340

Praca oryginalna

Medycyna Wet. 2007, 63 (3)

Original paper

Oddzialywanie cloprostenolu oraz gestagenow i PMSG

na dynamike wzrostu pecherzykow jajnikowych
u przezuwaczy™

TOMASZ SCHWARZ, MACIEJ MURAWSKI*, EDWARD WIERZCHOS*, RYSZARD TUZ

Katedra Hodowli Trzody Chlewnej, *Katedra Hodowli Owiec i K6z Wydziatu Hodowli i Biologii Zwierzat AR,
Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakéw

Schwarz T., Murawski M., Wierzchos E., Tuz R.
Effect of cloprostenol, FGA and PMSG on ovarian follicular dynamics in ruminants
Summary

In this study the dynamics of follicular growth during estrous cycle after cloprostenol, FGA and PMSG
stimulation in goats was compared. On the day 11 of the estrous cycle Group I of the goats (n =4) was injected
with 0.25 mg of cloprostenol for luteolysis stimulation. The follicles which started to grow after treatment
formed the ovulatory wave. Group II of the goats (n = 4) was stimulated for 17 days by intravaginal sponges
with FGA. After withdrawal of the sponges goats were injected with a single dose of 500 I.U. of PMSG (day
17). Observation of growing follicles on the ovaries were carried out every day through the two consecutive
estrous cycles, and was finished on the day of ovulation at the end of second estrous cycle. No differences were
observed in total number (4.25 + 0.5) and the number of the large follicles = 5 mm (2.75 % 0.5) of the ovulatory
wave after cloprostenol injection in comparison to waves of follicles growing during the luteal phase. In Group
II of the goats stimulated with sponges impregnated with FGA the number of growing follicles did not differ
from the number of follicles in Group I of goats and goats with a natural estrous cycle. After PMSG injection
the number of follicles growing in the ovulatory wave increased rapidly. After synchronised ovulation in
Group II of the goats follicular cysts were observed and disturbed folliculogenesis of the subsequent estrous
cycle. No second wave of follicles was observed and the number of follicles growing was significantly lower
(p =< 0.05), even in the ovulatory wave, but the ovulation rate did not change in comparison to the natural

estrous cycle.
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Synchronizacja cyklu rujowego jest zabiegiem bio-
technicznym umozliwiajacym przygotowanie do kry-
cia okreslonej grupy zwierzat w jednym czasie. Obec-
nie znane s3 dwa sposoby postepowania, z ktérych
pierwszy, najcze¢sciej stosowany u bydla, polega na
skréceniu cyklu rujowego poprzez wywotanie luteo-
lizy ciatka zoltego preparatami o dziataniu PGF « (11,
13, 15). Drugi natomiast, powszechnie stosowany
u wszystkich gatunkow przezuwaczy, zasadza si¢ na
wydhuzeniu fazy lutealnej cyklu jako skutek podawa-
nia egzogennych preparatow o dziataniu analogicznym
do progesteronu w czasie, gdy ciatko zotte ulega natu-
ralnej regresji (1, 4, 7, 12). O ile dobrze poznany jest
efekt dziatania stosowanych preparatéw na morfolo-
gie 1 funkcje ciatka zoltego, o tyle stabo rozpoznany
jest mechanizm oddzialywania na pojawianie sig, se-
lekcje 1 wzrost pecherzykow.

Dotychczas prowadzone badania obejmowaty
przede wszystkim hodowlany aspekt stosowanych

* Badania wykonane w ramach grantu KBN 5 PO6D 03117.

metod synchronizacji rui (2, 7, 9, 12) lub omawiaty
zagadnienia zjawisk endokrynologicznych (15, 20, 21).
Z kolei wigkszos$¢ badan dotyczacych folikulogenezy
skupiala si¢ na wzroscie pecherzykéw w warunkach
naturalnych (3, 5, 6, 14, 16, 18, 19, 22). Wyjatkiem sa
prace, w ktorych starano si¢ okresli¢ metoda histolo-
giczna (8) oraz ultrasonograficzna (10) liczebnos¢ pe-
cherzykow w jajnikach owiec poddanych dziataniu
egzogennych progestagenow.

Dlatego podjeto badania, ktérych celem bylto okres-
lenie na przyktadzie k6z wplywu preparatow po-
wszechnie uzywanych w synchronizacji rui u przezu-
waczy na wzrost i owulacje pecherzykow jajnikowych
zard6wno w czasie medykacji, jak tez podczas kolejne-
go cyklu rujowego.

Materiat i metody

Doswiadczenie objeto kontrole wzrostu pecherzykow
jajnikowych w czasie synchronizacji rui i owulacji, w se-
zonie rozrodczym (pazdziernik-listopad) u 8 kéz. U 4 sa-
mic — grupa 1, synchronizacj¢ rui przy uzyciu analogu
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PGF2a, poprzedzono ultrasonograficzng kontrola wzrostu
owulacyjnej fali pecherzykow, przebiegu rui i owulacji.
Badania te, kontynuowano przez 11 dni kolejnego cyklu
rujowego, tj. do momentu najwyzszej aktywnosci ciatka
zoltego. Wowczas zwierzetom podano w jednorazowej
iniekcji 0,25 mg cloprostenol (Bioestrovet Biowet-Polska),
nadal prowadzac wizualizacje jajnikOw w czasie rui, owu-
lacji i kolejnego cyklu rujowego. W grupie 2 (4 kozy), za-
stosowano gabki dopochwowe nasaczone 45 mg FGA
(Chronogest Intervet-Holandia) oraz pojedyncza iniekcjg
500 j.m. PMSG (Folligon Intervet-Holandia) w dniu usu-
niecia gabek. Ultrasonograficzne obrazowanie jajnikoéw
rozpoczgto w momencie zatozenia gabek i kontynuowano
przez 21 dni, tj. do czasu wystapienia rui i owulacji. Ob-
serwacje prowadzono takze przez 21 dni nastgpnego cyklu
rujowego. Jako grupe kontrolng (grupa 3) potraktowano
12 naturalnych cykli rujowych obserwowanych u trzech
kéz w analogicznym okresie roku poprzedniego.

Codzienne obserwacje jajnikow prowadzone byty przez
jednego operatora przy uzyciu ultrasonografu ,,Aloka SSD
500 Micrus” wyposazonego w gtowicg liniowa o czgstotli-
wosci 7,5 MHz przystosowana do badania rektalnego.
Zwierzeta unieruchamiano w specjalnie skonstruowanym
poskromie w pozycji stojacej. Sonde ultrasonografu wpro-
wadzano do prostnicy i odnajdowano jajnik. Nastgpnie li-
czono pecherzyki, mierzono $rednicg i wykonywano szkic
z zaznaczeniem pozycji wszystkich pecherzykow w jajni-
ku. Przy zestawianiu danych pecherzyki dzielono na klasy:
1. pecherzyki o $rednicy <4 mm, 2. pgcherzyki = 4 mm,
3. pecherzyki = 5 mm. W dalszych analizach brano pod
uwage tylko pecherzyki zaliczone do klasy 2 i 3. Tak
przeprowadzone obliczenia pozwolity na ustalenie liczby
pecherzykow rosnacych w jednostce czasu, a takze tempa
i uporzadkowania ich wzrostu.

Statystyczna analiza uzyskanych wynikow badan objeta
nastgpujace parametry: srednig liczbg pecherzykow rosna-
cych do $rednicy = 4 mm w obydwu badanych grupach
w catym doswiadczeniu, a takze w cyklu rujowym poprze-
dzajacym sprowokowang owulacjg oraz w cyklu kolejnym;
srednia liczbg pecherzykow rosnacych do $rednicy = 5 mm
w obydwu badanych grupach w catym do-
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Wyniki i omowienie

W grupie pierwszej (cloprostenol) w czasie trwania
obserwacji w jajnikach kéz rozpoczeto wzrost $red-
nio 47,25 (£ 1,26) pecherzykow, z ktérych 23,25
(+0,6) osiagnglo srednicg = 5 mm, a w grupie drugie;j
(Chronogest) odpowiednio 47,75 (+ 1,89) oraz 26
(x 1,41). W przecigtne;j fali catego okresu badawcze-
go w grupie 1 rosto $rednio 5,11 (= 1,45) pecherzy-
kow, z ktorych 2,51 (£ 1,19) osiagnglo $rednice
= 5 mm, za§ w grupie 2 rozwijato si¢ srednio 5,31
(x 2,74) pecherzykow, z ktorych 2,89 (£ 2,19) osiag-
ne¢to $rednicg = 5 mm. Nie odnotowano istotnych sta-
tystycznie roznic pomigdzy grupami w zadnym z wy-
mienionych wyzej parametrow.

W pierwszej grupie zwierzat w okresie poprzedza-
jacym zsynchronizowana owulacje rozwijalo si¢ sred-
nio 26 (+ 0,82) pecherzykow, z ktorych 12,5 (£ 0,58)
osiggneto §rednicg = 5 mm (ryc. 1). Zastosowanie
cloprostenolu w szczycie aktywnosci ciatka zottego,
tj. w 11. dniu cyklu rujowego, spowodowato luteolize
ciatka zottego, obnizenie stgzenia progesteronu do po-
ziomu umozliwiajacego przedowulacyjny wylew en-
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Ryec. 1. Calkowita liczba pecherzykéw rosnacych w jajnikach
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przedzajacym sprowokowana owulacj¢

oraz w cyklu kolejnym; $rednig liczbe pg- 107
cherzykdéw rosnacych do $rednicy = 4 mm 91
pojedynczej fali w obydwu badanych gru- | z 8-
pach; $rednia liczbg pecherzykow rosnacych ‘% 7]
do $rednicy = 5 mm pojedynczej fali | §

w obydwu badanych grupach; $redni przy- § %
rost dobowy pecherzyka w obydwu bada- | 2 57
nych grupach; $redni poziom owulacji po | § 41
synchronizacji rui oraz w kolejnym cyklu |3 3
ruyjowym w obydwu badanych grupach. o
Wszystkie wymienione parametry porow-

nano pomiedzy grupami badawczymi z uzy- b
ciem testu t-Studenta dla par skorelowanych. 0-
Istotnos¢ réznic w liczbie rosnacych peche- fala ov

rzykow pomiedzy falami oceniano przy uzy-
ciu analizy wariancji i testu Duncana.

Ryec. 2. Liczba pecherzykow jajnikowych rosnacych w poszczegéolnych falach
u kéz poddanych dzialaniu cloprostenolu
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srednio cztery fale wzrostu pecherzy-

10 4 M pecherzyki >4 mm

B pecherzyki > 5 mm

kow, za$ liczba rozwijajacych sig pgche-
rzykow nie odbiegata od fal fazy luteal-

pecherzykow
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nej cyklu rujowego zwierzat kontrolnych
(ryc. 3 1 4). Dziatanie FGA upodabnia
go zatem do progesteronu, nie tylko ze
wzgledu na blokowanie przedowulacyj-
nego wylewu LH, lecz takze ma podob-
ny wptyw na procesy regulujace rekru-

taCJQ 1 wzrost pgcherzykéw. Po usunlq-
ciu gabek i1 podaniu egzogennej gona-
dotropiny (PMSG), rozpoczeta wzrost
fala owulacyjna, w ktorej rosto srednio
10,75 (% 0,96) pgcherzykow, z ktorych
7,75 (£0,96) osiagnelo srednicg = 5 mm.

Ryec. 3. Liczba pecherzykow jajnikowych rosnacych w poszczegélnych falach

u kéz poddanych dzialaniu FGA i PMSG
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Ryc. 4. Liczba pecherzykéw jajnikowych rosnacych w po-
szczegolnych falach u kéz z grupy kontrolnej

dogennych gonadotropin, a tym samym skrocenie cyk-
lu rujowego, zas wzrastajaca w tym czasie fala peche-
rzykow stala si¢ owulacyjna. Tak wigc przy Sredniej
liczbie 4,25 (£ 0,5) rosnacych pecherzykow, w tym
2,75 (£ 0,5) duzych, nie roznila si¢ ona od przecigtnej
fali fazy lutealnej. Byla natomiast istotnie mniejsza
(p = 0,01) od typowej fali owulacyjnej naturalnego
cyklu rujowego, kiedy rozwijato sig Srednio 6,7 (+2,7)
pecherzykow, z czego 3,5 (£ 2) osiagneto Srednicg
= 5 mm (25) (ryc 214). Zaobserwowano dwa intere-
sujace fakty, po pierwsze wystapienie pewnego rytmu
pojawiania SIQ kolejnych fal, ktory cho¢ ulegat mody-
fikacjom zwigzanym ze zj aw1skam1 endokrynnymi, to
jednak zachowywal pewna autonomig, prowadzac
pomimo zmniejszenia sig liczby rosnacych pecherzy-
kéw do utrzymania poziomu owulacji w identycznym
wymiarze jak w naturalnym cyklu rujowym. Po dru-
gie, poziom owulacji jest cecha tak silnie zdetermino-
wana, ze czynniki ograniczajace pojawianie si¢ nowych
pecherzykow nie wywieraly duZego wplywu na ten
proces, co potwierdzito wezesniej uzyskane wyniki
badan przeprowadzonych w naturalnym cyklu rujo-
wym w okresie wydtuzania si¢ dnia §wietlnego (17).
W czasie, gdy kozy z grupy 2 poddane byty dziata-
niu octanu fluorogestonu (FGA), pojawily si¢ u nich

Liczebnos¢ pecherzykow, obydwu klas
wielkosci, byta w tej fali istotnie wyzsza
(p = 0,01) niz w czterech poprzedzaja-
cych falach, a takze w poréwnaniu do fal owulacyj-
nych w naturalnym cyklu rujowym w analogicznym
okresie roku. Rowniez poziom owulacji przy wartosci
4,5 (£ 1,29) byt istotnie wyzszy (p < 0,01) w poréw-
naniu z naturalnym cyklem rujowym, a co za tym idzie
—przewyzszat tez poziom owulacji odnotowany w gru-
pie 1. W calym omawianym okresie rozpocz¢to wzrost
$rednio 29,75 (£ 1,89) pecherzykow, z ktérych 16,25
(= 1,26) osiagnglo $rednicg = 5 mm (ryc. 1). W przy-
padku obydwu rozpatrywanych klas pgcherzykéw byta
to liczba istotnie wyzsza (p < 0,05) niz w grupie 1,
jednak przyczyna takiego stanu rzeczy nie byta wigk-
sza liczba pecherzykow rosnaca w falach fazy luteal-
nej, tylko znaczne pobudzenie przez PMSG jajnikow
w jednej fali owulacyjne;j.

W pierwszej grupie samic po zsynchronizowanej
owulacji rosto $rednio 21,25 (= 0,5) pecherzykow,
z ktorych 10,75 (= 0,5) osiqgnqlo srednice = 5 mm
(ryc. 1). Pomimo iz $rednia liczba fal byla mniejsza
od obserwowanej w cyklu rujowym samic nie podda-
nych synchronizacji rui, to jednak ich rozktad w cza-
sie byt rownomierny, za$ liczba rosnacych pecherzy-
koéw typowa. W fali owulacyjnej konczacej drugi okres
badawczy rosto $rednio 6,75 (£ 0,5) pecherzykow,
w tym 4,5 (£ 1) duzych i w poréwnaniu do fal fazy
lutealnej byly to wartos$ci istotnie wyzsze (p < 0,05)
pod wz glqdem ogolnej liczby pecherzykow oraz istot-
nie wyzsze (p < 0,01) pod wzgledem pqcherzykow
duzych. Nie odnotowano natomiast istotnych roznic
w stosunku do fal owulacyjnych w naturalnym cyklu
rujowym. Taki przebieg obserwowanego cyklu rujo-
wego $§wiadczy o ograniczonym wplywie cloprosteno-
lu na folikulogenez¢ rozpatrywana w dhuzszym czasie.

W grupie 2 w cyklu rujowym, ktory rozpoczat sig
po zsynchronizowanej owulacji, rozpoczgto wzrost
srednio 3,75 (£ 0,5) fal pecherzykow. W omawianym
okresie odnotowano wzrost 18 (£ 0,82) pecherzykow,
z ktérych 9,75 (£ 0,5) osiagneto $rednice = 5 mm.
W stosunku do grupy 1 réznica byta istotna (p < 0,01)
w przypadku pgcherzykéw o §rednicy = 4 mm oraz
(p = 0,05) w przypadku pegcherzykow duzych.
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W pierwszej po owulacji fali liczba rosnacych pe-
cherzykow byta istotnie nizsza (p = 0,01) nizw owu-
lacyjnej 1 rozwijalo si¢ w niej srednio 7,5 (£ 1,29)
pecherzykow, w tym 5 (+ 0,82) duzych. Byla ona
jednakze istotnie (p < 0,05) liczniejsza od przecigtne;j
fali badanego okresu, jak rowniez od typowej fali fazy
lutealnej cyklu rujowego. Byto to spowodowane zna-
nym faktem wydtuzonego dzialania PMSG w stosun-
ku do hormonéw endogennych (21). Wzrost duzej licz-
by pecherzykdéw bez mozliwosci ich owulacji (rosna-
cy poziom progesteronu) prowadzit do powstania pe-
cherzykow przetrwatych o duzej srednicy, ktére zabu-
rzaly przebieg wzrostu kolejnych fal w cyklu rujowym.
Nalezy zaznaczy¢, ze pecherzyki przetrwate o Sredni-
cy > 10 mm w liczbie §rednio 2,2 (+ 1,2) pojawily si¢
u wszystkich badanych zwierzat. Dlatego tez pdznie;j
nastapita przerwa we wzroscie pgcherzykow w termi-
nie, w ktorym zwykle pojawiata si¢ druga fala. W fali
trzeciej rosto bardzo niewiele pgcherzykéw — Srednio
1,67 (£ 0,58) w tym 1 duzy. Liczba pgcherzykéw re-
krutujacych si¢ w fali czwartej byta wciaz nizsza od
przecigtnej 1 wynosita 3,25 (= 0,5) w tym 1,25 (£0,5)
duzych. Mimo iz w czasie luteolizy ciatek zottych za-
nikowi ulegla tez wigkszos$¢ pecherzykow przetrwa-
tych, liczba pecherzykow w fali owulacyjnej byta wciaz
nizsza od przecigtnej i wynosita 6 (£ 0,82), w tym 2,75
(£0,5) duzych (ryc. 3 14). W poréwnaniu do fal owu-
lacyjnych zwierzat nie poddanych stymulacji hormo-
nalnej byly to wartos$ci istotnie nizsze w przypadku
pecherzykow = 4 mm (p < 0,05), jak tez w przypad-
ku pgcherzykéw duzych (p < 0,01).

Poréwnujac zatem falowy wzrost pecherzykow po
synchronizacji rui do ich wzrostu w naturalnym cyklu
daje si¢ zauwazy¢ zaburzenie ,,rytmu fizj ologiczne-
g0” pojawiania si¢ fal wzrostu pecherzykow (18), ktore
spowodowane zostato bez watpienia obecnoscia cyst
w jajnikach. Wskazuje to na silne, negatywne oddzia-
1ywanle PMSG na wzrost pecherzykow, ,,wytaczaja-
ce” endogenne mechanizmy regulujace rekrutacjg pe-
cherzykow 1 powodujace zmiany w przedowulacyjne;j
sekrecji LH (21). Oddziatywania takiego nie zaobser-
wowano natomiast po podaniu cloprostenolu. Pomi-
mo tego liczba pecherzykoéw owulujacych w drugim
cyklu rujowym pozostata na poziomie typowym dla
osobnika, co kolejny raz potwierdza silng determina-
cje cechy, Jakq jest poziom owulacji powodujaca, ze
nawet zmniejszona rekrutacja pecherzykow nie wy-
wiera wplywu na ten proces.

Whioski

1. Luteoliza ciatka z6ttego spowodowana poda-
niem cloprostenolu przeksztatca kolejna falg wzrostu
pecherzykéw w falg owulacyjna, bez wyraznego
zwigkszenia poziomu rekrutacji pecherzykow jajniko-
wych.

2. W cyklu rujowym bgdacym nastgpstwem sztucz-
nie sprowokowanej luteolizy folikulogeneza przebie-
ga bez zaktocen.
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3. Medykacja samicy gestagenami nie wptywa na
przebieg folikulogenezy, natomiast podanie PMSG
znaczaco zwigksza poziom rekrutacji pecherzykow
w fali owulacyjnej 1 pierwszej fali kolejnego cyklu.

4. Folikulogeneza w cyklu rujowym bgdacym na-
stgpstwem podania gestagenow i PMSG wykazuje
zaburzenie rytmu pojawiania sig fal bedace wynikiem
uformowania si¢ przetrwatych pgcherzykoéw jajniko-
wych.

5. Zaburzenie rytmu rekrutacji pecherzykow jajni-
kowych nie wptywa na poziom owulacji, ktory jest
uwarunkowany genetycznie.
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