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Badanie kliniczne klaczy w aspekcie sezonowo�ci ma
na celu rozpoznanie i okre�lenie stadium anestrus oraz
okre�lenie czasu wyst¹pienia spontanicznej, cyklicznej ak-
tywno�ci jajników. Opieraj¹c siê na informacjach uzyska-
nych z wywiadu klinicznego mo¿na tylko w przybli¿eniu
okre�liæ prawdopodobieñstwo wyst¹pienia anestrus u da-
nej klaczy. U m³odych klaczy (< 3 lat) i klaczy karmi¹cych
z bardzo du¿ym prawdopodobieñstwem wyst¹pi sezono-
wy spokój p³ciowy. Z kolei dobrze od¿ywione, dojrza³e
p³ciowo, nie karmi¹ce klacze utrzymane w dogodnych wa-
runkach �rodowiskowych prawdopodobnie bêd¹ utrzymy-
wa³y cykliczn¹ aktywno�æ rozrodcz¹ w zimie (20). Regu-
larne (trzy-czterokrotne, cotygodniowe) badanie kliniczne
jajników i okre�lanie stê¿enia progesteronu w krwi obwo-
dowej na pocz¹tku sezonu rozrodczego pozwala precyzyj-
nie ustaliæ, czy klacz jest w anestrus, ewentualnie w jakim
stadium aktywno�ci p³ciowej (18). Nale¿y mieæ na uwadze
stan reprodukcyjny klaczy koñcz¹cych cykliczn¹ aktyw-
no�æ rozrodcz¹ w zimie. Okres spokoju p³ciowego mo¿e
rozpocz¹æ siê u tych klaczy w styczniu, lutym (8, 18). Jed-
nak zmiany strukturalne i czynno�ciowe jajników niedo-
k³adnie odzwierciedlaj¹ stan osi podwzgórzowo-przysad-
kowej i stadium anestrus. Zaobserwowano, ¿e uwalnianie
FSH oraz czasy wyst¹pienia pierwszych owulacji znacznie
siê ró¿ni¹ u poszczególnych klaczy z podobnymi zmiana-
mi strukturalnymi na jajnikach (19). U niektórych klaczy
przed pierwsz¹ owulacj¹ w sezonie wystêpuje rozwój kil-
ku nie owuluj¹cych fal pêcherzykowych, podczas gdy
u innych nie stwierdzono falowego wzrostu pêcherzyków
przed w³a�ciw¹ owulacyjn¹ fal¹ pêcherzykow¹ (9).

Czynno�æ jajników jest kontrolowana przez gonadotro-
piny, natomiast jajowody, macica, szyjka macicy, pochwa,
srom znajduj¹ siê pod bezpo�rednim wp³ywem hormonów
jajnikowych. Estrogen i progesteron moduluj¹ funkcjê
macicy w przebiegu cyklu jajnikowego klaczy. Znajduje to
odzwierciedlenie w zmianach klinicznych i histologicznych,
jakie zachodz¹ w endometrium w poszczególnych fazach
cyklu jajnikowego. Estradiol i progesteron s¹ wi¹zane przez
receptory estrogenowy i progesteronowy, które znajduj¹ siê
w komórkach b³ony �luzowej macicy. Hormony te regulu-
j¹ wzrost oraz ró¿nicowanie komórek endometrium (5).
Badanie mikroskopowe bioptatu b³ony �luzowej macicy
pozwala z du¿¹ dok³adno�ci¹ okre�liæ fazê cyklu p³ciowe-
go, okre�liæ stan zdrowotny endometrium i rokowaæ o zdol-
no�ci klaczy do zap³odnienia i donoszenia p³odu (12, 13).
Zmiany zwyrodnieniowe w macicy klaczy (endometrosis)
charakteryzuj¹ siê tworzeniem zw³óknieñ oko³ogruczo³o-
wych i oko³onaczyniowych, zaburzeniem w ró¿nicowaniu
i proliferacji nab³onka gruczo³owego, powstawaniem tor-
bieli gruczo³owych i rozstrzeni naczyñ limfatycznych, ubyt-
kiem i zaburzeniem budowy nab³onka powierzchniowego
(11, 13). Schorzenia dróg rodnych, czêsto powik³ane pro-
cesami zapalnymi i degeneracyjnymi endometrium obni-
¿aj¹ p³odno�æ klaczy (14-17). Wprowadzona przez Ken-
neya i Doiga (10-13) klasyfikacja zmian w endometrium
ma aspekt prognostyczny odno�nie za�rebienia. Przyjmuje
siê, ¿e klacze ze �rednio zaawansowanymi zmianami w b³o-
nie �luzowej macicy rokuj¹ co do za�rebienia w granicach
10-50%. Dodatkowymi czynnikami utrudniaj¹cymi za�re-
bienie klaczy s¹ zaburzenia strukturalno-czynno�ciowe jaj-
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ników, które do�æ czêsto wystêpuj¹ na pocz¹tku sezonu
rozrodczego (atrezja pêcherzyków dominuj¹cych, nieowu-
luj¹ce pêcherzyki krwotoczne, przetrwa³e pêcherzyki
i opó�niona owulacja, brak owulacji, cia³ko ¿ó³te przetrwa-
³e, niedoczynno�æ cia³ka ¿ó³tego). Rozpoczêcie sezonu roz-
rodczego bez oceny stanu fizjologicznej gotowo�ci narz¹-
dów rozrodczych prowadzi do niskiego odsetka za�rebieñ
i jest jedn¹ z przyczyn ja³owienia klaczy. Wiele zwi¹zków
hodowlanych zaleca za�rebianie klaczy w okresie od lute-
go do lipca. Na pocz¹tku tak ustalonego sezonu rozrodcze-
go obserwuje siê znaczny odsetek zaburzeñ w przebiegu
cyklu jajnikowego zarówno u klaczy p³odnych, jak i ja³o-
wiej¹cych. Powoduje to konieczno�æ precyzyjnego okre�-
lenia przez lekarzy weterynarii, czy wystêpuje, ewentual-
nie kiedy wyst¹pi cykliczna aktywno�æ jajników. Celem
badañ by³o okre�lenie aktywno�ci jajników i ekspresji re-
ceptora estrogenowego w endometrium klaczy z endome-
trosis w okresie zimowym.

Materia³ i metody
Badania przeprowadzono w grudniu-styczniu na klaczach

czystej krwi arabskiej w jednej ze stadnin koni arabskich. Zwie-
rzêta w czasie prowadzonych badañ by³y jednakowo ¿ywione
(wolny dostêp do wody, siana, lizawek z solami mineralnymi,
owies bez dodatków mineralno-witaminowych) i utrzymywa-
ne (poddane wp³ywowi �rodowiskowych zmian �wietlnych,
boksy o wymiarach 4 × 5 metrów, klacze codziennie przebywa-
³y na padokach). W oparciu o klasyfikacjê zmian histologicz-
nych w endometrium wprowadzon¹ przez Kenneya i Doiga (12)
do do�wiadczenia wybrano 13 klaczy ze �rednio i silnie zaawan-
sowanymi zmianami degeneracyjnymi w endometrium (kate-
goria IIb i III) (ryc. 1).

W celu okre�lenia aktywno�ci jajników u wszystkich klaczy
trzykrotnie w odstêpach dwutygodniowych wykonano ultra-
sonograficzne badanie jajników oraz oznaczono stê¿enie pro-
gesteronu w surowicy krwi (badania: I, II, III). Dwukrotnie (przy
wielko�ci pêcherzyka < 20 mm i wielko�ci pêcherzyka > 25
mm) pobrano wycinki b³ony �luzowej macicy i okre�lono licz-
bê wewn¹trzj¹drowych receptorów estrogenowych w poszcze-
gólnych warstwach endometrium.

Ocena zmian strukturalnych jajników. Ocenê jajników wy-
konywano poprzez badanie rektalne. Jajniki badano palpacyj-
nie, a nastêpnie ultrasonograficznie przy u¿yciu sondy liniowej
o czêstotliwo�ci 5/7,5 MHz (Pie Medical, Scanner 200). Obra-
zowano oba jajniki. Uzyskane obrazy bez artefaktów i cieni by³y
�zamra¿ane�. Odnotowywano obecno�æ cia³ek ¿ó³tych oraz
pêcherzyków jajnikowych. Wielko�æ pêcherzyka wyliczano ze
�redniej warto�ci maksymalnej wysoko�ci i szeroko�ci jamy
pêcherzyka. Zwracano uwagê na kszta³t pêcherzyka, echogen-
no�æ jego �ciany i wygl¹d jej wewnêtrznej powierzchni oraz
echogenno�æ p³ynu pêcherzykowego.

Progesteron oznaczono metod¹ radioimmunologiczn¹ przy
u¿yciu zestawów PROG-RIA-CT firmy Biosource z aplikacj¹
dla zwierz¹t. Radioaktywno�æ prób zliczana by³a w liczniku
scyntylacyjnym promieniowania g � Clinigamma 1275 firmy
LKB Pharmacia. Surowice poddano ekstrakcji eterowej wed³ug
instrukcji za³¹czonej przez producenta. Wysuszone próbki po
ekstrakcji rozpuszczono w 50 µl standardu zero. Czu³o�æ meto-
dy wynosi³a 0,05 ng/ml. Nie stwierdzono reakcji krzy¿owych
z innymi steroidami obecnymi w surowicy (cross-reactivity od
0 do 3,95% (5-alfa-pregnan-3-20 dione)). Wspó³czynnik zmien-
no�ci (cv) w badaniu wewn¹trzseryjnym wynosi³ �rednio 6,8%,
w badaniu miêdzyseryjnym �rednio 10,1%. �redni odzysk dla
metody wynosi³ 97,86%.

Ocena receptora estrogenowego (ER). Skrawki mikroto-
mowe endometrium o grubo�ci ok. 3 µm naklejano na szkie³ka
pokryte poly-L-lizyn¹. W celu zwiêkszenia dostêpno�ci prze-
ciwcia³ do badanych antygenów preparaty poddano dzia³aniu
mikrofal (2 × 5 minut, 700 W). Lokalizacjê i wizualizacjê ER
osi¹gniêto poprzez barwienie immunohistochemiczne z u¿yciem
zestawu LSAB2 i mysich monoklonalnych przeciwcia³ IG1 roz-
poznaj¹cych ludzki ER a (rozcieñczenie 1 : 50, clone CC4-5
firmy Novocastra). Wzglêdnej oceny nasilenia ekspresji ER
dokonano w oparciu o 4-stopniow¹ skalê: 0 (ujemna � brak re-
akcji barwnej), 1 (s³aba � jasny br¹z), 2 (silna � br¹z), 3 (bardzo
silna � ciemny br¹z). W celu okre�lenia liczby wewn¹trzj¹dro-
wych receptorów estrogenowych u¿yto metody pó³ilo�ciowej
zastosowanej przy ocenie receptorów PR i ER w komórkach en-
dometrium przez Boos i wsp. (3). Wynik immunoreaktywno�-
ci ER= 1 × % komórek o s³abym nasileniu ekspresji ER + 2 × %
komórek o silnym nasileniu ekspresji ER + 3 × % komórek
o bardzo silnym nasileniu ekspresji ER.

Stê¿enia progesteronu i wynik immunoreaktywno�ci recep-
tora estrogenowego przedstawiono w postaci �rednich z odchy-
leniem standardowym. Porównania �rednich warto�ci w kolej-
nych badaniach dokonano na podstawie analizy zmienno�ci (test
t-Studenta). Istotno�æ ró¿nic okre�lono przy p £ 0,05 i p £ 0,01.

Wyniki i omówienie
Zasadniczym zagadnieniem przed rozpoczêciem sezonu

rozrodczego jest ustalenie, w jakim okresie aktywno�ci
p³ciowej znajduje siê klacz. Lekarze weterynarii czêsto stoj¹
przed problemami: kiedy wyst¹pi pierwsza, spontaniczna
owulacja w roku oraz kiedy i w jaki sposób j¹ przyspie-
szyæ. Zachodz¹cy w jajnikach proces steroidogenezy ulega
zwiêkszeniu w czasie od wczesnego do pó�nego okresu
przej�ciowego (6, 25). Powszechnie uwa¿a siê, ¿e produk-
cja estrogenów odzwierciedlona przez wzrost echotekstu-
ry macicy wskazuje na zbli¿aj¹c¹ siê owulacjê w okresie
przej�ciowym. Zaprzecza tej opinii fakt, i¿ u niektórych
klaczy w styczniu stwierdzano pêcherzyki przedowulacyj-
ne i zmiany w macicy podobne do normalnej rui, pomimo
¿e pierwsze owulacje wyst¹pi³y dopiero pod koniec kwiet-
nia (23). W zwi¹zku z tym nale¿y stwierdziæ, ¿e rozmiar
pêcherzyka, tonus macicy i zachowanie psychoseksualne
klaczy nie s¹ precyzyjnymi parametrami okre�laj¹cymi
aktywno�æ jajników w zimie. Okre�lenie fazy cyklu p³cio-
wego mo¿liwe jest poprzez kliniczne badanie jajników (pal-
pacja, USG) oraz oznaczenie stê¿enia progesteronu w su-

Ryc. 1. Mikroskopowy obraz endometrium klaczy. Kategoria
III wg Kenneya i Doiga (HE, pow. ok. 80 ×)
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rowicy krwi (RIA, ELISA). W badaniach w³asnych oprócz
ultrasonograficznego badania jajników i oznaczenia stê¿e-
nia progesteronu w surowicy okre�lono immunoreaktyw-
no�æ receptora estrogenowego w poszczególnych war-
stwach b³ony �luzowej macicy.

Klacze z ma³ymi, twardymi jajnikami, na których stwier-
dza siê obecno�æ pêcherzyków o �rednicy < 15 mm i stê¿e-
niami progesteronu w krwi < 1 ng/ml okre�la siê jako bê-
d¹ce w g³êbokim anestrus (2, 19). Utrzymuj¹ce siê niskie
stê¿enie progesteronu w surowicy krwi (< 1 ng/ml) wska-
zuje na przerwê w funkcjonowaniu jajników i wystêpuje
fizjologicznie w anestrus, ale mo¿e wystêpowaæ w sezonie
rozrodczym przy ra¿¹cych niedoborach ¿ywieniowych.
Wiêksze jajniki i obecno�æ pêcherzyków o wielko�ci 20-
-30 mm oraz stê¿enia progesteronu > 1 ng/ml obserwuje
siê pod koniec lutego i na pocz¹tku marca. Wówczas przyj-
muje siê, ¿e klacze s¹ w okresie przej�ciowej aktywno�ci
rozrodczej. W badaniach w³asnych zaobserwowano, ¿e
w okresie 29 dni u wiêkszo�ci klaczy (8 klaczy, 62%) wy-
st¹pi³ cykl jajnikowy zakoñczony owulacj¹. U pozosta³ych
5 zwierz¹t (38%) stwierdzono: atrezjê pêcherzyka domi-
nuj¹cego (2 klacze), nieowuluj¹cy pêcherzyk krwotoczny
(2 klacze), cia³ko ¿ó³te przetrwa³e (1 klacz) (ryc. 2-4). Stê-
¿enia progesteronu w surowicy krwi w kolejnych badaniach

by³y zró¿nicowane (od 0 do 8,09 ng/ml), co wskazywa³o
na ró¿n¹ aktywno�æ jajników u poszczególnych klaczy
(tab. 1). �rednie stê¿enia progesteronu w dwóch badaniach
(I i III) wyra�nie przekracza³y warto�æ 1 ng/ml (ryc. 5).
Zmiany strukturalne na jajnikach i stê¿enia progesteronu
w surowicy krwi wykaza³y, ¿e klacze znajduj¹ siê w okre-
sie przej�ciowej aktywno�ci rozrodczej.

Zró¿nicowanie liczby receptorów estrogenowych i pro-
gesteronowych w b³onie �luzowej macicy w poszczegól-
nych fazach cyklu jajnikowego opisywano u zwierz¹t i lu-
dzi (3, 4, 22, 28). Najwiêksz¹ liczbê receptorów dla estro-
genu i progesteronu w b³onie �luzowej macicy klaczy od-
notowywano podczas rui i we wczesnym okresie miêdzy-
rujowym (1, 28). Ró¿ne rodzaje komórek endometrium (ko-
mórki nab³onka powierzchniowego, nab³onka gruczo³owe-
go, zrêbu ³¹cznotkankowego, naczyñ) odmiennie reaguj¹
na ten sam hormonalny bodziec. Rozwój metod immuno-
histochemicznych pozwala okre�liæ rozmieszczenie recep-
torów w poszczególnych obszarach b³ony �luzowej maci-
cy klaczy (27). Dotychczas przeprowadzono nieliczne ba-
dania okre�laj¹ce wystêpowanie i liczebno�æ receptorów
dla estrogenu (ER) i progesteronu (PR) w komórkach en-
dometrium u klaczy poza sezonem rozrodczym (24, 29).
Wyniki tych badañ wskazuj¹ na bardzo ma³¹ liczbê lub
brak ER i PR w okresie zimowego spokoju p³ciowego
u klaczy. W okresie spokoju p³ciowego dochodzi do zmniej-
szenia liczby gruczo³ów w b³onie �luzowej macicy oraz
fizjologicznych zmian zanikowych w nab³onku powierzch-
niowym oraz gruczo³owym. Uwa¿a siê, ¿e proces ten po-
wi¹zany jest ze znacznym obni¿eniem liczby receptorów
dla estrogenu i progesteronu i z niewra¿liwo�ci¹ b³ony �lu-
zowej macicy na bod�ce hormonalne (24). Stwierdzono,
¿e w endometrosis wiêkszo�æ zmienionych gruczo³ów nie
ulega cyklicznym przemianom, tak jak to ma miejsce w b³o-
nie �luzowej zdrowych klaczy. Du¿¹ gêsto�æ receptora es-
trogenowego u klaczy z endometrosis wykazano w komór-
kach nab³onka gruczo³owego w �gniazdach gruczo³owych�
(29). Stwierdzono tak¿e, ¿e w endometrium klaczy z endo-

Ryc. 2. Atrezja pêcherzyka w obrazie
USG (5 MHz)

Ryc. 3. Nieowuluj¹cy pêcherzyk krwo-
toczny w obrazie USG (5 MHz)

Ryc. 4. Cia³ko ¿ó³te przetrwa³e w obrazie
USG (7,5 MHz)
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Obja�nienie: * ró¿nica istotna pomiêdzy stê¿eniem progesteronu
w I i II badaniu, p £ 0,05



Medycyna Wet. 2006, 62 (2)210

metritis zwiêkszona jest liczba receptorów, zarówno dla
estrogenu, jak i progesteronu (28). Du¿a gêsto�æ recepto-
rów dla estrogenu powi¹zana jest ze stopniem nasilenia
zmian zwyrodnieniowych w b³onie �luzowej macicy, nie-
zale¿nie od fazy cyklu p³ciowego. Nieprawid³owo�ci
w ekspresji receptorów dla hormonów p³ciowych zaobser-
wowano w komórkach nab³onka gruczo³owego �gniazd gru-
czo³owych� (24). W zwi¹zku z tym w badaniach w³asnych
ocenie poddano jak najmniej zmienione procesami dege-
neracyjnymi obszary endometrium. W grudniu-styczniu od-
notowano zmieniaj¹c¹ siê ekspresjê receptora estrogeno-
wego w b³onie �luzowej macicy klaczy z endometrosis.
W poszczególnych warstwach endometrium stwierdzono
bardziej nasilon¹ ekspresjê i znacznie wiêksz¹ immunore-
aktywno�æ receptora estrogenowego, gdy na jajniku znaj-
dowa³y siê du¿e pêcherzyki (p £ 0,01) (ryc. 6-9). Wyniki
badañ w³asnych wskazuj¹, ¿e równie¿ w b³onie �luzowej
macicy klaczy z endometrosis zachodz¹ zmiany w ekspre-
sji receptora estrogenowego w endometrium uzale¿nione
od hormonalnej aktywno�ci jajników.

W oparciu o wyniki badania ultrasonograficznego, ozna-
czania stê¿enia progesteronu w surowicy, nasilenia ekspresji
receptora estrogenowego w endometrium wykluczono
u badanych klaczy zimowe anestrus. W zwi¹zku z tym na-
le¿y s¹dziæ, ¿e badane klacze by³y w okresie zimowej ob-
ni¿onej aktywno�ci rozrodczej. Spostrze¿enia te s¹ zgodne

Obja�nienia: l.j. � lewy jajnik; p.j. � prawy jajnik; p. � pêcherzyk jajnikowy; c.¿. � cia³ko ¿ó³te. Badania (I, II, III) wykonano
w odstêpach dwutygodniowych

Tab. 1. Zmiany strukturalne jajników oraz stê¿enie progesteronu w surowicy krwi klaczy z endometrosis
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Ryc. 6. Wynik immunoreaktywno�ci receptora estrogenowe-
go (ER) w endometrium klaczy z endometrosis (�x ± s)
Obja�nienie: A � ró¿nica istotna pomiêdzy immunoreaktyw-
no�ci¹ receptorów estrogenowych w poszczególnych warstwach
endometrium przy pêcherzyku o wielko�ci < 20 mm a ich immu-
noreaktywno�ci¹ przy pêcherzyku > 25 mm, p £ 0,01
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z obserwacjami dotycz¹cymi zale¿no�ci miêdzy sezonowo�-
ci¹ w aktywno�ci p³ciowej a ras¹ koni (26). Zimowe ane-
strus najczê�ciej odnotowywane jest u ras prymitywnych,
u których mo¿e wystêpowaæ nawet u 100% klaczy. Nato-

miast oko³o 40-60% klaczy szlachetnej pó³krwi wykazuje
sezonowo�æ w aktywno�ci rozrodczej (7, 18, 21). D³ugo�æ
trwania anestrus jest bardzo zró¿nicowana i wynosi od 20
do 110 dni. D³u¿sz¹ przerwê w cyklicznej aktywno�ci jaj-
ników odnotowano u klaczy, u których spokój p³ciowy
wyst¹pi³ przed 1 grudnia, natomiast krótsz¹, u których pó�-
niej wyst¹pi³ anestrus (18).
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Ryc. 7. Silna ekspresja receptora estrogenowego w j¹drach
komórek nab³onka powierzchniowego endometrium klaczy
przy pêcherzyku o wielko�ci > 25mm (immunocytochemia,
pow. ok. 600 ×)

Ryc. 8. Silna ekspresja receptora estrogenowego w j¹drach
komórek nab³onka gruczo³owego endometrium klaczy (immu-
nocytochemia, pow. ok. 400 ×)

Ryc. 9. S³aba ekspresja receptora estrogenowego w j¹drach
pojedynczych komórek nab³onka gruczo³owego endometrium
klaczy przy pêcherzyku o wielko�ci < 20 mm (immunocyto-
chemia, pow. ok. 600 ×)


