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Testiranje gonadotropne aktivnosti hipofize Sarana
na Zapcima

Danas se kod terapije s hormonalnim i os-
talim biolo$kim preparatima doziranje vrsi u
jedinicama, tj. na osnovu njihove bioloSke ak-
tivnosti. Naime, bioloSki preparati, pa i hor-
moni, testiraju se prije upotrebe na pogodnim
pokusnim Zivotinjama. Medutim, koliko nam
je iz literature poznato, kod riba do sada nije
uéinjen ni jedan pokuSaj testiranja ili stan-
dardizacije aktivnosti hormona, pa niti testi-
ranje ganadotropne aktivnosti hipofize. Vlas-
tita iskustva, podaci iz literature, kao i
provedena mjerenja tezine hipofiza ukazale su
nam, da aktivnost hipofiza Sarana varira u
vezi sa godiSnjim dobom, sa spolom i staroscéu
riba. Stoga bi kod stimulacije umjetnog mri-
jeSéenja pomocu hipofiza bilo veoma pogodno,
kada bi se umjesto dosadasnjeg doziranja, tj.
aplikacije jedne ili nekoliko hipofiza moglo
matice tretirati hipofizama, ¢ija je gonadotro-
pna aktivnost poznata.

Jedna od jednostavnih i opdée priznatih me-
toda za utvrdivanje gonadotropnih hormona
je Galli— Maininijeva reakcija. Pomocu nje
se moze dokazati prisutnost hormona foli-
kulina i gonadotropina u urinu Zena i u krvi
kobila, pa sluzi za ranu dijagnostiku gravi-
dnosti. Kod nas je tu reakciju i metode rada
opisao I. Valpoti¢. Kao pokusne Zivotinje sluze
zapci vrsta Rana esculenta, kojima se ispi-
tivani materijal aplicira u dorzalnu limfnu
vreéu. Kod diagnostike gravidnosti se Zapcima
tezine oko 30—40 g aplicira i ccm urina Zene,
odnosno seruma kobile. U pozitivnom sluéaju,
u urinu Zapca se ve¢ nakon 30 minuta pojave
spermiji, kao reakcija na aplicirane gonado-
tropne hormone. Kontrolu urina Zapca je naj-
bolje izvrsiti oko 3 sata nakon aplikacije. Urin
se zapcu izvadi iz Kkloake, pomocu posebno
formirane staklene pipete. Iz pipete se kap
urina stavlja na predmetnicu i pokrije pokro-
vnicom. Pod mikroskopom se malim pove-
éanjem kap potrazi na prisustvo spermija.
Pregled urina Zzapca treba izvrSiti i prije
tretiranja.

Galli—Maininijevu reakciju odabrali smo za
na$ rad i zbog toga, $to na ribnjacima po-
stoji moguénost lovljenja Zabaca, pa su ekspe-
rimentalne Zivotinje lako dostupne. Muzjaci
se od Zenki mogu razlikovati po vanjskim
oznakama. Na IV prstu prednje noge, koji
odgovara palcu, muzjaci imaju jastucasto za-
debljanje, koje Zenke nemaju. To zadebljanje
je naroéito pojacano za vrijeme parenja. Uz
to, kod muZjaka iza kaudalnog luka usne Su-
pljine, .ispod slusne membrane, nalaze se 0bo-

strano kozni nabori, u kojem su smjeSteni
zvuéni mjehuri. Oni sluze kao rezonatori zvu-
ka. Karakteristika muzjaka je'i to, Sto posje-
duju refleks opasivanja sa prednjim nogama,
S$to zenkama nije svojstveno.

Rad sa Zapcima je mnogo brzi i laksi, ako
su svi ili barem vecina prije stavljanja u po-
kus negativni, tj. da se u urinhu ne nalaze
spermiji. Zbog toga Zapce treba smjestiti od-
vojeno od Zenki, na tamno i hladno mjesto
sa neSto vlage. Mi smo Zapce nakon odvaja-
nja drzali najmanje 24 sata prije stavljanja u
pokus u natkritim cementnim bazenima, smje-
Stenim u hladnoj i tamnoj prostoriji. Iako je
u vrijeme rada jo$ trajala sezona parenja,
prije stavljanja u pokus ni jedan Zabac nije
u urinu imao spermije.

Vazno je, da se kod izvodenja pokusa na
Zapcima aplikacija izvr§i pravilno. Tehnika
apliciranja je slijededa: pomoc¢nik fiksira
Zapca, drzeci ga desnom rukom za zadnje, a
lijevom za prednje noge. Glavu i leda Zivoti-
nje okrene prema onome tko vrsi aplikaciju.
Odmah iza glave probada se s injekcionom
iglom koza, i to bez vece sile, jer u protivnom
se lako moZe probosti i grudna Supljina, pa
ée tamo udi i aplicirana tekudina. Nakon tre-
tiranja, Zapce smo stavljali u staklene posude
sa nesto vode na dnu. Temperatura prosto-
rije u kojoj smo provodili pokuse kretala se
je oko 20—22°C. Konstantna temperatura za
vrijeme pokusa je od vaznosti zbog toga, $to
Zabe, kao poikilotermne Zzivotinje, reagiraju
razli¢ito kod raznih temperatura okoline.

U literaturi nema podataka, da 1li Zapci
reagiraju na gonadotropne hormone riba. No,
trebalo bi oc¢ekivati, da ¢ée hormoni te sku-
pine Zivotinja djelovati na Zapce. Stoga smo
u prvom pokusu Zeljeli ustanoviti, da 1i apli-
kacija hipofize Sarana izaziva kod Zabaca re-
akciju, te da li je naéin reagiranja vremenski
isti, kao i kod Kklasi¢ne Galli—Maininijeve
reakcije. U tu svrhu smo u pokus stavili 3
skupine od po 2 Zapca i aplicirali im razliCite
koli¢ine acetonizirane hipofize Zenki Sarana,
suspenzirane u 1 ccm fizioloSke otopine.
Zapci prve skupine primili su po 0,4 mg,
Zapci druge skupine 0,1 mg, a Zapci trece sku-
pine po 0,025 mg. Pregled urina Zabaca izvr-
§ili smo nakon 45, 75, 105 i 180 minuta. Usta-
novili smo, da su oba Zapca prve i 1 Zabac
druge skupine reagirali na aplikaciju hipofize
izbacivanjem spermije. Jedan Zabac druge i
oba zapca trece skupine bili su kod svih pre-
gleda negativni. Pokazalo se je, da je reakcija
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Zabaca najintenzivnija oko 2—3 sata nakon
aplikacije.

Pozitivni rezultat prvog pokusa otvorio nam
je moguénost, da pristupimo pokuSaju kvan-
titativnog testiranja aktivnosti Saranskih hi-
pofiza. Trazeéi pogodnu metodu za testiranje,
odludili smo koristiti metodu W. R. Thompso-
na za utvrdivanje srednje efektivne doze, koju
je usavrSio i pojednostavnio C. S. Weil.
Weil—Thompsonova metoda je opce priznata
i danas se veoma mnogo Kkoristi u eksperi-
mentalnoj farmakologiji i toksikologiji. Sluzi
za utvrdivanje srednje efektivne doze (EDj,)
i za utvrdivanje srednje letalne doze (LDsjg)
raznih supstanci.

Weil navodi, da se kod rada s ovom meto-
dom i upotrebe tablica koje je on izradio da
bi olakSao izradunavanje, treba pridrzavati
slijedeceg:

a) sa svakom dozom ispitivane tvari treba
testirati isti broj zZivotinja (2 ili 3 ili 4 itd. do
10). Ako to nije moguce, ne mogu se koristiti
tablice, ve¢ se mora pristupiti kompliciranim
prera¢unavanjima;

b) visinu doza treba odrediti tako, da se
one nalaze u geometrijskoj progresiji. Ako
geometrijski faktor (R) iznosi 2,0, niz doza
ée izgledati na pr. ovako: 0,5, 1, 2 i 4 g. na
1 kg;

c) zivotinje treba tretirati sa najmanje 4
razli¢ite uzastopne doze iz niza sa odredenim
faktorom.

Na osnovu dobivenih rezultata, tj. broja zi-
votinja koje su kod pojedinih doza reagirale,
u Weil-ovim tablicama se o€itaju elementi po-
trebni za uvrStavanje u formule koje se ko-
riste za izraCunavanje, a osnovna formula
glasi:

log m = log D, +d (f+1)
gdje je

log m + log EDj, ili log LDgo

log D, = logaritam najnize od 4 upotreblje-

ne doze.

d = logaritam upotrebljenog geometr.
faktora (R).

f = frakcija, koja se oéita u Weil-ovim
tablicama prema rezultatu pokusa.

Za utvrdivanje granica pouzdanosti dobive-
nog rezultata, koje daju pouzdanost za EDj,
od 100 slucajeva, upotrebljava se antilogari-
tam od logaritma m * 2 6 log m, gdje je:

6logm = d - 6

Vrijednost 6; ocita se u Weil-ovim tablica-
ma prema dobivenom rezultatu pokusa.

U drugom pokusu pristupili smo testiranju
aktivnosti hipofiza, koje su 25. III izvadene
spolno dozrelim Saranskim Zenkama. Radi
prikaza nacina rada, opisat ¢emo detaljnije
pokus i izra¢unavanje.

U ovom, kao i u svim daljnjim pokusima,
sa svakom dozom smo tretirali po 3 Zapca,
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na veé opisani nacin. Prosje¢no tezina Zabaca
u pokusima iznosila je oko 35 g. Visinu doza
smo uvijek odredivali pomocu geometrijskog
faktora 1,41, koji daje pouzdane rezultate.
Naime, Sto je taj faktor manji, rezultati su
ta¢niji. Odredenu dozu uvijek smo aplicirali
kao suspenziju u 1 ccm fizioloSke otopine.

Prije testiranja smo grupu osuSenih hipofiza
od Sarana istog spola i tezine, koje su bile iz-
vedene istog dana, usitnili u prah u tarioniku
i na taj nacin ih ujedno i dobro promijesali.
Zatim smo na analitiCkoj vagi odvagali po-
trebnu koli¢inu hipofiza i pripremili suspen-
zije za testiranje na Zapcima.

Zapce smo pregledali na prisustvo spermija
u urinu prije tretiranja, te oko 90 i 150 minuta
nakon tretiranja. Kao negativne ocijenili smo
zapce kod kojih u tri pregledane kapi urina
uopce nije bilo spermija, odnosno, kod kojih
su nadeni samo mrtvi spermiji ili uz mrtve
spermije manje od tri ziva i pokretna. Kao
pozitivne smo ocijenili one Zapce, kod kojih je
nadeno tri ili viSe pokretna spermija u tri pre-
gledane kapi.

Da bi ubrzali dobivanje rezultata, Zapcima
smo aplicirali Siroki raspon doza, tako da smo
u pokus stavili 10 skupina od po 3 Zivotinje.
Sliéno smo postupili i u ostalim pokusima.
Doze i rezultati drugog pokusa izneseni su u
tablici 1.

Tablica br. 1
Doza suhe hipofize u mg 0,025
005 007 01 014 02 028 04 056
Eroj zabaca koji su reagirali pozitivno 0
0 0 1 1 1 3

Dobiveni rezultati su pokazali, da de se
EDj;, kretati izmedu 0,1 i 0,4 mg. Na osnovu
tablice smo ustanovili, izraéunavanje EDjy,
moZe koristiti za rezultate dobivene na Zapci-
ma tretiranim sa dozama od 0,14, 0,2, 0,28 i
0,4 mg. Naime, za rezultat 1, 1, 1, 3 su u ta-
blicama izneseni podaci za f i 6;, koji iznose:
f=0,775 i 6; = 0,71807. Prema tome:

log EDgo = log D, + d - (f + 1)
log 0,14 + log 1,41 (0,75 + 1)
= 0,14613—1 + 0,14644 X 1,75
= 0,14613—1 + 0,25637
2 0,40250 —1
ED;, = 0,2526 mg
Sada jo§ treba izradunati granice pouzda-
nosti dobivenog rezultata, koje iznose log
EDj, £ 2 6 log m, gdje je
6 log ED5), = d X 6;
= 0,14644 X< 0,71807
= 0,10515
Prema tome, granice pouzdanosti variraju
od
log ED5) — 2 6 log m do log EDj, + 2 6 log m
odnosno,

0,035

0,40250 — 1 0,40250 — 1
—0,21030 + 0,21030
od log 0,19220 — 1 do log 0,61280 — 1



Antilogaritmi ovih logaritama iznose 0,1577
i 0,41. Prema tome, za hipofize Sarana Zenki,
izvadene 25. ozujka dobiveno je kod testiranja
na Zapcima prosjeéne tezine 35 g, da EDj;, iz-
nosi 0,2526 (0,1577—0,41) mg.

U slijedeéa tri pokusa testirali smo na isti
naé¢in aktivnost tri skupine hipofiza muzjaka
%arana. Rezultati ovih testiranja izneseni su u
tablici br. 2.

Tablica br. 2

: sw 8 =)
- 2 b bl
2 g ED;, na za g8 £ g3
5 S e 28 3 803
P SE izraz. u mg —E e eag
4 &8 E 82 £ %25
A& o4 & &z 8 B8%
2 25 I1I % .0,253 (0,158—0,41) 238 175 94
3 25.IIT m.0,307(0,188—0,503) 156 1,75 50
4 5. V m.0,263 (0,15 —0,461) 3,056 1,75 11,6
5 25, V. m.1345(0,434—4,078) 152 068 1,1

Iz tablice se vidi, da se 1 mg hipofize muzja-
ka i Zenki uzete u rano proljece po svojem
gonadotropnom djelovanju mjerenom na zap-
cima malo razlikuje (muSke hipofize su po-
kazale neSto slabiju aktivnost). Gonadostrop-
na aktivnost 1 mg hipofiza muzjaka, koje su
izvadene 5. svibnja, bila je neSto veda, nego
kod hipofiza izvadenih 25. ozujka, i gotovo ista
kao i kod hipofiza Zenki od 25. ozujka. Medu-
tim, kod hipofiza muzjaka, izvadenih 25. svib-
nja, je gonadotropna aktivnost 1 mg bila oko
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5 puta manja, négo kod hipofiza izvadenih 5.
svibnja. No, buduéi da su ove hipofize potje-
cale od malih, iako spolno zrelih Sarana, ne
moze se reéi, da li je njihova manja aktivnost
bila uzrokovana sezonski ili manjim uzra-
stom.

Zanimalo nas je, kako se je kretala prosjeé-
na aktivnost jedne hipofize. Radi jednostav-
nosti preradunavanja, izrazavanja i primjene
u daljem radu, mi smo onu koliéinu hipofiza,
koja predstavlja pedesetpostotnu efikasnu
dozu nazvali Zabljom jedinicom. Prema tome,
1 %ablja jedinica (ZJ) Saranske hipofize pred-
stavlja onu koli¢inu, izraZenu u miligramima,
koja kod 500/¢ Zzabaca vrste Rana esculenta,
tezine oko 35 g, izaziva izbacivanje spermije.
Na kraju tablice 1 su izneseni podaci, koliko
7J sadrzi 1 hipofiza iz pojedinih testiranih
skupina. Vidi se, da je aktivnost jedne pro-
sjeéne hipofize muzjaka u razdoblju od 25.
ozujka do 5. svibnja porasla za oko 2—3 puta,
§to predstavlja paralelan porast sa porastom
prosje¢ne tezine. Rezultati pokusa 5 pokazuju,
da su hipofize malih Sarana muZjaka veoma
slabo aktivne, iako su ti muZjaci na pritisak
ispustali mlije¢ sa pokretnim spermijem.

Dobiveni rezultati pokazuju, da kod hipofi-
zacije $arana treba obratiti paznju na kvalite-
te hipofize, koje se upotrebljavaju. Doziranje,
na osnovu broja hipofiza moze biti nepouzda-
no zbog razlika u tezini hipofiza, a doziranje
odredenom teZinom hipofiza (u mg) moZe biti
nesigurno zbog razlike u aktivnosti izmedu
tezinski iste koli¢ine hipofiza.

02s o3s 050 OF 1
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U daljnjem radu, Zeljeli smo na vecdem broju
Zabaca, provjeriti taCnost dobivenih rezultata
za EDj, i istovremeno ustanoviti, koliko Za-
bljih jedinica bi trebalo aplicirati Zapcima, da
svi reagiraju sigurno pozitivno. Stoga smo
postavili pokus 6 s cCetiri skupine od po 10
Zzabaca. Dvije skupine tretirali smo hipofiza-
ma muzjaka izvadenih 25. ozujka, a dvije sku-
pine hipofizama Zenki izvadenih koje su bile
izvadene istog dana. Doze i rezultati izneseni
su u tablici 3.

Tablica br. 3

reakcija zabaca

ROE
N o o
e 28 s g & E
gq %8 g 08 5 &
FE] =g g 3 5 08
S 2 o o) =] 5] &
& A LY < s =
I m. 25. TIT 1 03 5 5
I m. 25. TIT 28 084 9 1
I 7. 25. 111 1 0925 8 2
v 7. 25.111 28 070 9 1

Pokus 6 je potvrdio vrijednost rezultata do-
bivenih pomocu Weil—Thompsonove metode.
U skupini 1 je na dozu od 1 EDj, reagiralo
tacno 500/y Zabaca, a u skupini 3, 800/, $to je
joS uvijek rezultat u granicama pouzdanosti
EDs5,. I u ovom pokusu, Zapci su neSto bolje
reagirali na istu koli¢inu ZJ hipofiza Zenki,
Sto ponovno ukazuje na njihovu nesto jacu
gonadotropnu aktivnost.

Da bi pribliZzno ustanovili, koja najmanja
koli¢ina hipofiza moZe izazvati reakciju kod
100%/cZabaca, pripremili smo grafikon (vidi
grafikon br. 1), iz koga se vidi, da bi se po-
zitivna reakcija kod 100°/¢ Zabaca mogla oce-
kivati pri dozama izmedu 3 i 8 ZJ, odnosno
viSe.

U slijedeéem pokusu smo Zeljeli utvrditi,
da li hipofize Sarana djeluju i na Zabe Zenke.
U tu svrhu smo postavili pokus 7, u kojem
smo radili s dvije skupine od po 10 Zenki.
Skupina 1 tretirana je s 2,8 ZJ hipofiza muzja-
ka (25. IIT), na 35 g tezine. Svaka skupina je
smjeStena u poseban stakleni akvarij. Dva sata
nakon aplikacije, jedna Zaba iz skupine 2 po-
Cela je izbacivati jaja. Do 12 sati nakon apli-
kacije nije bilo daljnjih pozitivnih reakcija.
Izmedu 12 i 24 sata je vecéina zaba u obje sku-
pine izbacivala vecu ili manju koli¢inu jaja.
Ovaj orijentacioni pokus pokazuje, da hipo-
fize Sarana djeluju i na zabe Zenke, ali efekat
aplikacije se ocituje mnogo kasnije nego kod
Zzabaca. S obzirom na dozu, mozZe Se reci, da
se priblizno istom koli¢inom moZe postici
gonadotropno djelovanje kod muZjaka i kod
zenki. Kod doziranja u ZJ nisu uocene razlike
izmedu djelovanja hipofiza Sarana Zenki i
muzjaka.

Prije pokuSaja primjene dobivenih rezultata
na rad kod hipofizacije Sarana razmotrili smo
neke momente. Naime, zanimalo nas je, ka-
kve bi doze bile potrebne za postizanje istog
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djelovanja kod Sarana, kad bi sasvim meha-
nic¢ki, tj. na osnovu razlika u tezini eksperi-
mentalnih Zivotinja, izvr$ili prerac¢unavanje.
Bududi da je za dobivanje pozitivne reakcije
kod 500/; zabaca pojedinac¢ne tezine 35 g po-
trebne 1 ZJ, za postizavanje istog u¢inka kod
Sarana trebali bi na 1 kg tezine matica apli-
cirati oko 28,5 ZJ. To bi znacilo, da bi EDj,
za Sarane, kod aplikacije hipofiza izvadenih
zenkama 25. III teoretski iznosila oko 7,2 mg
ili 3 hipofize na 1 kg tjelesne teZine. Kod hi-
pofiza izvadenih muZjacima 25. V EDj, bi iz-
nosila 38,3 mg ili 25 hipofiza na 1 kg. Sigurno
pozitivnu reakciju kod svih matica mogli bi,
prema rezultatima pokusa na Zapcima, teoret-
ski postiéi dozom izmedu 85,5 i 228 ZJ na
1 kg teZine Sarana, odnosno s 9 do 24,2 hipo-
fize Zenki izvadene 25. III ili s 94 do 251 hi-
pofize od muzjaka, koje su bile izvadene
25. V.

Da bi provjerili valjanost navedenih razma-
tranja, postavili smo pokus 8, u kojem smo
hipofizama tretirali 4 skupine od po 5 matica
(zenke). Matice su teZinski i po vanjskim zna-
cima spolne dozrelosti bile ujednacene. Pro-
sjek tezine u svim skupinama iznosio je oko
2,65 kg. Porijeklo i doze hipofiza, te rezultat
pokusa iznesen je u tablici 4.

Tablica br. 4

Rezultat
— + 4
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Kao $to se vidi, pokus je postavljen tako,
da se istovremeno dobiju slijedeéi orijenta-
cioni podaci: 1. da li teoretski, na osnovu rezul-
tata kod Zabaca izra¢unana koli¢ina ZJ stvarno
izaziva izbacivanje ikre kod predvidenog po-
stotka Sarana; 2. da li doziranje hipofiza u ZJ
daje pouzdanije rezultate od doziranja u mg
ili s odredenim brojem hipofiza i 3. da li po-
stoje razlike u djelovanju mus$kih i Zenskih
hipofiza, ako se aplicira ista koli¢ina ZJ.

Nakon tretiranja, matice smo stavili u ce-
mentne bazene i promatrali kroz 72 sata. Re-
zultate smo ocitali na slijedeé¢i nacin: kao ne-
gativne (—) ocijenli smo matice, kod kojih
nije ustanovljeno ni najmanje ispuStanje ikre.
Kao sumnjive (*) ocijenili smo one, kod
kojih je makar jednom u toku 72 sata kod
pritiska na trbuS$nu Supljinu izlazila manja
koli¢ina (do 20 ccm) zrele ikre. Kao pozitivne
(+) ocijenili smo matice, koje su dale viSe
od 20 ccm ikre.

Iz rezultata pokusa, iznesenih u tablici br. 4
se vidi, da se je u skupini I. teoretski izracu-
nana EDj, pokazala tatnom, jer je 40°/, ma-



tica reagiralo pozitivno, 40°/s sumnjivo, a sa-
mo 20y negativno. U skupini IV. je 4,1 puta
manja doza od teoretski predvidene EDs,
dala pozitivan rezultat kod 40°/, matica, Sto
je na donjoj granici pouzdanosti teoretske
EDj;,. Medutim, u skupini IIL niti jedna ma-
tica nije reagirala pozitivno na dozu koja bi
teoretski trebala odgovarati EDj.

Poku$aj da pomoc¢u doziranja u Zabljim je-
dinicama kod hipofizacije dobijemo sigurnije
rezultate uspio je samo djelomiéno, i to u
skupinama I. i IV., dok je rezultat u skupini
II., da ni doziranje u Zabljim jedinicama nije
uvijek pouzdano.

Kod usporedivanja rezultata dobivenih u
skupinaaa I. i II. se takoder vidi, da hipofize
mu?jaks i Zenki nisu imali jednako djelova-
nje. Naime, u 2J ista, a u mg i broju komada
nesto veda doza muskih hipofiza dala je sla-
bije rezultate. Rezultat u skupini IV. dobiven
tezinski istom Kkoli¢inom muskih hipofiza,
koja je aplicirana i u skupini II. ukazuje nam
na mogucnost, da su muske hipofize izvadene

25. V po svojem djelovanju na matice bile
aktivnije od hipofiza muZjaka izvadenih
25. III. *

Prema iznesenim podacima i dobivenim re-
zultatima moZemo doéi do zakljucka, da bi i
kod aplikacije hipofize trebali taéno poznavati
njezinu biolosku aktivnost, tj. trebali bi je
prije upotrebe testirati, kao Sto se to d&ini
kod drugih bioloSkih preparata. Mi smo utvr-
dili, da je moguée gonadotropnu aktivnost
garanske hipofize testirati na Zapcima. Sred-
nju efektivnu dozu (EDjy) izracunali smo na
osnovi Weil—Thompsonovih tablica. Tu pe-
desetpostotnu efikasnu dozu nazvali smo jed-
nom Zabljom jedinicom (ZJ). NaSi pokusi
nam pokazuju, da je i kod hipofizacije Sarana
moguce primijeniti princip doziranja hipofize
u Zabljim jedinicama, iako rezultati nisu uvi-
jek bili stopostotni. Utvrdena cinjenica, da je
moguce testirati bioloSku vrijednost hipofize
na Zapcima stvara nove mogucénosti prouca-
vanja problema hipofizacije, kao i mogucénosti
tacnijeg provodenja hipofizacije kod Sarana.

LITERATURA

1. Valpotié I.: Galli Maininijeva reakcija. Veterinar
10. 5—14 1960
2. Thompson W. R.: Use of Moving Averages and In-

terpolatio to estimate Median-Efective Dose. Bact.
Rev. 11, 115—145, 1947

3. Weil C. S.: Tables for convenient Calculation of
Median-Effective Dose (LDjy or EDj) and In-
structions in Their Use. Biometrics 8, 249-263, 1952,

ribnjaka

PODUZECE ZA PROMET SLATKOVODNOM I MORSKOM RIBOM
NA VELIKO I MALO
OSIJEK GORNJODRAVSKA OBALA 28, TELEFON 27-89 i 27-90

I »RIBARST VO« |
| |

Snabdjeva domade trzidte putem svoje trgovinske mreze slatkovodnom i morskom ribom.

Vrsi otkup puzeva, Zaba, i pijavica po najpovoljnijim trZnim cijenama.

INTERESENTI NEKA SE OBRATE NA GORNJI NASLOV

Poljoprivredno prehrambeni kombinat Orahovica
Pogon Grudnjak

Telefon: Zdenci 3 Posta Zdenci

Proizvodi konzumnog $arana, soma, smuda, linjaka kao i prvorazredni Saranski mlad
Svoje proizvode prodaje na domacem i inozemnom trZistu,
uz povoljne cijene, sa vlastitim transportnim sredstvima,

specijalnim vagonima kamionima




