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Wplyw dodatku glutationu zredukowanego i cysteiny

do nasienio mrozonego na

W piSmiennictwie poswieconym biatkowym
grupom czynnym, duzs uwage zwraca sie obec-
nie na role grup tiolowych, katalizujacych pro-
cesy enzymatyczne.

Zachecajace wyniki prac laboratoryjnych,
ktére wykazaly, ze grupy SH zawarte w gluta-
tionie zredukowanym nie tracg swojej aktyw-
no$ci po dluzszym przechowywaniu w cieklym
azocie, ukierunkowaly dalszy tok postepowa-
nia. Zdecydowano sie na konserwowanie nasie-
nia buhajéw w cieklym azocie dodajac do roz-
rzedzalnika czynne grupy SH. Poczatkowo na
skale laboratoryjna, a nastepnie juz w pro-
dukcji terenowej w jednym z zakladéw una-
sieniania.

Materiat i metody

Nasienie od 11 buhajow konserwowane w stanie
plynnym, oraz przechowywane w cieklym azocie z do-
datkiem do rozrzedzalnika czynnych grup tiolowych,
wysylane od stycznia do grudnia 1970 roku na punkty
unasieniania polozone na terenie powiatéw Rawicz
i Leszno, w rejonie dzialania Panstwowego Zaktadu
Unasieniania Zwierzat w Lesznie, wojewo6dztwo poz-
nanskie.

Do badan uzyto nasienie, ktére na podstawie obo-
wigzujacych kryteridow uznano za przydatne do una-
sieniania.

Kazdy ejakulat po ocenie, rozcienczany byl indywi-
dualnie w oparciu o specjalnie ulozone tabele, inne
dla nasienia konserwowanego w stanie plynnym, inne
w cieklym azocie. Nasienie konserwowane w stanrie
plvnnym rozciehczono rozrzedzalnikiem mlekowo-zolt-
kowym z dodatkiem streptomycyny, w takiei propor-
cji aby kazda dawka nasienia posiadala standard bio-
logiczny na poziomie 40 X 10% plemnikéw o ruchu
postepowym. Nasienie od tych samych buhajéw kon-
serwowane w cieklvm azocie (metoda japonska) roz-
cienczano rozrzedzalnikiem cytrynianowo-fruktozowo-
-z6ltkowym z dodatkiem streptomycyny i glicerolu. Do
100 ml tego rozrzedzalnika dawano 0,02 g glutationu
zredukowanego i 0,02 g cysteiny. Rozcieficzanie wy-
konywano w takiej proporcji, aby w kazdej kulce
(jednej porcji) po rozmrozeniu znajdowalo sie okolo
30X10% plemnikéw o ruchu postepowym,

Rozrzedzalnik przygotowywano na mieszadle elektro-
magnetycznym typ ATP z podgrzewaczem. Gluta-
tion zredukowany i cysteine rozpuszczano w roztwo-
rze cytrynianu z fruktoza, przed dodaniem z6itka
jaj kuorzych. Glicerol dodawano po podgrzaniu go
do 55°.

Nasienie konserwowane w cieklym azocie wysyla-
no do 12 punktéw unasieniania (10 na terenie po-
wiatu Rawicz i 2 na terenie powiatu Leszno), ktére
w badanvm okresie wykonaly 6415 pierwszych za-
bhiegdw unasieniania. Nasienie konserwowane w sta-
nie plvnnym wysyvtano do 26 punktéw unasieniania
(10 na terenie powiatu Rawicz i 16 na terenie po-
wiatu Leszno), ktére w tym samym okresie unasie-
nily po raz pierwszy 8415 sztuk.

Tnseminatorzy, ktorzy otrzymywali nasienie mro-
zone z dodatkiem grup SH, rozmrazali kulki w 1
ml plynu fizjologicznego o temperaturze 55°, na
punkcie unasieniania. Rozmrozone dawki umieszcza-
1li w pudetkach plastikowych, ktére wkladali do we-

jego zdolno$é zaptadniajgcq

wnetrzne] kieszeni marynarki i wyjezdzali w teren
do wykonywania zabiegbéw unasieniania. Tak prze-
chowywane (w temperaturze okolo 32°) rozmrozZone
nasienie zachowywalo swojg zdolnoé§é zapladniajgcy
przez czas okolo 8 godzin. Inseminatorom tym za-
lecono wykonywanie zabiegow unasieniania nie
wczes$niej niz okolo 1 godziny po rozmrozeniu. Plyn
lizjologiczny do rozmrazania kulek wymieniano na
punktach unasieniania jeden raz w tygodniu.

Wyniki
Uzyskane wyniki przedstawione sg w tab. 1.
Tab. 1. Wskazniki niepowtarzalnosci po 60 dniach, po

unasienianiu nasieniem mrozonym z dodatkiem grup
SH i po nasieniu plynnym.

O T ] Tore =3 Vasienis peynne
Narwa buhaya | “yictba | ticzba krom | | lic20a | icroa krom
¢ nriiceng 12 niepowtarea | o 7 neepowtarza-l Y
10608908 | sacych Y | retiegen | jacych
Blakir 2096 670 499 745|827 393 746
Boch 10226 596 489 §20| 2160 7237 80,0
Bohater 5486 277 213 70 1812 1423 785
(zerdon 1916 155 125 &06| 1213 92 752
Geewont 6166 602 466 74 275 219 793
Gordon 1886 297 215 724 | 1057 75 626
Gromadzkl 796 6 223 179 800 129 120 775
Johan 646 1302 946 726 38! 217 727
Salon 9826 1320 1025 726 578 433 750
Jorreador 1906 849 699 735 76 53 70,0
wersal 5966 24 20 58| 206 169 796
Razrem 6415 1876 760| 8415 6426 764
Z tab. 1 wynika, ze wskaZnik niepowtarzal-

nosci po unasienianiu nasieniem plynnym, byl
wyzszy o 0,4% niz po nasieniu mrozonym. Licz-
ba zabiegow wykonanych nasieniem plynnym
byla o 2000 wieksza niz nasieniem mrozonym.
Wynikalo to z terenowego ukladu punktow
unasieniania, oraz ze stopniowego przechodze-
nia punktéw unasieniania z nasienia plynnego
na mrozone. Pierwsze punkty pracujgce nasie-
niem mrozonym zostaly uruchomione w stycz-
niu, ostatnie w czerwcu 1970 r. Z liczby 11 bu-
hajéow od ktérych wysylano nasienie, 10 bylo
rasy ncb, a 1 (Wersal 596 G) rasy miesnej cha-
rolaise.

Dyskusija

Trudnosci w szerokim zastosowaniu w Polsce
nasienia mrozonego wynikaja z dwoch zasadni-
czych powodow:

1. brak konteneréw produkcji krajowej,

2. trudny do rozwigzania, zwlaszcza na punk-
tach unasieniajacych krowy w gospodarstwach
indywidualnych, transport nasienia mrozonego
w teren pracy inseminatora.

Przedstawione zmiany w skladzie rozrzedzal-
nika do rozciefnczania nasienia konserwowanego
w cieklym azocie, to jest dodatek cial z aktyw-
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na grupa SH, rozwigzujg w zupelnosci trudnos-
ci wynikajace z pkt 2. Inseminatorzy, ktoérzy
wykonywali zabiegi unasieniania nasieniem
mrozonym, dojezdzali do zgloszonych krow i
jalowic bedacych w rui, kazdym srodkiem lo-
komocji. Samochodami, motocyklami, motorowe-
rami i rowerami. Sam fakt, ze kontener z ciek-
Iym azotem pozostawal wylgcznie na punkcie
unasieniania, a rozmrozone nasienie przewozo-
ne bylo przez kilka godzin w pudelkach plasti-
kowych w temperaturze okolo 32°C, jest juz
bardzo duzym udogodnieniem w pracy insemi-
natora.

Wskaznik niepowtarzalnosci sztuk unasienia-
nych nasieniem mrozonym w stosunku do
wskaznika nasienia plynnego, jest bardzo za-
checajacy do szerokiego zastosowania rozrze-
dzalnika z dodatkiem grup tiolowych.

Dodatkowe koszta jakie poniost Zaklad z tego
tytulu byly znikome. 1 g glutationu zreduko-
wanego produkcji firmy angielskiej BDH Bio-
chemical, oraz 1 g cysteiny produkeji firmy
wegierskiej Reanal-Budapest, ktore zastosowa-
no do rozrzedzalnika, wyniosly lacznie okolo
500 zl. Wyprodukowano w tym okresie okolo
20.000 jednoporcjowych kulek nasienia buha-
jow. Wykorzystanie tego nasienia na punktach
unasieniania bylo bardzo dobre — s$rednio okoto
95%.

Nalezy réwniez doda¢, ze kilka tysiecy cielat
urodzonych od kréw unasienianych nasieniem
mrozonym z dodatkiem grup SH, wykazywalo
bardzo dobra zywotnos¢ bezposrednio po uro-
dzeniu, jak réwniez prawidlowy dalszy rozwdj.
Mozna wiec przypuszczaé, ze grupy ticlowe
wplywajac dodatnio na przebieg proceséw en-
zymatycznych w plemnikach, nie naruszajg ich
struktury DNA.

Nalezy dodaé, ze cysteina jako aminokwas z
grupy siarkowej, ulega powolnemu samoutle-
nianiu i przechodzeniu w cystyne, w ktérej mo-
stek dwusiarczkowy S-S hamuje procesy oksy-
redukcyjne.

Proponowany rozrzedzalnik, oraz tabele roz-
cienczen, zostaly w dniu 8 pazdziernika 1970 r.
zgtoszone do Oddzialu SITR w Lesznie, jako
pracowniczy wniocsek wynalazezy.

Wnioski

1. Dodatek aktywnych grup SH do rozrze-
dzalnika przy konserwowaniu nasienia buhajow
w cieklym azocie, nie wplywa ujemnie na zdol-
no$¢ zapladniajaca plemnikow.

2. Transport w temperaturze okolo 32°C roz-
mrozonego nasienia jest dla inseminatoréw bar-
dzo wygodny i gwarantuje wysoks skutecznosé
zabiegéw unasieniania.

3. Cieleta urodzone po unasienianiu nasie-
niem mrozonym z dodatkiem grup SH, wyka-
zuja duza zywotno$¢ i prawidlowy rozwaj.

Adres autora: dr Lucjan Staweta, Warszawa 21, ul. Dickensa
19 m 39.
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Cnassra JI. — BiuusaHme OpuGaBICHUT K CeMeHM pe-
OYUMPOBAHHOTG IJIIOTATHOHA M LMUCTEMHA H2 €ro OI-
JONOTROPHUTEJILHEIE CBOMCTBA.

Cemsi 11 OBIKOB KOHCEPBMPOBAJNM 10 AMNHOCKOMY Me-
TOAY B KUAKOM a30Te, NPUAABIAA K HUTPATHOPYKTO30-
JKEITCUHOMY pa30aBuTeNI0 KPOMEe TIMIEPOJA M CTPEl-
ToMuMHa. 0,02 1 pexyyUMpPOBAHHOrO TJIIOTATHOHA U
0,02 r oucrensa Ha 100 ma pazbaBurensa. BToM TnpHeM
TIO3BOJIMJI  PACTBOPEHHOE B MHCEMEHALIMOHOM I[IyHKTE
ceMsi I€PeBO3UThL B TeMOeparype oK. 32° 1 IpMUMeHATH
OK. 8 uacos.

IIpUroTOBJIEHHBIM TaKMM CIIOCOGOM ceMEHEM IIPOBENM
MHCEMMHAUMIC 6415 KopoB u TesoK. I10MORKUTeNbHBIN
pe3ynbTaT 4epe3 60 pHeit ycranoBuau B T6%. Y 8415
KOHTPOJILHBIX KOPOB M TeNOK MHCEeMMHMPOBAHHBIX
KNUAKMM CEMEHEM OT 3THX3Ke OBIKOB 1 B TOMIKe IIe-

puone omjomoTBopenre dyepes 60 pHET YyCTAaHOBMIN
B 76,4%.
Staweta I. — The influence of the addition of re-

duced glutathione and cysteine to the frozen semen
on its fertilizing properties.

Tre semen taken frcm 11 bulls was conserved in
liquid nitrogen acc. to japanese method in yolk
egg-fructose-citric acid solution without glycerol and
streptomycin, but with the addition of 0,02 g of re-
duced glutathione and 0.02 g of cysteine per 100 ml.
The conserved semen diluted at insemination cen-
ters could be trancported at 32°C and used for inse-
mination within 8 hrs. There were carried out
6415 inseminations by means of such prepared se-
men and obtained 76.0% NR after 60 days. For con-
trcl 8415 cows and heifers were inseminated with
the semen of the same bulls and the percentage c.
NR efter 60 days was 76.4%.

HECK F, C.,, SHELDON W. G., GLEISER C. A.: Pa-
togeneza doswiadczalnego zakazenia myszy adenowi-
rusem myszy. (Pathogenesis of experimentally pro-
duced mouse adenovirus infection in mice). Am. J.
vet. Res., 33, 841—846, 1972 (4).

Dziewieciodniowe myszki zakazono dootrzewnowo
20000I.D 50 lub 100 LD 50 adenowirusem myszek,
szczep FL. Codziennie przez okres tygodnia podda-
wano ubojowi po 3 myszki, pobierano krew i ozna-
czano LD 50 wirusa. Ponadto cze$é krwi posiewano
na jednowarstwowa hodowle komérek nerki myszek,
okreslano miang przeciwcial wigzgcych dopelniacz
oraz przeprowadzono badania histopatologiczne
moézgu, nerek, serca, pluc, grasicy, watroby i $ledzio-
ny. Po zakazZeniu myszek zardéwno duza jak i malg
dawka wirusa obserwowano nastroszenie siersci, sen-
nos$¢, zahamowanie wzrostu. Niezaleznie od wielkosei
dawki zakaznej wystepowala 1 dnia po =zakazeniu
wiremia. Wiremia utrzymywala sie przez okres 6
dni. Wirus wykrywano w sercu, nerkach, watrobie,
§ledzionie i moézgu zakazonych sztuk 3-—5 dnia po za-
kazeniu. Poczawszy od 3 dnia po zakazeniu w ja-
drach komoérek $rodblonka klebuszkéw nerkowych,
a od 4 dnia w jadrach komoérek innych narzadoéw
pojawily sie cialka wiretowe typu A. Liczne cialka
wiretowe wystepowaly w jadrach komoérek $rodblon-
ka naczyn krwionoénych mézgu, w mikrogliach i ma-
lych neuronach kory moézgowej. W komérkach Pur-
kinjego moézdzku pojawily sie duze bazofilne witrety
poczawszy od 4 dnia po zakazeniu. Dwunastego dnia
po zakazeniu wykryto w surowicy zakazonych my-
szek swoiste przeciwciala wigzace dopelniacz.
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