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and their foals

Summary

Insulin-like growth factor I (IGF-I) is a polipeptyde hormone produced mainly by the liver in response to
the endocrine growth hormone stimulus, but it is also secreted by multiple tissues for autocrine or paracrine
purposes. IGF-I represents one of the most important growth regulators, playing a central role in fetal and
neonatal growth. However, the role of IGF-I in the reproductive physiology of horses is still little known.
Therefore, the aims of this work were 1) to evaluate the IGF-I serum concentration in mares during the first
4 days after parturition and in their newborn foals during the first 4 days of life, and 2) to determine whether
the IGF-I concentration may be influenced by the type of parturition. Two groups of subjects were examined:
7 healthy mares and their foals born by spontaneous parturition (group F), and 10 healthy mares and their
foals born by non-spontaneous parturition, requiring medical assistance (group P). From each animal, the
first blood samples were collected within 30 min of birth, and then, daily, during 4 days after parturition. The
samples were collected once a day at 8.00 a.m. IGF-I was analyzed by the radioimmunoassay method with the
IGF-RIA-CT kit (BioSource, Belgium). The results revealed that the mares from the group P had a statistically
significantly higher concentration of IGF-I compared with the mares from the group F (90.9 + 7.02 vs. 40.9
+ 5.94 ng/ml, respectively, p < 0.01). Similarly, the statistically higher values of this factor were found in the
foals from the group P than in those from the group F (130 & 8.59 vs. 83.1 £+ 6.56 ng/ml, respectively, p < 0.01).
Furthermore, a positive correlation was found between the concentration of IGF-I in the blood serum of mares
and their foals on the first day of the study (r = 0.50, p < 0.05). In summary, disturbances in the course of
parturition did not have a negative impact on the IGF-I level in either mares or their newborn foals.
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Moment porodu jest dla noworodka czynnikiem
wyzwalajagcym szereg mechanizméw adaptacyjnych

catych narzadéw ptodu (31). Sg dobrze poznanymi
czynnikami o wlasciwosciach anabolicznych, mi-

niezb¢dnych do przystosowania si¢ do zycia postna-
talnego (25, 29). Najwazniejszymi hormonami zaan-
gazowanymi w te procesy sg m.in. hormon wzrostu
1 czynniki wzrostu (30, 38). Insulinopodobne czynniki
wzrostu (IGFs) to biatkowe hormony o szerokim spek-
trum oddziatywania na rozwijajace si¢ tkanki i narzady
(31, 32). Okresem szczegolnej wrazliwosci komorek
1 tkanek na te czynniki jest okres zycia ptodowego.
W poczatkowym etapie tego okresu wykazano, iz
IGFs aktywnie uczestnicza w procesach wzrostu 1 roz-
nicowania poszczegdlnych komorek, tkanek, a pdznie;j

togennych, przeciwzapalnych, antyoksydacyjnych,
proliferacyjnych czy tez cytoprotekcyjnych (17, 22,
23, 35). W procesach zwigzanych bezposrednio z roz-
rodem koni stwierdzono dodatnig korelacje pomiedzy
stezeniem np. insulinopodobnego czynnika wzrostu-I
(IGF-I) w surowicy klaczy po porodzie a stgzeniem
FSH. Swiadczy¢ to moze o tym, iz hormony stymulujg-
ce proces tworzenia si¢ kolejnych pecherzykow Graffa
W pewien sposob stymulujg rowniez wydzielanie IGF-1
(5, 11). IGF-I z kolei wptywa stymulujgco na aktyw-
nos¢ jajnikow oceniang przez liczbe owulujacych



Med. Weter. 2015, 71 (7), 448-452

pecherzykow oraz skutecznos$¢ zaplodnienia (5, 10).
Ponadto IGFs wykazujg dziatanie immunoprotekcyjne,
chronigc ptéd przed atakiem komodrek matczynego
uktadu odpornosciowego (12). Z pewnoscia odgrywaja
one roOwnie znaczacg role w swoistym oddziatywaniu
na tkanki uktadu rozrodczego ci¢zarnej samicy, cze-
go potwierdzeniem moze by¢ stwierdzona ekspresja
genow IGFs oraz ich swoistych receptorow (IGFs-R)
w macicach wielu gatunkéw samic zwierzat domo-
wych (1, 33, 36). Wykazano réwniez, iz skuteczna
implantacja zarodkoéw zalezna jest od liczby IGFs-R
w $cianie macicy oraz od st¢zenia tego czynnika
w plynie macicznym (2, 39). Kolejnym potwierdze-
niem istotnos$ci IGFs w procesach rozrodczych jest
fakt obecnosci receptoréw na btonach komorkowych
niezaimplantowanych jeszcze zarodkow, co wskazuje
na ich znaczacg role w procesach rozwoju zarodko-
wego zwigzanych z samg implantacja oraz dalszym
rozwojem przysztego noworodka (21, 31). U ptodow
IGFs pojawiajg si¢ we krwi juz na wczesnym etapie
jego rozwoju (12).

Mimo poznania wielu funkcji IGFs, rola IGF-I
w regulowaniu procesoOw rozrodczych u koni nie
jest w petni poznana. Wiadomo, iz IGF-I jest poli-
peptydowym czynnikiem, produkowanym gléwnie
w watrobie pod wptywem hormonu wzrostu (GH)
oraz w mniejszym stopniu przez inne tkanki (32, 35).
Mechanizm regulacji wydz1e1an1a IGF-I pod wypty-
wem GH tworzy tzw. 0§ somatotropinow3 (6, 26, 37).
W praktyce jednak badanie aktywnos$ci osi GH-IGF-I
wymaga uwzglednienia nastepujacych faktow: GH jest
hormonem wydzielanym pulsacyjnie 1 jednorazowy
pomiar jego stezenia we krwi nie ma znaczenia diagno-
stycznego, dlatego aby wilasciwie ocenié aktywnos’é
osi somatotropinowej, proponuje si¢ oznaczac poziom
IGF-I, ktorego okres pottrwania jest relatywnie diugi,
poziom w surowicy jest wzglednie staty i pozbawiony
dobowych wahan (26, 27). Wiadomo takze, iz takie
czynniki, jak: rasa, wiek, ple¢, pora roku i zywienie
moga wptywacé na jego koncentracje w surowicy krwi
zwierzat (7, 23, 26, 34). Wykazano ponadto, ze steze-
nie IGF-I w surowicy krwi nowo narodzonych Zrebiat
rasy Standardbred nie zalezy od przebiegu porodu
1 stopnia dojrzato$ci noworodka (28, 29). Natomiast,
wedtug wiedzy autorow, nie przeprowadzono podob-
nych badan u koni ras zimnokrwistych. Obserwowane
w ostatnich latach zmiany w sposobie uzytkowania
koni ras zimnokrwistych, polegajace na zwigkszaniu
masy ciata klaczy 1 Zrebigt oraz zminimalizowanie
wykorzystania tych zwierzat do pracy, a co za tym idzie
— ograniczenie ruchu, prowadza do coraz czgstszych
zaburzen w przebiegu porodu.

Celem pracy byto okreslenie zalezno$ci pomigdzy
stezeniem IGF-I w surowicy krwi klaczy i nowo na-
rodzonych Zrebiat a przebiegiem samego porodu. Do
badan zakwalifikowano klacze i ich Zrebieta urodzone
w wyniku porodu fizjologicznego oraz porodu wyma-
gajacego pomocy lekarsko-weterynaryjne;j.
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Material i metody

Doswiadczenie przeprowadzono za zgoda Lokalnej
Komisji Etycznej do spraw doswiadczen na zwierzetach
(nr zgody 48/2008). Badania przeprowadzono na 17 kla-
czach rasy polski kon zimnokrwisty w wieku 4-11 lat oraz
17 zrebigtach — noworodkach urodzonych przez te klacze.
Zwierzgta pochodzity z hodowli indywidualnych, a do Ka-
tedry 1 Kliniki Rozrodu Zwierzat zostaly przyjete w celu
rozwiazania porodu. Klacze przyjete do kliniki Zywione
byly owsem bez dodatkéw mineralno-witaminowych, skar-
miane sianem i stomg do woli.

W zaleznosci od przebiegu porodu klacze podzielono na
nastgpujace grupy:

— grupa F —klacze, u ktorych pordd miat przebieg fizjo-
logiczny (n = 7), stanowigce grup¢ kontrolng. Do grupy tej
zakwalifikowano zwierzeta, u ktorych akcja porodowa wy-
stapita spontanicznie, pldd zostat wyparty sitami wlasnymi
matki, a trzecia faza porodu zostata zakonczona wydaleniem
lozyska w okresie do 4 godzin od wyparcia ptodu. Klacze
zakwalifikowane do tej grupy byty w wieku od 5 do 11 lat;

— grupa P—klacze, u ktorych porod wymagat interwencji
lekarsko-weterynaryjnej (n = 10). W grupie tej znajdowaty
si¢ zwierzeta, u ktorych konieczne byto przeprowadzenie
indukcji porodu (n = 3), u ktoérych akcja porodowa wysta-
pita spontanicznie ale konieczne bylo udzielenie pomocy
porodowej (n=>5) oraz klacze, u ktorych tozysko nie odeszto
w ciagu 4 godzin po wyparciu ptodu (n=2). W celu indukc;ji
porodu oraz w celu przyspieszenia wydalenia tozyska po-
dawano oksytocyng (Inj.Oxytocini, Biowet Putawy, Polska)
we wlewie kroplowym, w dawce 30-40 j.m./klacz. Wiek
klaczy w tej grupie zawierat si¢ w przedziale od 4 do 11 lat.

Analogiczny podzial zastosowano w odniesieniu do
zrebiat:

— grupa F — zrebigta (n = 7) urodzone przez klacze grupy
F, stanowiace grupe kontrolng Zrebiat;

— grupa P — zZrebigta (n = 10) urodzone przez klacze
z grupy P.

Zrebieta objete badaniami poddano ocenie stanu zdro-
wia migdzy 6. a 12. godzing zycia wg 10-punktowej skali
APGAR (9).

Materiat do oznaczania stezenia IGF-I stanowily probki
krwi pobierane zaréwno od klaczy, jak i nowo narodzonych
zrebigt z zyly szyjnej zewngetrznej bezposrednio po poro-
dzie (w czasie do 30 minut od urodzenia zrebigcia) oraz
w kolejnych 4 dniach do§wiadczenia, zawsze o godz. 8.00.
Probki krwi pobierano do jatlowych probowek o objetosci
9 ml, zawierajacych aktywator wykrzepiania (Vacutest-
-Kima, Italy), a nast¢pnie poddano wirowaniu (1000 G/
15 min). Uzyskang surowicg¢ zamrozono w temperaturze
—74°C do czasu przeprowadzenia kolejnych analiz. Poziom
IGF-1 w surowicy klaczy i Zrebiat oznaczono metoda ra-
dioimmunologiczng z wykorzystaniem komercyjnego testu
radioimmunologicznego IGF-RIA-CT (BioSource, Belgia).

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej (ANO-
VA), obliczajac wartosci srednie (X) dla kazdej grupy zwie-
rzat, btad standardowy (S.E.) oraz wspotczynnik korelacji
(R) przy pomocy programu GraphPad Prism™ (Graph Pad
Software, La Jolla, CA, USA). R6znice migdzy $rednimi
w poszczegdlnych grupach zwierzat oraz w kolejnych
dniach badan poréwnywano testem Tukeya. Za prog istot-
nosci statystycznej przyjeto roéznicg na poziomie p < 0,05.
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Wyniki i oméwienie

Srednie wartosci punktowe APGAR Zrebiat w gru-
pach F i P nie rdznily si¢ istotnie i wynosity, odpo-
wiednio, 7,21 + 1,031 5,83 + 1,86.

Srednie warto$ci st¢zenia IGF-I w surowicy nowo
narodzonych zrebiat przedstawiono w tabeli 1.
Zaobserwowano istotnie wyzsze wartosci tego czynni-
ka w surowicy zrebiat grupy P w poréwnaniu z grupa
F (p £0,01). Natomiast w kompleksowych badaniach
przeprowadzonych przez Panzaniego 1 wsp. (28, 29)
na koniach rasy Standardbred nie wykazano istot-
nych réznic w stezeniu IGF-I u zrebigt urodzonych
w wyniku porodu o przebiegu fizjologicznym lub
patologicznym. Panzani i wsp. (28, 29) wnioskuja,
ze przebieg porodu nie ma wplywu na poziom tego
czynnika w osoczu krwi Zrebigt. Autorzy ci nie badali
jednak poziomu IGF-I u klaczy — matek. W prezento-
wanej pracy stezenie IGF-1 w surowicy klaczy z gru-
py P ksztattowato si¢ na istotnie wyzszym poziomie
niz w grupie F (p < 0,01). Oznacza to, ze zwierz¢ta
zniefizjologicznym przebiegiem porodu mialy wyzsze
stezenia IGF-I w poréwnaniu ze zwierzgtami z grupy
kontrolnej. Stezenie wolnego IGF-I w surowicy krwi,
a tym samym jego oddziatywanie na tkanki, jest za-
lezne m.in. od tzw. biatek wigzacych IGFs (IGFPBs),
ktore stanowig réznorodng grupe¢ biatek, zarowno
krazeniowych, jak i tkankowych, posiadajacych silne
powinowactwo do somatomedyn. Obecnie wyizolo-
wanych i opisanych jest 6 tego typu biatek (IGFPB-1
do -6) i wiadomo, ze wszystkie one w roznym stopniu
modyfikujg koncowe efekty ustrojowego dziatania za-
rowno IGF-I, jak 1 IGF-II (2, 8, 15, 31, 35). Bialka te,
produkowane w okresie postnatalnym gtéwnie przez
watrobe, modyﬁkujq stezenie Wolnych czynnikow IGF
w surowicy krwi poprzez ich wigzanie, a tym samym

wplywajg na koficowy efekt ich dziafania (24). U kli-
nicznie zdrowych osobnikow przyjmuje si¢ iz okoto
99% catej puli IGF-I jest zwigzanych z tymi biatkami,
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Tab. 1. Srednie stezenie IGF-I (ng/ml) w osoczu krwi klaczy
i ich Zrebiat oznaczane w okresie od dnia porodu do 4. dnia
po porodzie (x £ SE)

" . Pordd wymagajacy pomoc
Grupy Pordd spontaniczny (n =7) I ekarsko-vull‘!atergn;?yﬁlgj (n =V1 0)
Klacze 40,9 + 5,94% 90,9 + 7,028
Zrebieta 83,1+ 6,56% 130 = 8,59%"

Objasnienia: A, B — warto$ci porownywane poziomo oznaczone
roznymi literami r6znig si¢ istotnie p < 0,01; X, Y — wartosci
poréwnywane pionowo oznaczone réznymi literami rdznig si¢
istotnie p < 0,01; x, y — wartosci pordwnywane pionowo ozna-
czone réznymi literami réznig si¢ istotnie p < 0,05

z czego zdecydowana wigkszo$¢ z biatkiem IGFPB-3
(8, 35). Wsrdd czynnikow wptywajacych na stezenie
tego biatka wymienia si¢ gldwnie stezenie hormonu
wzrostu (GH), wiek, stan odzywienia oraz status meta-
boliczny organizmu, zwigzany z poziomem takich hor-
monodw, jak: insulina, tyroksyna czy glikokortykoidy
(12, 35). Wiadomo, ze pewne enzymy proteolityczne
obecne w surowicy ci¢zarnych kobiet powoduja de-
gradacje¢ biatek IGFPB-3, przez co nastgpuje utrata
ich zdolnos$¢ wigzania IGF-I (35). W przypadku cigz-
kich schorzen o podlozu metabolicznym enzymy te
wystepuja w surowicy krwi w szczeg6élnie wysokim
stezeniu prawdopodobnie po to, by zwigkszy¢ bio-
dostepnos¢ czynnikow IGF w celu przeciwdziatania
niekorzystnym procesom katabolitycznym (8). Mozna
przypuszczaé, ze uzyskane w prezentowanej pracy
WYyZsze st@zeme IGF-I w surowicy krwi klaczy grupy
P, w porownamu z grupg F, wynikato z dziatania opi-
sanego wyzej mechanizmu.

W naszych badaniach zwraca rowniez uwage wyso-
ka warto$¢ wspotczynnika korelacji migdzy stezeniem
IGF-I w surowicy wszystkich klaczy 1 ich Zrebiat
w dniu porodu, wynoszaca 0,5 (n=17; p <0,05) oraz
w kolejnych dwoéch dniach po porodzie, wynoszaca
0,33 (n=34; p=0,07). Wysoka warto$¢ wspotczynnika
korelacji §wiadczy o tym, ze st¢zenie IGF-I w surowicy
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Ryec. 1. Stezenie IGF-I w surowicy krwi klaczy, ktore urodzilty
spontanicznie (F) oraz klaczy, ktérych por6d wymagal inter-
wencji lekarsko-weterynaryjnej (P)

Objasnienia: Srednie oznaczone réznymi literami réznig si¢ istot-
nie przy p <0,05. Srednie warto$ci w grupach F i P pordéwnywane
w poszczegblnych dniach badan nie roznily si¢ statystycznie

Ryec. 2. Stezenie IGF-I w surowicy krwi zrebiat narodzonych
w wyniku porodu spontanicznego (F) oraz porodu, do rozwigza-
nia ktérego niezbedna byla pomoc lekarsko-weterynaryjna (P)
Objasnienia: Srednie oznaczone réznymi literami réznig si¢ istot-
nie przy p <0,05. Srednie wartosci w grupach F i P pordéwnywane
w poszczegblnych dniach badan nie roznily si¢ statystycznie
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krwi zrebigt zalezy przede wszystkim od zawarto$ci
tego czynnika we krwi ich matek. W okresie prenatal-
nym prawidlowy rozwoj i wzrost ptodu uzalezniony
jest od lozyskowego transferu zwigzkow odzywczych
oraz czynnikow wzrostowych z krwi matczynej do
krwiobiegu ptodu. Stwierdzono, iz stezenie ptodowego
IGF-I jest $cisle powigzane z tozyskowym transferem
glukozy, gdzie wzrost jej stezenia we krwi ptodu pro-
wadzi do wzrostu wydzielania insuliny, dziatajace;j
stymulujaco na wydzielanie plodowego IGF-I, glownie
przez komorki tozyska (19, 20), dlatego tak istotna jest
prawidtowa funkcja tozyska, ktora zalezy od stanu
fizjologicznego, metabolicznego oraz endokrynolo-
gicznego matki (15).

Analizujac poziom IGF-I w surowicy krwi badanych
zwierzat w kolejnych dniach po porodzie zaobserwo-
wano istotny wzrost tego czynnika w czwartym dniu
doswiadczenia u klaczy z grupy P (ryc. 1) oraz istotny
spadek u zrebiat z grupy P (ryc. 2). Wahania w zawar-
tosci IGF-I we krwi klaczy 1 Zzrebigt w okresie poporo-
dowym obserwowano takze w innych badaniach (4, 16,
18, 28, 29). Wiadomo, ze wskutek porodu przerwany
zostaje zwiazek plodu z tozyskiem, ktore byto gtow-
nym zroédtem plodowego IGF-I (28). Opisany przez
Panzani 1 wsp. (28, 29) wzrost stezenia IGF-I we krwi
zrebiagt w pierwszych tygodniach Zycia postnatalnego
jest prawdopodobnie spowodowany dostarczaniem
tego czynnika z siarg 1 mlekiem. Fowden (12) oraz
Hess-Dudan i wsp. (18) w swoich pracach stwierdzaja,
1z stezenie IGF-I we krwi Zrebigt wzrasta w pierwszych
dwoch dniach po porodzie. Wiadomo, iz IGF-I jest
matym hormonem biatkowym, o masie okoto 6,5 kDa
1 dzigki temu latwo przenika do siary klaczy matki
(3, 13, 14), jednakze jego wysokie st¢zenie w siarze
utrzymuje si¢ bardzo krotko, bo maksymalnie do 1-2
dni od porodu, a nastgpnie jego poziom gwattownie
si¢ obniza (18). Podobny, przejsciowy spadek steze-
nia tego czynnika we krwi Zrebigt odnotowali takze
Panzaniiwsp. (28, 29). Innym czynnikiem wptywaja-
cym na poporodowy poziom surowiczego IGF-I u no-
worodkow jest stymulujace dziatanie GH na watrobe
(12). Wiadomo rowniez, iz poziom wartosci IGF-I,
charakterystyczny dla dorostych osobnikéw, osiggany
jest po ok. 2-3 tygodniach od porodu (13). Jest to bar-
dzo wazna informacja, okreslajaca czas potrzebny na
przestawienie si¢ dojrzewania endokrynologicznego
organizmu z ptodowego na noworodkowy.

Podsumowujac nalezy podkresli¢, iz przedstawione
w niniejszej pracy wyniki oznaczania stezenia IGF-1
w surowicy krwi klaczy — matek i ich Zrebigt urodzo-
nych w wyniku porodu o przebiegu fizjologicznym
1 patologicznym nie byty dotychczas publikowane.
Stwierdzono, ze stezenie IGF-1 w surowicy krwi
klaczy, u ktorych wystapity zaburzenia okotoporodo-
we, bylo istotnie wyzsze w poréwnaniu z klaczami
o prawidtowym przebiegu porodu. Natomiast st¢zenie
IGF-I w surowicy zrebiat byto proporcjonalne do ste-
zenia tego czynnika w surowicy krwi klaczy matek.
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Oznaczaé to moze, iz zaburzenia okotoporodowe nie
wywieraja negatywnego wplywu na poziom IGF-I
u nowo narodzonych zrebiat.
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