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Zpisob zvydeni nartstu parenchymu mlééné
314zy zdravého, fyziologicky normélniho
hospoddfského zvifete

(57) Nartst parenchymu mlésné zldzy, ktery

produkuje mléko, miZe byt u fyziologicky

normdlniho hospodéfského zvifete vyznamné .
zvygen tim, Ze se na mléfnou #14zu plsobi .

intercisterndlnf infuzi prostfedku, ktery
obsahuje alespon jednu ddinnou 14tku, vy-
branou ze skupiny zahrnujici gpidermdlni
ristovy faktor, rdstovy faktor typu insu-
linu, somatropin, transformujici rustavy
faktor, insulin, placentdlni laktogen, pro-
staglandiny, jejich smés a/nebo jejich syn-
tetické analogy. Dobréhc zvySeni nérastu
parenchymu lze doséhnout aplikaci jednot-
kové ddvky obsahujici 2 mikrogramy az 100
miligramd uginné ldtky.
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Vyndlez se tyké zpisobu zvySeni ndristu parenchymu mlééné ¥l4zy zdravého, fyziolo-
gicky normilniho hospodafského zvifete.

Produkce mléka savct je ultimativn® omezena mnoZstvim parenchymu v mlééné Zldze.
Srovnini vytésku mléka s mokrou hmotnosti a suchou hmotnosti celkového parenchymu, se su-
chou hmotnosti adtuEnsného parenchymu a celkovou DNA #1dzy poskytuje vysoce korelovatelné
vysledky. V Proc. N.Z. Soc. Anim. Prod. &3, 71 (1983) Davis a spol. pfipisujf zvy&enou pro-
dukci mléka u geneticky vyZZfch Zivodich& vyhradné zvySenému objemu vemene, coZ je také
ve vztahu s mno#stvim parenchymatickych bunék. )

Klasickd tvrzeni ukazuji, Ze rust parenchymu mlé&né Z1l4zy je Fizen hypofyzovymi, va-
je&nikovymi, nedledvinkavymi a placentdrnimi faktory. Viz Cowie, Menographs on Endocrino-
logy 15 (1980) a US patent &. 4 521 409, udéieny Baumanovi a Sejrsenovi 4, &ervna 1985,
kde je popsdno, Ze rist parenchymu mlégné Zldzy u pfezvykavct lze zvysit poddvdnim rdsto-
vého hormonu somatotropinu do krevniho ob&hu pFeZvykavcd pFibliZn& v dob& mezi poddtkem
puberty a prvnim porodem, s vyhodou na pofdtku prvni bfezosti.

PEi poddvéni do krevniho obghu zvifete se v&t¥ina mitogend bungk parenchymu mléEné
#14zy véze také na receptory v mnoha jinych tkdnfch pfisludného zvifete. Diky takovému zfe-
déni zddouciho dGBinku na receptory stimulujici rist mlédné Zldzy lze otekdvat, Ze zvétse-
ni parenchymu mlééné Z1dzy cestou poddvdni do krevniho obdhu vyZaduje relativn& velkd
mnoZstvi takovych mitogeni. Existuje tedy velkd potfeba vyvimout praktickou techniku pra
zvyseni kapacity a/nebo GZinnesti produkce mléka, kterd by nebyla zdvisld na poddvéni do
krevniho obé&hu savce.

Pomoci krdlikt, mySi a krys, které byly fyziologicky abnormdlni, tj. bez vaje&nikul
a/nebo s pfedem vyvolanym péeudutéhotenstvim (napf. pomgci reprodukinich hormont), byly
provedeny studie d8inkl vyveje mlétné Zldzy podkoZnimi injekcemi somatotropinu a/nebo ji-
nych hormont, implantdtt, které uvolnuji cholera toxin, nebo intraduktélni injekci "lakto-
genniho hormonu™. Lyons a spol.: Proc. Soc. Exper. Biol. Med. 50, 308 aZ 311 (1942) a Re-
cent Prog. Hormone Res. 14,219 aZ 254 (1958), Fiddler a spol.: J. Endocrinol. 49, 459 aZ

460 (1971), Daniel a spol.: Sci. 224, 1245 a¥ 1247 (1984) a Silberstein a spol.: Proc. Natl.

Acad. Sci. USA B1, 4950 aZ 4954 (1984). Jini pracovnici studovali d€inky mitogent in vit-
ro, jako je napfiklad epidermdlni rustovy faktor, s nebo bez insulinu, na rist kultivova-
nych miéénych bundk rdznych Zivo&icht: Imagawa a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73,

4074 az 4077 (1982), Taketani a spol.: Endocrin. 113, (3), 871 (1983) a Proc. Natl. Acad.
"Sci. USA 80, 2647 aZ 2650 (1983), Tonelli a spol.: Nature 283, 250 aZ 252 (1980) a Turking-
ton: Exper. Cell Res. 57, 79 aZ 85 (1969).

Cilem vyndlezu je zvysSeni ndristu parenchymu mlégné Z14zy zdravého, fyziologicky nor-
malniho hospodéfskéhe zvifete aplikacf rustovych faktor® a/mebo jinych mitozu ovlivaujicich
ldtek v prabshu bfezosti nebo v dob& mezi ndstupem puberty a prvn{ bfezost{ zplsobem, pEi
kterém se pouZivd minimdlniho mpoZstvi 14tky avlivnujfci zvySeni ndrlistu parenchymu a p¥i
kterém je minimdlni moZnost, Ze u zvifete dojde k vyvoldni vedlejSfch biologickych d&ink.

Podle vyndlezu se tohotor cile deosahuje tim, Ze se plsobi na mléénou Zldzu intracis-
terndlni infuzi prostfedku, ktery obsahuje alespon jednu dEinnou ldtku, vybranou ze skupi-
ny zahrnujici epidermdlni rtstovy faktor, rtstovy faktor typu insulinu, somatropin, trans-
formujici ristovy fakter, insulin, placentdlni laktogen, prostaglandiny, jejich sm&s a/ne-
bo jejich syntetické analogy.

Zvifeti se s vyhodou aplikuje jednotkovd ddvka obsahujici 2 mikrogram& az 100 miligra-

P

md déinné ldtky.

Pouziti rdstovych faktord jinou metodou ke stejnému d&elu je zndmé z EP 146 703, EP
140 998, z dokumentd v nich citovanych (R. Baserge, Carpenter, K. Sejrsen) a z dokumentd
citovanych v Gvodni &dsti tohoto popisu (Imagawa, Takatani, Tonelli, Turkington).’
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Iptsohem podle vyndlezu, ktery nevyZaduje aplikaci mitdzu ovlivnujicich létek do
krevniho ob&hu zvifete, podkoini injekci neboc implantaci, ale kiery misto toho vyuziva
vhodnych zplsobl aplikace, jakymi sev pfipad& v&tsiny krav chovanych pro mléko a nékterych
dalgich savcd rutinné provddi infuze antibiotik, se neocekdvand dosahuje podstatného néd-
ristu normélniho parenchymu. Podstatného zvyZeni - ndristu parenchymu oproti normélné po-
zofovanému nar@stu se podle vyndlezu dosahuje pouzitim pouze velmi malych mnoZstivi mitd-
zu ovlivnujicich ldtek, a to b&hem relativn& krétké doby.

Aplikaci téchto ldtek zplsobem podle vyndlezu se dociluje u hospoddfskych zvifat
chovanych pro mléko vyznamného zvyseni produkce mléka. U b¥ezich jalovic byla zvy8ena pro-
dukce mléka, jak bude ddle prokdzdno, v pridméru o 11 %. v

Zposch podle vyndlezu je pouzitelny pro jakékoliv hospoddiské zvife, u néhoz Je Z3-
douci, aby do%lo ke zvy3eni ndrdstu parenchymu mlégné Zldzy. Zvlaste uZitetny je pro pfe-
#vykavce, jako jsou napfiklad krdvy chované pro mléko, Krdvy chované pro maso a jalovice
obou téchto druht. Je pouzitelny u vdech zndmych typl krav chovanych pro mléko, napf, Hol
stein, Friesen, Brown Swiss, Jersey, Guernsey, Ayrshire, Milking Shornthorn a jejich kii-
sencl, a u vsech znamych typl krav chovanych pro maso, napf. Hereford, Angus, Zebu, Charo
lais, Brangus, Simmental, Chianina, Outch Belted, Limousin a jejich kfiZenci.

Je pouzitelny také u jinych pfezvykavcl, jako jsou napfiklad ovce a kozy v8ech typd,
stejné jako ruznych neptezvykavcd, jako jsou napiiklad svin& viech typt. Nejpozoruhodnéjs
pro praktickou aplikaci je to, Ze se vyndlez pouzivd u savcl, ktefi jsou fyziologicky nor
malni, cof pro tyto dgely znamend, e jim nejsou odstranény vajetniky ani nebyli predem
légeny (napf. reproduktivnim hormonem, jako je estrogen, gonadotropin a pod.) na indukci
pseudobfezosti nebo puberty.

L)

Termin "parenchym mlé&né z1dzy" tak, jak je zde pouzivan, se tykd tkdn& v mlécné
714ze (vEetng toho, co se abvykle nazyvd "mlé&né epithelium"), kterd je podstatnd pro pro
dukci mléka touto 2ldzou. U samic dochédzi k ristu mléiné zldzy po nédstupu puberty. Ob-
vykle (napf. u jalovic) k vEt3in& ndrdstu mlégné Zldzy dochdzi behem prvého zabfeznuti.

K dalsimd rustu a/nebo opétovnému rtstu parenchymu dochdzi v prubéhu ndsledujicich biezo-
sti.

Pro zvy&eni takového rustu se tento vyndlez provadi tak; e se létka, kterd méd Zdda-
ny mitogenni Gginek, poddvd savci mezi asi ndstupem puberty (vEetn# peri/pubertdlniho ob-
dobi) a prvni bfezosti nebo mezi prvai a kieroukoliv ndsledujici bf¥ezosti. Takové poddva-~
ni se typicky provddi v "suchém" obdobi, b&hem n&hoZ savec nelaktuje. U krav chovanych pro
mléko a u podobnych saved je obvykle vyhodné poddvéni b&hem posledniho trimestru pred po-
rodem.

Vyhodou a pfekvapivé Ginnou technikou poddvdni podle tohots vyndlezu je zpusob, kte-
ry se nejobvykleji nazyvd "infuse do mlééné Zlédzy". U savcl, jako jsou napPiklad krdvy,
se této techniky rutinng pouZivé pro poddvdni masti absahujicich antibictika nebo Jinych
prostiedkt pro prevenci nebo lééeni mastitidy. V praktické aplikaci podle tohoto vyndle-
zu se ldtka, kterd md mitogenni dg&inek, obvykle mGZe poddvat podobnou technikou nebo tak,
a to dokonce vyhodngji, Ze je obsaZena (s nebo bez jinych stimuldtort rdstu parenchymu)

v prostiedku, ktery se poddvd infusng pro prevenci nebo légeni mastitidy, respektive pro
néjaky dalsi dcel.

Podle této techniky se otvorem a kandlkem struku injek&ni stfikatkou s tupou Jjehlou
zavede do zadrzovaciho prostoru struku ldtka, kterd md mitogenni UGinek. Odtud se obvykle
roz$ifi ptes nédrzku struku (ptes zadrZovaci prostor struku) do zadrzovaciho prostoru Zld-
zy a do vyvodového systému mlé&né %1dzy. Tento velmi dobfe zndmy zplsob je popsén Spinellim
a spol.: Drugs in Veterinary Practice", strana 80 aZ 83, C. V. Mosby Co., St. Louis, Mo.,
USA (1978) a Reuterem a spol.: USA patent 4 Oll 312 (ze dne B. bfezna 1977). Tyto citace
jsou zde zahrnuty jako odkazy. Pro dgely podle tohoto vyndlezu lze povaZovat jiné postupy
za ekvivalentni infuzi do mé&né 2z14dzy tehdy, jestliZe takovou ldtku uklddaji v zadrZovacim
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prostoru struku, coZ vede k roziifeni takové 1lédtky do tkéng.mlégné ¥1ldzy, kde zplsobuje

zvygeni ndristu parenchymu. ] , i
Pod vyrazy "pfimé" a ¥parakrinni" mitogenni Géinky, pouzivané v tomto popisu, se ro-
zumi GBinky, které nevyZaduji, aby 14tka podédvand infuzf vstupovala do ob&hu zvifete v mnoZ-
stvi, které zvysi jeji koncentraci na takovou hladinu, kterd prostfednictvim endokrinni
regulace md mitogenni Gtinnost #4douci velikosti na parenchymtické bunky zvifete. Souhrn-

ny &ldnek o parakrinni requlaci rdstu mléEné $1dzy viz: Oka a spol.: Clinics in Endocrin.

and Metah. 15, (1), 79 aZ 97 (1986).

#{mé" nebo "parakrinni" mitegenni d&inky, pasobi lokalizovang,

L4tky, které maji "pIimeé
tj. ovliviuji bunky v pfimé blizkosti stimulujiciho prosttedku. Takové prostfedky bud sti-

muluji epitelidlni, myoepitelidlni a/nebo stromsint bunky tak, Ze tyto uvolnujfl mitogenni
nebo sekunddrni ldtku nebo ldtky, které stimuluji lokdlni bunky, nebo tyto prostiedky pEi-
mo vyvolévajf odpovéd v bunkdch pEitomnych v lokalizovaném okoli.

itych provedeni zplusobu podle vyndlezu za pouZitf{ ldtky, kterd
pusobi pfimo na parenchymatické bunky mlééné Zldzy, do niZ je zavedéna_infuze, timZ se
zvy3i rychlost normdlni proliférace bundk. V jinych provedenich ptsobf I4tka pfimo na ne-
parenchymatické bunky ve #1dze, coZ md za nésledek, %e v takovych bunkdch dochdzi diky
parakrinnimu d8inku k mistnimu zvygeni mnoZstvi ldtky, kterd mé pfimou mitogenni ddinnost
na parenchymatické bufky fldzy (ve Zldze do niZ vede infuse).

V nskterych pripadech, jak lze vidst z ddle uvedenych specifickych ptikladd, infuze
#14zy vede k podstatnému ristu mléénych %ldz, které jsou pFilehlé
provédi, aniz by doslo k podstatnému zvySeni hladiny 14tky podané
infuzi v krevnim ob&hu Zivogicha. (ginné receptory pro pfimé nebo parakrinni efekty né&-
kterych ldtek v mlédné zldze viak mohou existovat pouze v jistich fdzich fiziologického
vyvoje %ivodicha. NapEfiklad v mlédné 7ldze hoviziho dobytka existuje po dobu bFezosti vEi-
mnoZstvi receptort vd%icich somatotropin ne# u zvi¥at, kteréd nejsou biezi, Srovnej néd-
Jean-Francois Beckers v 1 ‘Hormone Placentaire Somatomammotrope Bovine",

Faculte de Medicine Veterinaire (1983), Gertler a spol,:
of the Bovine Lactating Mammary

Existuje mnoho dileZ

takové ldatky do mlécné
k té, do niZ se infuse

51
sledujic{ citace:
kapitola 5, Universite de Liege,
"Hormonal Control of Casein Synthesis and Organ Culture
Gland" v J. Dairy Res. 49, 367_(1982) a Akers: "Binding Sites, Mammary Growth, Secretory

Cell Differentiation, and Milk Biosynthesis im Ruminants® v J. Dairy Sci, 68, 501 (1985).

V mnoha uspofdddnich podle vynélezu je'létkou s mitogennnim d€inkem polypeptidovy
rustovy faktor. Jisté tfidy takovyech rastovych faktord vyhodnych pro pouziti podle tohoto
vyndlezu maji molekulovou hmotnost obvykle niz3f neZ asi 45 000, typidteii dokonce niZ3f
nes asi 22 500, a v pffpadE rastovych faktort, které maji pEimou mitogenni G&innost jak
shora popséno, typicky niZSf neZ asi 10 000. V ngkterych pfipadech se mohou s vyhodou po-
uzit nskteré nepolypeptidové 14tky, napfiklad steroidy vajednfikt a placenty a jejich ago-
nisty. V kterémkoliv pfipadg miZe byt touto ldtkou ldtka p¥irozeng se vyskytujicf, ldtka
synthetizovand tak, aby simulovala 1dtku pfirozené se vyskytujicf, nebo ldtka synthetizo-
vand, ale nepodobajici se Zddné v pfirodé se vyskytujici slougenind, nicméné vsak majici
pitisludny mitogenni dE&inek.

Vyhodnou tfidou polypeptidovych rtstovych faktord, které se mohou poufivat, jsou epi-
dermdlni rustové faktory (EGF). Tyto faktory interagujf s receptory mlédnych epithelidl-
nich bundk, coZ vede k proliferaci té&chto bunék. Byly sekvenovdny EGF rdznych Zivo&isnych
druht. Byly identifikovdny jejich aminokyselinové sekvence a/nebo konfigurace dané vniti-
nim zkFiZenym navédzénim cysteinovych zbytkd disulfidovymi vazbami. Jednim takovym EGF- je
dobfe charakterizovany jednofet&zavy polypeptid o 53 aminokyselindch, ktery se miZe isolo-
vat z podéelistﬁich (slinnych) %14z dospglych my§ich samci. Jiny typ EGF, lidsky urogas-
tron, je synthetizovédn v duodenu (dvandcinfk) a ve slinnych %14zdch a lze jej isolovat
7 lidské mo&e. Urogastron je ze 70 % homologni (37 z 53 obvyklych aminokyselin) s my3im
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EGF a md tfi disulfidové vazby ve stejnych polohéch. Dostupnd data naznatuji, Ze lidsky
urogastron a lidsky EGF Jsou identické 14tky. Pro vice informaci o EGF viz: Garpenter

a spol.: "Epidermal Growth Factor", Ann. Rev. Biochem. 48, 193 az 216 (1976) a Gregory:
Nature 257, 325 az 327 (1975). Obg citace jsou zde zafazeny jako odkazy.

Je znémo, Ze pro mitogenni Gg¢innost neni nutnd dplnd aminokyselinovd sekvence lidské-
ho nebo mysiho EGF. Napfiklad: Gamble a spol.: USA patent &. 3 917 824 (ze 4. listopadu
1975) molekuldrni popisuje variace zkrdcené (napf. o 2,5 nebo 6 aminokyselin) na karboxy-
lovém konci, Gregory a spol.: USA patent &. 4 035 485 (ze 12. gervence 1977) popisuje mo-
lekularni variace zkrdcené o 7 aminokyselin, Cohen: USA patent &islo 3 948 875 (ze 6. dub~-
na 1976) popisuje derivdty EGF, kterym na C-konci chybi zbytky Leu-Arg, Banks a spol.:
piihl4ska PCT 83/04030 popisuje urogastronovd analoga, kterd se 1i8i typem nebo umisté-
nim jedné nebo vice aminokyselin, a Komoriya a spol.: pfihldska PCT 85/01284 popisuje po-
lypeptidy s aktivitou podobnou EGF, kterd je zaloZena na pfitomnosti sekvence sestédvajici
z 10 aminokyselin, které odpovidaji aminokyselindm mezi Cys20 a Cys31 ptirozeného EGF.
Vgechny tytc citace jsou zde zahrnuty jako odkazy. Tyto nebo podobné molekuldrni variace
" EGF, jejich analoga nebo jiné slougeniny, které interaguji s EGF (nebo funkéné podobnymi)
receptory v mlééné zléze po infuzi do miézné 14zy, a které dosahuji pozadavki podle toho-
to vynédlezu v podstatné mife, jsou v tomto rozsahu ekvivalenty EGF pro Ggely podle tohoto

vyndlezu,

Jsou znémé razné postupy pEipravy EGF. Napf.: V japonské patentové pfihldsce 59/
/027858 (Nippon Shinyaku) je popsdna kondenzace chréngnych 1 aZ 5 aminokyselinovych pepti-
d@ za vzniku chrédnéného tripentakonpeptidu, ktery se po odstranéni chrénicich skupin oxi-
duje na EGF. Nebo Lee a spol. v gvropské patentové pfihldsce 128 733 (publikované 19, pro-
since 1984) a Bell v patentové piihldsce PCT 85/00369 (publikované 31. ledna 1985) popisu-
ji ptipravy EGF expresi rekombinované DNA. Sugimoto v tritském patentu 2 092 155 popisuje
pfipravu EGF multiplikaci nybridnich bungk. Nishimura a spol. v USA patentu 4 528 186
(z 9. gervna 1985) popisuje isolaci EGF z lidské mote. Tyto objevy jsou zde zahrnuty jako
odkazy.

V jinych vyhodnych uspotddanich se rtstovy faktor mGZe vybrat z fetdlnich EGF, jako
jsou naptiklad transformujici rastové faktory oL -typu. Viz Sporn a spol.: evropskd patento-
vd pfihlaska 105 014 a Todaro a spol.: evropskd patentovd pfihléska 190 018 (tyto objevy
jsou zde zahrnuty jako odkazy). Tyto faktory integruji s receptory mlégné #lézy, &imz do-
chdzi k 7&dané mitogenn{ G&innosti. Jind tfida rdznych polypeptidd, které jsou uzitegné
v tomto vyndlezu, je ilustrovéna virovymi proteinovymi analogy popsanymi Brownem a spol.

v evropské patentové pfihlédsce 199 769 zaloZené na PCT ptihlé&ce 86/02650.

V jinych uspofdddnich mGZe byt rustovym faktorem polypetid ze skupiny insulin@, ana-
log takového polypeptidu nebo jind l1dtka, kterd integruje s rustovym faktorem podobnym
insulinu (IGF) nebo s funk&n& podobnymi receptory v mléeéné 2ldze, &imZ dochdzi k mitogen-
ni Giéinnosti na parenchym. Jako IGF se s vyhodou pouzivd IGF-I ("somatomedin") nebo IGF-
-1I. Podobné vysledky se mohou obecn& ziskat pouzitim insulinu nebo jeho prekursoru (napt.
pro-insulinu) i kdyZ poZadovang mnozstvi jsou mnohem vy33f neZ u IGF.

0 téchto roustovych faktorech z fady insulint a zp&sobu jejich pfipravy existuje roz-
s&hl4 literatura. Napfiklad aminokyselinové sekvence 1idského IGF-I a IGF-II a jejich pli-
prava expresi rekombinantni DNA v mikrobidlnich hostitelich jsou pepsény v evropské péten-
tové prihlésce 128 733 (vyse) a 123 228 (Chiron Corp.) (publ. 31. #ijna 1984). Analoga
16F-I 5 valinem v poloze 59 jsou popsdny Niwou a spol. v evropské patentové piihldsce
158 892 (publikované 23. Fijna 1985). Vice informaci o IGF lze nalézt v prdci Rinderknechta
a spol. "Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73, 2365 (1976), Zapfa a spol.: Curr. Top. Cell Reg.
19, 257 (1981) a Wilsona a spol.: J. Endocrin. 95, 59 a# 64 (1982). Pripravu insulinu a
pro-insulinu popsal Johnson v Sci. 219, 632 az 637 (1983), ddle je pfiprava insulinu a
pro-insulinu popséna v evropské patentové pfihléddce 55 945 firmy Genentech, kteréd byla
zvefejnéna 14. Cervence 1982.
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{ infuzi niékteré z létek, vznikajficich

PFi jinych vyhodnych provedenich se aplikuj
o smds tdchto ldtek nebo jejich analogy,

metabolickou cestou z kyseliny arachidonové, neb
které majf mitogenni d€inek na epitelové bunky mlégnych Zléz. K témto 14tkdm patii prosta-
glandiny, napf. ze serie A a% F, a jejich analogy, napf. [11d, 13E, 155]-11,15-dihydroxy-
-9-gxoprost-13-en-1-ové kyselina £y, 5z, 114, 13E, 155]-11,15-dihydroxy-9-oxoprosta-
-5,13-dien-1-ové kyselina (E;), [13€, lSS]—lS-hydruxy-9—oxcprosta—10,13-dien-1-ové kyseli-
na (A), 5z, 13E, 155]-15—hydroxy-9-oxuprosta—5,lO,lE-trieﬁ—l—ové kyselina (A,), [13€e,
155]-15-hydroxy-s—oxopmsta-s[12], 13-dien-1-ov4 kyselina (B;), 5z, 13E, 15§]-15-hydroxy-
9-oxaprosta-5,8[12],13-trien-1-ovd kyselina (B,), [5z, 94, 13E, 155]9,15-dihydroxy-11-
—oxoprosta-5,13-dien-l-ovd kyselina"(DZ), DBdL , 11 4, 13E, lSS]-9,11,15-trihydroxypro§t-
-13-en-1-ové kyselina (F;L ), 5z, 94, 11, 13E, 155] -6,9-epoxy-11,15-dihydroxyprosta-
ré viechny doddvd firma Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, Lutalyse (:) prostaglandin (FZaL) od firmy The Upjohn Co., Kalamazoe, MI a cloproste-
nol. Lze také pouit prekursord a mefabolitt t&chto létek (napf. arachidonové kyseliny

a jejich metaholita), které maji podobnou Géinnost pokud se tykd gvliviiovdni mitdzy mléé-
nych bungk, pEitemZ se 14tek s vEt3i déinnosti nebo/a s delsim poleasem midZe poutit v pEi-
slusng niz&fch ddvkdéch. fada tschto l4tek je popsdna v Advances in Prostaglandin, Thrombo-
xane, and Leukotriene Research, sv. 14 (zejména str. 1 az 43, 73 a% 129 a 263 ai 307),

vyd. J. E. Pikem a D. R. Mortonem, Jr., Raven Press, New York, NY (1985) a v tldnku Pro-
staglandins and the Arachidonic Acid Cascade, Norman A. Nelson a dal3f, 60 Chem. Eng. News,
str. 30 a nésledujici (l6. srpen 1982).

Litky, které p¥i podéni infuzi ddvaji parakrinni mitogenni d&inek, zahrnuji
t4lni laktogen, jisté pfedchdzejici hormany hypofyzy a dals{ polypeptidy a v padstaté po-
dobnou. chemickou struktupoutqu, aby se dosdhlo v podstaté stejnych mitogennich dginkd pro
t&ely tohofovyndlezu. Obecné jsou z divodi G&innosti vyhodné pfedchédzejici hormony hypofy-
zy jiné ne# prolaktin (napf. somatotropiny).

Gginnost pouzitych létek, pozadovanou timto vynéle-
neodeksdvané vysokou G&innost téchto ldtek pFi jejich
évky>pro infuzi do ¥l4zy ne v&ts{ nez

5,13-dien-l-avd kyselina (1), kte

placen-

MnoZstvi potfebnd pro mitogenni
zem, jsou velmi mald. To ukazuje na

pouzivdni. V nékterych p¥ipadech jsou jednotkové d
asi 2 mikrogramy. Vrnékterych pFipadech mohou byt déinné i nizsl ddvky. Obvykle se mohou

poddvat jednotkové ddvky aZ asi 100 miligramt nebo i vice, ani# by do%le k neZddoucim dG&in-
kom. Z ekonomickych divodd jsou vSak obvykle vyhodné men$f dévky (napf. mén& nez asi 100
mikrogrami).

Nejvyhodn&jsimi koncentracemi ldtky s mitogennt géinnosti v infuznim prostfedku jsou
obvykle koncentrace mezi asi 5 a asi 500 nanogramy/ml, agkoliv v ndkterych p¥ipadech mo-
hou byt uZitegné i vy35i nebo nis{ koncentrace. NejZzddansjsf dévky, koncentrace, frekven-
ce a podty infuzi lze urit na 24kladé rutinni zkuenosti. V mnoha pfipadech se dobrych
vysledkd deséhne jednou a% asi p&ti infuzemi. Tyto infuze se s vyhodou poddvaji odd&len,
napt. bghem 1 aZ asi 10 (s vyhodou 2 a% 5) dnl. Tato skutegnost, tj. to, Ze podstatného
zvyseni rdstu parenchymu lze dosdhnout v tak krdtkych dobdch, byla zcela neotekdvand a md
znaény komeréni vyznam. Postaujici celkové ddvky, tj. poBet postupnych infuzi jednotlivé-
mu savei bshem bfezosti nebo puberty pfed bfezosti, jsou obvykle asi 10 mikrogrami, typic-
ky méngé 9&2 500 miligramt, Sasto s vyhodou mens{ neZ asi 1 miligram létky s mitogenni
d&innosti. :

I kdyZz lze v praxi podle tohoto vyndlezu pouzivat jedinou ldtku s mitogenni G&innosti,
v nékterych pfipadech mohou byt vyhodngjsi kombinace takovych ldtek. V mnoha pfipadech je
s4douc{ poddvat infuzi takovou 14tku s mitogenni Gdinnosti, kterd blizce odpovidéd létce
pfirozengé se u pfislu§ného druhu (kterému se poddvd) vyskytujici, napE. hovézi EGF, IGF
a/nebo somatotropin pro pouziti u dobytka. Obvykle jsou vhodné také ldtky, které odpovi-
daji t&m, které se pFirozeng vyskytujf u jinych druht #ivodichd. ZplGsob podle tohoto vynd-
lezu se provddi tak, %e se pouZivd prosttedek pfipraveny pro poddvéni savcim infuzi do
mlééné 2ldzy. Tento prostfedek obsahuje takové mnoZstvi ldtky s mitogenni G&innosti na

@
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mlééné epithelidlni bunky u tohoto savce, které je G&inné pro zvydeni rdstu parenchymu
mlécné Zldzy shora uveaeného savce. Takové prostiedky by mély byt z fyziologického hledis-
ka snddenlivé, s vyhodou nedrdzdivé a v podstat® neobsshujici endo/toxiny. JestliZe je to
7ddouci, lze létku s mitogenni d&innosti poddvat jako pevnou ldtku, kterd miZe byt jemné
rozemleta nebo slisovdna do vyhodného tvaru a velikosti, napf. pro prodlouZené uvolnovani
v nédrzce struku (v zdsobni oblasti'struku). V jinych uspotddédnich je Zddouci pouZit vehi-
" kulum, které je v podstaté kapalné pti télesné teplotd savce a s vyhodou také za teploty
mistnosti, pfi niZ dochdzi k infuzi. A% u? infuzovany prostfedek je pevny nebo kapalny,
obvykle je vyhodné pouZit také vehikulum, které podporuje difuzi ldtky s mitogenni déin-
nosti mlé&nou %lédzou. V nékterych piipadech, ale ne ve v3ech, je vyhodné, aby vehikulum
bylo v podstaté rozpustné ve vodé.

Nejvice Z4dany lyp a mnoistvi vehikula pro infuzi ldtky s mitogenni d&innost{ se ur-
&1 na zédkladé rutinni zkudenosti. Pro ilustraci je typicky postadujici napfiklad 1 aZ 10
ml kapalného vehikula s pH ve fyziologickém rozmezi, napf. fyziologicky. solny roztok, Fre-
undtv nedplny adjuvant nebo rostlinny (napfiklad sojovy nebo sezamovy) nebo minerdlni olej.
Obvykle jsou vyhodné emulze dvou nebo vice takovych &inidel. JestliZe je to Zddouci, mohou
byt do prostfedku zahrnuty pfislu$né stabilizdtory, napi. mono- nebo di-sacharidy, cukr
a alkoholy nebo neutrdlni aminokyseliny.

Tento vyndlez poskytuje také zplisob pfipravy prostiedk(, které jsou uzitetné pro
zvy8eni ristu parenchymu mlécné Zldzy u savcl. V obecném uspofdddni takovy zplsob zahrnuje
spojeni (napf. dispergovéni) ldtky s mitogennim G&inkem na epithelidlnf bunky mlétné z1l&zy
shora uvedeného savce s vehikulem (pojivem), které zvysuje difuzi létky mléBnou #14zou sho-
ra uvedeného savce. Shora uvedeny prostfedek se upravi shora uvedenym spojenim pro poddni
savcl infuzi do mlécné Zlézy.

Ndsledujici popisy specifickych uspofdddni podle vyndlezu jsou pouze ilustrativni a ne-
znamenaj{ jekékoliv omezeni rozsahu vyndlezu. VSechna zvifata v té&chto pokusech byla fyzio-
logicky normdlni (jak shora popsdno). VZechny teploty jsou uvedeny ve stupnich Celsia. DI-
ly a procenta jsou hmotnostni dily a procenta, pokud neni jinak uvedeno.

PFfklad 1 a 2
Epidermdini rustové faktory

Dvandct brezich nelaktujicich krav rdznych plemen chovanych pro maso se v obdobi po- , -
slednich 40 aZz 80 dni bifezosti volné ustdji. Kemi se ddvkou vojtéskového sena a peletova-
ného koncentrdtu. Do kazdé &tvrtiny vemene se infuzi do mlééné #1dzy kandlkem struku 1.,
3., 5., 7. a 9. den této studie podd 10 ml excipientu (Freundév nedpliny adjuvant emulgova-
ny se stejnym mnoZstvim 0,9% sterilniho solného roztoku). Infuze se provddéji plastickou
strukovou kanylou (pro infuzi) (délky 3,2 cm, pfibliZn& 12 gauche) od firmy Jorgensen La-
boratories, Loveland Co. ProtoZe zadni a pfedni pdlka vemene nemajl stejnou velikaost, by-
la srovndvdni zpracovanych a kontrolnich &é4sti déléna mezi vzajemn& opatnymi dtvrtinami,
tj. &elni pravd versus zadni levd a zadni pravéd versus 8elni levd. Pro kontrolu a zpraco-
véni byly ndhodné vybrdny dvé &tvrtiny v kazdém vemenu. PEi infuzich excipient obsahuje 25
mikrogramt lidského EGF (hEGF) ziskaného od G. D. Searle and Co., Ltd., Anglie (6 zvifat)
nebo my&iho EGF (mEGF) ziskangého od Collaborative Research Corp., Lexington, Ma., USA
(jinych 6 zvifat). hEGF byl pfipraven firmou Searle expresi rekombinantni DNA a néslednd
dalSim &isténim filtrac{ na filtru (mol. hm. 10 000) na vy38{ &istotu neZ na 90 % (jak
bylo stanoveno HPLC), mEGF (kultivovany, &. katalogu 40001) z mys3ich pod&elistnich %14z
byl pfipraven zpGsobem podle Savage a spol.: J. Biol. Chem. 247, 7609 (1972) v 98% &isto-
té (stanoveno na SDS polyakrylamidovém gelu).

Pred podvévénim se struky kazdého zvifete 3 po sob& nésledujici dny mad{., KaZdy struk
se v den poddni pfedem vy&isti 70% vodnym ethanolem. {trndcty den se krdvy zabiji. Prove-
de se excise mlédnych 214z, Z kazdého vemene (pokud je to nutné, vydoji se) se odstrani
klZe a vemeno se rozdéli na &tyfi &tvrtiny: pfedni pravou, pfedni levou, zadni pravou
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a zadni levou. KaZdd &tvrtina vemen se rozemele. Representativni vzorek (200 g) se zhomo-
objemu vody. Zm&ii se celkovy objem kaZdého homogendtu.

iny vemene se tfi 10 ml podily homogenétu'
% a pak se

genizuje se &tyEndsobkem svého

P¥i stanoveni suché hmetnosti kazdé &tvrt

zfedéného 1 : 5 umisti do pfedem odvéZenych pénvi, vysuSi se pfes noc pfi 60

sui{ do konstatni hmotnosti.

P#i stanoveni hmotnosti suché odtuZnéné tkdnd kazdé stvrtiny vemene se t¥i 5 ml podi-
1y nezfed&ného homogendtu extrahuji zplisobem podle Andersona: J. Anim. Sci. 41, 118- (1975)
do pfedem odvdZenych sklenénych centrifugatnich zkumavek ( o ve-
pfes noc 10 ml smési ethanolu s etherem v poméru 3 : 1,
500 otdtkdch za minutu) a supernatant se odebere. Prove-
smési ethanolu s etherem. Vzorek se vysuii pod dusikem

s tim, Ze se vzorky umisti
likosti 25 x 150 mm), extrahujf se
potom se centrifuguji (5 minut. pfi
de se druh# extrakce dalZimi 10 ml
do kanstantini hmotnosti.

DNA v kaZdé &tvrting vemene se stanovi zptisobem podle Burtona: Methods in Enzymol. 128,
163 az 166 (1968). Jako testovaci roztok se pouZivd roztok 15% trichloroctové kyseliny (TCA)
ve 2N kyselin& chlorovodikové. PFi tomto stanovenf se alikvotni &ést (podily homogendtu)
314zy zfedi vodou v pomEru 1 : 5 a vie se zhomogenizuje. PouZifivajl se tfi 0,25 ml nebo 0,5
ml podily t&chto homogendtd. Kafdy podil se smichd se 2 nl testovaného roztoku. Po 30 mi-
nutdch se vzorky deset minut odstfeduji pti 3 000 otddkdch za minutu. Vysledné pelety se

% roztoku trichloroctové kyseliny v destilované vod&. Po op&tovném odstie-

promyji 2 ml 10
sté a smés se zahfivd 30 mi-

dovéni se vysledné pelety razbiji ve 2 ml 0,5% kyseliny chlori
aut na 70 uC, aby se extrahovala DNA. Vzorky se odstfeduji. Jeden ml vysledného/kaZdého

supernatantu se umist{ do zkumavek 12 x 75 mm. Pfidajf se 2 ml roztoku 1,5 g difenylaminu
a 1,5 ml kyseliny sirové ve 100 ml 1edové kyseliny octové (bezprostfedné pfed pouZitim

se ke 20 ml tehoto &inidla p¥idd 0,1 ml 1,6% vodného acetaldehydu). Vzorky se michaji
vifenim a inkubuji se pfi 27 Oc. Jako standard se pouZivd DNA brzliku telete.

Vysledky jsou uvedeny v tabulkdch 1 a 2.

Tabulka 1

Uginnosti hEGF podaného infuzi do mléEné Zldzy na gtvrtiny vemen bfezich krav chovanych

pro maso
mokrd suchd suchd DNA
hmotnost hmotnost odtudnénd /ug
g g hmotnost
g
A. zpracovéni
primér 389,9 120,0 63,2 794,5
B. kontrola
pram&r (pouze
excipient) - 357,3 111,4 58,3 710,0
C. prdmérné ’
zvyseni (A-B) 32,6 8,6 4,9 84,5
D. % zvySeni '
(A-B)/B 9,1 7,7 8,4 11,9
E. primérné %, ’
zvyseni/zvite 12,9 13,1 16,1 14,8
F. hladina vyznamnosti
% zvySeni .
p je men$i nez 0,01 0,09 0,16 0,06

m

X
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Tabulksa 2

Uzinnosti mEGF podaného infuzi do mlé&né 21ézy na &ivrtiny vemen bEfezich krav chovanych

pro maso

mokrd suchd suchd DNA
hmotnost hmotnost odtutnénd /Y8
g g hmotnost
9
A. zpracovéni
pramér 419,6 150,2 69,6 905,1
B. kontrola promér
(jen excipient) 402,0 147,9 64,6 794,9
C. pramérné zvyseni
(A-B) 17,6 2,3 5,0 110,2
D. % zvydeni
(A-B)/8 4,4 1,6 7,9 13,8
E. primérné %
zvySeni na zvife 1,8 2,1 5,2 12,0
F. hladina vyznamnosti
% zvyseni .
p menSi nez 0,22 0,40 0,19 0,05

Jak ukazujil vysledky v tabulkdch 1 a 2, &tvrtiny vemene, do nichZ byl infuzn& podédn
hEGF nebo mEGF, byly dfislednd t&251 a obsahovaly vice DNA neZ jejich stranové opagné kon-
trolni 8tvrtiny, kterym byl poddn pouze excipient a obvykle pfi vysokych hladinéch statis-
tické vyznamnosti.

Pifiklad 3 aZ 6
Epidermdlni rdastové faktory

24 brezich nelaktujicich krav chovanych pro maso se rozdéll do 4 skupin po 6 zvifa-
tech; Géinky infuze lidského EGF do mlégné 2ldzy na &ttvrtiny vemene byly u téchto zvifat
uréovédny gt inyp2zPisobem jako v piikladu 1 aZ na to, e A) jako excipient byla u skupiny
1 pouzita FteLndova emulze a u skupin 2, 3 a 4 emulze obsahujici 60 dilt sezamového oleje
a 40 dfld 0,9% sterilniho injektovatelngho solného roztoku, ktery obsahoval b,S % Tweenu
20, a Ze B) u skupin 1 a 2 se pouzivd 25 mikrogramd hEGF v kazdé infuzi, u skupiny 3 2,5
mikrogramu a u skupiny &4 250 mikrogramd. Stanoveni DNA se provddéji jako v pliikladech 1
a? 2 az na to, Ze se pOvodni tfi 0,5 ml podily homogqnétuextrahuji 1 hodinu 2 ml smési
ethanol - ether (v poméru 3 : 1), odstfedujf se 15 minut p#i 3 000 otdtkéch za minutu,
promyji se béhem 10 minut 2 ml 70% ethanolu, odstfeduji se 15 minut p#i 3 000 otéd&kéch
za minutu a pfed smichdnim kaZdého podilu s roztokem kyseliny trichloroctové se ethanol
odstrani. Vysledky pro skupiny 1 aZ 4 jsou uvedeny v tabulkédch 3 aZ 6.



€S 272772 B2

Tabulka 3

Geinnosti celkov# 125 mikrogramd hEGF ve
4

dzy na Gtvrtiny vemene bfezich krav chovanych pro maso (skupina 1)

Freundové emulzi podaného infuzi do mlééné

71
mokrd suchd suchd " DNA
hmotnost hmotnost odtuénénd /18
g g hmotnost
g
A. zpracovéni
primér 364,9 107,2 60,3 723,0
B. kontrola
primér
(jen excipient) 349,5 101,0 56,8 629,0
C. Pram&rné zvydeni
(A-B) 15,4 6,2 3,5 94,0
D. % zvy3eni
(A-B)/8B 4,4 6,1 6,2 14,9
E. primérné % )
zvyseni/zvite 8,1 10,3 8,3 23,0
F. hladipna vyznamnosti
% zvySeni
p mensi neZ 0,15 0,11 0,13 0,18

nnosti celkové 125 mikrogramd hEGF v emulzi sezamového oleje podaného infuzi do mléEné

T

abulka 4

ei
$14zy na Etvrtiny vemene bEezich krav chovanych pro mase (skupina 2)
mokrd suchd suchd ONA
hmotnost hmotnost odtu&nénd /ug
g g hmotnost
g
A. zpracovéni
primér 370,2 122,1 71,0 995,0
B. kontrola
primér
(jen excipient) 356,2 111,1 é8,8 703,0
€. pram&rné zvySeni
(A-B) 14,0 11,0 2,2 292,0
D. % zvyseni
(A-B)/B 3,9 9,9 3,2 41,5




CS 272772 B2

Tabulka

4 - pokragovéni

mokrd suchd suchd DNA
hmotnost hmotnost odtuénénd /ug
g g hmotnost
g
E. proamérné % zvyseni
na zvitre 10,4 20,2 15,9 70,0
F. hladina vyznamnosti
% zvysen{
p mendi nez 0,2 0,02 0,3 0,09

Tabulka 5

Uginnosti celkové 12,5 mikrogramd hEGF v emulzi sezamového oleje podaného infuzi
do mlésné 71l4zy na &tvrtiny vemene bfezich krav chovanych pro maso (skupina 3)

mokrd suchd suchd DNA
hmotnost hmotnost odtucnénd /49
g g hmotnost
g
A. zpracovdni
pramér 397,8 132,4 79,4 867,6
B. kontrola
pramér
(pouze excipient) 400,0 127,0 72,1 896,6
C. primérné zvyseni
(A-8) (2,2) 5,4 6,7 (29,0)
D. % zvySeni
(A-B)/B (0,5) 4,2 9,2 (3,3)
E. primérné % -
zvySend
na zvife (0,6) 7,8 16,3 (2,2)
F. hladina vyznamnosti
% zvyseni
p men$i nez - 0,17 0,1 -

10
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Tabulka 6

Gginnosti 1,25 miligramﬁ hEGF v emulzi sezamového oleje podaného infuzi do mlégné Zldzy

na &tvrtiny vemene bfezich krav chavanych pro maso (skupina 4)

mokrd suchéd suché DNA
hmotnost hmotnost odtudnénd /ug
g . - g hmotnost
g
A. zpracovéni
primér i 391,9 131,5 81,7 733,2
B. konirola
prumér
(pouze excipient) ) 360,2 117,9 © 75,1 729,2
C. primérné '
zvygeni (A-B) 31,7 13,6 6,6 4,0
D. % zvyseni
(A-B)/B g,8 11,6 8,8 0,5
E. prim&rné %
zvysent
na zvife 9,9 12,2 11,9 1,6
F. % zvy8eni,
hladina vyznamnosti
p men3i neZ 0,001 0,004 0,03 -

Jak ukazuji vysledky v tabulkdch 3 az 6, &tvetiny vemene, do nichz byl infuzn& poddn
hEGF, byly podstatné t&Z5f a obsahovaly vice DNA neZ jejich stranové opa&né kontrolni &tve-

tiny, kterym byl poddn pouze excipient.

PEiklady 7 aZ B

24 bfezich nelaktujicich krav rtznych plemen chovanych pro maso se ndhodng rozdéli do
3 skupin po 8 zvifatech v kazdé skuping. Uginky infuze lidského EGF do mlétné Zldzy na
gtvrtiny vemene byly u t&chto zvifat ucdovény stejnym zphsobem jako v piikladu 1 aZ 2 aZ
na to, Ze mnoZstvi hEGF v kazdé infuzi bylo 25 mikrogramd u skupiny 1, 250 mikrogramd
u skupiny 2, a 2,5 mikrogramu u skupiny 3. Hmotnosti %14z a DNA byly uréovény stejnym zpl-
sobem jako v pEikladech 1 aZ 2. Vysledky s nizkou ddvkou u skupiny 3 byly nejasné vzhledem
k napuchnuti nskterych ¥1dz. Vysledky pra skupiny 1 a 2. jsou uvedeny Vv tabulkdch 7 a 8.

Tabulka 7

Gginnosti 125 mikrogramd hEGF podaného infuzi do mlésné ¥l4zy na &tvrtiny vemene bfezich

krav chovanych pro maso (skupina 1)

a
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mokrd suchd suchd DNA
hmotnost hmotnost odtugneénd /ug
g g hmotnost
g
A, zpracovani
primér 363,0 113,0 52,8 396,9
B. kontrola
pramér
(bez G&inné 1l4tky) 358,0 109,7 50,7 358,9
C. prumérné zvySeni
(A-B) 5,0 3,3 2,1 38,0
D. % zvySeni
(A-B)/B 1,5 3,0 4,1 10,6
£. hladina vyznamnosti
% zvySeni
p mensi nez 0,34 0,21 0,16 0,12

Tabulka 8

Uginnosti celkové 1,25 miligramd hEGF podaného infuzi do mlégné 71dzy na &tvrtiny vemen
bfezich krav chovanych pro maso (skupina 2)

mokrd suchd suchd ONA
hmotnost hmotnost odtutnénd /U9
g g hmotnost
g
A. zpracovéni
primér 392,5 122,0 63,8 344,0
B. kontrola
primér
(pouze excipient) 388,2 115,7 61,4 384,0
C. primérné zvyseni
(A-B) 4,3 6,3 2,4 (40,0)
0. % zvySeni
(A-B)/8 1,1 5,3 3,9 (10,4)
E. hladina vyznamnosti
% zvySeni
p mensi nez 0,4 0,12 0,26 -

rym byl podén pouze excipient.

Jak ukazuji vysledky v tabulkdch 7 aZ 8, &tvrtiny vemene, do nichZ byl infuzné& podén
hEGF, bylyt&Z51 a obsahovaly vice DNA neZ jejich stranové opaéné kontrolni &tvrtiny, kte-
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Pfiklad 9
24 bfezich jalovic Holstein se v dobg prlbllzne 40 puslednich dn& bfezosti volné
ustdji, krmi se dévkou vojt&Skového sena a peletového kancentrdtu. Infuz{ do mlétné Zlédzy
se kandlkem struku do kazdé &tvrtiny vemene kaidy tfeti den a% do porodu podd 10 ml exci-
pientu vdem jalovicim krom& jedné, které se aplikuje 1idsky EGF, jak popsdno v tomto pfi-

kladu, pouze do 15 dni pfed porodem. Infuze se provddgji plastickou kanylou pro infuzi,
3,2 cm dlouhou, pfibliZn& &islo 12, s tupym koncem od firmy Jorgensen Laboratories, Love-
land, Co. Zvifata se ndhodné vyberou vidy po 12 pro nésledujfci & zpracovdni: A) 250 mi-
krogramt lidského EGF, ziskaného od firmy G. D. Searle and Co., Ltd., Anglie, rozpu$tiné-
ho v (62,5 mikrogramG/ml) 0,9% fyziologickém roztoku pro injekce, obsahujicim 0,5% Tweenu
20, a pak emulgovansho t&sng pfed pouzitim v sterilnim sezamovém oleji, obsahujfcim 5 %
Arlacel A manidmonooledtu, (olej: fyziologicky roztok v poméru 3 : 2) o.kone&né koncentra-
ci 25 mikrogramt lidského EGF v ml excipientu, B) 250 mikrogramd hovéziho IGF-I, pfipra-
venéha jako v pfikladech 10 aZ 12, vy&ist&ného a pak rozpudténého a emulgovaného, jak bylo
prévé popséno pro hEGF, C) 50 miligramd N-methionylovaného hovE&zfiho somatropinu (BST), pfi-
praveného jako v pFikladech 19 aZ 20 a pak zfedE&ného na 10 mg/ml ve sterilnim sezamovém
oleji a D) kontrola za pouiigi samotného excipientu (sterilni sezamovy olej). U kaZdého
zvifete se vechny 4 &tvrtiny vemene zpracuji stejnym zpisobem. Ka?dé vemeno se pfed zpra-
covénim postfikd 70% ethanolem a vysuSi do sucha a po zpracovdni se dezinfikuje roztokem
jodu. P¥i porodu se 4 zviFata z kazdé skupiny zabijf a jejich mlééné Zl4zy se oddél{ pro
analyzu. Zbyvajicich 8 zvifat z kaZdé skupiny se normdln& dojf kaz?dé dopoledne a kazdé od-

poledne prvnich 105 dni laktace.

Bshem tdchte 105 dnii ddvé jealovice, které byl aplikovén lidsky EGF pouze do 15 dnd
pfed porodem, za den prum&rn& 9,6 kg mléka, tj. 34,8 %, vice neZ daji prum&rn& kontrolni

krdvy. V praméru nepFesahuje produkce mléka krav zpracovdvanych a% do porodu produkeci mlé-

ka kontrolnich krav.

Pfiklad 10 az 12

Rostové Taktory podobné inzilinu

24 bfezich nelaktujicich krav réznych plemen chovanych pro maso se v dobé poslednich
40 a¥ B0 dni bFezosti volnE ustdji, krmi se dédvkou vojtEskového sena a peletovaného kan-
centrdtu. Infuzi do mlééné #l4zy se jim kandlkem struku do kaZdé Stvrtiny vemene 1., 3.,
5., 7. a 9. den této studie podd 10 ml excipientu (emulze sezamového oleje stejného druhu
jako byla emulze pouZitd v'piikladach 4 a¥ 6). Kontrolni a testované &tvrtiny vemene se né-
hodng vyberou. Srovndni kontrolni a testované &tvrtiny vemene se provéd{ jako v pE¥fkladech
1 a 2. PFi infuzich testované sloufeniny obsahoval excipient rGstovy faktor I podobny ho-
vézimu inzulinu (bIGF-I), ktery se pFipravi expresi v E. coli (Prla kmen 079) rekombinan-
tni DNA kddujici bIGF-I napojeny na proteinavou signdlni sekvenci st&n "lam" B bungk, se-
krec{ do periplasmového prostoru E. coli a izolaci vy&isténim konvenSnimi zpisoby (véetnd
gelové filtrace, HPLC na latexu a na abrdcenyich fdzich). Tento bIGF-I md aminokyselinovou
sekvenci a sekunddrni strukturu shodnou s AMgenovym lidskym IGF-I pouZivanym v pfikladu 14.
Ve standardnich Lé mychlastovych testech je jeho aktivita v podstaté stejnd (90 az 123 %)
jako aktivita bIGF-I z pfikladu 14. V infuzi byla pouZita ndsledujici mnoZstvi bIGF-I:
skupina 1 - 2,5 mikrogramu, skupina 2 - 25 mikrogrami, skupina 3 - 250 mikrogramd, Pi#ipra-
va zvitat, infuze a stanoveni hmotnosti &tvrtin jejich vemen a DNA se provad{ shodn& jako
v pfikladech 3 a% 6. Vysledky pro skupinu 1 jsou uvedeny v tabulce 9.

"

1
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Tabulka 9

maso pfi podévéni infuzi do mléené z1azy (skupina 1)

14

v ‘chovanych. pro

mokrd suchd suchd DNA
hmotnost hmotnost odtutnénd /ug
g g hmotnost
g
A. zpracovéni.
pramér 408,4 111,7 54,9 1307
B. kontrola
pramér
(pouze excipient) 369,0 102,7 48,0 1219
C. prumgrné zvydeni )
(A-B) 39,4 9,0 6,9 88
D. % zvy8eni
(A-B)/B 10,7 8,7 14,2 7,2
E. primérné procento
zvygeni na zvife 11,0 8,8 16,0 12,5
F. hladina vyznamnosti
% zvyseni
p menSi nez 0,01 0,003 0,03 0,2

vV této studii
covanych &tvrtin ve srovnéni
gtvrtin, jimZ nebyla infuze p

kuji, ziska)ji se v podstaté shodné vysledky.
opakovéni bylo zjisténo, Ze zpracované a kontro

zplsobem:

dvé vyssf ddvky bIGF (skupin

y 2 a 3) neposkytovaly véts{ nédrtst zpra-

s kontrolnimi &tvrtinami. Byl v&ak pozorovén podstatny rust

odéna.

Jestlie se postupy popsané pro skupin
Ze shrnuti vysledkd z pavodni studie a jeho
1ni &tvrtiny vemene rostly nédsledujicim

y 1 az 3 zopa-

Tabulka 10
ddvky kontroly zpracovani spojeno
sttedni vs. nizké + 27 % + 23,1 % .25 %
p mensi nez 0,08 0,12
vysokéd vs. stiedni + 34,4 % + 31,5 % + 33 %
p mens{ nez 0,08 0,09
vysokd vs, nizkd + 71,3 % + 62 % + 67 %
p mensi nez 0,007 0,01

Ke shora uvedenému rastu

na bIGF-I bghem studia vyznamné nezvysila.
tyto testy opakuji s jinymi bfezimi nelaktujicimi kravami chovan
seskupeny na zdkladeé v podstaté stejnychp

kontrolnich &tvrtin vemene dochdzi i kdy? se plasmovd hladi-

z vysledkd odstranily razné proménné fakitory.

Vysledky prakticky jsou shodné, jestliZe se
ymi pro maso, které jsou
otdtednich objeml vemene, aby se cO nejvice
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priklad 13

Razné faktory podobné inzulinu

Jetlize se jalovicim, chovanym pro maso nebo pro mléko, nebo bfezim kravdm podd
jnfuzi postupem podle pitikladd 10 a¥ 12 celkem 125 mikrogramt aZ 12,5 miligramu rastového
faktoru II podobného inzulinu, vy6i§ténéhoV'podstaté od viech jinych hovézich peptidd ja-
ko v pFfkladu 1 US patentové ptihldsky 888 996 z 31. gervence 1986, odpovidajici evropské
patentové ptihlédsce 86870128.5, jsou vysledky v podstaté stejné jako v ptikladech 10 az
12, tj. podstatné se zvysi hmotnosti a ONA zpracovanych gtvrtin vemene.

pfiklad 14

Kombinace IGF s EGF

mene se v poslednich 35 a% 45 dnech bsezosti krmi dédvkou voj-

Do kazdé poloviny vemene Sé jim infuzi do mlégéné Zldzy ka-
a 9. den této studie 2,5 ml excipientu. 15 ovcim se
gch 1 a 2, dalsim 15 oveim se podd

30 ovci smiZeného ple
t&3kového sena a ovéiho krmiva.
ndlkem struku poddvd 1., 3., 5., 7.

podé4 Freundova emulze stejného druhu jako v piiklad
0,9% fyziologicky roziok. Infuze se provddi pomoci A-cath teflonové kanyly, dlouhé 3,2 cm,

zislo 16, od firmy C. B. gard Inc., s tupym koncem pro umistén{ do katetrd. U kazdého zvi-
fete se ndhodné ozna&i poloviny vemene pro zpracovéni excipientem, ktery ddle obsahuje

2,5 mikrogramu mysiho EGF toho druhu, ktery byl pouzit v pfikladech 1 a%z 2, a 2,5 mikro-
gramu lidského IGF-1 pFipraveného expresi rekombinantni DNA a podédvaného firmou AMgen
Biological Corp., Thousands Oaks, Ca. (Catalog No. 04111, Lot 407; © sistoté vyssL nez 90 %
podle HPLC). Druhd ptilka vemene kazdého zvifete je uréena jako kontrolni, nebot se infuzi
do ni poddvd pouze excipient. Pfed tim byly struky kazdého zvifete médeny 7 po sobg jdou-
cich dni. V den zpracovﬁni byl kaZdy struk ptedem ogigtén 70% ethanolem. .

T#indcty den se ovce zabiji. Provede se excise jejich mlé&nych 314z. Z kazdého veme-
ne (vydojeng, jestliZe Je to nutné) se odstrant kuze, nateZ se rozdéli na pravou a levou
polovinu. Kazd4d polovina vemene S€ homogenizuje se gtytndsobkem (hmotnostnim) vody. ImEEi

se celkavy objem homogendtu.

Pfi stanoveni suché hmotnosti kaZdé poloviny vemene se€ t#i 10ml podily homogendtu
s¥edéného 1 : 5 umisti da pfedem odvéZenych pénvi, vysusf se pies noc pfi 60 0¢ a pak se
sus{ do konstantni hmotnosti. ’

P#i stanoveni hmotnosti suché odtugnsné tkdng kadé poloviny vemene se tfi Sml podi-
1y nezfed&ného homogendtu extrahuji zptisobem podle Andersona: J. Anim. Sci. 41, 118, (1975)
s tim, Ze se vzorky umisti do pfedem advéZenych sklen&nych centrifugadnich zkumavek (o ve-
1ikosti 25 x 150 mm), extrahuji se ptes noc 10 ml smési ethanolu s etherem v pom&ru 3 : 1,
potom se centrifuguji (5 minut pEi 500 otdtkédch za minutu) a supernatant se odebere. Pro-
vede se druhd exirakce dalsimi 10 ml sm&si ethanolu s etherem. vzorek se suif pod dusikem

do konstantni hmotnosti.

DNA v kaZdé poloving vemene se stanovi zpuschem podle Burtona: Biochemistry 62315

(1956). Jako testovaci roztok se pougfivéd roztok 15% trichloroctové kyseliny (TCA) ve 2N

kyseling chlorovodikové. PEL tomto stanoveni se alikvotni podily homogendtu Zldzy zfed{
vodou v poméru 1 : 5 a vie se zhomogenizuje. Pou¥ivaji se troje 0,25m1 nebo 0,5ml podily
t&chto homogendtt. Kazdy podil se smiché se 2 ml testovaného roztoku. Po 30 minutéch se
vzorky 10 minut odstfedujf pti 3 000 gtdékdch za minutu. Vysledné pelety se promyji 2 ml
10% roztoku kyseliny trichloroctové v destilované vodé. Po opé&tovném odsttedovéni se vy-
sledné pelety rozbiji ve 2 ml 0,5% kyseliny chloristé a smés se zah¥{vd 30 minut na 70 °c,
aby se extrahovala DNA. Vzorky se odstfedujf. Jeden mililitr kazdého vysledného supernatan-
tu se umisti do zkumavek 12 x 75 mm. Pridaji se 2 ml toztoku 1,5 @ difenylaminu a 1,5 ml
kyseliny sirové ve 100 ml ledové kyseliny octové (bezprostiedné pfed pouZitim se ke 20 ml
tohoto Zinidia pFidd 0,1 ml 1,6% vodného acetaldehydu). Vzorky se smichajf, mfchaji se vi-

fenim a inkubuji se pEi teploté 27 0¢. Jako standard se pouzivé DNA brzliku telete.

n
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vysledky jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11

Uginnosti kombinace mEGF a hIGF-I podané infuzi do mlééné zldzy na bloviny vemen bfezich

ovci

mokrd suché suchd DNA
hmotnost hmotnost odtuénénd /19
g g hmotnost
g
A. zpracovéni ‘
pramér 277,3 73,6 75,2 - 1021,2
B. kontrola
primér
(pouze excipient) 264,17 66,2 56,4 849,5
C. pramérné zvySeni
(A-B) 12,5 7,4 18,8 171,7
D. % zvysen{
(A-B)/B 4,7 11,0 33,0 20,2
E. hladina vyznamnosti
zvyseni .
p je men3{ neZ 0,016 0,03 0,001 0,002

Data v tabulce 11 ukazuji, Ze DNA a suchd hmotnost, mokra hmotnost a suchd hmotnost
odtuénénych polovin vemen zvifat zpracovanych podle vyndlezu byly podstatng zvyseny ve
srovnini s nezpracovanymi polovinami, a tos mimofddng vysokymi hladinami statistickeé vy-

znamnosti.

Pfiklad 15
Kombinace IGF s EGF

Osm nebfezich jalovic Holstein ve stdfi asi 18 m&siclt bylo testovéno na d&inky kombi-
nace IGF-I a lidského EGF podané infuzi do mlégné Zzldzy podle postupl pouzitych v ptikla-
dech 10 a7 12 s tim, Ze A) objem excipientu v kaZzdé infuzi byl 2,5 ml a B) kaZdd infuze
obsahovala 6,25 mikrogramu biGF-TI a 625 mikrogramd hEGF druhd pouzitych v piikladech 10 az
12, resp. 1 a 2. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12

lieginnosti kombinace hEGF a biBF-I na &tvrtiny vemen jalovic Holstein pfi podéni infuzi

do mlééné Zldzy
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mokrd suchd suchd odtuénénd
hmotnost hmotnost hmotnost
g g g
A. zpracovéni
prumér 205,1 93,2 - 10,7
B. kontrola
pramér
(pouze excipient) 188,2 89,0 9,5
C. primérné
zvyseni (A-B) 16,9 4,2 1,2
0. % zvysSeni
(A-B)/B 8,9 &,7 12,1
E. prumdrné % zvydeni
na zvife 11,3 7,7 18,8
F. hladina vyznamnosti
zvyseni
p menSi nez ] 0,06 0,2 0,09

Data v tabulce 12 ukazujf, Ze mokrd hmotnost, suchd hmotnost a suchd hmotnost odtud-
nénych &tvetin vemene jalovic Holstein, zpracovanych podle vyndlezu, byly podstatng vEtsL
ne? jejich strancvé opa&nych &tvrtin, kterym byl podédn pouze excipient, a to ve vysokych

" hladindch statistické vyznamnosti.

PFiklad 16
Kombinace IGF s EGF

licinky kombinace hov&ziho IGF-I a lidskéhe EGF pFi poddni infuz{ do mlé&né Zldzy
8 brezim nelaktujicim kravdm rGzného plemene, chovanych pro maso, bghem jejich poslednich
40 a¥ 80 dnii bfezosti se stanovi podle postupl, které jsou popsdny v pEikladech 10 az 12,
Ka%dd podand infuze obsahgvala 25 mikregrami hEGF toho druhu, ktery je pouzfvéan v pfikla-
dech 1 a# 2, a 250 mikrogram BiGF.I toho drubu, ktery je pouZivén v pfikladech 10 aZ 12.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13

U&innosti kombinace biGF-I (celkem 1,25 miligramu) a hEGF (celkem 125 mikrogramd) podané
infuzi do mlé&né ¥1ldzy na &tvrtiny vemen bFezich krav chovdnych pro maso

mokrd suchd suchd DNA
hmotnast hmotnost © odtuénénd /19
g g hmotnost
g
A. zpracovani ‘
pramér 496,1 156,4 72,0 1392
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Tabulka 1 3 - pokratovdni

mokrd suchd suchd DNA
hmotnost hmotnost odtuénénd /ug
g g hmotnost
9
B. kontrola
pramér
(pouze excipient) 474,0 144,0 60,7 1 243
C. prim8rné zvyseni
s (A-B) 22,1 12,4 11,3 149
D. % zvyseni
(A-B)/B 4,7 8,6 18,7 12,0
E. pramérné % zvydeni
na zvife 8,2 13,0 11,0 12,0
F. hladina vyznamnosti
% zvyseni
p mensi neZ 0,1 0,03 0,08 0,15

Jak ukazuje tabulka 13, ty &tvrtiny vemen, které obdrzely kombinaci bIGF-I s hEGF,
byly dtslednd t&%5i a obsahovaly vice DNA neZ jejich stranové opagné &tvrtiny, které ob-
drzely pouze excipient, a to ve vysokych hladindch statisticke vyznamnosti.

Ptiklad 17 az 18

18 biezich jalovic Holstein se ve svych poslednich 40 az 60 dnech otekdvaného oteleni
volné ustdji a krmi se dévkou vojtéskového sena” a peletovaného koncentrdtu. Infuzi do
mlégné 214zy se jim kandlkem struku do kazdé &tvrtiny vemene kaZdy tfeti den.podd 10 ml
excipientu (sterilni sezamovy olej) pro fadu niZe uvedenych zpracovéni. Jalovice ve sku-
pindch 1 a 3 se zpracovdvaji pouze do pdtého dne pfed porodem, kdezto jalovice ve skupi-
ndch 2 a 4 se zpracovavaji jesté i v poslednich péti dnech pfed porodem. Do obou &tvrtin
vemen na jedné strand zvifete byl aplikovdn excipient obsahujici mitogenni létku, zatimco
do obou &tvrtin vemene na opa&né strang zvifete byl poddn samoiny excipient. VSechny infu-
ze se provadéji infuzni kanylou od firmy Jorgensen Laboratories, jaké byla pouzita v pifi-
kladech 1 a 2. KaZdy struk se pfed infuzi post¥ikd 70% ethanolem a vysudi se a po infuzi
se dezinfikuje roztokem jodu.

Skupina Potet jalovic Mitogenni 1ldtka Potet zpracovdni

v excipi -
cipientu rozmezi -prameér

1 4 hEGF a IGF-1% 10 10
(po 0,25 mg)

2 5 " 7 a% 20 14

3 5 BST** (50 mg) 10 az 20 12

4 4 " 4 a7 16 9
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% Ziskané jako v pFikladech 1 a¥ 2 a 9 az 11, rozpusténé (kazdy 62,5 mikrogrami/ml)
v sterilnim 0,%9% fyziologickém roztoku pro injekce,obsahujicim 0,5 % Tweenu 20, a emulgo-

vané ve sterilnim sezamovém oleji (olej: fyziologicky roztok v Euméru 3:2)as5% Arla-

celu A od firmy Sigma Chemical Co., St. Louis).

xx PPipraveny jako v piikladech 19 a¥ 20 a zFeddny na 10 mg/ml v sezamovém oleji jako

excipientu. Vysledky viz pfiklady 21 a% 22.
Tato zvifata se bihem prvnich 30 dnd po porodu normdlng doji ka?dé dopoledn

pticem? se produkce mléka odd&lend zaznamendvé pro kaZzdou &tvrtinu vemene.
polovin vemene zpracovanych ve skupin& 2 produkci

e a8 od-

poledne,
v pram#ru nepfesahuje produkce mléka

jejich kontrolnich polovin vemene.

Tabulka 14
(éinnosti kombinace hEGF a IGF-I podané infusi do mlé&né #14zy na Etvrtiny vemen

bfezich jalovic (skupina 1)

primérnd produkce mléka 7 % zvysend ’ hladina vyznamnosti
kg/den (A-B)/8B " zvydent
zpracovand kontrolni p mensi neZ
strana (A) strana (B)
10,0 9,0 11 0,14

Jak je zfejmé z tabulky 14, daly gtvrtiny vemen, do kterych byla infuz{i vpravena
kombinace hEGF a IGF-I pouze do pdtého dne pifed porodem, v priméru podstatn& vice mléka,

nezli jejich protilehlé strany, kterym byl aplikovén pouze excipient.

Pi#iklady 19 aZ 20

Somatropiny

24 bfezich nelaktujicich krav ruzného plemene se Vv jejich poslednich 40 aZ 80 dnech
bfezosti rozddli do dvou skupin. Testuji se GEinky infuze do mlégné Zldzy podle postuptl
z pfiklada 3 az 6 s tim, Ze A) objem excipientu v kaZdé infuzi byl 5 ml a B) kaZdd poddva-
nd infuze obsahovala 1 % soli zinku N-methionylovaného hovéziho somatropinu (BST) (a to
skupina 1 - 100 mg, skupina 2 - 40 mg), ktery se pfipravi expresi rekombinantni DNA a vy-
gisti v podstatd tak, jak popisuji pfiklady 1A US patentové pFihl4sky 787 873 ze 16. Fi3-
na 1985, zalozené na evropské patentové pfihldsce 177 478, zvefejn&né 9. dubna 1986. Vy-

sledky jsou uvedeny v tabulkdch 15 a 16.

Tabulka 15

Jginnosti BST, podaného infuzi do mlédné zldzy v celkovém mnoZstvi 500 miligramd,
na &tvetiny vemen bFezich krav chovanych pro maso (skupina 1)

-

1.
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mokré suchd suchd DONA
hmotnost hmotnost odtuénénd /ug
g g hmotnost
g
A. zpracovéani
primér 790,1 207,6 146,7 2 185
B. kontrola
prdamér .
(pouze excipient) 736,6 190,6 141,5 2 054
C. prumérné zvyseni ]
(A-8) 53,5 17,0 5,2 131
0. % zvyseni
(A-B)/B 7,3 8,9 3,6 6,4
E. prumérné % zvyseni
na zvite 9,8 10,7 7,9 10,5
F. hladina vyznamnosti
% zvyseni
p men3{ nez 0,004 0,03 0,18 0,3

Tabulka 16

Uginnosti celkem 200 miligram® BST podaného infuzi do mlééné Zldzy na ¢tvriiny vemen

bfezich krav chovanych pro maso (skupina 2)

mokrd suchd suchd DNA
hmotnost hmotnost odtu&nénd /ug
g g hmotnost
g
A. zpracovdni
pramér 396,9 96,4 49,5 1371
B. kontrola
pramér
(pouze excipient) 345,4 85,1 44,8 1 299
C. primérné zvyseni ‘
(A-B) 51,5 11,3 4,7 72
D. % zvySeni
(A-B)/B 14,9 13,3 10,5 5,5
E. pramérné % zvyseni
na zvite 13,4 10,7 7,8 15,8
F. hladipa vyznamnosti
% zvydeni
p mensi nez 0,007 0,06 0,06 0,1
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Data v tabulkdch 15 a 16 ukazuji na to, Ze mokrd hmotnost, suchd hmotnost a suchd
hmotnost odtuZnénych &tvrtin vemene bfezfch krav chovanych pro maso, kterym byla podédna
infuze podle vyndlezu, byly podstatng vetsl ne¥ u jejich stranové opaénych &tvriin, kterym
byl poddn pouze excipient, a8 Ze hladina statistické vyznamnosti rozdild mezi zvétSenimi

zpracovanych ctvrtin a kontrolnich &tvrtin je vysokd.

PFiklady 21 aZ 22
V tabulce 17 jsou uvedeny vysledky, dosazené u jalovic ve skupipé 3 z pfikladt 17 aZ
docilend u polovin vemene, které byly zpracovény ve

18. V prum&ru byla produkce mléka,
%, p men3{ neZ 0,4) neli produkce mléka

skuping & z pfFiklada 17 aZ 18, mirné vy3si (o 2
jejich kontrolnich-polovin vemene.

Tabulka 17

Gginnosti infuze BST podané do mlégéné Zldazy na gtvetiny vemen bfezich jalovic Holstein

(skupina &)

promérnd produkce mléka % zvyseni hladina vyznamnosti zvyseni
kg/den (A-B)/B p men3i neZ
zpracavand kontrolni '

strana (A) strana (B)

10,9 9,8 11 0,15

Jak je zfejmé z tabulky 17, daly &tvrtiny vemen, do kterych byl aplikovén BST nejdéle
do patého dne pfed porodem, V proméru podstatné vice mléka, nezli jejich protilehlé strany,

kterym byl poddvdn samotny excipient.

Pfiklady 23 aZ 26

Transformujici ristové faktory

Jestlize se jalovicim, kieré se chovajl pro mléko nebo pro maso, nebo bfezim kravém

podd infuzi podle postupld a dévkovéni z piikladt 3 aZ 6 lidsky transformujici rustovy fak-
Fine Chemicals, Torrance, Ca., USA, katalog &. PGRO-30),

tor alfa-typu (od Bachen Inc.
dojde k podstatnému a statisticky vyznamnému

ziskaji se v podstaté stejné vysledky, t3.
zvySeni hmotnosti a DNA zpracavanych &tvrtin vemene.

P¥iklady 27 aZ 29

Inzulin

JestliZe se jalovicim, které se chovaji pro mléke nebo pro maso, nebo bfezim kravdm,
které se chovaji pro mléko nebo pro maso podle postupl z p¥ikladd 3 aZ ¢ podd 25, 100 ne-
bo 250 mg hov&ziho pankreatickeého inzulinu (od Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., USA,
katalog &. I-5500, 24 mezindrodnich jednotek na miligram) v jedné infuzi, ziskaji se po-
dobné vysledky, tj. dojde k podstatnému a statisticky vyznamnému zvydeni hmotnostf a DNA

zpracovanych &ivrtin vemene.

Pfiklady 30 aZz 32
Placentdlni laktogeny
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Jestlize se jalovicim, které se chovaji pro mléko nebo pro maso, nebo bfezim kravdm,
které se chovaji pro mléko nebo pro maso, infuzi podle postupl z piikladd 3 aZ 6 podd cel-
kem 0,25, 10 nebo 250 miligramd pfirozeného hovéziho placentdlniho laktogenu (ktery se vy-
gist{ zptsobem podle Bayatta: Endocrin. 119, 1343 a7 1350 (1986), dosdhne se velmi podob-
nych vysledk, tj. dojde k podstatnému a statisticky vyznamnému zvyseni hmotnosti a ONA

zpracavanych &tvrtin vemene.

P¥iklady 33 az 36
Prostaglandiny

24 brezich nelaktujicich krav rdznych plemen, chovanych pro maso, se volné ustdjl
a kemi se dévkou vojtéskového sena a peletovaného koncentrdtu., Do kazdé &tvrtiny vemene
se jim infuzi do mlécné zldzy kandlkem struku aplikuje 1., 3., 5., 7. a 9. den této stu-
die 5 ml excipientu (olej MCT od firmy Mead Johnson Corp., coZ je triglycid se stfedné
dlouhym fetézcem, a sice lipidové frakce kokosoveho oleje, tvofend zejména triglycidy
mastnych kyselin s 8 a 10 uhliky a obsahujici Cg - 67 %, Cig - 23 %, (_CB -6 %, )Clo-
- 4 %), 4B prednich a zadnich polovin vemen se ndhodné rozdéli do 4 skupin, pfidemZ vZdy
do jedné &tvrtiny kaZdé poloviny vemene se aplikuje excipient a jeji podélng protilehld
gtvrtina vemene se pouZije jako kontrola. Pfi téchto infuzich obsahoval excipient Prosta-
glandin (PG) El nebo E2 od firmy Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO. (katalog &. 86F-
-0406 a ~0404). Mnoistvi PG v kazdé infuzi &inila: skupina 1 - B7,5 mikrogramd EZ’ skupi-
na 2 - 875 mikrogramt E2, skupina 3 - 87,5 mikrogram( El’ skupina 4 - 875 mikrogram@ El.
Zvitata byla ptipravena a infuze byly aplikovény jako v pfikladech 17 aZ 18. Uginnosti by-
ly stanoveny jako v piikladech 1 aZz 2. Vysledky pro skupiny 1 a% 4 jsou uvedeny v tabulkdch
18 az 21.

Tabulka 18

Utinnosti Prostaglandinu E2 podaného infuzi do mlégné Zldzy v celkovém mnostvi 0,4375
miligramd na &tvrtiny vemen bfezich krav chovanych pro maso (skupina 1)

mokrd suchad suchd DNA
hmotnost hmotnost - odtucnénd mg
g g hmotnost
9
A. zpracovéani
primér 1 966,9 525,5 351,8 5 203
B. kontrola primér
(pouze excipient) 1 735,5 484,9 297,8 4 724
C. prumérné zvydeni
(A-B) 231,4 40,6 54,0 479
D. % zvySeni
(A-B)/B 13,3 8,3 18,1 10,1
E. hladina vyznamnosti
% zvysenl
p mensi nez 0,01 | 0,04 0,18 0,02
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Tabulka 19

@

"

Uéinnosti Prostaglandinu E2 podaného infuzi do mlésné Zldzy v celkovém mnoZstvi 4,375-

miligramé na &tvrtiny vemen bfezich krav chovanych pro maso (skupina 2)

v

mokrd suchd suchd DNA
hmotnost hmotnost odtunénd mg
g g hmotnost
g
A, zpracovani
primér 1 030,8 312,7 194,5 3 397
- B. kontrola
primér
(pouze excipient) 742,0 219,0 144,3 2 348
C. pram8rné zvyseni )
(A-B) 288,8 93,7 50,2 1 049
D. % zvySeni
(A-B)/B 38,9 42,8 34,8 44,6
E. hladina vyznamnosti
% zvySeni
p mensi neZ 0,0003 0,0001 0,004 0,001

Tabulka 20

Uginnosti Prostaglandinu E; podaného infuzi do mlé&né #1dzy v celkovém mnoistvi 0,4375
miligramt na &tvrctiny vemen bFezich krav chovanych pro maso (skupina 3)

mokrd suchd suchd DNA
hmotnost hmotnost odtuénénd mg
g g hmotnost
g
A. zpracovini
prumé&r 972,5 259,3 180,9 2 881
8. kontrola
primér 7
(pouze excipient) 778,0 210,6 200,3 2 284
C. prum&cné zvySeni
(A-B) 194,5 48,7 (19,4) 5917
D. % zvySeni
(A-B)/B 25,0 23,0 9,7) 26
E. hladina vyznamnosti
% zvySeni
p mensi neZ 0,002 10,002 0,58 0,07
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Tabulka 21

Usinnosti Prostaglandinu El podaného infuzi do mlé&né 2l4zy v celkovém mnoZstvi 4,375
miligramt na &tvrtiny vemen bfezich krav chovanych pro maso (skupina 4)

mokréd suchd suchd DNA
hmotnost hmotnost odtuénénd mg
g g hmotnost
g
A. zpracovdani
primér 1 435,5 379,6 247,7 4 218
B, kontrola
priamér .
(pouze excipient) 949,3 268,2 189,0 2 792
C. primérné zvyseni
(A-B) 486,2 111,4 58,7 1 426
D. % zvy$eni
(A-B)/B 51,2 41,5 31,0 51,1
E. hladina vyznamnosti
% zvyseni
p men8i neZ 0,03 0,02 0,07 0,06

Jak je zfejmé z tabulek 18 a% 21, byly &tvrtiny vemen, kterym byly aplikovdny prosta-
glandiny, vzdy t&2%{ a obsahovaly vice DNA neZli jejich podélné protilehlé kontrolni &tvr-
tiny, kterym byl poddn pouze excipient, a to obvykle pfi velmi vysokych hladindch statis-
tické vyznamnosti.

I kdy? biologické mechanismy tohoto vyndlezu nejsou zcela jasné, je zfejmé, Ze je lze
vyuzit v souladu s konven&ng uzndvanymi kriterii ke zvySeni parenchymu mlécné Zldzy a k
odpovidajicimu zvy&eni produkce mléka Zovo&icha, jemuZ byla aplikovdna infuze, a Ze tato
schopnost bude pfetrvédvat v ndsledujicim laktagdnim obdobi Zivoéicha a v mnoha pfipadech
pfi mnoha dalsich laktacich.

PREDMET VYNALEZU

1. Zptsob zvySeni nérdstu parenchymu mlécné 214zy zdravého, fyziologicky normdlniho
hospodéfského zvirete aplikac{ rtstovych faktord a/nebo jinych mitozu ovlivaujicich 1lédtek
v prubshu bfezosti nebo v dob& mezi ndstupem puberty a prvni bfezosti, vyznatujici se tim,
%e se plsobi na mlédnou 214zu intracisterndlni infuz{ prostifedku, ktery obsahuje -alespon
jednu dginnou ldtku, vybranou ze skupiny zahrnujici epidermdlni rastovy faktor, rostovy
faktor typu inzulinu, somatropin, transformujfc{ rGstovy faktor, insulin, placentdlni
laktogen, prostaglandiny, jejich smé&s a/nebo jejich syntetické analogy.

2. Iplsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se aplikuje jednotkovd ddvka obsahuji-
ci 2 mikrogramy aZz 100 miligramG déinné ldtky.
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