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Zjawiskiem nie do konca poznanym i budzacym
duze zainteresowanie jest zmienno$¢ wynikow su-
perowulacji u kréow dawczyn zarodkéw. Z przepro-
wadzonych obserwacji wynika, ze niemal 25% krow
poddawanych superowulacji nie reaguje, badz reaguje
w niedostatecznym stopniu na egzogenne gonado-
tropiny (4, 27).

Duza zmienno$¢ superowulacji tiumaczono dotych-
czas przede wszystkim wptywem czynnikow zewnatrz-
pochodnych. gléwnie rodzajem podawanej gonado-
tropiny oraz przyjgtym sposobem jej aplikacji (14,
17}, Ostatnio, coraz czesciej podkreslane jest znaczenie
czynnikéw natury wewnetrznej, t). stanu funkcjonal-
nego. Wydaje sig, ze obok prawidlowego rozwoju
ciatka zéltego podezas cyklu rujowego, istotne zna-
czenie ma dynamika fal pecherzykow migdzyrujo-
wych. Monitorowanie ich ewolucji stato si¢ mozliwe
wraz z wprowadzeniem precyzyjnych technik ob-
razowania struktur jajnikowych — giéwnie ultraso-
nografii. Badania echosonograficzne wykazaty, ze
podezas fizjologicznego cyklu rujowego u krow po-
jawiaja sig dwie lub trzy fale rozwoju pecherzykow
jajnikowych (6, 18, 23). Fale charakteryzuje wyste-
powanie licznych pecherzykéw, z ktérych jeden z
nie do korca poznanych powodéw ulega selekeji 1
dynamicznemu rozwojowi. Pecherzyk ten — nazy-
wany dominujacym — hamuje, poprzez wytwarzanie
okre$lonych substancji (inhibina, hormony estro-
genne) 1ozwoj pozostatych pecherzykoéw podrzed-
nych lub przyspiesza ich regresje. W bardzie] szcze-
aétowych badaniach ustalono. ze pecherzyki podrzedne
nie roznicuja sie przede wszystkim w okresie, W
ktérym pecherzyk dominujacy znajduje si¢ w fazie
intensywnego wzrostu (15). Podczas ¢y kiu rujowego
cechujacego si¢ wysigpowaniem dwéch fal wzrostu
pecherzykow jajnikowyceh, pgcherzyki dominujace
pierwszej fali mozna ultrasonograficznie rozroznic
juz okoto 3 dnia cyklu (dzief zerowy = dzien rui).
Osiaga on maksimum okoto 6-7 dnia, pozostaje W
fazie statycznej do okofo 8-12 dnia, by w koncu
ulec regresji okoto 15 dnia. Druga fala pecherzykowa
pojawia si¢ okoto 9 dnia cyklu i koriczy owulacja
pecherzyka dominujacego okoto 20-21 dnia, pod-
czas gdy pecherzyki podrzedne ulegaja stopniowe]
regresji.

W nowszych badaniach nad superowulacjq u kréw
oceniano czy obecnos¢ pecherzyka dominujacego
moze oddziatywaé ujemnie na rozwoj pecherzykow
jajnikowych zapoczatkowany podaniem egzogenne-
go FSH. Ze wstgpnych obserwacji wynika, ze pe-
cherzyk dominujacy hamuje nie tylko reakcje krow
na zaaplikowane hormony ale i proces dojrzewania
rosnacych pecherzykow jajnikowych (2, 10, 12, 13).
Przyjmujac za pecherzyk dominujacy twér o Sred-
nicy powyzej 9 mm, Ktory utrzymywat si¢ na jaj-
nikach przez kilka dni Guilbault i wsp. (10) ustalili,
7e liczba owulujacych pecherzykow po podaniu FSH
byta istotnie nizsza niz u krow bez widocznego
pecherzyka. Jednoczesnie u tych ostatnich wigksza
byla liczba cialek zoitych stwierdzanych w 7 dmu
po superowulowanej rui, jak i koncentracja 080czo-
wego progesteronu. Podobne wyniki uzyskiwat Huh-
tinen i wsp. (12), ktorzy postugiwali sig dwoma
zblizonymi kryteriami definicji pecherzyka domi-
nujacego. W obu przypadkach obecnosci pecherzyka
towarzyszyly istotnie gorsze wyniki produkcji za-
rodkéw. Jednoczesnie autorzy ci ustalili, ze CZESLoSC
wystepowania pecherzyka dominujacego byla naj-
nizsza miedzy 10 a 12 dniem cyklu rujowego. Jak
ustalono, pecherzyk nadrzedny w znaczacy spos6b
zmniejszat liczbe ulegajacych atrezji pecherzykow
o §rednicy 4.5 do 7.9 mm oraz obnizal zdolnos¢é
do sekrecji estradiolu przez pecherzyki wigksze niz
8 mm (8, 22). Interesujacych rezultatow dostarczaja
nowsze badania Lussier i wsp. (17). z ktorych wy-
nika, ze efekt superowulacji w wiekszym stopniu
zalezy od obecnosci pecherzyka dominujacego niz
rodzaju egzogennego preparatu gonadotropowego.
Wprawdzie przy nieobecnosci pecherzyka dominu-
jacego podanie wysokooczyszczonego preparatu FSH
— Ovaset gwarantowalo lepsze wyniki produkcji za-
rodkéw niz FSH-P. jednak u kréw z pecherzykiem
dominujacym efektywnos¢ superowulacji, niezalez-
nie od podawanego preparatu byta niska.

Dotychczasowe badania jasno wskazuja, ze su-
perowulacje nalezy rozpoczynac w okresie poprze-
dzajacym selekcje pecherzyka dominujgcego tzn.
przed wyrzutem FSH i pojawieniem si¢ fali peche-
rzykowej (3).
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W nielicznych badaniach, w ktérych nie stwier-
dzano istotnego wplywu pecherzyka dominujacego
na wyniki superowulacji albo definiowano pgche-
rzyk dominujacy w odmienny sposéb albo opierano
obserwacje na jednokrotnym badaniu ultrasonograficz-
nym, ktére nie jest dostatecznie miarodajne dla usta-
lenia stanu morfologicznego p¢cherzyka (26). Do-
minacja morfologiczna ustalana wylacznie w oparciu
o kryterium wielkosci nie musi by¢ jednoznaczna
z dominacja funkcjonalng pecherzyka.

Jednym ze sposobéw kontroli rozwoju fal peche-
rzykow jajnikowych oraz pecherzyka dominujacego
a poprzez to oddziatywania na wyniki superowulacji
u kréw jest podawanie choriogonadotropiny kos-
méwkowej (hCG). Badania te zapoczatkowaty ob-
serwacje Breuela i wsp. (5), ktéry podawat hCG
krowom w celu poprawy wynikéw zacieler. Dwu-
krotna domiesniowa aplikacja 1000 IU hCG w dniu
rui oraz w 7 dniu po rui gwarantowala wyzszy
wskaznik zacielei. Rajamahendran 1 wsp. (19) z
kolei wykorzystywali hCG do kontroli pgcherzyka
dominujacego u kréw poddawanych superowulacji
aplikujac hormon w 7 dniu cyklu rujowego. W ten
spos6b podane hCG prowadzi do owulacji pecherzyka
nadrzednego i wytworzenia dodatkowych, aktyw-
nych ciatek zéttych, czego dowodem jest wyzszy
niz u nie leczonych kréw poziom progesteronu we
krwi. Niestety, pierwsze badania, w ktérych hCG
podawano krowom poddawanym superowulacji nie
okazaly si¢ zadowalajace. Podanie gonadotropiny
nie wywierato korzystnego wptywu zaréwno na licz-
be pecherzykéw jajnikowych oraz owulacji podczas
rui, jak i na liczbg zarodkéw, oocytéw oraz zarodkow
przydatnych do transferu (20).

Nie daty oczekiwanych rezultatéw w odniesieniu
do wyniku superowulacji proby indukowania rozwoju
pecherzykow jajnikowych poprzez podanie okoto 4
dnia cyklu rujowego wstepnej dawki FSH, a nastep-
nie po uptywie 4-5 dni serii iniekcji tego hormonu.
Dodatkowa aplikacja gonadotropiny przysadkowe]
miata nas§ladowaé naturalng sekrecje endogennego
hormonu (9). Podobnie nie sprawdzity si¢ w praktyce
metody indukowania owulacji podczas rui nastgpu-
jacej po superstymulacji. Jedno lub dwukrotne po-
danie hormonu GnRH w odstgpie 36 1 60 godzin po
iniekcji prostaglandyny nie miato wickszego wpltywu
na wyniki produkcji zarodkéw u kréw dawczyn (25).

Do przedwczesnej owulacji pecherzyka dominu-
jacego mozna doprowadzi¢ podajac preparaty FSH
starszych generacji, ktére zawieraja w swoim skta-
dzie, wskutek niedostatecznego oczyszczenia, duze
ilosci LH. Wytworzone dodatkowe ciatka zotte jed-
nak z reguly nie reaguja na luteolityczna dawke
prostaglandyny podawanej dla indukcji rui po su-
perowulacji (24). Doswiadczenia powyzsze wska-
zujq takze, iz za zmienno$¢ w zakresie superowulacji
odpowiedzialna jest nie tylko obecnos¢ pecherzyka
dominujacego, ale i inne czynniki wewngtrzne. ROw-

noczes$nie wedtug niektérych autoréw, nie nalezy
ignorowaé znaczenia drobnych pecherzykow antral-
nych, jako tych, ktére moga zacierac¢ korzystny efekt
owulacji pecherzyka dominujacego po podaniu hCG
lub GnRH (24).

Dla kontroli rozwoju pecherzyka dominujacego
oraz indukcji kolejnej fali pecherzykéw jajnikowych
prébowano wykorzystywac estradiol 17 beta. Ba-
dania wynikaly ze znajomosci supresyjnego oddzia-
lywania estrogenéw na follikulogenezg. Estradiol,
hamujac wzrost pgcherzyka dominujacego skraca
okres jego funkcjonalnej dominacji. Niezaleznie czy
iniekcja estradiolu nastapita w fazie wzrostu, spoczyn-
ku czy regresji pecherzyka dominujacego, kolejna
fala pecherzykow pojawiata sie w jednakowym okre-
sie okoto 4,3 dni (3, 24).

Pé67niejsze badania wykazaty, ze lepsze mozliwo-
$ci kontroli rozwoju pierwszej fali pecherzykowej
a poprzez to spontaniczne wystapienie drugiej fali
w §ci§le okreslonym terminie uzyskuje si¢ aplikujac
progestageny wraz z estradiolem. W tym celu zaktada
sie implant progestagenu w dniu rui a nastgpnie
podaje estradiol. Superowulacje rozpoczynano w 5
dniu cyklu rujowego. Wyniki wskazuja. ze ten model
terapii moze skutecznie indukowac pojawianie si¢
nowej fali pecherzykowej. Réwnoczesnie liczba po-
zyskanych zarodkéw nie 16zni si¢ od pozyskiwanej
od kréw poddawanych superowulacji od 8 dnia cyklu
rujowego (3, 21).

W kolejnych badaniach oceniano, czy podawanie
progesteronu i estradiolu 17 beta moze synchroni-
zowaé pojawianie si¢ fali pecherzykéw w réznych
stadiach dominacji pecherzyka. Badanym zwierzetom
podawano implant progestagenu w 2, 5 i 8 dniu
cyklu rujowego, a dzieri péZniej stosowano iniekcje
estradiolu. Ten rodzaj postgpowania spowodowat
wczesniejsze pojawienie si¢ nowej fali pecherzyko-
wej u kréw leczonych estradiolem w 3 dniu cyklu
rujowego oraz opOznienie pojawienia si¢ kolejnej
fali pecherzykéw jajnikowych u zwierzat leczonych
estradiolem w 6 dniu cyklu. Leczenie w 9 dniu
przyspieszato pojawienie si¢ trzeciej fali pecherzy-
kowej. Badania te okazaly si¢ przydatne w super-
owulacji. Podawano w nich progesteron wraz z estra-
diolem krowom dawczyniom w nieznanym stadium
cyklu rujowego. Po usunigciu implantu rozpoczynano
superowulacje. Druga grupa kréw otrzymata wytacznie
progestagen, w trzeciej superowulacje rozpoczynano
tradycyjnie migdzy 8 a 12 dniem cyklu rujowego.
Nie stwierdzono istotnych réznic w odniesieniu do
liczby produkowanych zarodkéw, tym niemniej licz-
ba zaptodnionych komérek byta blisko 20% wyzsza
w grupie kréow poddawanej kombinowanemu sto-
sowaniu hormonéw (3).

Kontynuacja tych badari byly doSwiadczenia, w
ktérych prébowano oceni¢, jaki wplyw na wyniki
superowulacji moze mie¢ dopochwowe wprowadze-
nie spirali PRID, zawierajace]j progesteron oraz ben-



430

Medycyna Wet. 52 (7) 1996

zoesan estradiolu, w réznych fazach cyklu rujowego
(7). Niekorzystny wptyw w odniesieniu do produkcji
warto$ciowych zarodkéw uzyskano podajac dopoch-
wowo PRID we wczesnej fazie lutealnej cyklu ru-
jowego. Fakt ten tlumaczono obecnoscia pecherzykow
znajdujacych sie pod presja pecherzyka dominuja-
cego i oocytéw ulegajacych degeneracji w momencie
rozpoczynania superowulacji. Niska jakos¢ zarod-
kéw u jatowic, ktérym spirale wprowadzano w roz-
nych stadiach cyklu rujowego thumaczona jest obec-
noscia pecherzykéw w réznych stadiach rozwojowych
w momencie rozpoczynania superowulacji.

Podobne mozliwosci kontroli pgcherzyka domi-
nujacego oraz pojawiania si¢ fal pecherzykowych
zapewnia usuni¢cie pecherzyka dominujacego, jego
kauteryzacja lub aspiracja wypelniajacego wngtrze
pecherzyka plynu. Pierwsze korzystne wyniki su-
perowulacji dzien po manualnym usunigciu peche-
rzyka dominujacego przedstawit Hahn (11). Opie-
rajac sie na jego pionierskich badaniach stosuje si¢
obecnie w celu indukcji oraz synchronizacji pojawiania
sie fal pecherzykowych aspiracje ptynu pecherzy-
rzykowego pod kontrola gtowicy ultrasonograficz-
nej. Z pierwszych badani przeprowadzonych przez
Adamsa i wsp. (1, 3), ktérzy stosowali powyzsza
metode do indukowania fal pecherzykowych w r6z-
nych stadiach cyklu rujowego wynika, ze fala pe-
cherzykéw jajnikowych pojawia si¢ dwa dni wezes-
niej po usunigciu pecherzykéw (< 5 mm) migdzy
0 a 3 dniem cyklu rujowego oraz jeden dzien pdZniej
po usunieciu pecherzykéw migdzy 3 a 6 dniem (1).
Owulacja nastepuje u 81% zwierzat w ciagu 3 do
5 dni. podczas gdy u jalowic kontrolnych zaledwie
u47%. Jednoczesnie w dalszych badaniach ustalono,
ze efektywnosé superowulacji jest podobna do uzy-
skiwanej po uzyciu terapii progesteronowo estradio-
lowej. Korzystny efekt usunigcia pecherzyka domi-
nujacego na 2 dni przed startem superowulacji mozna
w pewnym zakresie wzmagac laczgc 6w zabieg z
domigéniowa iniekcja 200 pg GnRH (16).

Powyzsze badania wykazaty, ze stosowanie okres-
lonych modeli hormonalnych umozliwia rezygnacje
z dokladnej obserwacji rui u kréw dawczyf zarod-
kéw w okresie poprzedzajacym superowulacjg oraz
zapewnia wrazliwos¢ pecherzykow na egzogenne
gonadotropiny. Réwnoczesnie wykazano, ze induko-
wane pojawianie si¢ fal pecherzykowych, niezaleznie
od stadium cyklu rujowego warunkuje peing odpowiedz
superowulacyjna kréw, ktéra jest porownywalna z
tradycyjnymi modelami przeprowadzania supersty-
mulacji.
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Badaniom w kierunku wscieklizny poddano tkanki 90 zwierzat domowych
i dzikich. Wécieklizne zdiagnozowano w 55 przypadkach badajac testem
immunofluorescencji. Skrawki tkanek rozmrozone w temperaturze pokojowej
utrwalano w zbuforowanym roztworze formaliny, zatapiano w parafinie i bar-
wiono hematoksylina-eozyna, Cze$¢ preparatéw ogrzewano do 55°C, odtlu-
szczono w ksylolu, odwodniono w réznych st¢zeniach etanolu, poddano
dzialaniu ultradZwiekéw, trawiono proteaza celem odstonigcia antygendéw wi-
rusa wécieklizny 1 poddano dziataniu normalnej surowicy koziej. Nastepnie
inkubowano je z przeciwcialem monoklonalnym i barwiono. W tescie ABC
stwierdzono w cytaplazmie neuronow obecnosc charakterystycznego dla wi-
rusa wécieklizny antygenu. Wyniki testu ABC pokrywaly si¢ z wynikami
odczynu immunofluorescencji.
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