vodni lazni a udriovat ho b&hem
prace na této teploté, aby nevykrystaloval.

5. Ethylat sodny 0,01n.

K 10 ml roztoku 0,1 n NaOH pfiddme 10 ml vyvafené destilované vody
a doplnime do 100 ml 96% ethylalkoholem. Faktor stamovime titraci 2 ml roz-
toku 0,01n kyseliny $tavelové na bromthymolovou modf.

6. Bromthymolova mod¥.

Rozpustime 0,1 g bromthymolové mod#i v 1,6 ml roztoku 0,0ln NaOH
a doplnime na 100 ml destilovanou vodou.

7. Kyselina octova 0,001n.

Nejprve ptipravime 60 mg % roztok pipetovanim 0,6 ml ledové kyseliny
octové do 1000 ml odmérné bariky a doplnime vyvatenou destilovanou vodou po
znacku, ¢imZz ziskdme asi 0,01 n kyselinou octovou. Tento roztok faktorujeme
titraci 2 ml 0,0ln ethyldtu sodného na bromthymolovou modi. Z tohoto roz-
toku pripravime 0,001n kyselinu octovou pipetovanim 50 ml do 500 ml odmérné
bariky a doplnénim po znacku vyvafenou destilovanou vodou. Ve 100 ml tohoto
roztoku je asi 6 mg kyseliny octové, coz odpovidd primérnému obsahu tékavych
mastnych kyselin ve stejném objemu krve skotu.

B. Postup prace
1. Srazeni krve.

a) K 50 ml krve, u¢inéné nesrazlivou fluoridem sodnym (0,3 g NaF na
50 ml krve), pfidime postupné 20 ml roztoku 5% ZnSO4 (A-2), 20 ml roztoku
0,3n Ba(OH)z (A-3) a 25 ml vyvafené destilované vody. Po ptidani kazdého
¢inidla a destilované vody dikladné protfepeme. Po ukonéeném srazeni odstie-
dime a supernant zfiltrujeme.
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b) K 50 ml filtrdtu pfididme 10 ml roztoku 0,3n Ba(OH), (A-3), zazat-
kujeme (nejlépe zabrouenou zitkou) a nechdame v chladu stit do druhého dne.

2. Pitiprava standardi a slepého vzorku.

a) Standard: misto krve pipetujeme 50 ml roztoku 0,001n kyseliny octové
(A-7) a dale postupujeme jako pfi srdzeni krve (B-l-a, b). Takto pfipraveny
standard odpovidd koncentraci 6 mg CH3COOH ve 100 ml, tj. hodnoté, kolem
které normélné kolisd obsah tékavych mastnych kyselin v krvi skotu.

b) Slepy vzorek: misto krve pipetujeme 50 ml vyvafené destilované vody
(A-1) a dale postupujeme jako pti srazeni krve (B-1-a, b).

3. Destilace.

a) Varnou bariku destilaéniho aparatu pro destilaci vodni péarou podle
Parnas —Wagnera naplnime vyvafenou (_iestilovanou vodou (A-1) a zaéneme
destilovat. Nechdme nakapat asi 300 ml vody, aby se pfistroj dobfe proéistil.

b) Zastavime pfivod pary a z destila¢ni baitky vypustime zkondenzovanou
vodu.

¢) Vzorek upraveny podle odstavce (B-1-b) zfiltrujeme a z filtratu ihned
napipetujeme 25 ml do destilaéni bariky Parnas —Wagnerova pfistroje. Pridame
10 ml roztoku 80% siranu hote¢natého v 1,5n kyseling sirové (A-4) a zaéneme
destilovat.

d) Nechdme nakapat pfesné 100 ml destilatu. Pak destilaci pferu§ime a
destilat ztitrujeme podle odstavce (B-4-a).

Je vyhodné pracovat na dvou destilaénich pfistrojich, takze kazdy vzorek
mizeme soucasné stanovit dvakrat. Nejprve destilujeme slepy vzorek (B-2-b), pak
standard (B-2-a), pak postupné vSechny vzorky krve upravené podle odstavce
(B-1-b) a nakonec opét standard (B-2-a).

4. Titrace.

a) Ke 100 ml destilitu (B-3-d) ptfiddme 0,5 ml bromthymolové modfi
a roztokem nechdme 2 minuty prcbubldvat vzduch zbaveny COa.

b) Pak titrujeme 0,01n ethylatem sodnym za stdlého probubldvini az do
modrého zabarveni, které vydrzi nejméné 30 vtefin. K titraci pouzijeme mikro-
byretu podle Banga o obsahu 2 ml, jejiz zdsobni nddrzku opatfime uzdvérem
z natronového vapna.

C. Vypocet

Abychom pievedli veskeré tékavé mastné kyseliny obsazené ve vzorku do’
titraéni bariky, bylo by tfeba, abychom do pfedlohy nadestilovali vice nez 300 ml
destilatu. Tim bychom viak roztok v titraéni barice pfili§ zfedili a titrace by se
stala nepfesnou, protoZe zména barvy indikatoru by byla velmi neostrd a pohy-
bovala by se v §irokém rozmezi. Proto k titraci odebirdme pouze prvnich 100 m!
destilatu, ve kterém se nachdzi prakticky 70 % tékavych mastnych kyselin,
obsazenych v piivodnim vzorku, napipetovaném do destilaéni baiiky. Podle nasich
pracovnich vysledki (viz statistické zpracovani vysledkii) je tato hodnota velmi
stdld. Tuto hodnotu nazyviame uéinnosti destilace (U) a ziskdme ji vydélenim
skuteéné potfeby 0,0ln ethyldtu sodného pro standardni roztok (B-2-a) teore-
tickou spotfebou, stanovenou vypoétem. Pro standard obsahujici 0,001n kyseli-
nu octovou, upraveny podle odstavce (B-2-a) a destilovany podle smérnic uvede-
nych v odstavci (B-3-a, b), ¢ini teoreticka spotfeba 0,905, ml 0,01n ethylatu
sodného.
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Skuteénou spotfebu 0,01n ethylatu sodného pro jednotlivé vzorky a stan-
dardy zjistime tim, Ze od pfislusné spotfeby odeétené na byreté a vynasobené
faktorem ethyldtu sodného odedteme spotfebu zjisténou pro slepy vzorek
(B-2-b). Jeden ml ethyldtu sodného odpovida 0,6005 mg kyseliny octové. Konecny
vypodet provedeme podle nasledujicich vzorcii:

. (St — S .5
Uéinnost destilace (U) = 9 05. f,

(V—S1).1;.0,6005.11,06
U

Obsah tékavych mastnych kyselin ve vzoru krve =
(vyjadieny jako kyselina octovi) v mg %

St = odedtend spotfeba pro standard

Sl = odeétend spotieba pro slepy vzorek
V = odeétend spotfeba pro vzorek krve
f; = faktor ethyldtu sodného 0,01n

f, = faktor kyseliny octové 0,01n

U = Gcéinnost destilace

Nejvétsi pééi musime vénovat odstranéni CO, ze vzorkd obsahujicich téka-
vé mastné kyseliny. Na jeho absolutni neptitomnosti zavisi zdar celé prace. Ves-
keré sklenéné nadobi vyplachujeme pfed pouZitim dokonale vyvafenou destilova-
nou vodou.

Vzduch, ktery pouZivime k problubldvani pfi titraci, zbavime kysli¢niku
uhli¢itého alespofi étyfnasobnym probubldvanim roztokem 60% KOH a nasle-
dujicim suenim pfes bezvody chlorid vapenaty. Obsah CO; v pouzivaném vzdu-
chu kontrolujeme i béhem prace takto: ke 100 ml vyvafené destilované vody
v titraéni barice pfidame 0,5 ml bromthymolové modfi. Je-li voda spravné vy-
vatena, vytvofi se jasné modré zabarveni. Do titraéni bariky lehce djchneme a tim
zménime pavodni zabarveni na modrozelené. Neobsahuje-li vzduch, pouzivany
k probublavémi, zddny CO,, zméni se béhem dvouminutového probubldvani barva
opét na jasné modrou. V opaéném ptipadé musime zkontrolovat jakost 60% KOH
v pomyvackéch.

Statistické zpracovani chyb vysledku

Piesnost uvedené metody stanoveni obsahu tékavych mastnych kyselin v krvi
byla kontrolovdna analyzovanim rady standardd, které obsahovaly 1,12 — 222
— 3,89 — 556 — 7,79 — 11,7 mg % kyseliny octové, tj. takové rozmezi kon-
centraci, v jakém normalné tékavé mastné kyseliny nachazime v krvi skotu.
U kazdé zvolené koncentrace bylo provedeno Sest stanoveni. Statistické zpraco-
vani vysledki bylo provedeno podle vzorce pro vypodet smérodatné odchylky
pii malém poétu ptipadli, obvykle pouzivaného v analytické chemii (C1ta,
1956): sw = Kw. W, kde ,s+" = smérodatna odchylka, ,K.,* = faktor pro
smérodatnou odchylku (v nasem pfipadé mame Sest pokusnjch vysledki a tomu
odpovidd Kw ==40) a ,W" = varia¢ni rozpéti, tj. rozdil mezi nejvy$si a nej-
niz8i hodnotou pokusné ziskaného vysledku. Vsechny naméiené a vypoétené prii-
mérné hodnoty pro jednotlivé koncentrace kyseliny octové v fadé standardii jsou
uvedeny v tabulce I. Zavislost nalezené spotfeby ethylatu sodného v ml na sku-
teéném obsahu kyseliny octové v mg % v fadé standardi se stoupajici koncentraci
je zndzornéna na grafu 1.
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Z vysledkd statistického zpracovani je patrno, zZe takto modifikovana me-
toda je spolehlivi a v rozmezi mormélniho obsahu tékavych mastnych kyselin
v krvi skotu, tj. v rozmezi 3 az 10 mg % CH3COOH i dostate¢né pfesnd, s ma-
ximalni chybou vysledkd = 4,0 %.

I, Statistické zpracovani vysledkt fady standarda se stoupajici koncentraci kyseliny

octové
Skuteéna kon- Spotieba Nalezen4 kon- :
centrace ethylatu Utinnost centrace Smérodatna | Smérodatna
CH;COOH sodného destilace CH;COOH odchylka | odchylkav 9%,
v-mg% v ml v mg%
1,12 0,11 65% 1,12 40,08 + 7,1
2,22 0,22 65% 2,25 +0,24 +10,7
3,89 0,42 71% 3,93 +0,07 + 1,8
5,56 0,61 73% 5,55 +0,22 + 4,0
7,79 0,82 70% 7,78 +0,23 + 3,0
11,70 1,18 70% © 11,20 - +0,23 + 2,1
ml QO1n
ethyldlu
sodného
12
10 Graf 1. Zavislost spotfeby ethylatu sod-
ného v ml na stoupajicim obsahu kyseli-
08 ny octové v mg% v radé standardt.
06
04
02

2 4 6 8 10 12 mg %
kyseliny octové

Souhrn

Na zékladé dvouletych pracovnich zkuSenosti v nasi laboratoti byla vypra-
covina zjednoducena modifikace metody T. E. Friedemanna a T. Brooka pro
stanoveni tékavych mastnych kyselin v krvi skotu, kterd p¥i pomérné jednodu-
chosti stanoveni zlstiva dostatedné pfesnou a plné& se osvédéila pti sériovych
analyzich. Vysledky dosazené touto metodou byly statisticky ovéfeny. Maxi-
malni chyba vysledkt v rozmezi normalni koncentrace tékavych mastnych ky-
selin v krvi skotu (tj. 3 az 10 mg % ) dosahuje = 4,0 %.
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MeTox onpeaeieHMsA BCEX JETYYMX JKHPHBIX KHUCJIOT B KPOBH XKPYIIHOrO
poraToro ckKora

Ha ocHoBe aByxJyeTHero paboyero onsiTa B Haueir Jaboparopuu Obuia paspaborasa
ynpowesHaa wMojuchurauua T. E. Pdpuenemanna u T. Bpooka A onpejeyeHus
JIETYYUX KHUPHBIX KMCJIOT B KPOBM KPYIIHOIO POraToro CKOTa, KOTODAas IIPU OTHCCU-
TEJIBHO IIPOCTOM OINPEeAEJECHUI OCTACTCH JOCTATOYHO TOYHOM 31 IIONHOCTLL cebs onpasibl~
BaeT IIpyu CEPUMHBIX aHajJM3aX. Pe3yibrarThbl, NMOJy4YeHHbIe C IIOMOLIbLIO 9TOrO0 METOAA,
OBLIIM CTATHCTMYECKM JOCTOBEPHBbI. MarkcumalibHasg OmMbKa pe3yJbTATOB B IPaHUIAX
HOPMAaJIbHOM KOHIIEHTPALNM JIETYYMX KMPHBIX KHCJIOT B KPOBM KPYIIHOTO POTaTOTO
ckora (T.e. 3 — 10 mr%) mocruraer = 4,0 %.

Methode der Feststellung von gesamten fliichtigen Fettsiuren im Blute der Rinder

Auf Grund von langjahrigen Arbeitserfahrungen in unserem Laboratorium
wurde eine vereinfachte Modifikation T. E. Friedemanmn’s und T. BrooKk’s zur
Feststellung von fliichtigen Fettsduren im Blute der Rinder, welche bei einer ver-
haltnisméBigen Einfachheit genligend prézis bleibt und bei Serienanalysen sich in
vollem MaBe bewéhrt hat. Die durch diese Methode erzielten Ergebnisse wurden
statistisch Uberpriift. Der maximale Fehler der Resultate in der Spanne der mor-
malen Konzentration der fliichtigen Fetisduren im Blute der Rinder (d. h. 3 az
10 mg%,) erreicht = 4,0 %.
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Teplotni charakteristika slezovych proteaz telete

TemneparypHag XapaKTepPHCTUMKA NPOTEa3 chlyyra TeJNeHKa

Temperaturcharakteristik der Kalblabmagenproteasen

Dr. Ant. JANCARIK
Pracovisté fyziologie vyZivy hospoddiskych zvifat, Vyzkumny dstav krmivdrsky
CSAZV Pohofelice, pracovi§té Brno

Doslo dne 13. XI. 1959

’

Uvoed

Na naSem pracoviiti jsme se zabyvali delsi dobu problematikou digesce

mléka u sajicich telat. V tomto sdéleni predkladame vysledky té ¢asti vyzkumu,
kterd méla p¥ispét k osvétleni pribéhu traveni mléénych bilkovin ve slezu telete.
V tomto sméru bylo nejprve tfeba rozfesit otdzku, zda se pfi zaludeénim traveni
u telete uplatiiuje i slozka kathepsinova, jez kromé jinych vlastnosti se vyzna-
¢uje i urditou teplotni charakteristikou, jak je podrobnéji uvedeno v nasledujici
stati.

Struény prehled poznatkid o enzymatickém traveni
bilkovin v Zaludku

Proust objevil v r. 1824, Ze v Zzalude¢ni $tavé je obsaZena kyselina solna.
V r. 1836 popsal Th. Schwann sviij objev proteolytického enzymu ze Zzalude¢ni
sliznice — pepsinu. Sorensen (1909) pak prokazal, Ze pepsin pro svou maxi-
malni uéinnost potrebuje velmi kyselé prosttedi. U psa je pro pepsin optimalni
pH asi 1,0, u zdravého ¢lovéka 1,6.

Buchs pri systematickém prizkumu koncentrace vodikovych ionti v Zalud-
ku kojencu zjistil v prvnim roce pH 4,35 az 5,4 (viz podrobnéji Janéarik, Prok-
Sova, Reichl, 1957). Tato pomérné nizkéd kyselost Zzaludeéniho obsahu stejné jako
pomeérné vysoké pH ve slezu sajicich telat, jeZ podle Keslera, Ronninga a
Knodta (1951) se mezi 8. aZ 32. dnem véku pohybuje mezi pH 3,41 az 4,05 jsou
vlastné velmi nepfiznivé pro traveni pepsinem. Za tohoto stavu védomosti je po-
chopitelné, Ze se dokonce vyskytly nazory, ze Zaludek je k traveni bilkovin nezpt-
sobily (Michaelis, 1914) mebo, Ze je jen reservoarem potravy (Demuth: Zur
Physiologie der Milchverdauung im S&uglingsalter, 1926). K tomuto pojeti dodava

. Buchs zcela vtipné, Ze to ma byt uréitd paralela s piredzaludky piezZvykaveu: ba-
chor slouzi jako reservoar a teprve ve zlaznatém Zaludku — slezu — se potrava roz~
klada. Zaludek kojence, vybaveny dokonalym mechanismem k vyméSovani pepsinu,
velmi uéinné to protedzy, ma vykonavat pouhou motorickou funkei bachoru!?
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V tomto stavu zustavala problematika zaludeéniho traveni az do let étyricatych
tohoto stoleti, kdy se zaéinaji zabyvat v détské nemocnici prof. Freudenberga
v Basileji travenim mléka u kojenct. Odebirali détem po snidani, sestdvajici z osla-
zeného ¢aje, zaludeéni $tavu, mérili jeji aciditu (aktualni) a pomoci CaCOs upra-
vili jeji pH na 5,5. Stavu rozdélili na stejné porce a ke kazdé pridali pétinasobny
objem odstiedéného kravského mléka. Takto pfipravené vzorky upravili na razné
pH a inkubovali v thermostatu pfi 380 C. Po uplynuti jedné hodiny zjistovali mnoz-
stvi rozlozenych bilkovin. Vysledky jasné prokazaly, Ze bilkoviny mléka se roz-
kladaji podle kiivky, jez vykazuje dvé maxima: pri pH 1,8 a pii pH 4,7. Bilkoviny
se tedy travi nejen v pasmu pH 1,8, tj. v pdsmu nejvySsi tucinnosti pepsinu, ale
i v pasmu kolem pH 5,0. To znamena, e mléko se muze travit velmi intenzivné
brzy po skonzumovani a neni tfeba, aby kyselina solna nejprve pronikla veskerym
obsahem #alude¢énim, aby se tak priméfené zvysila koncentrace vodikovych ionti
obsahu a teprve pak by mohlo dojit k traveni bilkovin v Zaludku. Bod pH 4,7 za-
slouzi si pozornosti také tim, Ze je to pH odpovidajici izoelektrickému bodu kaseinu.
V tomto bodé je totiZ nejvyssi tstojna &¢innost kaseinu — a tim i mléka.

o
/

60 /

40
Diagram 1. Uéinnostni kiivka détské Za-
ludeéni §favy (travenym substratem byl
20 edestin), vykazuje ve vztahu k pH (na

\\ abscise) dva vrcholy, z nichz jeden pii-

sludi uc¢innosti pepsinové, druhy kathepsi-

nové. Na ordinaté mnozstvi rozloZenych
bilkovin (ex Buchs, 1954).

- 2 2 4 5

Buchs dale zjistil, Ze dvojvrcholova proteolyticka u¢innostni krivka zalude¢ni
ifavy neni priznaéna jen pro mléko (ptripadné kasein) jako substrat, nybrz i pro
jiné bilkovinné substraty, z nichZ je predev$im jmenovat edestin a hemoglobin.
Ukazalo se, ze kiivka je stejnd pro Zaludeé¢ni §tavy kojenct i dospélych lidi a —
jak prokazuji zatim ojedinélé vyzkumy — i pro mladata a dospélé jedince jinych
saved, dokonce i jinyeh trid obratloveti. Tak pracemi Freudenbergovymi a
Buchsovymi nastivd nova epocha ve vyzkumu travicich enzymu, predevsSim
proteaz, jez se projevuje jejich horlivym prazkumem.

Buchs prokazal, Ze travici ¢innost Zaludeéni §favy v pasmu pH 3,5 az 5 vy-
kazuje radu vlastnosti odchylnych od tc¢innosti pepsinu v pasmu kolem pH 1. Kro-
mé zminéného jiz optimalniho pasma koncentrace vodikovych iontil je to pirede-
vSim teplotni G¢innostni optimum, jez je pii pH 3,5 az 5,0 na turovni kolem 68°C.
V uvedeném pasmu pH se da proteaza aktivovat kyanovodikem a sirovodikem a je
znac¢neé rezistentnéjsi proti nékterym pasmim elektromagnetického zareni nez pepsin.
Proto Buchs zaradil tuto proteolytickou slozku zaludeé¢ni §tavy do skupiny en-
zymu, popsanych Willstdtterem pod nazvem kathepsin. Willstdtter
popsal kathepsin jako intracelularni enzym obsazeny ve vSech ZzivoéiSnych bunkach,
ktery se predevsim uplatnuje v proteolytické fazi autolyzy. U bezobratlych byl po-
vazovan za normalni extracelularni digestivni enzym. Pozdé&ji se zjistilo, Ze ka-
thepsin predstavuje vlastné komplex rtznych enzymovych slozek. Tak na priklad
Bergmann (1942) rozeznava podle substratové specificity, moznosti aktivace atd.
¢tyri kathepsiny (dokonce nejsou vSechny ani proteasové povahy). Buchsem po-
psany zaludeéni kathepsin predstavuje fylogeneticky star$i formu proteazy. Ve vze-
stupné fylogenetické radé vSak nepozbyva svého funkéniho vyznamu, spiSe je do-
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pinovan mladsi formou: pepsinem. Po funkéni strance vypliuje kathepsin Zaludeéni
stavy svym ucinnostnim optimem pii pH 3 aZ 5 mezeru mezi pepsinem (s optimem
pri pH 1,5 az 2) a parachymozinem (s optimem pii pH 6), po piipadé i trypsinem
(v duodenu, s optimem pii pH 7 az 8). Posuzovano z hlediska prosté uéelnosti, je
tak zabezpeéeno v Zzaludku traveni bilkovin pi¥i kterékoliv fyziologicky se vysky-
tujici koncentraci vodikovych iontt. Pfi tom nejvét§i podil pochopitelné piipada
kathepsinovému ucinku, kdezto Géinek pepsinu se uplatiiuje teprve tehdy, kdyz pH
zaludeé¢niho obsahu klesne na uroven jeho zony pusobnosti.

Zvlasté zajimava a dnes Casto diskutovana je otazka, zda v Zaludku pritomnéa
trojice proteolytickych enzymut pepsin-kathepsin-parachymoézin (poslednimu se pie-
devsim pripisuje uUc¢inek syridlovy, tj. srazeni kaseinu v mléku) predstavuje tii
samostatné enzymy (chemicka individua) nebo zda jde jen o ruzné projevy téhoz
enzymu za ruznych podminek. V podstaté v tomto sméru trva rozkol mezi unitaristy
a dualisty. Unitaristé, representovani Pavlovem a Paraséukem (1904) a Pe-
kelharingem (1905) poukazovali, Zze pepsin a parachymozin jsou vlastné tyz
enzym. Dualistovi Hammarstenovi (1874) prokazali, Ze jim pfipravena d¢ista
chymdaza (= parachymozin v jiné terminologii) ma pepsinovou uéinnost. KdyZ se
podatilo Northropovi (1930) pripravit krystalicky pepsin a Berridgovi (1943)
krystalickou chymdézu (= parachymozin), zddlo se, ze otazka je jednoznaéné vyie-
Sena ve prospéch hypotézy, ze kazdy enzym predstavuje samostatné, chemicky presné
definované individuum. AvSak Buchs prokazal, ze2 Nothropuv Kkrystalicky
pepsin ma i syridlové Géinky a Berridgova krystalickd chymaza opét uéinky
pepsinové, Za dne$niho stavu védomosti se zda byti Buchsova unitaristicka hy-
potéza pravdépodobnéjsi.

V na$i préaci slo o to, abychom objektivné zjistili, zda i u sajicich telat
se d4 pocitat pri trdveni se slozkou kathepsinovou. Na tomto misté poddvame zpra-
vu o naSich vysledcich predev§im pokud jde o teplotni charakteristiku protedzy
zaludecni, nebot teplotni optimum kathepsinu je zna¢né vy$§i nez u ostatnich
slozek proteolytického zaludeéniho traveni.

Material a technika

Pro na$e pokusy jsme pouzivali extraktl sliznice slezu telat ve stadiu mlééné
vyzivy (postkolostrdlni). Slezy jsme ziskavali na jatkach od telat, ktera netrpéla
zadnou chorobou traviciho traktu. Pro pfipravu extraktd byly vybirany jen ty
slezy, jejichz obsahem byla jen Zaludecni §fdva a srazené mléko. Po otevieni slezu
a po potenciometrickém zjidténi koncentrace vodikovych ionti obsahu slezu, byl
slez vyprdzdnén a vyplachnut fyziologickym roztokem. Nato byla sliznice slezu
seSkrabdna, homogenizovndna a extrahovdna fosfatovym ustojnym roztokem
o pH 4,5. Extrakce byla provddéna tak, aby ve vSech ptipadech byl stejny va-
hovy pemér extrahované sliznice a extrakéniho ¢inidla. Extrakce trvala 12 hodin
pti teploté 0 az 2° C. Ué¢inek extrakti byl uréovan tim zpiisobem, Ze k odmé-
fenému mnozstvi nativniho mléka (45 ml) o tuénosti 3,4 % (podle Gerbera),
o cbsahu bilkovin 4 %, jeZ bylo pfedtim na vodni lizni zahfato na p¥isluinou
teplotu (38, 50 nebo 60° C), a jehoz pH z plvedni hodnoty 6,7 bylo pridavkem
kyseliny solné upraveno na pH 4,5, bylo pfidano 2 ml extraktu slezové sliznice.
Vzorky (kontrolni i pokusné) byly pak umistény ve vodnich ldznich a pone-
chany zde jednu hodinu pfti prisluiné teploté, nacez byly aktivni enzymy ve vzor-
cich rychle inaktivovany, bilkoviny vysrdzeny kyselinou sulfosalicylovou, teku-
tina ze vzorkd nékolikerym promytim odfiltrovdna a ve zbytku byl zjistén obsah
dusiku podle Kjehldahla, a to jak ve vzorcich kontrolnich, k nimz byl pfidan
inaktivovany extrakt, tak i ze vzorcich pokusnych. Obsah bilkovinného dusiku
ve vzorcich kontrolnich byl polozen za rovny 100 %.

865



Vysledky a jejich diskuse

Vysledky jsou zachyceny v tabulce I. Pfi teploté 38" C za uvedenych pod-
minek je nejniz§i primérna proteolyticka wéinnost, tj. 27,6 %, pfi 50°C do-
chazi ke zvySené primérné proteolytické wéinnosti na 34,4 %, kterézto zvyseni
(vzhledem k déinnosti 38" C) je, jak je zfejmo z posledniho ¥adku tabulky, vy-
soko statisticky prikazné (P ==0,001). P¥i 60° C je primérna proteolytick4 G&in-
nost niz$i nez pti 50° C, ale vy$s§i (nepritkazné) nez pti 50° C. Rozdil v Gé¢innosti
mezi 50° a 60° C je statisticky pritkazny (P = 0,01). Ve viech skupinich po-
kustt podle jednotlivych teplot zjistujeme pomérné vysokou variabilitu (V =

1.
38° C 50° C 60° C
% 38,5 46,9 28,9
2, 36,9 47,8 32,6
3. 31,5 : 32,5 28,2
4. 32,5 37,8 30,6
5. 26,1 49,8 37,6
6. 25,9 45,3 . 36,3
7. 25,9 22,1 24,6
8. 27,4 28,2 26,8
9, 32,5 25,3 28,0
10. 24,0 24,1 23,6
11. 22,6 23,4 23,5
12. 22,6 22,5 23,5
13. 22,8 21,2 33,7
14. 22,1 36,5 24,6
15. 19,9 38,4 24,9
16. 19,3 28,4 38,4
17. 28,4 35,6 33,5
18. 29,6 28,7 34,2
19. 30,2 45,4 38,5
20. 26,7 42,6 27,6
21. 28,1 33,9 28,2
22. 29,3 37,6 26,9
23, 31,5 38,6 28,1
24, 27,9 38,4 21,3
25. 28,4 29,5 29,5
n 25 25 25
M 27,6 34,4 29,3
s 4,8 8,9 6,3
Sm 0,96 1,78 1,26
\Y% 17,4 25,9 21,5
t 38 : 50—3,40 50 : 60—2,34 38 : 60—1,08
P 38 : 50—0,001 50 : 60—0,01 -

Proteolyticka Géinnost extrakt( slezti telat ve stadiu mlééné vyzivy pii pH 4,5
a pfi teplotach 380 C, 500 C a 600 C, zkouSenad na nativnim kravském mléku a vyjadre-
na ubytkem bilkovinného dusiku (podle Kjeldahla) v procentech bilkovinného dusiku
substratu.
n = pocet pripadi, M = prumérna hodnota, $ = smérodatna odchylka pruameéru,
V = variaéni koeficient (v mY), s = smérodatnd odchylka, t = Studentiiv test t pro
pruméry 38:50, 38:60, 50:60, P = pravdépodobnost vztahu 30:50, 38:69, 50:60.
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17,4 %, 25,9 % a 21,5 %), coz je pochopitelné, uvazime-li, ze substratem bylo
plné nativni mléko, tedy kompletni slozita biologicka tekutina a nikoliv jen po-
mérné jednoduchd, chemicky definovana latka (naptiklad edestin, hemoglobin,
kasein atd.), jak tomu je pfi béznych analyzich biochemickych. V tomto sméru
se lisi nase prace od obyklych praci v tomto sméru, Ze substratem je mléko, aby
bylo moZno vSechny zavéry pfevést pfimo na jeho traveni. Od poéitku této
na§i prace byli jsme si védomi toho, Ze na tuto vyhodu budeme dopldcet znag-
nym rozptylem a nejednotnosti vysledkd. Snazili jsme se tomu &elit peclivosti
v chemickych analyzich, vétSim poctem pokust a dikladnou zakladni variaéné
statistickou analyzou. Proto i v této tabulce dali jsme prednost jednostrannému
Studentovu testu ¢ pfed testy jinymi.

Vysledky v tabulce I vSak ukazuji pfes vSechny zminéné jiz obtiZe v nasi
praci, ze pti 50° C nastidva vyznamné zvySeni proteolytické téinnosti pii pH 4,5,
¢im% je prokdzdno, Ze i pfi trdveni mléka v telecim slezu se uplatiiuje slozka
kathepsinova, nebot v tomto teplotnim pasmu pfi zminéném pH nemohlo jiZz na-
stat zvySeni Géinnosti pepsinové. Dtlezita je i ta skutecnost, ze pti 60° C zii-
stava pti pH 4,5 proteolytickd Géinnost téméf na stejné vysi jako p¥i 38° C.
Pepsinova téinnost by musila v této teplotni zéné vykazat jiz velky pokles. Tedy
i primér uéinnosti dosazeny pti 60° C vyluduje téinek pepsinu. Nutno vsak
také uvést i to, Zze ve smyslu klasickych pokusit Buchsovy ch méla byt pti
60° C vy$si Gcinnost nez pti 50 ° C. Tento rozdil zatim vysvétlit nedovedeme,
ale jako mozné vysvétleni zlistava déle zminéna jiz okolnost, Ze Buchs, Mer-
ten a ostatni pracovmici pouZzivali za substrdt pomérné jednoduché bilkoviny
a nikoliv kompletni nativni mléko (i s tukem), jak tomu bylo v naich poku-
sech, pokud nepfihlizZime k tomu, Ze zkou$eli Zalude¢ni §tavu lidskych novorozen-
cti, kdezto my studujeme extrakty telecich slezi.

Tuto &ast muZeme uzaviit konstatovanim, Ze naSe pokusy, v michZz byla
zkousena proteolytickd déinnost extraktdi sliznice sajicich telat za teplot 38°,

80
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T (SRS —

20

1 3 4

Diagram 2. Mnozstvi rozloZenych bilkovin (% — ordinata) v nativnim kravském

mléku po piidani rizného mnozstvi (1 aZ 4 ml — uvedeno na abscise) téhoZ ex-

traktu sliznice teleciho slezu pfi pH 4,0 za 1 hodinu. Prazdné sloupeéky pfi teploté
380 C, vyéarkované pii 50°C.
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50° a 60° C, jednozna¢né prokazuji, 7e v Zalude¢ni ¢asti traviciho traktu telete
musime za fyziologickych pomért pocitat se slozkou kathepsinovou.

Tento poznatek neni vyznamny jen teoreticky, ale majde své uplatnéni
i v chovatelské praxi. MazZeme tvrdit, Ze bilkoviny mléka jsou travemy tim rych-
leji, ¢im je mléko teplejsi (oviem ve fyziologickych mezich) a Ze traveni mléka
probiha ve slezu telete od prvnich okamziki, kdy se dostalo do slezu, a nikoliv
teprve az tehdy, az se viechno srazilo a pH obsahu slezu se upravilo na hladinou
vhodnou pro traveni pepsinem, tj. pod pH 3,0. Tuto starou koncepci, kterd se
dosud objevuje v uclebnmicich, miZeme dnes uplné zamitnout.

Souhrn

Proteolytickd téinnost extraktl ze sliznice slezu sajicich telat byla vyzkou-
‘$ena pti pH 4,5 a v teplotich 38°, 50° a 60° C. Jako substratu bylo pouzito
pln¢ho éerstvého kravského mléka. Nejvyssi proteolytickd wéinnost (34,4 % N
proti kontrole) byla zjisténa p#i 50° C, o néco nizsi (29,3 %) pti 60° C a nej-
nizsi (27,6 %) pti 38° C. Tyto vysledky dovoluji zavér, ze ve slezu telete se
uplatiiuje pfi traveni bilkovin mléka také slozka kathepsinova.
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TevmmepaTypHaa XapaKTePHMCTHMKA NpoTeas chiuyra TelleHKa

IIpOTEONUTHYECKOe BO3LEMCTBME SKCTPAKTOB M3 CHAMIUCTO) OGONOUKHU ChIUyra Te-
JIAT, TATAIOIUXCA MaTEePUHCKMM MOJIOKOM, 661510 npoBepeHo npu pH 4,5 1 Temneparypax
380, 50 u 60° C. B kauecTBe cy6CcTpara IMPUMEHANOChH CBeXKee HEeJILHOE KOPOBbe MOJIOKO.
Camoe Goablioe nporeonutuyeckoe peiictsue (30 % N mo CpaBHEHHIO C KOHTPOJBHBIMM
onbiTaMu) 66110 yerasHoBaeHo mpu 500 C, nemuoro menburee (29,3 %) — npu 60° C u camce
Huskoe (27,6 %) — npu 38°C. DT pe3ynbTAThI MO3BOJSIOT CAENATH 3aKJIOYEHHE, YUTO
B ChIYyTe TeJeHKa IIpu IepeBapuBaHuM O6eJIKOBBIX BellleCTB MOJIOKA CBOEe JeMCTBMe MIPOs-~
BJI¥IET TAK¥Ke KATENCHMHOBLI KOMITOHEHT.

Temperaturcharakteristik der Kalblabmagenproteasen

Die proteolytische Wirkung der Labmagenschleimhautextrakte von saugenden
Kilbern wurde bei pH 4,5 und Temperaturen 38, 50 und 60° C untersucht. Als Sub-
strat diente die frische volle Milch. Die héchste durchschnittliche eiweiBspaltende
Wirkung (34,4 % gegen die Kontrolle) wurde bei 500C festgestellt, eine etwas nie-
drigere (29,3 %) bei 60°C und die niedrigste (27,6 %) bei 380C. Diese Ergebnisse
lassen den Schlufl ziehen, daB3 sich die proteolytische Kathepsinwirkung im Kalb-
labmagen geltend macht.
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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED
ROGNIK 5 (XXXIID ZIVOCISNA VYROBA 1960 - CISLO 11

Proteolyticka ucinnost elektroforetickych frakci extraktu
sliznice slezu telete

IIpoTeoIuTHYECKOE JelCTBME JIEKTPO(hopeTHUYCCKUX (hpaKumili 9KCTPAKTa U3 CIANIUCTOMN
0D0JIOYUKM ChIMYTra TEJIEHKA-COCyHa

Proteolytische Wirksamkeit einiger elektrophoretischen Fraktionen des Schleim-
hautextraktes von Kalbmigen

Proteolytic Activity of Electrophoretic Fractions of the Mucous Membrane Extract of
Calf Maw

Dr. Antonin JANCARIK
Vyzkumny dstav krmivdrsky CSAZV v Pohoielicich, pracoviité fyziologie vyzivy
hospoddiskych zvifat v Brné

Doslo dne 23. XI. 1959

Uvod

Tato prace, mavazuje na predchazejici prace Janc¢afik 1960 a, b, v nichz
byla jednak podana teplotni charakteristika slezovych protedz, jednak byly zkou-
§eny travici ucinky elektroforetickych frakci syfidla. Ve druhé préaci jsme se po-
kusili pisobenim elektrického proudu oddélit od sebe jednotlivé proteolyticky
aéinné slozky v syfidle ve smyslu dualistické teorie a ptsobeni Zaludeénich
protedz (Hammarsten, 1874). Tento prikaz se nezdaiil. Proto v dalsi ¢asti
na$eho vyzkumu jsme se pokusili piisobenim elektrického proudu (elektroforézou)
ziskat z Cerstvého extraktu sliznice slezu sajicich telat zvlast frakci s déinnosti
kathepsinovou a rozlisit pak obé podle teplotni proteolytické charakteristiky (viz
Janéatik, 1960a). Pokud jde o literarni tidaje o problematice zaludeénich
protedz odkazujeme na praci Jancatfik, 1960 a, a na knihu Janéatfik -
-Prok§ova - Reichl, 1957, str. 101 az 112.*)

Udaje o pouzitych technikdch a materidlu doplfiujeme jen, pokud nejsou
obsazeny v citovanych jiz dvou pracich (Janéatik, 1960 a, b).

Dfive nez jsme pristoupili k vlastni elektroforetické analyze extraktu ze sliz-
nice slezu telat, provedli jsme pfedbézny pokus za téelem orientaéniho stanoveni

*) Pokud jsou v této praci uvedeny literarni udaje, vztahuji se k seznamu lite-
ratury v praci Jancarik 1960a: Teplotni charakteristika slezovych proteaz telete,
Shornik CSAZV - Zivoé¢isna vyroba, v tomto é&isle str. 863 Prace Jandéarik 1960b:
Tlektroforeticky vyzkum syridla ve vztahu k traveni vysla ve Sborniku CSAZV - Zi-
vocisna vyroba, ¢. 8, str. 639—644.
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difazniho toku proteolyticky uéinné substance z extraktu. Princip tohoto sta-
noveni vyplyvd z nasledujiciho pfikladu (ex Nachtigal: Technickd fyzika,
Praha 1952): Nasypeme-li do nadoby s vodou krystaly skalice modré, vytvori
se ve vrstvé, kam az sahaji krystaly, za pomémmé kratkou dobu nasyceny roztok
modré skalice, ostfe oddéleny od ¢isté vody nad nim. Roztok a &istd voda jsou
sice v mechanické rovnovaze, ne viak v termodynamické rovnovaze, jez vyzaduje,
aby koncentrace roztoku byla v celé nidobé stejna. Po dels§im ¢ase pozorujeme, Ze
plivodni ostré rozhrani v zabarveni zmizelo a Ze roztok postupuje proti tizi vyse
a vySe. Tento nezvratny déj se nazyva diftze; rozpusténa latka proudi stile smé-
rem koncentraéniho spadu. Podobny dé& probihad i v soustavé nadob pro elektro-
forézu, pokud ji neprobiha elektricky proud. Za téelem zjisténi tohoto diftizniho
toku dali jsme do stfedni nddobky (oznacené 3) extrakt ze slezu telete ve fos-
fatovém dstoji o pH 5,2. Ostatni naddobky byly naplnény €istym dstojem a spo-
jeny v pofady 1—2—3—4—5 trubickovymi mistky. Elektricky proud do sou-
stavy zaveden mnebyl. Takto zapojena byla ponechana celd soustava pfi labora-
torni teploté pro rdzné extrakty (viz tabulku I) 24 az 270 hodin. Po uréitém
Casovém intervalu bylo spojeni mustky zruSeno a z jednotlivych nadobek byly
odebrany vzorky a zkouSeny na proteolytickou Géinnost p¥i pH 4,5 pfi jedno-
hodinové expozici pti teploté 38°, 50° nebo 60° C. Vysledky jsou v tabulce I.
Z mi je zfejmo, ze difuzi se substance s proteolytickym téinkem pfemistuje do
dal§ich nédobek symetricky od stfedu, a to bez ohledu na to, zda jde o latku
s proteolytickou Géinnosti pfi 38°, 50° nebo 60° C, pokud bychom ovsem pro
kazdou tuto téinnost piedpokladali zvlastni substanci. Z tabulky je také ziejmo,
. ze difaze substance se dé&e ve sméru koncentraéniho spidu: ve zkumavce 3
(stfedni) je koncentrace nejvy3si a sniZuje se na obé strany ke krajnim zkumav-
kim 1 a5

Proteolyticky #éinek jsme sledovali takto: Do banék o obsahu 150 ml bylo
ptiddno 45 ml kravského nativniho mléka ohiatého na 40° C, jehoz pH bylo
pfidanim N 0,25 kyseliny solné upraveno na pH 4,5. Do banék bylo pfidano
pfesné odméfené mnozstvi zkouSemé elektroforetické frakce nebo extraktu a vzorek
byl hodinu inkubovdn v termostatu p¥i pfislusné teploté, jak je uvedeno dale
v textu nebo u tabulek, jez shrnuji pokusné vysledky. Potom byly vzorky vyiiaty
z termostatu, rychle inaktivoviany. Ke kaZdému vzorku bylo pfiddno 10 ml
10% kyseliny sulfosalicylové a srazenina byla zachycena na filtraénim papite
Schleicher a Schuell & 5893, nékolikrat promyta vodou, nacéez i s filtraénim pa-
pirem pfenesena do spalovaci Kjeldahlovy bariky a obvyklym zpisobem byl
zji§tén obsah dusiku. Obsah dusiku ve zkou$ce kontrolni (tj. ve vzorku s pili-
danym inaktivovanym extraktem) byl poloZzen na rovny 100 % a tbytek dusiku
ve zkouSce s aktivni protedzou, tedy vlastni dlinek protedzy, byl vyjadfovan
v procentech uvedeného zdkladu.

Vysledky

Drtive nez pfistoupime k rozboru ddaji, jez jsme dostali z jednotlivych po-
kust s elektroforetickymi frakcemi, je tieba se struéné zminit o vysledcich z ta-
bulky I. Porovnejme mezi sebou proteolyitické idinnosti v jednotlivych dvojicich
teplot (38:50, 50:60, 38:60). Dostaneme takto teplotni indexy pro
jednotlivé dvojice: I (38:50), I (38:60), a I 50:60). Pfi vypoétu téchto in-
dext postupujeme takto:
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I(38:50) I (38:60)

4,05: 6,13=0,66 ’ 4,05: 568=0,71
12,93 : 19,40 = 0,67 12,93 :15,18=0,85
24,70 : 34,70=0,71 24,70 : 28,38 = 0,87
12,63 : 18,58 = 0,68 12,63 :15,55=0,81
4,00: 5,98 =0,67 4,00: 5,25=0,76
soucet==3,39:5 = 0,68 soucet = 4,00 : 5 = 0,80
I (50:60)

6,13: 5,68—1,08
19,40 : 15,18 =1,28
34,70 : 28,38 = 1,22
18,58 : 15,55=1,19

598: 525=1,14

soufet=—=>5,91:5=1,18

Dostavame tedy pro jednotlivé teplotni dvojice nésledujici indexy:

1(38:50)=0,68
1(38:60)=0,80
I1(50:60)=1,18

Z prace Jancatik, 1960a (z tabulky I této prace), vypocetli jsme in-
dexy pro tytéz dvojice teploty:

I1(38:50)=0,80 (=27,6:344)
1(38:60)=0,94 (=27,6:29,3)
I1(50:60)=1,17 (= 34,4:29,3).

Tyto ddaje tykaji se totiZz extraktd nepodrobenych elektroforetickému déleni
ani jakémukoli jinému {fyzikdlnimu nebo chemickému procesu. Tato ¢&isla po-
uzijeme v dal$im textu ke srovnani s vysledky z jednotlivych elektroforetickych
frakei.

V tabulkach II, III a IV jsou zachyceny ¢iselné vysledky pokusti, v nichz
jsme sledovali proteolytickou wéinmost jednotlivych elektroforetickych frakei ex-
traktd zaludeéni sliznice osmi rtznych telat (oznalenych 1, 5, 6, 14, 15, 19, 20
a 24). Jednotlivé frakce jsou oznaceny +1 (ij. zkumavka s pozitivni elektrodou),
42, 3 (tj. zkumavka, do niZ byl ddn zkouSeny extrakt), —4 a —5 tj. zku-
mavka, v niZ byla zdporna elektroda. Zkumavka +2 a —4 jsou spojovaci
mezi 3 a zkumavkami okrajovymi. Ostatni technické detaily jsou podrobnéji po-
psany v praci Janéatfik, 1960b. Z tabulek je zfejmo, Ze z &erstvych ex-
traktl sliznice slezu jsme ziskali jedinou proteolytickou téinnou frakci, a to ve
zkumavce 2, tedy stejné jako u sytidla (viz Janéatiik, 1960b). Tato frakce
projevuje sviij proteolyticky ac¢inek pti pH 4,5 a pii teplotach 38°, 50° a 60° C,
tedy jako skute¢na slozka kathepsinova.
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V dalsim uvadime teplotni indexy I pro jednotlivé teplotni dvojice, a to pro
frakei +2 a 3:

I (38:50) frakce +2=0,66 (= 12,35:18,70)
=0,80 (= 20,98:26,21)

I (38:60) frakce +2=0,67 (= 12,35:1848)
3=—=0,87 (= 20,98 :24,09)

I (50:60) frakce +2=1,01 (= 18,70:18,48)

3=1,09 (=26,21:24.09).

Cisla pro jednotlivé dvojice teplot jsou si tak blizké, ze se da predpokladat,
ze by mohly byt vysledkem ¢innosti téze ldtky, a proto by mohly slouzit jako jeden
z nepfimych dokladt pro unitaristickou teorii o Zalude¢nich protedzach ve smyslu
koncepce Pavlov - Para§éuk - Buchsovy.

L
T |No | H 1 2 3 4 5
3. | 24 2,0 61 20,7 4,9 1,2
7. | 135 4,6 14,2 283 | 138 4,3
12. | 260 6,8 21,2 32,7 22,0 7,3
21. | 270 2,8 10,2 16,3 9,8 3,2
38°C
n 4 4 4 4 4
M 4,05 12,03 24,50 12,63 4,0
s 2,1 6,4 7,4 7,2 2,5
v 51,85 49,50 30,20 57,01 62,50
3. | 24 3,5 8,6 29,4 8,3 2,8
7. | 135 7.2 20,4 35,8 19,6 7,5
12. | 260 9,7 32,2 48,3 30,1 9,9
21. | 270 4,1 16,4 25,3 16,3 3,7
50° C
n 4 4 4 4 4
M 6,13 19,40 34,70 18,58 5,08
s 2,9 9,8 10,0 9,0 3,2
\ 47,30 50,52 28,81 48,44 29,17
3. 24 2,5 5,8 26,2 6,2 2,2
7. | 135 6,7 11,3 29,6 15,1 6,4
12. | 260 10,0 26,5 37,4 28,1 9,3
21. | 270 3,5 13,1 20,3 12,8 3,1
60° C
n 4 4 4 4 4
M 5,68 14,18 28,38 15,55 5,25
s 3,4 8,8 7,1 9,2 3,2
v 59,85 62,06 13,98 72,99 60,95

Proteolytickd uéinnost roztoku v jednotlivych frakénich madobkach spojenych
mustky pri nezapjatém elektrickém proudu. Do nadobky 3 byl dan extrakt ze sliznice
slezu telete v ustoji o pH 5,02, v ostatnich nadobkach, jeZ byly spolu v naznac¢eném
poradi spojeny mustky, byl &isty zminény fosfatovy tstoj. Substratem pro stanoveni
proteolytické téinnosti bylo nativni kravské mléko o obsahu tuku 3,49, (stanoveno
podle Gerbera). Proteolyticka uc¢innost je vyjadrena ubytkem bilkovinného dusiku
(zjisfovano podle Kjeldahla) v procentech dusiku substratu (1=100%,). T — teplota,
pri niz byla zkouSena proteolyticka Uéinnost; No — ¢islo telete; H — doba spojeni
nadobek mustky, vyjadfena v hod.; 1 az 5 — nadobky spojené mustky v uvedeném
poradi, n — poc¢et méreni, M — prumér proteolytické uéinnosti, s — smérodatna od-
chylka, V — varia¢ni koeficient.
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II.

No HE +1 +2 3 —4 =5
1. 22 0,0 11,9 30,0 1,0 0,0
5. 22 0,0 7,25 35,0 0,8 0,3 !
6. 72 0,6 26,3 12,6 1,7 0,2 [l
14. 45 0,3 9,6 15,4 0,0 0,1 !
15. 22 0,0 9,2 21,8 1,4 0,6
19. 60 0,2 19,0 23,6 0,9 0,4 !
20. 45 0,6 8,5 19,0 2,1 0,3
24. 60 0,3 7,0 10,5 1,0 0,4
n 8 8 8 8 8 i
M 0,25 12,35 20,98 1,11 0,29
s 0,24 6,8 8,5 0,64 0,18
Sm 0,08 2,34 2,93 2,21 0,06
v 96,0 55,06 40,51 57,66 62,06 i

Proteolyticka uéinnost jednotlivych elektroforetickych frakei extraktt z telecich
sleztl zjisfovana pri teploté 38°C. Substratem bylo mativni kravské mléko o obsahu
tuku 3,49, (stanoveno podle Gerbera). Uéinnost je vyjadiena ubytkem bilkovinného
dusiku (zjisténo podle Kjeldahla) v procentech dusiku substratu v kontrole (=100 %).

No — ¢islo telete; HE — doba trvani elektroforesy v hodinach; +1 az —5 oznaceni
frakénich nadobek jak za sebou nasledovaly (v nadobce +1 byla +elektroda, do na-
dobky 3 byl dan extrakt sliznice teleciho slezu s fosfatovym ustojem o pH 5,02, v na-
dobce —5 byla —elektroda); n — pocet zjisténi; M — stfedni hodnota proteolytické
uéinnosti; s — smérodatna odchylka; sm — smérodatna odchylka od stfedu; v — va-
ria¢ni koeficient.

III1.

No HE +1 +2 3 —4 —5
1. 22 0,4 9,0 35,0 0,4 0,3
5. 22 0,0 14,2 42,7 2,1 1,1
6. 72 0,3 46,2 23,5 3,1 0,5

14. 45 0,7 16,0 22,0 0,4 0,1

15. 22 0,2 17,6 20,3 0,1 0,0

19. 60 0,1 26,2 24,6 0,6 0,3

20. 45 0,5 10,3 25,2 1,6 0,6

24. 60 0,7 9,7 16,4 0,8 0,3

n 8 8 8 8 8

M 0,33 18,70 26,21 1,06 0,40
s 0,3 12,4 8,5 1,10 0,36
Sm 0,10 4,28 2,93 0,38 0,12
v 90,90 66,31 32,43 103,77 90,00

/

Proteolytickd Gc¢innost jednotlivych elektroforetickych frakci extrakti z telecich
slezi zjistovana pri teploté 50° C.

Ostatni podminky a zkratky stejné jako v tabulce II.
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IV.

No HE +1 +2 3 —4 -5
1. 22 0,1 14,2 27,3 0,7 0,2
5. 22 0,3 15,2 31,2 1,0 0,5
6. 72 0,4 34,2 20,1 1,1 0,4

14. 45 0,2 18,2 21,3 0,3 0,1

15. 22 0,6 17,2 18,4 0,9 0,2

19. 60 0,5 30,4 36,2 0,6 0,4

20. 45 0,0 10,1 22,3 1,2 0,3

24. 60 0,0 8,4 15,9 0,0 0,1

n 8 8 8 8 8

M 0,26 18,48 24,09 0,73 0,28
s 0,23 9,2 6,9 0,42 0,14
Sm 0,079 3,17 2,38 0,14 0,048
v 88,46 * 49,78 28,64 57,53 50,0

Proteolyticka ucinnost jednotlivych elektroforetickych frakei extraktt z telecich
" slezt zjisfovana pii teploté 600 C.
Ostatni podminky a zkratky stejné jako v tabulce II.

Zavérem lze konstatovat, ze je velmi pravdépodobné, ze v zaludku (ve slezu)
sajictho telete probiha traveni bilkovin mléka v pasmu kathepsinové a&innosti.
Pusobenim elektrického proudu (elektroforetickym postupem) se nepodaftilo od-
deélit od sebe latkové substance kathepsinové a pepsinové slozky. Teplotni indexy
proteolytické déinnosti riznych dvojic teplot elektroforetickych frakci z extrakiu
zaludeéni sliznice se neli§i od teplotnich indexii extrakti nepodrobenych zadnému
délicimu pochodu. Tyto vysledky jsou podnétem k predpokladu, ze rtizné typy
proteolytické déinnosti (pfedev§im kathepsinové a pepsinové) se daji pfipsat je-
diné proteolytické substanci, kterou zatim oznaéujeme Buch sovym nazvem:
zaludeéni protedza.

Souhrn

V na$ich pokusech se mnepodatilo piisobenim elektrického proudu (elektro-
foretickym postupem) oddélit od sebe latkové substance pepsinové a kathepsinové
Gcinnosti v extraktech ze sliznice slezu sajicich telat. Teplotni indexy proteo-
lytické wéinnosti riznych dvojic teplot substance z réiznjch elektroforetickych
frakci se'nelisi od teplotnich indext extraktd pavodnich nepodrobenych zad-
nému délicimu pochodu. Tyto vysledky davaji moznost k z4dvéru, Ze pepsinova
i kathepsinovd uc¢innost ve slezu telete jsou projevem jediné proteolytické sub-
stance, kterou zatim oznacujeme Buchsovym mnazvem: Zalude¢ni protedza.
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IIpoTeouTHYECKOE HeiiCTBME 3JIEKTPO(hopeTHYeCKHX (hpaKnmif 9KCTPAKTAa U3 CIAM3UCTOM
000JI0YKM CBhIYYTra TEJIEHKA-COCYHa

Ha ocHOBaHMH ITONyYUEHHBIX NPU HALDMX ONBITAX DE3YJbTATOB, MOXKHO KOHCTATH-
POBaTh, UTO B ZKEJNyAKE TeJIEHKa IIPOMCXOAUT IepeBapMBaHue OEJIKOBBIX BELECTB B 30HE
JEeMCTBUA KaTelcuHa. OTO AENCTBUE ABJIAETCA BbIPAXKEHHEM eAMHCTBEHHO) AKTUBHOM
cyGcraHiy, KOTOpad IIOF BJIWAHMEM Pa3HBIX BHEIIHHUX YCJIOBMII NPOABIAETCA TO AEi-
CTBMEM TIEIICMHA, TO KaTellCMHA. B HAaUMX ONBITAX IIyTEM [PUMEHEHUA JIEKTPUIECKOTO
TOKa (9JIeKTpohopeTHYeCKUM IIPUEMOM) He yZAaJoCh APYT OT APYyTra OTJIMYHTH BELecT-
BeHHbIEe cyOcTaHIumy 9TUX KOMIIOHeHTOB. TeMiiepaTypHBIe MHAEKCHI IIPOTEOJIUTHYECKOTO
REVCTBUA PA3HBIX TEMIIEPATYP TOM 2Ke cyOCcTaHIMM Pa3yIMYHBIX (OPaKLMil HE OTIIMYAJINCE
OT TeMIIEPATYPHBLIX HHAEKCOB IIEPBOHAYAJNBHBIX 9KCTPAKTOB, He MNOABEPIHYTHIX HMKAKO-
My PasAenuTeNbLHOMY Ipoleccy. Ha OCHOBAaHMHM 3TMX PE3YJLTATOB MbI NPUIIINM K BbI-
BOJIY, YTO Pa3JIMYHbIE TUILI IPOTEOJUTUUECKOTO AEMCTBUA B SKCTPAKTAX ChIYyTa TEJAT
MOZKHO IIPUIMCATL €{HHCTBEHHO 001Iei BeIeCTBEHHOI cybcTaHipiy, HaMy roka o6o3Ha-
yaemoii HaymMmeHoBaHueM BYXCA: xXenyzpouHas IIpoTeasa.

Proteolytische Wirksamkeit einiger elektrophoretischen Fraktionen des Schleim-
hautextraktes von Kalbmigen

Aus unseren Versuchsergebnissen konnte festgestellt werden, daB im Kalb-
magen eine Eiweilverdauung auch von Kathepsinnatur vor sich geht. Diese Wirk-
samkeit ist AuBerung der einzigen wirksamen Substanz, die bei verschi.edenefn
AuBlenbedingungen (vor allem pH und Temperatur) einmal eine Pepsin-, andersmal
Kathepsinwirkung ausiibt. Es gelang uns nicht durch Wirkung des elektrischen
Stromes die Stoffsubstanzen der Wirkungsbestandteile voneinander zu trennen. Die
Temperaturindexe der proteolytischen Wirkung verschiedener Temperaturenpaare
von verschiedenen Fraktionen unterscheiden sich micht von denen der urspringli-
chen Extrakte, die keinem Teilungsproze3 unterworfen waren. Unsere Ergebnisse
geben den Anlaf3 dazu, dal wir die verschiedenen Typen der proteolytischen Wir-
kung des Labmagenextraktes der Kéilber der einzigen, beiden Wirkungen gemeinsa-
men Substanz zuschreiben, die wir vorldufig mit der Buchs’schen Bezeichnung
Magenprotease benennen.

Proteolytic Activity of Electrophoretic Fractions of the Mucous Membrane Extract of
Calf Maw

The author’s reesarch results demonstrate that the digestion of milk albumen
in calf stomach (maw) is of cathepsin character. This fact is caused by a single active
principle, which is, under various exterior conditions (especially pH and temperature)
sometimes displayed by pepsin, at the other time by cathepsin or chymase activity.
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The trials with the separation of cathepsin and pepsin components by means of elec-
tric current failed. There was no difference between the temperature indexes of
proteolytic activity of various pairs of temperatures and those of electrophoretic frac-
tions of the stomach mucous membrane extract, which were not submitted to any
separating process. It may be therefore assumed that the various types of proteolytic
activity (especially of cathepsin or pepsin character) are to be ascribed to a single
proteolytic principle provisionally called by the Busch’s term: the stomach protease.
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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED
ROCNIK 5 (XXXIII) ZIVOCISNA VYROBA 1960 - CISLO 11

Mohou se pfi traveni bilkovin mléka ve slezu telete
uplatnit i rostlinné proteazy ?

MoryT i1 pacTUTENbHBIE NPOTEa3bl NPUMEHATHCA IPH NePEeBAPUBAHHM O0EJKOB
MOJIOKA B ChIYyre TeJIeHKa?

Konnen sich auch die Pflanzenproteasen bei der Milcheiweiliverdauung im Kalb-
labmagen geltend machen?

Dr. Ant. JANCARIK
Pracovidté fyziologie vyzZivy hospoddrskych zvirat, Vyzkumny ustav krmivdrsky
CSAZV Pohorelice, pracoviité Brno |

Doslo dne 13; XI. 1959

Uvod

Otazka substituce travicich enzymii na$la v humédnni medicing pfiznivy
ohlas a pozoruhodné vysledky. Perordlni aplikace pepsinu i rdznych prepa-
rati s digestivni G¢innosti vyrobenych z pankreati (hlavné veprovych) je dnes
velmi bézna téméf ve vSech zemich svéta. Pouzivani téchto organopreparati
vSak vyzaduje, aby vnitfni prostfedi (pfedev§im pokud jde o pH) travicich dutin
organismu bylo upraveno tak, aby se tam mohla ¢innost podaného enzymu (méme
mna mysli pfedev§im protedzy) rozvinout. Jde tu ptedev§im o upraveni kyse-
losti v dutiné Zalude¢ni. A pravé v tomto bodé se narézi na Cetné piekazky pfi
pouzivani ZivoSiénych protedz. Nejcastéji je to samotnid chorobnid zména pro-
stfedi (naptiklad u achylickych a subacidnich stavil), jeZ zabrafiuje rozvinuti &in-
nosti endogennich protedz organismu tim, Ze v Zzaludku neni dostatek kyseliny
solné k dosazeni pomérné nizkého pH Zaludeéniho obsahu, jez se bézné uvadi jako
nutné pro rozvinuti peptického traveni. To se zvla§t nidpadné projevuje pfi po-
zivani potravy bohaté ma bilkoviny, nebot §tépné produkty z bilkovin se vy-
znaéuji znaénou tustojnosti. Tak napiiklad pro prevedeni 5% roztoku hydro-
lyzatu kaseinu na pH 1,2 (tj. na bod optimalniho G¢inku pepsinu) bylo by tfeba
ptidat 130 ml 12,5% kyseliny solné! Tato skutednost sama o sob& nuti k hle-
dani vhodné ndhrady za Zivo€isné proteolytické enzymy. Jde tu o proteolytické
enzymy, které by byly uéinné na niz§i koncentrace vodikovych iontd, tj. pfi
pH kolem 7,0. Tyto vlastnosti pravé maji nékteré rostlinné protedzy. Jak Gras-
mann, Meyer a Waldschmidt - Leitz (1950) prokazali, vyznacuji
se nékteré rostlinné protedzy tim, Ze jedna rostlinnd protedza je s to nahradit
ucinek nékolika protedz Zivocisnych specializovanych na dzkou oblast pH (tak
muze napiiklad jedna rostlinnd protedza nahradit déinek pepsinu, trypsinu a
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peptidas). Wallenfels poukdzal na to, Ze jsou to predeviim protedzy niz-
§ich hub, jez se vyznaéuji témito vlastnostmi. V na$ich pokusech jsme obratili
svou pozornost k enzymovému piipravku D ym a1, ktery byl pfipraven z plisné

druhu Aspergillus orizae. Kromé téinnosti proteolytické ma tento preparat i ucin-
nost amylolytickou a -lipolytickou.

Metodika a material

Rostlinné proteazy

Americkym domorodcim (Indidndm) bylo uZz ddvno znamo, Ze §tava z tak
zvaného melounového stromu (Carica papaya) se vyznacuje tim, Ze maso v ni
mékne — travi se. Pro tuto svou vlastnost byla §tidva této rostliny mnohymi ba-
dateli zkoumrdna a Wurtza Bouchut (1879/88, ex Bersin, 1945) a von
Vines, 1902/10 (ex Bersin), poznali, Ze obsahuje zvla§tni proteolyticky
enzym — papain, ktery pozdéji Balls, Lineweaver a Thompson
(1939) ptipravili v krystalické formé. Ze §tavy uvedené rostliny byl izolovan
jesté dalsi proteolyticky enzym — chymopapain. V roce 1945 (ex Bersin)
izolovali Carpenter a Lovton dalsi bilkoviny $tépici enzym asklepain
z rostliny Asclepias syriana a Walti (ex Bersin, 1954) izoloval v roce 1938
ficin z jihoamerickych druht rostlin druhu Ficus. Tento posledni enzym nalezl
své uplatnéni predevs§im v mediciné, nebotf rozkladal bilkoviny tél nékterych
stfevnich cizopasnikd, predeviim Trichuris trichiura (tenkohlavec lidsky), ktefi,
jak znamo, odolavaji uéinku endogennich protedz v travicim trakté savcu.

Smith, Worrel a Lilligren (1949 - ex Bersin) gzjistili, Ze
proteoliticky enzym blizko pfibuzny papainu je obsazen v mikrobech druhu Pro-
teus vulganris a Bacillus subtilis. Mikrobi i plisné rozklddajici bilkoviny jsou jiz
dlouho znami, i kdyz jejich proteolytické enzymy nejsou je§té dostatecné pro-
badany.

V ciziné se jiz del3i dobu pouZiva celé fady preparatii, které byly pripraveny
z nejruznéjfich rostlin, predev§im z plisni, s nimiz byly udinény dobré zkuse-
nosti u lidi trpicich nedostatkem travicich §tav (alermencie, achylie). Vyhodou
téchto preparati je pfedevS§im to, Ze optimum jejich proteolytické uéinnosti je
zna¢né posunuto k pH 7,0 (6,0 az 7,0) a proteolytickd uéinnost se udrzuje az
k pH 8,0. U néas se tyto preparaty dosud mevyrdbéji. Laskavosti firmy C. F.
Boehringer & S6hme G. m. b. H.,, Mannheim, dostal jsem dostate¢né
mnozstvi prepardtu D ymal, jenz je vyroben z plisné Aspergillus oryzae a ob-
sahuje enzymy S§tépici jak bilkoviny, tak i tuk (optimum p#i pH 6) i $krob
(optimum pifi pH 5). Grassmann, Meyera Waldschmidt-Leitz
(1950) zjistili, Ze protedzy z rostlin §tépi bilkoviny nejen rychleji mez Zivolisné
proteazy z pankreatu, ale ¢asto i na jednodussi §tépné zplodiny. Pechmann
(1951) ve své préaci uvadi, Ze plisfiové protedzy ve srovnani s papainem, s pro-
tedzami kvasinkovymi a podobnymi enzymy se vyznacuji i¢inosti v §ir§im pasmu
pH, Ze jsou odolnégjsi proti oxydaénim latkdm i proti solim tézkych kovi, takze
jsou mnohem pfizplisobivéj§i v rozdilnych pomérech traviciho traktu. Horo-
witz ve své disertaci (1951) zkouSel rostlinné prepardty Luizym, Arbuz, Ge-
senit a Dymal a zjistil, Ze pravé Dymal je ze vSech zkouSenych preparatii proteo-
lyticky nejac¢innéjsi. Vykazoval také nejvy$si wcinnost lipolytickou a celulo-
lytickou. Pokud jde o téinek amylolyticky, byl nejtéinnéj§i Luizym. Autor zda-
raziiuje, ze plisiové enzymy svym uéinnostnim optimem od pH 5 do 8 vhodné
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vypliiuji mezery mezi Zaludeénimi a stfevnimi protedzami Zivofichd. Autor zdi-
raziiuje také d¥ive jiz zmin&nou skuteénost, Zze poméry v Zaludku a ve stfevé ne-
jsou naprosto optimalni pro ptisobeni pepsinu a trypsinu.

)‘ PEPSIN StAva T
ZALUDEENI TRVESIN

\ aMrLazy sun
\A PANKREATU

. Py
7 8 pH

Diagram 1. Uéinnostni kiivky ruznych Diagram 2. Kiivka amylolytického uéin-
protedz (ex Buchs: Biologie des Ma- ku Dymalu a amylas slin a pankreatu
genkathepsins, Basel 1947, doplnéno uda- -(G€inek amyldz z prace Meyer, Fi-
ji v¥robce Dymalu.) scher, Staub a Bermfeld 1948,

Helv. Chim. Acta 31, 2158).

\PANKHEAS
\
% Diagram 3. Lipolyticky udéinek Dymalu
a lipdzy pankreatu (ex Frazer 1944).

1 3 5 7 9 PH

V Cetnych pracich se zaméfenim klinickym se zdiraziiuji ptiznivé vysledky,
jichz bylo dosaZzeno pouZzivdnim plisfiovych digestivnich enzymt k ovlivnéni tra-
vicich pochodt pacienti trpicich chorobami travicich dstroji.

V pisemnictvi nenachizime viibec zidnou zprivu o tom, Ze by bylo téchto
preparati pouzito u nékterych zvifat, pifedevsim u zvifat hospodaiskych. V lite-
ratufe také postrdddme zpriv (aZz na vyjimku uvedenou pozdéji v diskusi)
o tom, ze by byl sledovan déinek plisiovych enzymi spoleéné s enzymy Zivo-
¢isného plivodu, predeviim s témi, s nimiz se plisiiové enzymy pfi perordlni apli-
kaci setkdvaji v travicich dutindch. Pro problematiku naseho tkolu je dilezité
uvést i to, ze dosud dplné chybéji tdaje o tom, jak se plisfiovymi protedzami
travi bilkoviny mléka. Doplnit ddaje v uvedenych smérech, zvlasté pokud jde o po-
méry u sajicich telat, bylo ronéz nasim vyzkumnym tkolem.

Nage pokusy s Dymalem byly zaméfeny pfedevsim k tomu, abychom zjistili,
zda je mozno tyto preparaty pouzit u telat. Tim se li§i naSe vyzkumy od vSech
ostatnich, které byly s rostlinnymi proteolytickymi enzymy provedeny. Dalsi
zvla§tnosti vyplyvajici z uvedené jiz podminky nasich pokusi bylo to, ze jsme
za substrat proteolytického trdveni nepouzivali jako ostatni autofi latek umeéle
ptipravenych (Zelatiny, kaseinu, hemoglobinu, edestinu apod.), ale nativniho
kravského mléka, tj. komplexni potravy telete ve stadiu mlééné (ale postkolo-
stralni) vyzivy. V naich pokusech jsme nezjistovali jen proteolytickou uéinnost
samotného Dymalu, ale sledovali jsme i dalsi dosud nefeSenou otazku, jak probihd
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traveni bilkovin Dymalem a za pfitomnosti sytfidla nebo pepsinu, jako endo-
gennich protedz teleciho slezu. U&elem této &4sti naSeho vyzkumu bylo zjistit vza-
jemny vztah Dymalu a uvedenych proteolytickych substanci pfi traveni, nebot
vysetteni téchto vztahi ma zdkladni duileZitost pro pfipad, Ze bychom navrhli
Dymal (nebo protedzy jemu podobné) k pouziti jako ndhrady za chybéjici sle-
zové protedzy. Nasimi pokusy jsme chtéli zjistit nejen to, zda se Dymalem d4 na-
hradit u telete chybéjici Zaludeéni protedza, ale i to, zda se Dymalu da pouzit
i ke zvydeni wéinnosti slabé Géinného vlastniho endogenniho proteolytického
systému v Zaludku mladéte. Zvlastni pozormosti si vyzadovalo i to, zda Dymal,
i kdyby se ukazal funkéné naprosto vyhovujici nahradou za endogenni Zaludeéni
protedzu, nepisobi na tuto protedzu ru$ivé. Z enzymologie totiz zndme piipady,
kdy jedna protedza (tj. enzym s proteolytickym uéinkem) rozklada bilkovinnou
slozku (tzv. apoenzym) jiné protedzy a tim tuto vylucuje z funkce. I pfi sub-
stituéni 1é6¢b& musi se podobny zasah, jimz se néktera slozka organismu vylucuje
z funkce, peélivé rozvazit. Ponévadz perordlni pouzivani rostlinnych protedz pro
sajici mladata je velmi jednoduchy zakrok, ktery se muze velmi roziitit do cho-
vatelské praxe, vénovali jsme pravé uvedenym moznym namitkdm velkou pozor-
nost pti feSeni tohoto dkolu se zvl4§tnim zteletem k tomu, Ze jde o zdsahy u velmi
mladych zvifat, u nichz naruSeni digestivni funkce v jejich atlém véku by se
mohlo nepfiznivé odrazit ve véku pozdéjsim a nepfiznivé zasdhnout i do jejich
uzitkovosti. V nasi préci jsme také vénovali pozornost aéinku jednotlivych proteo-
lytickych substanci na traveni mléka podle obsahu tuku.

Pokud jde o metodickou stranku pokusi popisovanych v této stati upozor-
fujeme, ze vSechny pokusy byly provedeny pfi pH 4,5, tj. za koncentrace vodi-
kovych iontd, jez je v obsahu teleciho slezu brzy po zahéajeni trdveni a neni opti-
malni pro Géinnost Dymalu. Expoziéni teplota byla vidy 38° C. Proteolytickou .
téinnost hodnotime podle mnoZstvi rozlozenych bilkovin, jejichz mnozZstvi uréu-
jeme jako rozdil bilkoviného dusiku mezi zkouskami kontrolnimi (= 100 % )
s inaktivovanymi protedzami a zkouskami pokusnymi. K a¢inkim syfidlovym ne-
bylo pfihliZeno.

Proteolyticka ucinnost pepsinu a syridla

Pokusy, jejichz vysledky zde uviddim, maji byt tivodem k &astem nésledu-
jicim. Chtéli jsme zjistit, jak se projevuje G¢innost preparati pepsinu a syfidla
pfi traveni mléka o rizném obsahu tuku pfi trdveni mléka za té koncentrace vo-
dikovych iontd (pH 4,5), ktera je v obsahu slezu telete velmi ¢asta, pfi tom viak
vzdalena od zény Géinnosti pepsinu.

Tabulka I a diagram 4 znazorfiuji vysledky. Z nich je zfejmo, Ze preparit
pepsinu travi bilkoviny mléka i v uvedené oblasti pH, tj. projevuje typické kathe-
psinové a&inky. Jeho idinnost se zvolna snizuje podle toho, jak se zvySuje ob-
sah tuku. Variaéni koeficient dat o u¢innosti pepsinu neni nikterak vysoky
(15,27). Z téze tabulky a z téhoz diagramu se dovidame, Ze i samo sytidlo nejen
mléko srazi, ale i jeho bilkoviny prikazné rozklada.

Sloupec Pe+ Sy v tabulce I a stejné oznadena kfivka v diagramu vykazuji
vzhledem ke svym slozkdam naprosto pfesvédéivé charakter souctovy, tj. Ze spoleény
acinek Pe a Sy se ptiblizuje soudtu Géinkd samotnych jednotlivych substanci.
To znamend, ze Pe a Sy nevystupuji jako faktory proteolyticky antagonistické,
ale naopak jejich Géinky se séitaji. Z vysledkt tohoto pokusu by se dalo usuzovat,
ze Zzaludeéni protedzy pepsin-(kathepsin)-chymaza (== parachymosin) jsou jen
ruzné projevy téze zaludecni protedzy, nebot pravé o proteolytickych- enzymech
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I. Proteolyticka uc¢innost pepsinu (Pe) a syfidla (Sy) a jejich smési 1:1 (Pe+Sy)
zjisfovana na nativnim kravském mléce o rtizném obsahu tuku (%) za teploty 38°C
pri pH 4,5,

Uéinek je vyjadien v procentech rozloZenych bilkovinnych ve vztahu ke kontrole
(obsah bilkovin v kontrole = 100 %). n — podet zjisténi, M — stfedni hodnota, s —
smérodatna odchylka, sm — smérodatna odchylka stfedu, v — variaéni koeficient.

% Pe Sy Pe-+Sy
1,95 30,5 20,2 40,7
1,95 33,1 18,2 49,7
1,95 31,1 19,1 39,7
1,95 30,4 14,9 36,6
1,95 28,5 18,1 34,6
1,95 26,6 - 18,5 40,5
1,95 26,8 16,2 39,7
1,95 30,5 14,6 35,8
1,95 27,0 17,8 36,5
1,95 . 29,3 18,8 38,2
1,95 26,5 17,1 36,2
2,5 30,2 24,3 40,2
2,5 33,6 25,1 41,6
2,5 28,7 18,6 38,4
2,5 35,4 20,3 36,2
3,4 23,6 16,8 33,1
3,4 27,2 15,4 31,6
3,4 25,1 17,2 34,4
4,1 24,2 21,3 38,4
4,1 26,2 20,8 31,4
4,1 27,4 23,5 40,2
5,3 21,6 16,3 36,2
5,3 24,5 12,8 31,4
5,5 18,2 14,5 36,2
5,5 21,6 15,2 30,1
n 25 25 25 25
M 3,02 27,5 18,22 37,10
s 1,3 4,2 3,2 4,2
Sm 0,26 0,84 0,64 0,84
v 43,04 15,27 17,56 11,32

je znamo, jak jsme jiz dfive uvedli, Ze se ve smési riznych proteidz fasto roz-
klada jeden enzym bilkovinnou podstatu enzymu druhého, ¢imz se celkova Géin-
nost snizuje. Ponévadz toto pravidlo neni bez vyjimek (viz pozdéji uvedenou sou-
béznost ucinnosti Dy a Pe, pfipadné Dy a Sy) nelze prostou integraci uéinka
povazovat za uplny dikaz, ma v$ak jisté svlij vyznam ve spojeni s diukazy dal-
§imi; v tomto sméru odkazuje na dal$i nase price (Sbornik CSAZV 1960, Z. v.
p.- 863—875). Ve svych starSich pracich, zaméfenych jinym smérem (Jan-
¢atik, 1950 az 1958), jsem upozornil na nutnost sledovat acinky proteolytic-
kych enzymi rizného pivodu, pokud se setkdvaji v trdvicim traktu Zivocicha.
Také problematika této prace vyzaduje sledovani spoleéného piisobeni nékolika
preparati travicich enzymu, hlavné pokud se tyto v travicim traktu normalné
nebo po peroralni aplikaci mohou setkat.

Jak jsme jiz uvedli, neni v celkové charakteristice kfivek pepsinu a sy-
fidla mezi obéma enzymy velkych rozdilt, ani kfivka Géinnosti jejich smési nema
charakter odchylny. Pfesto vSak v dal§ich pokusech srovndme wéinnost Dymalu
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vidy zvla§t s Géinnosti syfidla a zvlast s Géinnosti pepsinu, jako bychom kazdou
tuto substanci povazovali za latku samostatnou a odlinou od druhé.

Z uvedenych nafich vysledkia vyplyva zavér, ze pfidavek jak syfidla, tak

i pepsinu znamend zvySeni proteolyzy ve slezu, aniz by bylo potfeba pfidavat
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Diagram 4, Proteolytic-
ky uéinek pepsinu (Pe),
syridla (Sy) a jejich
smési 1:1 (Pe+Sy) na
nativnim kravském mlé-
ku. Na abscise obsah
tuku v %, na ordinaté
mmnozstvi rozlozenych
bilkovin v % vzhledem
ke kontrole.

II. Proteolytickd uc¢innost Dymalu (Dy) a pepsinu a jejich smési 1:1 (Dy+Pe) za
stejnych podminek jako v tabulce I.

% Dy Pe Dy+Pe
1,9 14,3 26,6 31,6
1,9 13,4 26,9 35,6
2,0 17,0 22,3 49,0
2,0 15,8 20,6 39,9
2,2 40,2 28,4 51,2
2,2 38,6 31,2 43,4
2,5 38,4 27,1 51,4
2,8 40,1 24,2 55,2
2,8 37,6 25,1 47,2
3,4 18,6 26,2 42,8
3,4 15,7 25,9 32,1
3,7 24,6 29,6 43,5
3,7 25,1 26,1 39,6
3,7 28,4 24,6 41,6
4,1 12,3 24,1 40,7
4,3 14,1 20,2 35,6
4,3 12,8 22,1 28,4
4,3 13,6 27,2 31,2
4,4 12,9 25,6 35,1
4,4 10,7 16,7 53,3
5,4 21,2 22,5 35,7
5,4 25,0 19,1 43,8
5,5 22,1 28,6 40,6
n 23 23 23 23
M 3,49 22,28 24,82 41,24
s 1,2 10,2 3,5 75
Sm 0,25 2,13 0,73 1,56
v 34,38 45,78 14,10 18,19
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ITI. Proteolytickd uéinnost Dymalu (Dy) a syfidla (Sy) a jejich smési 1:1 (Dy+Sy)
za stejnych podminek jako v tabulce I.

% Dy Sy Dy-+Sy
1,9 15,4 18,5 33,1
1,9 14,5 19,7 32,4
1,9 12,7 17,4 30,1
1,9 15,6 18,7 33,5
1,9 15,9 19,5 27,7
1,9 14,9 11,4 33,2
2,0 19,1 19,7 32,3
2,0 15,7 18,2 33,2
2,0 14,5 14,9 31,4
2,0 13,5 12,2 30,4
2,4 41,6 19,6 49,4
2,4 43,2 25,8 53,0
2,4 45,8 24,3 57,5
3,0 13,5 23,6 33,0
3,0 16,2 25,9 35,0
3,2 9,4 20,1 19,2
3,2 8,3 18,9 19,2
3,2 11,3 22,9 17,2
3,3 12,6 15,6 28,3
3,3 12,6 14,6 26,3
| 3,4 25,2 12,8 38,4
3,4 30,2 14,8 36,1
3,4 32,9 20,1 37,2
3,5 26,0 10,1 29,6
3,5 29,0 12,8 31,5
3,5 29,0 y 12,5 32,3
4,4 12,1 21,1 35,2
44 10,8 20,4 36,6
4,4 13,3 22,9 34,4
5,5 30,1 12,4 49,1
5,5 31,8 11,0 48,4
5,5 24,7 10,3 40,8
n 32 32 . 32 32
M 3,10 20,67 17,59 34,53
s 1,1 10,4 4,7 9,2
Sm 0,19 1,82 0,82 1,61
v 35,48 50,31 26,72 26,64

kyselinu. Prokazuje se tedy, Ze perordlni aplikace pepsinu nebo syfidla mize
zvy§it proteolyzu ve slezu i pfi pH 4,5. Tento zakrok je tfeba vzit vzdy v tvahu
v téch pripadech, kdy se jim mtiZe zabramit hnilobné dyspepsii. Do hotového jiz
rukopisu této prace pripojuji pozndmku o ¢lanku doc. dr. V. Kurze (Zemé-
délec 1960, 14, 12, 2), v némz uvadi své dobré vysledky s aplikaci pepsinu a
syfidla u telat na statku VSZL v Zabéicich, kde predtim telata hynula na
zhoubné prajmy.

Proteolyticka tic¢innost Dymalu s pepsinem nebe syfidlem
Vysledky pokustt s Dymalem a pepsinem, ptipadné i se syfidlem jsou za-

<hyceny v tabulkdch II a III a v diagramech 5 a 6.
Sledujeme-li v uvedenych tabulkdch a diagramech proteolytickou wéinnost
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samotného pepsinu nebo syfidla (v nichZ jsou uvedeny vysledky jinych pokusi
nez v tabulce I), vidime, Ze varia¢ni koeficient pepsinu je 14,10, u syfidla 26,72.
Sumarné jsou vysledky zhodnoceny v tabulce IV. Z ni je zfejmo, Ze jediné sa-
motny pepsin v tabulce I vykazuje statisticky vyznamnou korelaci (negativni)
s obsahem tuku v mléce, soubor Pe zpracovany v tabulce II vykazuje rovnéz ne-
gativni korelaci, jez vSak neni statisticky signifikantni, avSak sumarni korelace

N9

S

i
I’ ¥ Diagram 5. Proteolytic-
i T A ky uéinek pepsinu (Pe)
i

30

i v L7 ;o'"\,_eg____,_.f a Dymalu (Dy) a jejich
a2 ! y Ay J smési 1.1 na mnativnim
4 - kravském mléku. Na
- i abscise obsah tuku v %,

10 T na ordinaté mnozstvi
rozlozenych bilkovin

, ‘ v % vzhledem ke kon-

' trole.

vypoctena z obou tabulek statisticky signifikantni je, takZe se d4 opravnéné sou-
dit, Ze stravitelnost bilkovin mléka pepsinem se vétSinou sniZuje se stoupajicim
obsahem tuku. Totéz plati i pro ten pfipad, Ze bilkoviny mléka jsou traveny smési
pepsinu a syfidla. Stejnou tendenci jako pepsin vykazuje i sytidlo, aviak v nasem
materidle nebylo to nikdy prokizano v mife statisticky vyznamné. Totéz plati
i pro smés Pe + Dy. Dymal sam choval se v obou souborech (tabulka II a III)
naprosto protichidné, jednou vykazoval neprikaznou korelaci zdpornou (—0,298),
po druhé kladnou (+ 0,147), v souhrnu obou materiald pak téméf 74dnou kore-
laci (— 0,0415) nevykazoval. Zavér, ze proteolyticky téinek Dymalu neni za-
visly na obsahu tuku v trdveném mléku, je tedy velmi opravnény.
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0 - 5 5 3 5 P bilkovin v % vzhledem
ke kontrole.
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IV. Vztahy mezi obsahem tuku v mléku a proteolytickou uc¢innosti jednotlivych
substanci na bilkoviny mléka.
T — obsah tuku, Pe — tuéinnost pepsinu, Sy — syridla, Dy — Dymalu, Tabulka —
¢islo tabulky, z niZz byly vztahy vypoéteny, r — korelaéni koeficient, P — spolehli-
vost korela¢niho koeficientu, dy — regresni koeficient.

T :Pe T : Sy T : Dy
Tabulka:
1 1 2
r —0,719 —0,235 —0,298
P < 0,001 >0,10 <0,10
by —2,265 —0,569 —2,585
Tabulka: 2 3 3
r —0,308 —0,287 +0,147
P >0,10 >0,10 =>0,10
by —0,926 —1,203 +1,379
Tabulky: 142 1+3 2+3
r —0,548 —0,259 —0,0415
P < 0,001 >0,05 =>0,10
by —1,695 —0,881 —0,376
: (Pe+Sy) : (Dy+Pe) : (Dy+Sy)
r —0,480 —0,246 —0,219
P < 0,001 >0,05 >0,10
by —1,587 —1,571 —1,805

Z tabulek II a III a z diagramt 5 a 6 je hned na prvni pohled zfejmo, ze
kfivky Dymalu ve smési s pepsinem nebo se syfidlem prevy3uji obé kfivky, tj.
jak acinnosti samotného Dymalu, tak samotného syfidla. Je tedy jasné zfejmo,
ze obé substance se ve svych wéincich séitaji (z toho oviem nevyplyva, jak jiz
bylo dfive uvedeno, ze jde o substance totozné!). Dymal tedy ptsobi v telecim
slezu stejné jako protedza vyloudena jeho sténou (kvantitativné samoziejmé!), a to
i za téze koncentrace, vodikovych iontli, pfi niZ se projevuje kathepsinova Géin-
nost, kterou Dymal zvySuje, pokud neptihlizime k tomu, ze Dymalem se bil-
koviny hloubéji §tépi nez Zaludeéni protedzou. Pokud jde o tvar a priibéh kfivky
Dymalu s pepsinem nebo syfidlem, vidime, Ze vcelku zachovava velmi dobfe tvar
a prubéh kfivky dymalové, pfitom se vsak velmi citlivé zvySuje v oblasti vzestu-
pujicich hodnot pepsinovych a syfidlovych. Miizeme tedy opravnéné piedpokla-
dat, Ze celkovy proteolyticky wcinek uvedenych smési s Dymalem bude svym
funkénim mechanismem pfevazné odpovidat protedzam plisiiovym, avsak za pri-
tomnosti Zaludeénich protedz se bude zvySovat.

V nasich pokusech jsme sledovali ptredev$im komplexni jednordzovy téinek
smési, nebot tento ndm déva jednoznacnou odpovéd na na$i otdzku o upotie-
bitelnosti Dymalu (nebo podobné plisiiové protedzy) u telat ve stadiu mlééné
vyzivy. Pro doplnéni uvadime jesté dva grafy z literatury. Ackoliv tyto diagramy
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zobrazuji vysledky pfi pH 8,8, tedy v oblasti znacné alkalické (vzhledem k pf¥ed-
pokladim, na nichz jsme postavili nasi problematiku) a tykaji se kombinace hou~
bovych proteaz s protedzami pankreatickymi, pfece mohou slouzit jako vhodny do-
plnék nasich vysledkl, mebot jasné naznacuji, Ze Géinek Dymalu nekonéi tim,
ze se zaludednim chymem opusti zaludedni dutinu. Pravé naopak. Pii alkalické
reakci se teprve plné rozvine proteolytickd uéinnost Dymalu. Timto zpisobem je
zajisténa je§té dal§i dilezitd podminka, aby i po pouZiti preparatu ke zvy$eni
travici ¢innosti trdveni plynule postupovalo v celém travicim traktu a aby jed-
notlivé faze systematicky na sebe navazovaly od éasti Zaludeéni aZ po tlusté stfevo.
Na nutnost respektovani této zasady upozornil ve svych novéjsich pracich Buchs
(1954). '

16}
ml G5 N KOH
, Diagram 7. Traveni Zelatiny pankreatic-
2 / g kymi a houbovymi protedzami. PIna éara
T ST R pankreatické protedzy, prerusovana hou-
1 ’ 7 bové protedzy. Udaje na abscise udavaji
¥ e e dobu, kdy byla protedza ke druhé prida-
; v na. Na abscise ¢as (v minutach), na ordi-
i / ‘ naté mnozstvi uvolnénych aminokyselin
/ g4 vyjadieno titraéni spotfebou KOH (ex
) Grassmann, Mayer a Wald-
21/ schmidt-Leitz 1950).
1,
] GRS IR
Diagram 8. Traveni vajetného bilku pan- | ™ 05N koH _
kreatickymi protedzami (plnad c¢ara), na -
jejichz ptsobeni navazuje ¢innost prida- 2 -
nych protedz houbovych (pferusovana éa- | 4 ,'
ra). Na obscise ¢as (v minutach), na or- g
dinaté mnozstvi uvolnénych aminokyselin ¢ B
vyjadiené titraéni spotiebou KOH (ex ’
Grassmann, Mayer a Wald- 2 Vi
schmidt-Leitz 1950). i O
4 12 20 28 36
Souhrn

1. Pfi trdveni bilkovin mléka v oblasti pH 4,5 neni praktického rozdilu
v proteolytické tiéinnosti pepsinu a sytidla. U¢inky obou substanci se ve smési
séitaji. 2. V pfipadé achylie, hypacidity ¢ anacidity se mohou tyto substance
(pepsin a syfidlo) uplatnit i pfi pH 4,5 a d4 se jich proto pfi peroralni aplikaci
pouzit k substituci chybéjicich protedz ve slezu telete, zvla§té pro traveni mléka.
3. Dymal — digestivni preparat pfipravey z plisné Aspergillus orizae — travi
bilkoviny mléka ptfi pH 4,5, déle tuky i $kroby. 4. Charakteristika proteolytické
ucinnosti Dymalu je jind nez charakteristika pepsinu a syfidla. 5. Proteolyticka
Géinnost Dymalu ve smési s pepsinem nebo syfidlem se s¢itd, pusobi tedy proteo-
lytickd uéinnost obou slozek smési v jednom sméru. 6. Dymal je moZno povaZzo-
vat za vysoce G€inny rostlinny proteolyticky preparat vhodny k subtituci endo-
geani slezové protedzy pro trdveni bilkovin mléka.
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Moryr JH pacTUTeJbHbIE NMPOTeasbl NPUMEHATHCA IPU NepeBapUBAHNN 0eJIKOB
MOJIOKA B chIuyre TejJeHKa?

1. IIpu nepeBapmBaHmMu OEJIKOBLIX BEIIECTE B MOJIOKe B objactu pH 4,5 mer nmpag-
TUYECKOV PA3HULBLI B IIPOTEOJIMTHYECKOM JACMCTBUM IIENCMHA U ChIYyZKHOTO hepmeHTa.
Bausanne obeux cyOcTaHI[UIT B cMecH CKJazbisaercd. 2. B cilyyae aXMIIMMU,TUNIOIUMAHOCTH
M aHUIMIHOCTK 9TH CyOCTAaHIMH MOTYT BCTpedarbcd Takzxke npu pH 4,5 u Benencrsue
TCTO MOZKHO MMM I10JIb30BAThCA IIPM IEPOPATBLHOM yIOTPeOJIeHuN NI CyOCTUTYI OT=
CYTCTBYIOLIMX ITPOTEa3 B ChiYyre TeJEHKa, OCOoDEHHO MAJA IIepeBapMBaHUA MOJIOKa.
3. IpIMaJl — AUTecTUBHBI IPEnapaT, M3roTOBJICHHLIN U3 rjeceHeil Aspergillus orizae —
P IIOMOLLM €ro MPOMCXOAUT TepeBapuBaHMe DENIKOBBIX BellecTs MoJora npu pH 4,5,
Jalee XWUPOB M KpaxMana. 4. XapaKTepuCTUKa IIPOTEOJMTHYECKOro AciictBuA JpiMana
MHas, YeM XapaKTEepHUCTHKA IIerncHHa M CcbI4yzkHOro depmenra. 5. IIporeonmurnyecroe
JercrBue IIbIMana B ¢MECHU C TIeITCMHOM MJIM ChIYy2KHBLIM (DEPMEHTOM CKJIAaIbIBACTCS CJe-
JOBATENILHO, MPOTEONMTUYECKOe AejicTBHe 000MX KOMIIOHEHTOB CMeCy NpPOsBISAeTCA B
OAHOM HampasJeHuu. 6. JIbIMaJ MOZKHO CUHTATL BbLICOKO3(M(DEeKTMBHBEIM PAaCTUTENILHLIM
IIPOTEOJIUTUYECKUM IIPerapaToM, IIPUTOAHBIM AJA CyOCTUTYLIHU SHAOTEHHOM ChIVYIZKHOMI
TIPOTeas3bl LJIA IIepeBapPuBAHUA OEJIKOBBIX BEILUECTB MOJOKa,

Konnen sich auch die Pflanzenproteasen bei der MilcheiweiBverdauung im Kalb-
labmagen geltend machen?

1. Bei der proteolytischen Milchverdauung in der pH-Zone 4,5 gibt es keinen
praktischen Unterschied zwischen der Pepsin- und Labwirkung. 2. Im Achylie-,
Hypaziditdt- oder Anaziditdtfalle kénnen Pepsin und Lab bei pH 4,5 eine proteoly-
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tische Wirkung ausiiben und deshalb kann man sie auch peroral zur Ersetzung der
im Labmagen fehlenden Proteasen anwenden. 3. Dymal — ein Verdauungspriparat
aus dem Schimmelpilze Aspergillus orizae — vendaut die Milcheiweifistoffe auch
bei pH 4,5, weiter auch die Fette und Stdrken. 4. Die Charakteristik der milchei-
weillverdauenden Wirkung Dymals ist eine andere als die von Pepsin und Lab.
5. Die proteolytische Wirkung Dymals im Gemische mit Pepsin oder Lab summiert
sich, d. h. daB8 ihre proteolytischen Wirkungen in derselben Richtung verlaufen.
6. Dymal erwies sich als ein hochwirkendes Pflanzenpriparat zum Ersatz der feh-
lenden Kalbmagenproteasen.
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Komplement a teplota p¥i hemolytickych reakcich
KoMmleMeHT M TeMIEepaTypa npy reMOJMTUYECKHMX PeaKmuax
Komplement und Temperatur bei himolytischen Reaktionen

Josef MATOUSEK, technicka spolupriace Hana VANKOVA,
Vlad. MATOUSKOVA
Laboratof biologie rozmnozovini, CSAZV, Libéchov

Doslo dne 29. IV. {1960

Uvod

Pri odhalovani krevnich faktorti na krvinkédch skotu se pouZiva protilatek, které
maji v odpovidajicim prostfedi charakter hemolysinti. Tyto protilatky vytvareji
s erythrocyty nesoucimi ptislu$né antigeny hemolytické reakce. Aby mohla nastat
hemolyza krvinek, je vedle antigenu a protilatky-lysinu nutny je$té komplement.

Komplementem se nazyva skupina latek, jeZ jsou obsaZeny hlavné v séru kra-
liki a morcat. Proto se pii hemolytickych testech pridavd k antiséru a krvinkdm
také sérum uvedenych zvirat.

Stupen a rychlost hemolyzy zavisi také na teploté prostiedi.

VsSeobecné se pii hemolytickych reakcich pouziva krali¢i komplement a teplota
mezi 22—270C,

V uvedené préci jsme sledovali ti¢innost komplementu v séru jednotlivych kra-
likd, acinnost moréeciho komplementu a ptisobeni tfi rtiznych teplot na hemolytické
reakce,

Metodika

Pro studium uc¢innosti komplementu v séru riznych kralikiit bylo pouZito 17
kralikt plemene ¢inéila. K odbéru krve byla pouzita zvifata obojiho pohlavi ve stari
1—2 let. Krev byla odebirdna kardialné v thiopentalové narkéze v mnozstvi 40 aZ
50 ml. IThned po odbéru byla krev ulozena k vysrazeni do lednice vyregulované na
2—40C. Po 2 hodinich se vysrazené sérum odstfedilo a ulozilo do lednice pfi —15
az —250 C., Béhem jednoho tydne se zmrazené neredéné krali¢i sérum pridavalo jako
komplement pfi hemolytickych reakecich s antiséry A’z a CHio. Jalovice a kravy, je-
jiechZ krvinky byly pouZity k hemolytickym testim jsou uvedeny v tabulkach I. a II
Princip hemolytického testu je popsidn v piedeslé praci (MatouS§ek, 1958). Teplota
prostredi pii hemolyze se pohybovala mezi 23—26° C.

Stupenn hemolytické reakce se ve vSech pripadech, tedy i pfi studiu Uéinnosti
morcéeciho komplementu a sledovani teplot vyjadioval souétem reakei pri postupném
redéni geometrickou radou, odeéitanych v hodnotach 0—4 (0 — Zadnad hemolyza,
4 — kompletni hemolyza) po 2% a 5 hodinach.

Pro sledovani uéinnosti moréeciho komplementu byla kardidlné odebirédna krev
od dvaceti 14mési¢nich samic. Sérum bylo ziskdvano a prechovavano timtéz zpuso-
bem jako u kralikti. Pred pouzitim bylo morceci sérum fedéno 1:2, 1:4, 1:6, 1:8, a
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1:10 a pouzito jako komplement pri-hemolytickych reakcich antisér CH x, L, G, Z,
A’z s erythrocyty zvirat uvedenych v tab. III. Pri sledovani uc¢innosti moréeciho
komplementu se teplota prostfedi pohybovala mezi 23—26°C. Pro srovnani uéin-
nosti bylo pouzito krali¢iho séra neredéného a tedéného 1:1.

Pri studiu vlivu teploty na pribéh hemolytickych reakei byla pouZita anti-
séra anti-T, L, CHs, CHis, Z/— a CHis. Hemolytické reakce pii pouziti nefedéného
krali¢iho komplementu byly sledovany pii teplotdch 15, 26 a 37°C.

Vysledky

Ze srovnavani ucéinnosti komplementu v séru 17 kralikt vyplynulo, ze aktivita
komplementu neni u vSech kraliku stejna (tab. I, II, graf 1). Zjisténé rozdily mezi
nékterymi zviraty dosahuji prikaznych hranic. Napf. mezi Uéinnosti komplementu
kraliku 19 a 25 je prukazny rozdil P<0,01.
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Graf. 1. Uéinnost komplementu 17 kralika

Pro vyrovnani Uéinnosti komplementu se doporucuje pouzivat smési sér mnej-
-méné 5 kraliku.

Pokud jde o pouziti moréeciho komplementu nesvédéi ziskané vysledky (tab.
III.) o jeho prednostech vié¢i komplementu krali¢cimu. Hlavnim duavodem je casta
pritomnost prirozenych protilatek v morcecim séru projevujicich se nékdy i pfi
vyssim redéni a mala kvanta odebirané krve. Jestlize od dospélého kralika lze ode-
birat jednou mésiéné 50—60 ml krve, pak od morcete muzeme za tutéz dobu ziskat
jen okolo 10 ml. Redénim je mozné poméry vyrovnat, ale u¢innost morcéeciho kom-
plementu se snizuje i kdyz ne tolik jako uUc¢innost komplementu v kralié¢im séru.
Rovnéz mortalita morc¢at je pri odbérech vétsi. Pri srovnani uéinnosti krali¢iho kom-
plementu v nefedéném zmrazeném séru a séru redéném 1:1, lze vidét u redéného
séra pokles.
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1. Ué¢innost komplementu 17 kralika

Kiie | s ﬁ?éﬁa_ Souéet hemolytickych reakci po 5 hodindch u jednotlivych kralika
sérum jicim
antigenem | 2 12 | 19| 20| 32 | 33 | 34 | 3 | 36 | 39 | 4 | 42 | 46 | 50 | 51 | 54 | 56
A 79,15 16 | 16 | 15| 15 | 16 | 16 16 12 | 16 4 | 10 | 10 9 | 11 8 °| 10 8
81/107 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 i6 | 16 4 6 7 | 10 7 8 8 | 10 9
94/591 71 — | 16 15 8 — - s = = — 3 3
98/104 12 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 16 15 16 7 9 8 7 8 7 7 | 10
100/577 13 | 16 | 12 | 16 | 16 | 16 16 16 | 15 5 8 | 12 8 7 4 6 | 11
107/109 11 | 11 | 16 | 14 | 14 12 5. — 1 5 7 4 s 6 —
117/116 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 15 16 16 | 12 | 12 | 11 8 | 11 15 15 | 16
119/595 11 | 16 | 16 | 16 | 11 16 16 16 16 4 8 10 8 6 | 10 7 11
125/121 4 | 12 11 9 | 16 16 12 9 1 1 10 8 - 5 7 7
135/597 4 | — | 16 s 8 1 3 6 6 5 7 6 7
140/595 15 | — | 16 16 16 16 | 12 | 16 15 14 | 13 | 12 | 13 | 15
§30 4 | 16 8 | 16 | 13 | 16 8 16 8 | 11 14 | 12 | 14 | 12 | 14 | 14 | 15
8§35 4 | — | 16 6 3 4 7 - - 2 1 3 4 8
Pramér | 10,2] 13,0 149] 142 13,1] 1a6] 133 140] 131] 63| 80| 99| 81| 178 84| 83| 96
II. Uéinnost komplementu 17 kralika
. (I)fi’; s Soutet hemolytickych reakei po 5 hodindch u jednotlivych kralika
sérum jicim
antigenem | 2 12 | 19 ‘ 20 { 32 | 33 | 34 | 35 | 36 | 30 | 41 | 42 | 46-| 50 | 51 | 54 | 56
CH,, 82/503 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 12 | 16 5 5 8 6 8 7 7 8
96/113 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 16 14 | 16 6 8 | 11 7 9 9 9 | 12
102/95 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 12 | 16 16 | 16 3 7 | 12 6 5 7 5 8
105/586 12 | 16 | 16 | 15 | 16 15 16 14 | 16 = 3 8 6 — 5 6 7
115/102 16 | 16 | 16 | 16 | 16 16 16 16 | 16 | 11 12 | 11 9 | 10 | 14 { 11 16
124/138 12 | 16 | 16 | 16 | 15 16 | 16 16 | 16 4 8 9 9 6 9 6 | 11
126/119 4 | 16 | 16 | 16 | 12 15 15 12 | 16 6 9 | 12 | 13 7 | 14 | 10| 15
128/569 8 12 6 12 — s 3 9 11 6 7 | 11 11
131/184 10| 16 | 16 | 12 | 12 | 15 | 15 14 | 16 1 8 | 10 6 6 | 12 9 | 14
133/671 4 | 15| 16 | 16 | 14 | 14 | 16 12 | 16 = 3 9 9 2 9o | 10 | 11
144/111 15 | 16 | 16 | 16 | 15 15 15 16 | 16 8 11 100 | 15 3. 9 5 11
M16 11 | 16 | 16 | 16 7 | 16 | 16 16 | 16 8 11 16 15 1 10 | 15 8 | 15
$89 11 | 15| 6 | 16 | 16 7| 15 12 | 16 3 8 10| 12 | 10| 11 10 | 12
146/1 6 16 15 14 7 9 | 14 | 13 6 8 8 | 11
Primér 11,2 158| 157 155| 13,7 144 152| 144| 16 56 . 91| 106] 97| 66| 97| 82| 115
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III. Uéinnost mordecfho komplementu a jeho srovnani s krali¢fm

Soudet hemolytickych reakci po 5 hod. Srovxiini:]f kré- Reakce v kontrolich — komplement+ krvinky -+
sinie Riwiniky 5o v fedéni komplementem fysiologicky roztok NaCl
b ol povgda)’icim —
antigenem nefe- | fedény mor&eci komplement v fedéni krali¢f
132 | 144 | 126 | 158 | 1310 dény | 1:1 nefe- | fedény
1:2 | 1:4 | 1:6 | 1:8 |1:10]| d&ny | 1:1
CHx 82/503 24 23 22 18 16 22 20 0 0 0 0 0 0 0
86/521 18 16 9 7 3 19 15 3+ 1 0 0 0 0 0
96/113 22 22 21 19 16 21 19 0 0 0 0 0 0 0
102/95 17 15 14 14 9 20 16 0 0 0 0 0 0 0
115/102 21 19 18 17 14 22 20 2 1 1 1 0 0 0
124/138 22 20 20 15 9 21 19 0 0 0 0 0 0 0
126/119 20 18 18 15 12 20 18 0 0 0 0 0 0 0
131/184 19 18 19 14 7 18 16 1 1 1 0 0 0 0
134/101 23 24 21 20 16 24 21 4 4 3 2 0 0 0
137/105 24 23 21 21 18 23 19 0 0 0 0 0 0 0
146/1 17 16 12 13 5 19 16 0 0 0 0 0 0 0
$89 21 19 17 17 9 18 18 2 0 0 0 0 0 0
M 16 18 16 10 12 5 17 16 1 1 0 0 0 0 0
prumér 20,4 19,1 17,0 15,5 10,6 20,2 18,1 1 0,6 0,3 0,2 0 0 0
L., 84/533 11 24 15 0 0 0
87/598 12 25 18 0 0 0
96/113 9 23 17 0 0 0
100/577 16 22 20 0 0 0
102/95 11 27 22 0 0 0
- 106/366 14 21 16 0 0 0
107/109 16— 22 15 0 0 0
109/587 14 24 16 0 0 0
117/116 12 25 21 0 0 0
119/595 11 19 14 0 0 0
124/592 12 21 15 0 0 0
125/131 12 26 22 0 0 0
127/120 15 21 16 0 0 0
131/184 11 22 13 0 0 0
137/105 14 25 18 0 0 0
$30 13 23 15 0 0 0
M 16 11 22 19 0 0 0
prumér 12,5 23 17,2 0 0 0
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G 95/106 22 20 17 18 23 = = 0 0 0 0 0 —
100/577 17 17 17 14 21 - — 0 0 0 0 0 -
102/95 24 23 23 12 24 = = 0 0 0 0 0 -
128/596 17 14 10 8 20 = = 0 0 0 0 0 =
prumér 20 18,5 16,7 13 22 — = 0 0 0 0 0 —
Z|- 81/107 15 10 12 11 6 15 12 0+ 0+ 1 2 0 0 0
83/522 13 11 6 6 0 12 10 3 0 0 0 0 0 0
84/533 12 T 6 7 0 12 7 0 0 0 0 0 0 0
105/524 7 5 4 3 1 8 4 0+ 0 0 0 0 - 0 0+
124/592 9 10 7 4 6 11 6 0 0 0 0 0 0 0
125/131 = 12 8 9 1 15 = — 0 0 0 0 0 0
144/111 9 9 5 6 1 8 6 3 0 0 0 0 0 0
prumér 10,8 9,1 6,8 6,6 2,1 11,5 7,5 1 0 0,16 0,32 0 0 0
Ay 79/15 15 13 8 8 6 16 14 0 0 0 0 0 0 0
81/107 17 17 12 15 10 18 15 0 0 0 0 0 0 0
87/598 16 15 11 10 8 15 12 4 4 1 2 0 0 0
100/577 19 18 18 16 12 20 16 1 1 0 0 0 0 0
104/517 15 13 8 9 4 16 13 0 0 0 0 0 0 0
109/587 19 18 17 16 16 18 14 4 3 3 3 0 0 0
117/116 18 18 16 15 15 19 15 1 0 0 0 0 0 0
119/595 17 16 14 13 11 17 14 0 0 0 0 0 0 0
125/131 19 13 12 10 T 16 14 0 0 1 1 0 0 0
132/213 16 16 15 10 ) 15 12 2 2 0 0 0 0 0
139/503 17 16 14 13 10 18 15 0 2 0 0 0 0 0
$30 18 15 13 11 7 17 14 4 3 2 2 0 0 0
prumér 17,1 15,6 | 13,1 12,1 9,2 17 14 1,3 1,2 0,5 0,6 0 0 0




~ IV. Hemolytické reakce pii teplotach 15° 26° a 37°C

Soucet hemolytic- Soucet hemolytic-
Anti- Krvinky s od- kych reakci po Anti- Krvinky s od- kych reakci po
; povidajicim 5 hod. pfi teploté ; povidajicim 5 hod. pfi teploté
sSerum antigenem SEEHHL antigenem
15°C | 26°C | 37°C 15°C | 26°C | 37°C
T 73/1 17 17 14 L 125/131 13 15 13
73/2 14 15 13 127/120 7 13 17
83/522 9 15 12 131/184 12 15 15
87/598 15 9 15 137/105 9 14 14
94/591 19 19 19 $ 30 6 13 11
100/577 18 16 19 M 16 9 14 15
101/115 15 14 12 146/1 8 13 13
109/587 16 17 14 146/2 8 15 16
124/592 17 19 17
125/131 17 20 19 .
137/105 9 18 11 prumér 9,6 13 14,1
146/103 15 17 13
146/1 17 19 18
146/2 19 20 18 CH; 89/117 19 21 24
330 10 | 14 | 12 : 94/591 14 | 23 | 22
95/105 19 22 23
106/366 13 19 17
pramér 15 16,6 15 107/109 14 18 16
114/114 15 21 19
126/119 16 19 18
L 84/533 8 11 12 131/164 17 18 17
87/598 9 9 10 132/213 12 18 15
94/591 10 11 12 134/101 15 14 15
96/113 10 10 12 137/105 16 21 17
100/577 14 14 14 144/111 17 17 15
102/95 13 14 14 146/103 13 18 16
106/366 9 9 10 §35 17 | 20 16
107/109 i 14 15 M 16 12 19 18
109/587 13 15 16
117/116 14 16 16
119/595 7 12 12 prumér 15,2 19,2| 17,8

Otazka teploty prostfedi pfi hemotytickych reakcich je stale predmétem dis-
kuse. VétSina pracovnikt zabyvajicich se studiem krevnich skupin pouZiva a dopo-
rucuj= teploty mezi 22—27C (SOorensen, 1958, Bouw, 1958, Braend, 1959).
Jsou vsak pracovnici (Hall, 1958), ktefi dokladaji, ze i pri 15°C pfi prodlouZeni
doby hemolytické reakce lze ziskat dobré vysledky.

Z masich pozorovani je patrno, ze v pripadé setkani specifické protidltky s od-

povidajicim antigenem nastane po 2'2 a 5 hodinach hemolyza krvinek jak pii teplo-
tach prostredi 26'C, tak i 15 a 37°C. Hemolytické reakce pti 26°C vSak probéhly
ve vy$iim redéni. Pii 15°C byla uéinnost protilatek nizsi. Reakce pri 37°C se po-
hybovaly okolo hodnot ziskanych pfi teploté 26°C. Lze tedy potvrdit, Ze teploty
mezi 22—27°C jsou pro prubéh hemolytickych reakei nejoptimalnéjsi, coz je dtle-
zité hlavné pri pouziti slabSich antisér. NizSich teplot je moZno pouzit jen po pred-
bézném provéreni antisér v téchto teplotach.

Souhrn

Uéinnost komplementu v séru jednotlivych kralikci neni stejni. Rozdily mezi
nékterymi zviraty dosahuji prikaznych hranic. Pro vyrovnani Uéinnosti komple-
mentu se doporuc¢uje pouzivat smési sér nejméné 5 kraliku.
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V. Hemolytické reakce pri teplotdch 159, 260 a 37°C

Soutet hemolytic- Soutet hemolytic-
s Krvinky s od- kych rechi po Rl Krvinky s od- kych reakci po
s il povidajicim 5 hod. pri teploté wilysieeet povidajicim 5 hod. pfi teploté
antigenem antigenem
15°C | 26°C | 37°C 15°C | 26°C | 37°C
CH,, 79/15 12 12 13 | Z/- 146/103 17 19 19
81/107 13 15 16 146/2 16 20 21
83/522 12 15 13 72/1 19 21 22
84/533 5 14 12
87/598 11 | 14 | 12 .
98/104 9 16 13 prumeér 17,7| 18,8 19
102/95 14 14 16
105/524 10 16 12
124/592 12 | 16 | 10 | CHu ggggz A
125/131 13 13 15 84/533 5 13 H
104/517 9 12 10 87/598 3 13 i
146/2 14 13 11
330 13 17 10 95/106 10 18
M 16 10 | 12 | 12 96/104 g [ H
100/577 13 14
101/115 9 14
pramér 11,2 14,2| 12,5 106/366 12 19
107/109 13 18
109/587 11 20
Z/- 46/73 14 14 16 115/102 7 16
83/522 18 19 18 117/119 10 19
94/691 19 19 20 124/592 5 11
101/115 17 20 19 125/131 5 12
109/587 20 20 21 132/213 6 9
112/453 18 19 19 139/503 11 8
124/592 21 20 21 144/111 7 9
137/105 16 18 16 : 73/1 8 9
139/503 17 15 16 73/2 7 7
144/101 15 21 19 S35 12 12
Mily 13 14
prumér 8,8| 13,3

Pri srovnavani kraliciho a moréeciho komplementu bylo prokazano, Ze vy-
hodné&jsi je pouzivani krali¢iho komplementu. Duvodem je jednak mozZnost ziskani
vétsiho kvanta séra, snadnéjsi odbér krve a hlavné méné c¢asta pritomnost priro-
zenych protilatek proti erythrocytim skotu v séru kraliku. Krali¢i zmrazené sérum
lze redit nejvyse 1:1. Nejlépe je pouzivat na komplement krali¢i sérum meredéné.

Pri sledovani vlivu teploty prostiedi 15, 26 a 37°C ma prabéh hemolytickych
reakci se ukazala teplota 26° C jako optimalni. AvSak i pri 15° C probihaly specifické
hemolytické reakce. Rozdil oproti 26 C spoé¢ival jen v intenzité reakeci. U slabsich
sér je vSak mozno predpokladat, ze by mizkou teplotou mohlo dojit k zabrzdéni he-
molyzy a je tedy nutno vzdy ucinnost antisér v téchto teplotach prekontrolovat.

Literatura

1. Bouw J.: Blood Group Studies in Dutch Cattle Breeds. 1958. Stichting
Bloedgroepen onderzoek. Wageningen. — 2. Braend Mikael: Blood Groups of
Cattle in Norway. 1959. Skandinavisk Bladforlag. — 3. Hall J.: The V. European
meeting of Blood Groups in Cattle. Helsinki 28.—30. July 1958. — 4. Matousek
J.: Grupi krovi u velikoi rogatoi chudobi. Visnik silskogospodarskoi nauki 11:81.
1958. — 5. Neimann~Sérensen A.: Blood Groups of Cattle. 1958. Carl Fr.
Mortensen. Kobenhavn.

895



KoMmleMeHT M TeMIepaTypa npy reMOJUTHYECKMX pPearuHasax

JejicTBHE KOMIIJIEMEHTA B ChIBOPOTKE OTHAENbHBIX KPOJIMKOB HeOAMHAKOBO. Pa3zHuIla
MeZKAy HEKOTOPLIMU JKMBOTHBLIMM IOCTHTaeT AOCTOBEPHBLIX TPaHHUIL JIJIs BEIDABHMBAHUA
JeCTBMA KOMILJIEMEHTa PEKOMEHJyeTcHA INPUMEHATh CMeCh ChIBOPOTOK HauMMeHee 5 KpO-
JIMKOB.

IIpy cpaBHeHMH KOMILJIEMEHTA KPOJMKOB ¥ MOPCKHX CEMHOK OBIJIO JOKa3aHO, YTO
©6oJiee BBITOJIHBIM ABJIAETCA MCIOJNB30BaHME KPOJMYbEro KoMIieMeHTa. [IpuyumHoi ABIA-
eTcad KaK BO3MOXKHOCTH IIOJYy4YeHHs OOJIbIIEr0 KOJIMYecTBa ChbIBOPOTKY, Tak u OoJsee
JIErKOTO B3ATMUS KPOBM Y, IVIABHO, MEHEe YaCTOT0 HAJUUMs €CTECTBEHHBIX AHTHTEJI, Aei-
CTBYIOIIUX Ha 3PUTPOLUTHI KPYIMHOr0 POTaTOr) CKOTAa B CHIBOPOTKE KPOJMKOB. Kposau-
YbI0 3aMOPOIKEHHYI0 CBIBOPOTKY MOXKHO pa3baBiATh MarcumanbHo 1:1. Jlyuire BCETo
IJIA KOMILJIEMEHTAa MQMIOJIL30BaTh HEpa3BGaBlIeHHY KPOJIUYLIO ChIBOPOTKY.

IIpy U3y4YeHun BIUMAHNSA TEMIIEpaTypsl cpeast oT 15,26 xo 370 C Ha X0x reMonuTH-
YecKOji peaknuy ONTHUMAJbHON OKa3zajack Temmeparypa 260C. Oxnako u npu 15°C
mpoxoauan crieruUYecKye reMOJTUTUYECKMe peakumuu. Pa3uuna no cpasHenuio ¢ 260C
3aKJII0YaJlach B MHTEHCUBHOCTH peakuuu. ¥ Bosee ciabbIX ChIBOPOTOK, OAHAKO, MOZKHO
IIpeAIioiaraTh, YTO IPM HU3KOM TEMIIEpAType MOZKeT ITPOM30MTH TOPMOXKEHME IeMOJINn3a,
II03TOMY HeOoOXOZUMO BCErfa IIPOBEPATh [eMCTBME AaHTUCBIBOPOTOK P 9TUX TeMIle-
parypax.

Komplement und Tempexjatur bei himolytischen Reaktionen

Die Wirksamkeit des Komplementes im Serum einzelner Kaninchen ist micht
gleich. Die Unterschiede zwischen einigen Tieren erreichen nachweisbare Grenzen.
Zwecks Ausgleich der Komplementenwirkung empfiehlt es sich, eine Serenmischung
von mindestens flinf Kaninchen anzuwenden.

Beim Vergleich des Kaninchen- und Meerschweinchenkomplementes hat sich
die Anwendung des Kaninchenkomplementes als vorteilhafter erwiesen. Der Grund
dafiir ist erstens die Moglichkeit der Gewinnung eines héheren Quantums von Se-
rum, eine leichtere Blutentnahme, hauptsédchlich aber ein selteneres Vorkommen
von mnatiirlichen Antikérpern gegen Rindererythrozyten im Serum der Kaninchen.
Das tiefgekiihlte Kaninchenserum kann hochstens 1:1 verdinnt werden. Fiir das
Komplement ist es am vorteilhaftesten, unverdinntes Kaninchenserum anzuwenden.

Bei der Beobachtung des Einflusses der Umwelttemperatur von 15, 26 und 37°C
auf den Verlauf von hdmolytischen Reaktionen erwies sich die Temperatur von
260 C als optimal. Die spezifischen hidmolytischen Reaktionen verliefen jedoch auch
bei 150 C. Der Unterschied gegeniiber der Temperatur von 269 C beruhte nur in der
Reaktionsintensitdt. Bei schwécheren Seren kann jedoch vorausgesetzt werden, dafB
durch miedrigere Temperatur eine Himolysen-Hemmung eintreten kénnte; dem-
nach ist es notwendig, die Wirksamkeit von Antiseren bei diesen Temperaturen
zu Uberpriifen.
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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED
ROCNIK 5 (XXXIII) ZIVOCISNA VYROBA 1960 - C1SLO 11

Vliv Zloutkd ruznych plemen slepic na pieZiti a oplozovaci
schopnost byc¢iho spermatu

BiausEMe ¥eJITKA PA3HBIX MOPOX KYP HA MEPeXRMDAEMOCTE ¥ OIJIONOTBOPAIONIYIO0
CIIOCOOHOCTE OBIYbEJi CIEPMEBL

EinfluB von Dotler verschiedener Hiihnerrassen auf das Uberleben und Befruchtungs-
vermigen des Bullenspermas

Stanislav NOVOTNY
Laborator biologie rozmnoZovani CSAZV v Libéchové

Doslo dne 14. 1V. 11960

Uvod

Pouzivani vajec¢ného zloutku jako komponentu konzervaénich roztokt pro sper-
ma ruznych druht domacich zvifat je uzce spojeno s otazkou tepelného $oku spermii
po odbéru. Jiz ve velmi malém mnozstvi dovede uéinné zabranovat zménam, vy-
volanym nahlym kolisanim teploty. Milovanov (1951) zjistil, Ze jiZ 5 % vajec¢-
ného zloutku sta¢i pfi pomalém zchlazovani zamezit nepfiznivym zménam, 5—10 %
umoznuje zchlazovat bez nasledku jiz pomérné rychle a 30 % Zloutku v konzervac-
nim roztoku chrani spermie pred u¢inky maximalné rychlého zchlazeni. Ochranna
schopnost zloutku je Uzce spjata s pomérné vysokym obsahem lecitinu, ktery do-
vede, jak se domnivi Milovanov a Sokolovska (1959) pfi metabolismu za
snizenych teplot nahradit ulohu plazmalogenu, zji§téného ve spermiich Hartreem
a Mannem (1959). Plazmalogen obsahujici aldehydy vys$Sich mastnych kyselin
(stearova a palmitova) poklesem teploty snadno tuhne a blokuje cely systém vymény
latkové. Lecitin s vysokym obsahem mnenasycenych mastnych kyselin tuhne pfi
mnohem nizsich teplotdch a piebira v metabolismu Glohu tuhnouciho plazmalogenu.

Vedle latek, které chrani spermie pred tepelnym Sokem, obsahuje vaje¢ny zlou-
tek tadu dalsich slozek, u kterych se predpoklada, ze se téz podileji na latkové pre-
méné spermii, Tosic a Walton (1956) se pokusili uc¢inek jednotlivych slozek
identifikovat a zjistili, Ze jak vaje¢ny zloutek celkové, tak i nékteré jeho soucasti
vyznaéné zvyS$uji respiraci saméich pohlavnich bunék. Tak dialyzovatelna ¢ast zlout-
ku zpoc¢atku zvySuje a pozdéji snizuje prijem kysliku spermiemi. Autori z toho usu-
zuji, Ze jde o vice slozek, které se pri dialyze uvolnuji a pfechazeji do vodniho pro-
stiredi; nékteré z nich jsou odpovédné za vzestup respirace, jiné na pozdéjsi inhibici.
Naproti tomu nedialyzovatelné, v éteru rozpustné frakce jednoznaéné prijem kysliku
zvySuji. DalS$im vyzkumem (Smith, Mayer, Merilan, 1956) bylo zji§téno, Ze
nékteré soucasti zloutku zvySuji aktivitu dehydrogenaz. Autoii se domnivaji, Ze
tento uéinek prislusi cholesterolu. Lasley a Mayer (cit. 11) zjistili pfiznivé pu-
sobeni lipoproteint, izolovanych ze Zzloutku, na biologické vlastnosti spermatu.
Bialy a spolupracovnici (1957) pouzili lipoproteinové frakce vajeéného Zloutku jako
komplementu konzervaéniho roztoku pii zmrazovani spermatu a zjistili, Ze 5 % této
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latky zvySuje odolnost spermii proti Skodlivym uéinkum nizkych teplot. Priznivy
vliv spatiuji autofi v plsobeni lipoproteini na permeabilitu bunééné membrany.

Pusobenim kvantitativniho podilu vajetného Zzloutku v konzervaénim roztoku
na zivotnost a oplozovaci schopnost spermatu se zabyval Almquist (1951) a ne-
zjistil rozdily v zabrezavani pfi podilu 50, 25, 16,7 a 12,5 %. Naproti tomu Olds a
spol. (1951) zjistili signifikantni rozdily v zabrezavani pri sloZeni konzervaé¢niho roz-
toku 1:1 a 1:5 v neprospéch niz§iho podilu zloutku.

Z predchazejiciho prehledu je zfejmo, Ze pusobeni vajeéného zloutku na saméi
pohlavni bunky je velmi mnohostranné a ne ve vSech smérech zcela znamé. K slo-
zitosti problému prispiva bezpochyby i vlastni slozeni Zloutku, které se muZe ménit
fadou vnitinich ¢initela a. vnéjsich podminek, za kierych. jsou slepice chovany. Uva-
déné primérné slozeni Zloutku (48,8 % vody, 32,6 % lipida, 16,6 % bilkovin, 1,1 %
mineralnich latek a 1 % sacharida) Ize vné&j$imi podminkami, jako je vyziva a pro-
stredi, do urcité miry meénit. Na zmény ve slozeni zloutku urc¢itym podilem spolu-
pusobi sezénnost a stari nosnic. Pronikavé pusobi na sloZeni vajec individualita a
plemenna prislusnost slepic. Znojilova (1956) a Znojilova, Patkova a
Zoufaly (1956) zjistili ve slozeni vajec priikazné meziplemenné rozdily. Blattn 4,
Fragner a Krumphanzlova (1957) uvadéji, Ze obsah vitamini ve vejcich
ovliviiuje velmi silné individualita nosnic a sezénni vlivy. Meziplemenné rozdily
v obsahu vitaminu ani za standardnich podminek vyzivy autori nezjistili.

Na zakladé téchto poznatkii jsme pristoupili ke sledovani tuc¢inku vajeé¢ného
zloutku ruznych plemen slepic na zivotnost a oplozovaci schopnost spermatu byku,
abychom mohli doporu¢it inseminaé¢ni praxi uzivani zloutkli plemene, jez by se
v pokusech ukdazalo jako nejvhodnéjs$i. V mnazoru, Ze plemenna piislu$nost nosnic
muze mit vliv na konzervaé¢ni schopnosti, nas utvrdila prace Aehnelta a Brock-
manna (1955), kteri zjistili rozdilnou uc¢innost vajec¢nych zloutkt na fertilitu koz-
liho spermatu.

Metodika

Pro pokus byla vybrana plemena slepic, ktera jsou bézné zastoupena v nasem
zemském chovu: Rodajlendky, wyandotky bilé, leghornky bilé a vlagky koroptvi.
Pokusné nosnice, vybrané z B chovu, byly stejného stari a dobrého zdravotniho sta-
vu. Nez bylo prikro¢eno k pouzivani vajec téchto nosnic pro pripravu konzervac¢niho
roztoku, byly po tfi mésice chovany ve stejném prostiedi a krmeny standardnimi
krmivy. Krmna davka pro nosnici se skladala ze 65 g ovsa, 20 g otrub pSeniénych,
15 g sojovych pokrutin, 90 g zelené pice, 6 g mineralnich piisad a 0,5 g krmné soli.
V pokusu bylo redéno semeno ¢tyr plemennych bykt cervenostrakatého plemene,
priblizné stejného stari a stejné primeérné plodnosti.

Frimus 136 naroz. 1954 — 59,2 % prumér. plodnosti po 1. insem.
Nimrod 12 naroz. 1954 — 54,7 % prumér. plodnosti po 1. insem.
Don 3 naroz. 1954 —— 54,3 % prumér. plodnosti po 1. insem.
Mily 179 naroz. 1955 — 52,7 % prumér. plodnosti po 1. insem.

Od kazdého z téchto plemenikl byly odebirany 2 az 3 ejakulaty tydné, déleny
na dvé casti a fedény zloutkocitraty, v nichz Zloutek byl zastoupen dvéma plemeny
slepic, které byly zapojeny v prislusném obdobi do pokusu. Takto konzervované se-
meno bylo vydavano do inseminaénich obvodi I a IV. Pro pokus byly redény eja-
kulaty vyrovnané kvality, jejichz jakost byla pred konzervaci velmi pfisné posuzo-
vana. Kazdy ejakulat po odbéru byl makroskopicky ohodnocen a mikroskopicky byla
posouzena hustota a pohyb spermii. Hustota i motilita spermii se hodnotily péti-
bodovym systémem. K fedéni se pouzivaly ejakulaty, které byly ohodnoceny v obou
téchto ukazatelich stupném 5, minimalné stupném 4. Koncentrace se zjistovala he-
macytomelricky. Z biologickych zkouSek semene byla pouzita dehydrogenac¢ni zkous$-
ka podle Salisburyho, pri niz se zjiStovala intenzita anaerobniho metabolismu sper-
mii — fruktolyzy, na podkladé délky doby odbarveni roztoku metylenové modre,
pridaného k redénému spermatu. Pro pokusy byly pouZity ejakulaty, jejichZz doba
odbarvovani nepirekrocila 8,5 minuty. Takto predbézné provéreny ejakulat byl pred
vlastnim fedénim rozdélen na dvé casti a kazdy dil byl konzervovan zvlasf pii-
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pravenymi zloutkocitratovymi redidly, pii jejichz pripravé bylo pouzito zloutku podle
planu v piislusném obdobi do pokusu zatazenych dvou plemen slepic.

Priprava fedidla byla néasledujici: 15 cem sterilné ziskaného Zloutku z cerstvych
vajec se smichalo se 45 cecm 3,8 %niho roztoku citratu sodného. Tato smés se v pra-
chovnici, z jedné tretiny naplnéné sklenénymi koralky, po 25 minut protiepavala
na laboratorni tiepadéce a piipravené redidlo se po piedehiati na 35°C pouzivalo ke
konzervaci semene. Sled pokusnych obdobi za pouZiti Zloutku ruznych plemen v citra-
tozloutkovém redidle:

od 1/6 do 15/6 RI IV. obv. VK 1. obv. od 16/6 do 30/6 RI I. obv. VK IV. obv.
od 1/7 do 15/7 WB IV. obv. LB 1. obv. od 16/7 do 31/7 WB I. obv. LB IV. obv.
od 1/8 do 15/8 RI IV. obv. LB I. obv. od 16/8 do 31/8 RI I. obv. LB IV. obwv.
od 1/9 do 15/9 WB IV. obv. VK I. obv. od 16/9 do 30/9 WB I. obv. VK IV. obv.
od 1/10 do 15/10 RI IV. obv. WB I. obv. od 16/10 do 31/10 RI I. obv. WB IV. obv.
od 1/11 do 15/11 LB IV. obv. VK I. obv. od 16/11 do 30/11 LB I. obv. VK IV. obv.

Rozdélené ejakulaty byly po zifedéni zchlazeny mna teplotu +2°C. Zchlazené kon-
zervované semeno bylo podle vy$e uvedeného planu vydavano do inseminacnich
obvodii. Jednou tydné byly z rozdéleného fedéného spermatu kazdého plemenika
odebrany vzorky a v laboratori bylo sledovano mnozstvi zivych spermii s progresiv-
nim pohybem vpied prvni, druhy, ti‘eti a sedmy den po odbéru. Pri stanoveni poctu
z1vych spermii bylo pouZito metody Soérensonovy. V terénu bylo praklicky provélo-
vano, jak se projevuje specifické sloZeni Zloutkt plemen slepic, pouzitych pu pri-
pravé redidla, na vysledcich technického osemenovani.

Vysledky

Béhem pokusu byl sledovan pocet zivych spermii v chladnych testech fedéného
semene, pri jehoz konzervaci bylo pouzito zZloutkli do pokusu zarazenych plemen sle-
pic. Provéreno bylo 168 vzorkt rozdélenych konzervovanych bycich ejakulat, u nichz
byly (tab. I) propoc¢teny primérné hodnoty v jednotlivych pokusnych obdobich v mi-
kroskopickém ohodnoceni, koncentraci, dehydrogena¢ni zkouSce a poméru redéni.
Propoc¢teny byly priméry v procentu zivych spermii prvni, druhy, tfeti a sedmy den
po odbéru. Primérné rozdily mezi zloutky zapojenych plemen pii pocitani zivych
spermii byly nepatrné. Nejnizsi prezitelnost byla u spermatu fredéného zZloutky
wyandot bilych, nepatrné vyssi u vlasek koroptvich, podstatnéjsi zvyseni bylo u leg-
hornek bilych a nejlépe prezivalo semeno konzervované redidlem obsahujicim Zlou-
tek rodajlendek. Prihlédneme-li k odumirdni spermii mezi prvnim a druhym, dru-
hym a tietim, tfetim a sedmym dnem (tab. II) pii pouziti Zloutkl do pokusu zafa-
zenych plemen slepic, neshledame podstatnych rozdila. Ani individualita spermatu
jednotlivych plemenikii neprojevuje se podstatné&jsi variabilitou v rozdilech Zivych
spermii. Vysledky praktickych zkouSek v terénu (tab. ITI) udéavaji pocet zabrezlych
a nezabrezlych plemenic po prvni inseminaci délenymi ejakulaty, konzervovanymi
za pridavku prislusného zloutku. Vykyvy od prumérné plodnosti jsou pri nékterych
kombinacich dosti znaé¢né. Aby byl prehled praktickych vysledki jasnéjsi, byly tyto
rozdily od primérné plodnosti sestaveny tak, Ze zvyS$eni bylo oznaceno znamén-
kem +, sniZzeni od priuméru znaménkem —. Je-li vzata za zadklad nejniz$i plodnost,
kterou vykazovalo semeno fedéné Zloutkem wyandot bilych, vykazuje Zloutek vlasek
koroptvich zvy3eni o 2,20 %, leghornek bilych o 7,61 % a nejvyssi je u spermatu re-
déného zloutkem rodajlendek o 8,76 % (tab. IV). Pri srovnani laboratornich a prak-
tickych vysledkt (tab. I a tab. IV) lze rici, ze mnozstvi zivych spermii je v primé
zavislosti k oplozovaci schopnosti.

Stejnym starfim, o$etfovanim, krmenim pokusnych nosnic, délenim ejakulatt
a stiidanim inseminaénich obvodil, ¢astym zapojovanim pouzitych Zloutkl provéro-
vanych plemen béhem pokusného obdobi jsme se snazili ziskat vysledky co nejob-
jektivnéjsi a vylouéit vlivy, které by kone¢né zavéry zkreslovaly.

Vykyv, ktery se projevil proti odéekavani v osmém meésici (tab. III), byl zpu-
soben zvySenou prebihavosti plemenic, jejiz pri¢inou byla sterilita.
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I. Preziti spermii pii pouziti Zloutk ruznych plemen slepic ke konzervaci ejakulatu

Pouzito Zloutku plemene Rhode Island Vlagka koroptvi Leghorna bild Wyandota bila
g g g g

2|2 |2 A = = 3 s

212 131, %8| 3|3 r z 2

% 55|55 52 By 2 | & & & &
g o |dalaa| X0 |cn| & | o © s N « N s | N o = S| o « I
VI| 15| 4,7 | 4,7 | 1,320 3,9 | 1:4,3 | 71,7| 59,7 | 56,4 | 18,4 67,8 | 54,8| 51,3 | 12,7
VIL| 17 | 44 | 4,5 | 1,209| 5,0 | 1:3,9 ‘ 60,7 | 49,7 | 42,5| 6,3| 57,9 | 47,4| 40,2| 4,8
VIII.| 11 | 44 | 4,6 | 1,169| 5,3 | 1:4,5| 51,9 44,7| 35,0| 9.4 51,1 | 42,4| 31,2| 9,4
IX.| 12| 45| 4,6 | 1,166 5,0 | 1:4,4 52,6, 43,9| 35,9| 11,8 52,3| 43,4 35,8| 11,7
X.| 15| 44 | 48 | 1,234| 4,3 | 1:3,8 | 59,3| 51,6 | 44,3| 22,9 57,2 | 49,5| 43,1 | 21,2
XI.| 14| 45| 48 | 1,259| 3,6 | 1:3,7 65,7 | 60,1| 55,3 | 24 66,9 | 61,4| 56,8 26,9
VI.| Procentické rozdily v preZiti 3,9 49| 51| 57| x x x x
VIIL. : 2,8 23| 2,0 1,5 x X X X
VIII. 08| 2,3, 3,8 0,0 X X X X
IX. 03| 05| 01| 0,1 x | x| x| x
X. 2,1 21| 1,2 1,7 X X b < X
XI. X X X b 1,2 1,3| 1,3| 2,9

x je oznaden Zloutek vajec plemen slepic v konservaénim roztoku s niz§im poétem prezivajicich spermii.



II. U¢inek zloutki na ejakulaty jednotlivych plemeniku

Primér
Jméno : < _— pokusné
plemenika Don 3 Primus 136 Nimrod 12 Mily 179 skupiny
plemeniku
g ladl gy gy glaglad! gl g8laglgdly 8 P
el BBl cEleElcElcElcEleElc el el e el el e e
O b bl b o R ] e e e e e b e el i | ] b e
Plemeno slepic, [;% o [:2 o[22 |2 ol | 2o 20~ 2 o |2 o] 20 |2 o .Em A A R R
aSefich vajec. [ [ L[ ST INTINTISTIRT TR TN R ST R
#loutek se po ST [8%0i [0 |52 [3%0i 386 |32 [3R  [68 e [35 = SR i |55 |37 | [5Rei 55
wiivaldofedida 2 F |28 28|27 2Bl 7 2Bl 2l nE pa mE pE g
'Uu'UE'a 'aE'Uu'Bu'Uu'U o gdalgalealda|ad e
NUOINVINVINUVINUOINV NVUVINVOINUVINUOINUOINU|INUINVINO
O3 BME BB E e & L HNE &8 HNEGESE & EEE
RI 13,5 5,5|30,3 (11,7 | 6,6 |28,7| 7,4 | 6,5 (26,5| 5,6 | 6,4 (27,8 | 9,5| 6,2 |28,3
WB 72| 7,4(28,2 (10,9 | 7,0(27,5| 7,9 | 6,8|26,4| 9,8| 7,6 |26,8 | 8,9| 7,2 (27,2
VK 12,0| 6,0130,9 [11,7| 3,9|33,4| 6,7 | 5,9 |31,4| 6,9 5,1|30,0| 9,3| 5,2|31,4
LB 94| 7,91(28,4| 8,6 8,0130,0| 8,1 6,5|29,6| 7,6 8,2|29,5| 8,4| 7,6 (29,3
Prim. hodn. |10,5| 6,7 [29,4 |10,7| 6,3 {29,9| 7,5| 6,4(28,4| 7,4| 6,8 |28,5| 9,0 6,5 (29,0
III. Vysledky praktického pouZiti délenych ejakulati
Prvni inse- Rozdil Prvni inse- Rozdil | Pramér-
Pokusné minace za 9 v % minace za o v % na plod-
obdobi: pouziti ° .| plodnosti pouziti ° .| plodnosti | nost v po-
mésic ‘Zloutku ple- plodnosti od pru- | Zloutku ple- plodnosti od pri- | kusném
men. slepic méru men slepic méru obdobi
+ | - + | -
VK RI
V. 50,00 —4,50 58,82 +4,32 54,50
49 49 60 42
LB WB
VII. 55,00 +0,37 54,28 —0,35 54,63
55 45 57 48
LB RI
VIII. 57,79 -+1,02 55,90 —0,87 56,77
63 46 71 56
VK WB
IX. 67,42 +3,63 60,54 —3,25 63,79
89 43 89 58
RI WB
X. 63,71 -+0,80 62,00 —0,91 62,91
72 41 62 38
LB VK
XI. 60,18 +1,71 57,03 —1,44 58,47
65 43 73 55
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IV. Rozdily plodnosti dosazené délenymi ejakulaty
Plodnost ejakulatu se Zloutkem WB = 100 %

i Homa o1 | Poveh | Resdla . | Misic iy byl poui hutks
pouZivan
~ Wyandota bild ‘ 352 = VII. IX. X.
Vlaska koroptvi 358 +2,20 VI IX. XI.
Leghorna bila 317 +17,61 VII. VIII. XI.
Rodajlendka | 342 +8,76 VI. VIII. X.
Diskuse

Z praci Phillipse (1940), Lardyho (1945), Almquista (1951) a celé
fady jinych autort jasné vyplyva duleZitost vajeé¢ného zloutku pii konzervaci by-
¢iho a beranfho spermatu. Organické substance vaje¢ného zloutku ve svém vnitr-
nim usporadani jsou znac¢né variabilni. Tosic a Walton (1956) se zabyvali bio-
chemickou analyzou jednotlivych souéasti zloutku a dosli k zavéru, Ze obsahuje lat-
ky, které zvySuji respira¢ni aktivitu spermii, ale i slozky, které ptisobi jako inhi-
bitory. Naprtiklad tuku prosty proteinovy zbytek nedialyzovatelné c¢asti vajeéného
zloutku zvySuje respiraci spermii. Tuky vajeéného Zzloutku, jsou-li emulgovany ve
fosfatovém pufru za pritomnosti malého mmozstvi lecitinu, taktéz zvySuji respiraéni
aktivitu spermii, ktera je podle nékterych autort (Chang a Waltomn, 1940) v pii-
mé zavislosti s oplozovaci schopnosti. MnoZstvi latek, zvySujicich respiraci a pravdé-
* podobné i oplozovaci schopnost spermatu (Walton, Edwards, 1938), neni kon-
stantni u vajec rtznych druht ptaka. Je ovlivnéna u stejnych druht starim, krme-
nim, individualitou a predevSim plemennou piislusnosti.

Na zakladé téchto zavért provedl v roce 1955 Aehnelt a Brockmann
praktické pokusy se semenem kozli. Bylo sledovano preziti fedénych ejakulatt, pii
jejichz konzervaci bylo pouZito Zloutktt hampshirek, sussexek, leghornek bilych a
vlasek koroptvich. Nejlepsi vysledky jak v preziti, tak v oplozovaci schopnosti vy-
kazovalo sperma redéné zloutkem plemene hampshire, horsi vysledky sussex a niz-
ké vysledky v plodnosti byly dosazeny pii pouziti zloutku plemene leghorn a vlasek.
Autori v zavéru své prace doporucuji zloutky tézkych plemen jako vhodnéjsi pro
fedéni spermatu.

Pri naSem srovnani se projevil nejméné vhodnym pro konzervaci Zloutek wyan-
dot bilych, ktery vykazoval pii poc¢itani nejméné zivych spermii a také nizsi plodnost
pii inseminaci v terénu. Nejlepsi vysledky vykazovaly zloutky rodajlendek. V za-
sadé lze rici, ze ejakulaly konzervované zloutky rodajlendek vykazovaly o 3 % vice
zivych spermii nez ejakulaty redéné pridavkem Zloutku wyandot bilych. Semenem
fedéenym zloutky do pokusu zapojenych slepic bylo provedeno 1369 prvnich insemi-
naci. Vezme-li se za méritko Zloutek vajec plemene wyandot bilych, jimZz konzer-
vované ejakulaty vykazovaly nejniz§i oplozovaci schopnost, zvySuje se pii pouziti
zloutku rodajlendek, kterym bylo dosazeno nejlepSich vysledkt, birezost po prvni
inseminaci o 8,76 %. Vysledky v inseminaé¢ni praxi potvrzuji pozorovani in vitro a
projevuje se prima korelace mezi poc¢tem zivych spermii a jejich oplozovaci schop-
nosti. Tato souvislost souhlasi s uzavéry Ahnelta a Brockmanna, oviem roz-
dily v poé¢tu zivych spermii v masem pozorovani byly nmepomérné nizsi. Je pravdé-
podobné, ze na fertilitu spermii pusobi seskupeni celé rady slozek, obsaZenych ve
vajeéném zloutku, a pro objasnéni by bylo tfeba provést podrobnou biochemickou
analyzu a sledovat pusobeni jeho jednotlivych organickych soudasti na spermie.
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Souhrn

Ze ¢tyr plemen slepic se autor snazil srovnavacim pokusem uréit plemeno, je-
hoz zloutky v redidle putsobi biologicky nejpriznivéji na spermie. Ejakulaty c&tyt
plemenikt ¢ervenostrakatého skotu byly po mikroskopickém a bhiochemickém proveé-
reni rozdéleny a redény zloutkocitraty s pridavkem zloutku provérovanych plemen
slepic. Vychlazené konzervované semeno bylo pouzivano k umélym inseminacim a
po trech meésicich byla u inseminovanych krav rektalné zjistovana brezost. U sper-
matu kazdého plemenika jednou tydné byly provedeny chladné dlouhodobé testy,
v nichz se zjistovalo preziti spermii prvni, druhy, treti a sedmy den po konzervaci.
Ve vzorcich in vitro byly shledany nepatrné rozdily v dobé preziti a motilité spermii.
Nejpriznivejsi vysledky v preziti byly zjistény pri pouziti Zloutku rodajlendek, nizsi
leghornek bilych a vlasek koroptvich a nejnizs$i wyandotek bilych. Rozdil v poctu
zivych spermii mezi nejvys$§imi a nejniz§imi vysledky byl 3 %. Zcela stejné poiadi
plemen slepic bylo shleddano pri zjiSfovani plodnosti v inseminac¢nich obvodech.
prvé inseminaci o 8,76 %, leghorn bilych o 7,61 % a koroptvich vladek o 2,20 %. In-
seminaéni praxi bylo doporuéeno fedéni bycéiho spermatu Zloutky rodajlendek.
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BiusaMe 3KeJITKa pa3HpIX NOPOJ KYP HA IEpPeKUBAEMOCTs ¥ ONJIOZOTBOPAIOIIYIO
CHOCOOHOCTh ObIubeji CIepPMbI

ITyTem CpPaBHMUTEJNBHOTO OMNbITA ABTOP MBITAJCA U3 YEThIPEX IOPOX KypP ONpPeAeNIUTh
II0pPOAY, JKEJTOK KOTOPOI B pacTBOpMUTEJe JIeiCTBYeT B 6M0J0rM4YecKOM OTHOLISHHH Hau-
Goylee GIATONPHUATHO HA CIEPMUN. DAKYJIAThI 4YeThbIpeX CBIKOB-IIPOU3BOAMTENECH Kpic-
HOIIECTPOT'0 KPYMHHOTrO POTATOT0 CKOTA IMTOCJIe MUKPOCKONUYECKON 1 010X MMHYECKO IIr 0~
BepKu ObLIM pa3jiesieHbl M pa3baBiieHbl KeNTOYHBIM IIUTPATOM ¢ NpudaBleHNeM KeJTKa
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uceleAyeMbIX nopox Kyp. OxJa)KJeHHad 3aKOHCEPBUPOBAHHAA crepMa Oblila MCIIOIB30—
BaHa JUUIA NCKYCCTBEHHOTO OCEMEHEHNMS ¥ CIIYCTA TPH Mecsdlla y OCeMEeHeHHBIX KOPOE PeK-
TaJBLHO YCTaHABJIMBAJIACh CTENBHOCTh. ¥ CIEePMbI KazKAOro ObIKAa-TIPOU3BOAMTENS eXKe-
HeJEeJbHO MPOBOAMJINMCE XOJOIHBLIE HNOJITOBPEMEHHLIE TeCThI, B KOTOPBLIX OINpeeNssiach
NEePeXMBaeMOCTh CIIEPMHUIT Ha IIEePBbI1, BTOPOI, TPETHIT 1 CeIbMOM JICHb I10CJI€ KOHCepBa-
. B obpa3nax in vitro 6pwra HalijeHa He3HAYMTEIbHAA PAa3HMIIA BO BPEMEHHU II€PeIRN-
BAEMOCTHM U ITOABMZKHOCTH criepMuii. CaMble DJarormpuATHBIE Pe3yJbTaThbl B II€PEIKUBac-
MocTy ChbLIM ITOJy4YeHbI IIPU MICTIONB30BaHNy 2KEJITKOB IIOPOJIbI po-ainany 6olee HU3KME
y JIETTOPHOB OeJbIX M BJALIKM KOPOITBM M CaMbIli HU3KMII y BUaHZOTOB OelbIx. Pa3-
Hylla B 4YMCJe YKUBBIX CHEPMMI MEXKJY MaKCUMAJbHBLIMH ¥ MUHMMAJNLHBLIMy pPe3yJbTa-~
ramu Obrra 3%. IIpu yCTAHORJIGHUU IIIOJOBUTOCTM B PalfoHaX MCKYCCTREHHOTO OCeMe-
HEHMA ITOPOALI KyP HaXOJMJKCh B COBEPIIEHHO OAMHAKOBOV odepeAHOCTH. 2KeNTorK poj-
ajyIaHoB Cr10co6CTBOBAN MMOBBIILIEHMIO CTEJILHOCTY I10CJe TIEPBOTr0 OCEMCHeHus Ha 8,76%,
KeNTOK Jerropuos Gesnbrx — Ha 7,61 % u Bramwexk goponTsy — Ha 2,20% 1o cpaBHEHUIO
C caMOJi HM3KOJ CTeJIbHOCTBIO IIPK 2KeJITKE BMAHJAOTOB OesbIX. B IpakTMKe UCKYCCIBEeH~
HOTO OCeMEeHEeHMs PeKOMeHyeTcA pa3baBiicHe ObIYbel] CIEpMBbI ZKEJITKAMU POJ-aifIaH0B.

Einfluf8 von Dotter verschiedener Hiihnerrassen auf das Uberleben und Befruchtungs-
vermogen des Bullenspermas

Der Verfasser war bestrebt, durch einen Vergleichsversuch mit vier Hiihner-
rassen diejenige Hiihnerrasse festzustellen, deren Dotter im Lodsungsmittel auf Sper-
mien biologisch am glinstigsten einwirken. Ejakulate von vier Bullen des rotbunten
Rindes wurden mach makroskopischer und biochemischer Uberpriifung verteilt und
mit Dotterzitraten unter Beigabe von Dotter der gepriiften Hiihnerrassen verdiinnt.
Der gekiihlte konservierte Samen wurde zu kiinstlichen Besamungen angewendet;
nach drei Monaten untersuchte man rektal die Triachtigkeit der besamten Kiihe.
Das Sperma eines jeden Bullen wurde einmal wochentlich langfristigen Kiihltesten
unterzogen, bei welchen man das Uberleben der Spermien den ersten, zweiten, drit-
ten und siebenten Tag nach der Konservierung feststellte. Bei den in vitro-Proben
fand man geringe Unterschiede des Uberlebens und der Motilitit der Spermien.
Die glinstigsten Ergebnisse der Uberlebbarkeit wurden bei der Anwendung des Dot-
ters der Rhodeldnder, weniger gute bei weifilen Leghorn und rebhuhnfarbigen Ita-
lienern und die ungilinstigsten bei weillen Wyandotten festgestellt. Der Unterschied
der Zahl lebendiger Spermien zwischen den hochsten und mniedrigsten Ergebnissen
betrug 3 %. Bei der Feststellung der Fruchtbarkeit in den Besamungsdistrikten fand
man dieselbe Reihenfolge der Hiithnerrassen. Im Vergleich mit den niedrigsten Zah-
len bei weilen Wyandotten wies der Dotter der Rhodeldnder eine Trachtigkeitsstei-
gerung nach der ersten Besamung um 8,76 %, bei weilen Leghorn, um 7,61 % und
bei rebhuhnfarbigen Italienern um 2.20 % auf. Der Besamungspraxis wurde die Ver-
dinnung des Bullenspermas mit Dottern der Rhodelinder empfohlen.
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Diferenciace Zivych a mrtvych spermii cyaninem B

Jdudrbepennuanua KMUBLIX U MEPTBBIX CIEPMMII @uaHuHOM B

Die Diffierenzierung von lebendigen und toten Spermien mittels Cyanin B

J. FULKA, M. VALENTA, A. PAVLOK, F. ICHA
Laborato¥ biologie rozmnozovini — CSAZV, Libéchov

Doslo dne 14. XII. 195¢

Uvod

Uspéch inseminaéniho zakroku zavisi do znaéné miry na kvalité pouZitého sper-
matu. Je proto pochopitelné, ze byly a jsou dosud hleddny metody, které by poskytly
co nejobjektivneéjsi charakteristiku ziskanych ejakulatt. Jednou z posuzovacich me-
tod je také diferenc¢ni barveni, jehoz cilem je urceni pomérného zastoupeni zivych
a mrtvych spermii. Princip metody spoc¢iva na schopnosti nékterych organickych
barviv pronikat do protoplasmy mrtvych bunék a selektivné je barvit. Zivé buiiky
zustavaji pak nezbarveny, nebot jejich membrana neni pro barviva prostupna.

Této vlastnosti prvni vyuzil Morosov (1938) (cit. Ozin a sp. 1959), ktery vy-
pracoval zplisob diferenciace saméich pohlavnich bunék pomoci 5 % vodniho roz-
toku eosinu. Lasley, Easley a Mc Kenzie (1942) pouzili eosinu a opalové
modii. Opalova modf vytvarenim tmavého pozadi slouzila k lepSimu rozliSeni zbar-
venych a mezbarvenych spermii. Blom (1950) (cit. Laing 1955) ji nahradil nigrosi-
nem. V tomto sloZeni se pouziva metody dosud. Dalsi prace se zabyvaly prevazné jen
jiz zdokonalenim ptivodniho postupu. Hancock (1951) upozornil na moznost arte-
faktti pri nedodrzovani standardnich tepelnych podminek, Brochart (1953) zjistil
rozdilnou barvitelnost v ruznych stadiich zraciho procesu i v ruznych c¢asovych in-
tervalech po odbéru. Dott (1956) vénoval pozornost pH roztoku barviv a zjistil za-
vislost i na tomto ¢éiniteli. Ovlivnéni barvitelnosti fedénim ejakulattt sledovali
‘Campbell Hancock a Rothschild (1953). Vztah mezi pomérem zbarvenych
spermii a fertilitou u krali¢iho spermatu hodnotil Beatty (1957).

Cilem predlozené prace bylo zjistit mozZnost nahrady eosin-nigrosinu vyraznéji
se projevujicim barvivem, aby mohlo byt upusténo od dvoufazového barveni.

Material a metodika
Sperma byku, beranu a kralikt bylo ziskdno odbérem na umélou vaginu. Bez-

prostiedné po odbéru se hodnotila mikroskopicky jeho kvalita.
Pro vybarveni mrtvych spermii byla zkouSena nékterd barviva trifenylmeta-
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nové rady (Schultz 1931, dile jen SCH). Byly pripraveny vodné roztoky rozpous-
ténim praskovitych preparata téchto barviv, které jsou vyrobkem fy J. R. Geigy
v Basileji, v pufrovanych roztocich citranu sodného. Spermie byly s barvivem smi-
chany v poméru 1:1 (1 kapka barviva na 1 kapku spermatu) a zhotoveny opatrné
jemné natéry na podloznich skliéckach, ktera byla predtim zbavena vSech necéistot
a dokonale odmasténa chromsirovou kyselinou. Po odsati prebyte¢né tekutiny se ne-
chavaly preparaty zaschnout volné na vzduchu pii pokojové teploté. Pro ovéreni,
zda ziskané vysledky nejsou nahedilé, bylo nékolik bycich, beranich a krali¢ich eja-
kulatt vystaveno nahlému ochlazeni tak, aby se dosdhlo vyvolani chladového Soku.
Vyhodnocovani se konalo pod mikroskopem pri Sestisetndsobném zvétSeni jednim
a pro obc¢asnou kontrolu tfemi pracovniky.

Ze zkouSenych trifenylmetanovych barviv bylo nékterych pouzito téz jako re-
doxnich indikatori v manganometrii (Knop, 1929 a 1931), jako absorpé¢nich indi-
katora v argentometrii (Icha, Valenta, 1959, Valenta, Icha, 1960) a mer-
Kurimetrii (Bognar-Jelinek, 1957). K diferenénimu barveni se nejlépe osvédéil
cyanin B (SCH 829). Vyheodou tohoto barviva je snadna rozpustnost a stalost v citra-
tovém pufru, pro vlastni hodnoceni pak piredevSsim dobra rozeznatelnost zbarvenych
(mrtvych) spermii ve svétle zlutém poli mikroskopu od zZivych, mezbarvenych
spermii. K diferenénimu barveni je mozZno pouzit téZ eriozelené B (SCH 777), ale
svétleji zelend vybarvené spermie jsou ve Zlutozeleném podkladu mikroskopického
pole méné zietelné, JeSté slabéji vybarvuje mrivé spermie .cyanolechtgrin (SCH
836) a néktera barviva, jako napr. alkalicka modi 6B (SCH 811) je nebarvi vibec.
Patentni modi (SCH 827) plisobi toxicky a neni ji moZno z tohoto duvodu k dife-
renciacnimu barveni pouzit, i kdyz mrtvé spermie jsou jinak pomérné dobre vy-
barveny. Setopalin (SCH 762), setoglaucin (SCH 755), setocyanin, malachytova zelen
aj. se jen nepatrné rozpoustéji v citratovém pufru. Z uvedenych duvodi uvadime
dale jen vysledky ziskané pomoci cyaninu B.

Z tady zkouSenych koncentraci se ukazal jako nejvhodnéjsi roztok obsahujici
2 % cyaninu B v 3,1 %nim citratovém pufru.

I. Mnozstvi zbarvenych spermii v by¢ich, beranich a krali¢ich ejakulatech
s vyjadrenim spolehlivosti vysledki pfi voé¢itani rtizného poétu spermii

vis Prumérné 9, o " r
- Potet | it | arvenseh | g | Sodeyiia.
h prep 1 preparat p(m) (m) c
100 14,7 1,47 4,17
8 300 15,1 0,61 1,74
500—800 16,7 0,48 1,37
by
100 10,9 0,80 2,77
12 300 10,6 0,56 1,94
770—1100 11,0 0,29 1,00
' 100 23,7 0,92 2,93
berani 10 300 24,5 0,82 2,60
800— 1000 24,8 0,81 2,58
100 4,7 0,75 2,40
kraliéi 10 300 55 0,78 2,48
700—850 5,2 0,42 1,33
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Vysledky

Prehledy poc¢tu zbarvenych spermii v byéich, beranich a krali¢ich ejakulatech
jsou uvedeny v tab. I. V bycich ejakulatech bylo zjisténo od 10 do 15 % mrtvych,
barvicich se spermii. Tyto hodnoty odpovidaji spermatu dobré az velmi dobré kva-
lity, jak byly také mikroskopickym posudkem ocenény. Také herani ejakulaty,
u nichZ byl po¢et odumftelych spermii daleko vyssi (okolo 25 %), odpovidaly peélivé
provedenému mikroskopickému ohodnoceni. Stejné tak i krali¢i sperma s vysokym
podétem zivych spermii.
aniz by byla podstatnéji ovlivnéna spolehlivost vysledkti. V tomto sméru provedené
Setreni, pri némz bylo poéitanoe 100, 300 a nad 500 spermii na jednom preparatu,
ukazalo po statistickém vyhodnoceni, Ze 300 pohlavnich bunék je mnozstvi pro
ziskani vyrovnanych vysledka zcela dostacujici. Predpokladem je ovSem standardni
technika a pe€livost pri zhotovovani natéra. Vysledky se statistickym zhodnocenim
jsou uvedeny v tab. I.

Abychom se presvédcili, jak se podili na presnosti metody priprava preparatt,
spocitali jsme 3300 spermii, vzdy po 300 z jedenacti rtznych natéra téhoz byéiho
ejakulatu, a 3300 spermii z raznych c¢asti jednoho preparatu. Vysledky uvedené v tab.
II ukazuji, ze priprava preparatu, je-li spravné postupovano, ovliviiuje vysledky
jen velmi malo i presto, ze byl k tomu ucelu vybran ejakulat s vysokym obsahem
odumrelych spermii a tedy i znacnocu moZznou variabilitou mezi jednotlivymi natéry.

II. Vliv preparati na spolehlivost vysledkul

? Prumérné %, M :
Potet Poéitgno zbarvenych Stredn'i Standardni
Sperma s spermii na . chyba pram. | odchylka
preparati 1 preparét spermii (m) o
M)
by¢i 11 300 38,7 0,68 2,26
1x11 3300 39,3 0,57 1,89
II1. Vl1iv chladového $oku na barvitelnost spermii
Zchlazeno na teplotu
Sperma Potet ejakuldtil 30°C 15°C 0°C
zbarveno spermii 9%,
by¢éi 6 12 52 97
berani 4 18 63 95
krali¢i 4 6 10 37

Jak ovliviiuje zasah nizkych teplot barvitelnost spermii, ukazuje tab. III. Roz-
délenim byéich, beranich a krali¢ich ejakulati a nahlym zchlazenim jednotlivych
¢asti na 150C a ma 0°C bylo dosazeno vyvolani chladového Soku. Reakce spermii
na tento zasah byla podle druhti velmi rozdilna. By¢i a berani spermie reagovaly
velmi citlive, krali¢i byly mnohem rezistentnéjsi. Pro metodu samotnou je vSak
dulezité, ze zjisténé hodnoty odpovidaly zcela presné mikroskopickému obrazu.
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Diskuse

Uvedené vysledky ukazuji, Zze lze cyaninu B s uspéchem pouzit k diferencial-
nimu barveni byc¢iho, beraniho a krali¢iho spermatu. Svymi vlastnostmi se plné vy-
rovna roztoku eosinu, navic umozinuje ve svétlezlutém poli mikroskopu snadno iden-
tifikovat mrtvé (zbarvené) spermie, aniZz by bylo tfeba pouzivat pro zvySeni vyraz-
nosti dalsiho barviva. Vzhledem ke snadné rozeznatelnosti Zivych a mrtvych sper-
mii jsou pomérné malé diference mezi hodnotami zjisténymi jednotlivymi pracov-
niky, mensi nez uviddi Beatty (1957) pro eosin-nigrosin. Také éasteéné zbarvenych
spermii je pii zachovani uréitych podminek (stejnd teplota spermatu s roztokem
cyaninu, absolutné ¢istd a odmasténa skli¢ka atd.) velmi madlo. Pouze v beranich
ejakulatech byl pozorovan obcéasny jejich vyskyt, ktery je zifejmé zavisly od stupné
vyzralosti spermii, jak experimentalné dokazal Brochart (1953). Vedle diferen-
ciace lze cyaninu B s uspéchem pouzit k urc¢ovani morfologicky zménénych spermii,
které jsou vétSinou odumrtelé a jako takové se chovaji k vitalnim barviviam.

Pouzitelnost cyaninu B neni ovlivnéna ani vyvolanim chladového Soku. Nahlym
snizenim teploty ze 30°C mna 159C a 0°C Kklesd proporciondlné podet Zivych spermii.
Zasah je pronikaveéjsi u ejakulatt byéich a beranich nez u ejakﬁlétt\ krali¢ich. Po-
meér zivych a mrtvych spermii odpovidda spolehlivé mikroskopickému obrazu nativ-
nich vzorkt, coz nepotvrzuji ve své praci Walles a White (1959), ktefi pri studiu
chladového Soku zjistili urc¢ité diference mezi mnozstvim zbarvenych spermii a sku-
teé¢nou kvalitou spermatu. Domnivaji se proto, Ze pohybovy aparat spermie je niz-
kymi teplotami drive a pronikavéji zasazen neZ celistvost povrchové membrany a
jeji permeabilita.

Casteénou nevyhodou tohofo zptusobu diferenéniho barveni je vykrystalovani
pomérné hladkého podkladu, ke kterému dochazi béhem mnékolika hodin po zhoto-
veni preparatii. Soucasné s krystalizaci nastdva také pronikani cyaninu do spermii
puvodné nezbarvenych. Z toho duavedu je tifeba vyhodnocovat preparaty pokud moz-
no brzy po zhotoveni. V opacném pripadé by mohlo snadno dojit k ziskani falesnych
vysledku. '

Souhrn

V praci je popsan zpusob diferen¢niho barveni byc¢ich, beranich a krali¢ich
spermii pomoci trifenylmetanového barviva — cyaninu B. Cyanin B (2 % roztok
v citratovém pufru) se z fady zkouSenych barviv projevil k tomuto uéelu jako nej-
vhodnéjsi. Proti eosinu ma vyhodu v tom, Ze mrtvé (zbarvené) spermie jsou ve
svetlezlutém poli mikroskopu dobie viditelné i bez zduraznéni kontrastu jinym bar-

vivem,

Nevyhodou je mala trvanlivost preparatli, zavinéna postupnou Kkrystalizaci
barviva a jeho pozvolnym pronikdnim do pivodné nezbarvenych spermii. Z toho
duvodu je tfeba preparaty vyhodnocovat béhem nékolika hodin po zhotoveni.
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JdudchbepeHnuanus HKUBBIX U MEPTBBIX clIepMMii quaHuHom B

B pabore onmucan criocod auddepeHimanbHo 0Kpacku OblYbMX, GCapaHBUX U KpPO-
JMNYbHUX CIIEPMHIL C IIOMOILBIO TPH(EHHUIMETAHOBOIO Kpacurend — nuanuia B. Inannmu B
(2% pacrBop B umurpatHom Oydepe) M3 psaja MCHIBITAHHBIX KpacuTelel OKa3alCA AN
9TOJT 1L1eJI1 CaMbIM IIPUTOAHBIM. 110 CPAaBHEHMIO C S03MHOM €r0 IIPEUMYILIECTBO B TOM, YTO
MepTBbIe (OKpalleHHbIE) CIIEPMMM XOPOIIO BHAHBLI HAa CBETJIOXNKEJITOM IIOJIE MMKPOCKOIA
naxe 6e3 HEOOXOAMMOCTH TIPVMMEHEHMA APYIOTO KPacCHTEJNA. '

Hesbiroza, 0/JHaKO, B ‘MaJo0il JOJIOBEYHOCTH MPEIapaTOB, BbI3BAHHON ITOCTEIIEHHOM
KPMCTANIN3aIell KpacuTeJaa M MeAJEHHBIM €ro IPOHUKHOBEHMEM B II€PBOHAYAJbHO HE~
OKpalleHHble criepMun. ITo 9T0i npuynHe Tipenapartbl He0OX0AUMO OlLleHUBATh B TEUEHUE
HECKOJILKMX YacOB II0CJIe IIPUIOTOBJIEHMA.

Die Differenzierung von lebendigen und toten Spermien mittels Cyanin B

In der Arbeit wird eine Methode der differenzierten Fiarbung von Bullen-,
Schafbock- und Kaninchenspermien mittels des Triphenylmethan-Farbstoffes Cya-
nin B beschrieben. Das Cyanin B (2 % Losung im Zitrat-Puffer) zeigte sich von
der Reihe der gepriiften Farbstoffe flir diesen Zweck als das geeignetste. Der Vor-
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teil gegeniiber dem Eosin beruht darin, daB tote (gefdrbte) Spermien im hellgelben
Mikroskopfeld gut sichtbar sind, ohne den Kontrast durch einen anderen Farbstoff
verstirken zu miissen.

Der Nachteil ist eine geringe Haltbarkeit der Priparate, welche durch stufen-
weise Kristallisierung des Farbstoffes und durch sein langsames Durchdringen in
die urspriinglich nicht gefarbten Spermien verursacht wird. Aus diesem Grunde
miissen die Priparate im Laufe von einigen Stunden nach der Herstellung ausge-
wertet werden.
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Kalblabmagen geltend machen?

MatouSek J.: Komplement a teplota pii hemolytickych reakcich
KommieMeHT y TeMmoeparypa IIpM TEeMOJMUTHYECKUX peaKluax
Komplement und Temperatur bei hidmolytischen Reaktionen .

Novotny S.: Vliv zloutki raznych plemen slepic na pieziti a oplozovaci
schopnost byé¢iho spermatu

BuusaHue KeJTKa Pa3HbIX MOPOJ Kyp Ha IIepeRKMBAeMOCTbh U OIJIOAOTBOPAIO-
IIYIO CrIOCcOOHOCTL GbIUbEif CIEePMbI

Einflufl von Dotter verschiedener Hiihnerrassen auf das Uberleben und Be-
fruchtungsvermogen des Bullenspermas

FulkaJ,Valenta M, Pavlok A.: Diferenciace zZivych a mrtvych spermii
cyaninem B

ITudbdepeHumuanusa UBbLIX X MEPTBLIX CIEPMMIT LUAHHMHOM B
Die Differenzierung von lebendigen und toten Spermien mittels Cyanin B .
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