ZACHODNIOPOMORSKI UNIWERSYTET

TECHNOLOGICZNY W SZCZECINIE
WYDZIAL BIOTECHNOLOGII I HODOWLI ZWIERZAT

Wojciech Moscicki

Okreslenie i porownanie stezen wybranych hormonow,
czynnikow wzrostu i skladnikow biochemicznych

w dominujacych i atretycznych pecherzykach
jajnikowych w odniesieniu do surowicy u krow
mlecznych w roznym wieku

Rozprawa doktorska wykonana
w Katedrze

Biotechnologii Rozrodu
Zwierzqt i Higieny Srodowiska
pod kierunkiem dr hab. inz.
Barbary Blaszczyk, prof. ZUT

Szczecin 2020



Niniejszq prace praghe zadedykowad mojej kochanej Zonie Ewie,

wspaniatym Rodzicom Jolancie i Zbigniewowi

oraz cudownym Tesciom Helenie i Wojciechowi.

Serdecznie dzigkuje za poswiecony czas, przekazang wiedze, wskazowki i korekty

mojemu Promotorowi dr hab. inz. Barbarze Blaszczyk, prof. ZUT



SPIS TRESCI

l. WYKAZ SKROTOW UZYTYCH W PRACY ......ccoooormiirimiriniinnrieseisssinsssnns 4

HL. WSTEP ..ottt b et b ettt nr e nbe b 5
1. PRZEGLAD PISMIENNICTWA .......coovviiiiiiiisesrnesiesiesesissesssssessessssen s senessessesnens 7
1. Folikulogeneza i steroidogeneza pgcherzykowa u KIOW..........cccvevvviieiveneiiieseese e, 7
1.1. Wzrost i dojrzewanie pecherzykow jajnikKOWyCh........c.ccovevvvieiiciicic e, 7

1.2. Steroidogeneza pecherzykowa .........cccceiiiiiiiiiiiiii e 11

1.3, Plyn peCherzyKOWY .......cccoiiiiiiiiiiiie e 13

1.4, Atrezja peCherZyKOWa ........cuoiiiiiiiiie i 16

1.5. Czynniki wptywajace na fOliKUIOQENEZE..........cccvvveiiiieci e 17

2. Rozwdj i funkcja ciatka ZOMEgO .....oovviviiiiiiiiiiiece e 19

3. CYKI TUJOWY U KIOW ...cuviiviiiiieitecie sttt sttt ae e sna e enes 20

IV. CEL PRACY | HIPOTEZA BADAWGCZA ..ottt 23
V.  MATERIALY I METODY ......ooooiiiiiiiiie e 24
1. Klasyfikacja pgcherzykow jajnikowych 1 wyznaczenie badanych grup..........c.c..c....... 24

2. Badane Parametry ........c.coioiuiiie i e 28

3. ANALIZA STALYSEYCZNA. ......ccvieiicic e 30

A PR VYA 1N 1 SRS 32
VII.  OMOWIENIE WYNIKOW......o.oooiiiiiiimiininisssssssssssssssssssssesssesssssssees 51
VL WINTOSKI .ottt ae e ste et eereenteenteeneenreeneennes 59
IX.  PISMIENNICTWO .....cooooomiiiiimmierieinnsinssssssssssssssssssssessssss s ssssssssssssssssseens 61
X.  STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM.........ccocooiiiiiiiitiiee e 81
XIl.  STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM ........cccccooiiiiiiiiiiieneeee e 82



.  WYKAZ SKROTOW UZYTYCH W PRACY

TGF- B - nadrodzina transformujacych czynnikéw wzrostu beta (transforming growth
factor beta family)

GnRH - gonadoliberyna (gonadotropin-releasing hormone)

BMPs - biatka morfogenetyczne kosci (bone morphogenetic proteins)

GDFs - czynniki wzrostu i réznicowania (growth differentiation factors)

EGF — naskérkowy czynnik wzrostu (epidermal growth factor)

LH - hormon luteinizujacy (luteinizing hormone)

LHR — receptor hormonu luteinizujacego (luteinizing hormone receptor)

FSH - hormon folikulotropowy (follicle-stimulating hormone)

FSHR- receptor hormonu folikulotropowego (follicle-stimulating hormone receptor)
LDLs - czasteczki lipoprotein o niskiej gestosci (low-density lipoproteins)

HDLs — czasteczki lipoprotein o wysokiej gestosci (high-density lipoproteins)

E2 - 17-B-estradiol (estrogen steroid hormone)

P4 — progesteron (occurring steroid hormone)

MRNA — matrycowy RNA (messenger RNA)

StAR - biatkowy regulator steroidogenezy (steroidogenic acute regulatory protein)
IGFs - insulinopodobne czynniki wzrostu (insulin-like growth factors).

COX-2 - cykloksygenaza 2 (cyclooxygenase 2)

HAS-2 - syntaza kwasu hialuronowego 2 (hyaluronic acid synthase 2)

GREML1 - inhibitorem szlaku sygnatowego TGF- 3 (gremlin 1)

VEGF - érodbtonkowy czynnik wzrostu (vascular endothelial growth factor)
TGF-a - transformujacy czynnik wzrostu (transforming growth factor alpha)

FGF - fibroblastowy czynnik wzrostu (fibroblast growth factor)

MAPK - szlak sygnatowy kinaz aktywowanych mitogenem (mitogen-activated protein
kinase)


https://en.wikipedia.org/wiki/Steroid_hormone

1.  WSTEP

Naturalna dtugos$¢ zycia krow wynosi 18-22 lata i jest kilkakrotnie wyzsza niz
wiek, w ktérym samice tego gatunku poddawane sg ubojowi. Ta tendencja skracania
dtugosci zycia kréw spowodowana jest efektami ekonomicznymi, na ktore wptywa
przede wszystkim wydajnos¢ mleczna. Dlatego tez przecietny okres uzytkowania krow
wynosi okoto 3-4 lata. Nie ulega jednak watpliwos$ci, iz zbyt wiele krow jest za wczesnie
brakowanych. Nalezy bowiem podkresli¢, ze plodne krowy rodzace zdrowe cieleta
w wieku 15-20 lat nie sg rzadkoscig. Spadek wydajnosci mlecznej nastepuje bowiem
wiele wczesniej niz obnizenie si¢ zdolnosci do rozrodu zwigzanej z zahamowaniem
aktywnosci jajnikow.

Niewatpliwie czas trwania aktywnosci rozrodczej zalezy od liczby
funkcjonalnych pecherzykoéw jajnikowych. Potencjat rozrodczy, zdeterminowany liczbg
pecherzykoéw jajnikowych w momencie narodzin, w kolejnych latach zycia samicy ulega
znacznemu obnizeniu. Szacuje si¢, ze jajniki cieliczki w momencie urodzenia zawieraja
okoto 70 tysiecy pecherzykow jajnikowych, u krow w wieku 3 lat okoto 20 tysiecy,
a u 10-letniej krowy w jajnikach znajduje si¢ juz tylko kilka tysiecy pecherzykow
jajnikowych. To zmniejszenie ilosci pecherzykow jajnikowych i znajdujacych sie¢ w nich
oocytéw spowodowane jest procesami degeneracji pecherzykow, tzw. atrezja. Nalezy tez
uwzglednié, 1z proces dojrzewania pecherzykow obejmuje procesy zwigzane z dominacjg
1 selekcjg. Dlatego tez istotne wydaja badania nad poszerzeniem wiedzy o jakosci
pecherzykow jajnikowych znajdujacych sig¢ w jajnikach kréw w réznym wieku. Do badan
tych nalezy migedzy innymi ocena sktadu ptynu pecherzykowego, ktéry tworzy naturalne
srodowisko rozwoju 1 dojrzewania oocytow.

Nalezy podkresli¢, ze sktad ten odzwierciedla zmiany w procesach sekrecyjnych
komorek tworzacych pecherzyk, a takze zalezy od stezen wielu sktadnikow krwi.
W zwigzku z powyzszym uzasadnionym wydaje si¢ okreslenie zalezno$ci migdzy
stezeniem badanych sktadnikow w plynie pecherzykowym a ich stezeniem w surowicy.
Ponadto waznym aspektem badan sg takze prace nad szerszym poznaniem roli czynnikow
nalezacych do nadrodziny transformujacych czynnikoéw wzrostu beta (TGF-B), ktére
obok gonadotropin, hormonéw steroidowych 1 innych substancji biologicznie czynnych

uczestniczg w regulacji folikulogenezy. Jednak niewiele wiadomo na temat fluktuacji



stezen tych czynnikdw w plynie pecherzykowym w zalezno$ci od dominacji i atrezji
pecherzykowej, a takze wieku samic.

Majac powyzsze na uwadze, uzasadnionym wydaje si¢ podj¢cie badan nad
sktadem plynu bydlecych pecherzykow jajnikowych w zaleznos$ci od ich statusu oraz

wieku krow.



I1l. PRZEGLAD PISMIENNICTWA
1. Folikulogeneza i steroidogeneza pecherzykowa u krow

1.1. Wzrost i dojrzewanie pgcherzykow jajnikowych

Pecherzyk jajnikowy jest podstawowa jednostkg strukturalng i funkcjonalng
jajnika. Jego podstawowa funkcjg jest tworzenie optymalnych warunkéw dla rozwoju
oocytu, a takze jego uwolnienia w trakcie owulacji. W pecherzyku jajnikowym
syntetyzowane sg rowniez substancje biologicznie czynne (hormony i liczne czynniki
wzrostu), ktore nie tylko tworza kontrolowane $rodowisko dojrzewania oocytu, ale
wplywaja tez na czynno$¢ catego ukladu rozrodczego i oddzialuja na uwalnianie
gonadoliberyny (GnRH — gonadotropin-releasing hormone) i hormonow przysadkowych
(Parrott i Skinner, 1999).

Proces powstawania pecherzyka jajnikowego rozpoczyna si¢ juz w zyciu
ptodowym, kiedy oocyt zostaje otoczony pojedyncza warstwa sptaszczonych komoérek
ziarnistych, na zewnatrz ktorej tworzy si¢ btona podstawna (Blanco i in., 2011). Tak
powstaty pecherzyk pierwotny ma $rednice od 30 do 40 um, a $rednica znajdujacego si¢
w nim oocytu wynosi od 20 do 30 um (Katska, 1997). Jest to pierwszy etap
folikulogenezy — procesu prowadzacego do uksztattowania i wzrostu dojrzatego
pecherzyka jajnikowego. U bydta pecherzyki pierwotne pojawiajg si¢ w jajniku okoto
140 dnia cigzy (Driancourt, 2001). Szacuje si¢, ze ich liczba pomiedzy 170. a 270. dniem
cigzy moze waha¢ si¢ miedzy 180 000 a 200 000 (Cognie i in., 1998). Dalszy etap
folikulogenezy zachodzi wraz z osiagnieciem dojrzatosci ptciowej samicy, ktora u krow
rozpoczyna si¢ zwykle migdzy 6 a 8 miesigcem zycia.

U kréw czas trwania wzrostu i dojrzewania pecherzyka jajnikowego od momentu
wejscia pecherzyka pierwotnego w fazg wzrostu do osiagnigcia stadium owulacyjnego
trwa w przyblizeniu od 4 do 6 miesigcy 1 proces ten zachodzi przez cate okres aktywnosci
plciowej (Hunter i in. 2004). W tym czasie dochodzi do gwaltownego wzrostu oocytu
oraz roznicowania i proliferacji komorek somatycznych tworzacych pegcherzyk jajnikowy
(Aragjo i in., 2014). Wedlug Braw-Tal i Yossefi (1997) intensywny wzrost pecherzykow
bydlecych zachodzi, gdy znajduje si¢ w nich okoto 40 komorek ziarnistych, a oocyt ulega

znacznemu powiekszeniu. W wyniku postepujacej folikulogenezy dochodzi do



utworzenia wypeknionej ptynem jamki (antrum) oraz wysoko wyspecjalizowanych
komorek kumulusa, ktére majg bezposrednio kontakt z oocytem (Krysko i in., 2008).

Do pecherzykéw przedantralnych (stadia rozwojowe przed wytworzeniem
antrum) nalezg pecherzyki pierwotne oraz pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowe
(Hirshfield, 1991; Nilson i Skinner, 2009). Do 4. roku zycia ich liczba wynosi 133 000,
a do wieku 15 — 20 lat stopniowo spada do okoto 3000 (Smorag i in., 1999).

W pecherzyku pierwszorzedowym wokot rosngcego oocytu formutuje si¢ ciggla
warstwa kuboidalnych komorek ziarnistych, ktore za pomoca desmosomoéw i1 ztgcz
szczelinowych kontaktujg si¢ z oocytem. Ich zadaniem jest przekazywanie substancji
odzywczych oraz czasteczek regulatorowych (Britt, 2008). Jednocze$nie miedzy warstwa
komorek ziarnistych bezposrednio otaczajacych oocyt a oocytem powstaje
glikoproteinowa ostonka przejrzysta (zona pellucida), ktora poczatkowo odktada sig
W postaci ktaczkdw, a w miarg wzrostu oocytu staje si¢ warstwa ciagla zwigkszajac swoja
gesto$¢ 1 stopien polimeryzacji. Proliferacj¢ i réznicowanie komoérek ziarnistych
pobudzajg migdzy innymi czynniki wzrostu z nadrodziny transformujacych czynnikow
wzrostu — B (TGFs-p — transforming growth factors- B family) (Li i in., 2008).
W jajniku czynniki te produkowane sg gldwnie przez oocyt, ale réwniez przez komorki
somatyczne pecherzyka. Nalezg do nich migdzy innymi biatka morfogenetyczne kosci
(BMPs - bone morphogenetic proteins) tj. BMP-15, BMP-8a oraz BMP-8b oraz czynniki
wzrostu i réoznicowania (GDFs - growth differentiation factors) np. GDF-9 (Dube i in.,
1998; Knight i Glister, 2006; Findlay i in., 2009). Czynnik wzrostu BMP-15 bierze udziat
w stymulowaniu ekspansji wzgorka jajono$nego poprzez zwigkszenie ekspresji
naskorkowego czynnika wzrostu (EGF — epidermal growth factor) w komorkach
kumulusa. Z kolei EGF stymuluje podzialy komoérek ziarnistych i ostonki wewngtrzne;j
(Yoshino i in., 2006). Liczba komorek ziarnistych wzrasta i tworzg one struktur¢ zwang
warstwa ziarnistg (membrana granulosa). Nastepuje tez niemal pelne wyksztalcenie sig¢
ostonki przejrzystej. W komorkach ziarnistych rozpoczyna si¢ synteza receptorow dla
hormonu folikulotropowego (FSHR — follicle-stimulating hormone receptor) (Kanitz,
2003). Tak powstaty pecherzyk nosi nawe pecherzyka drugorzgdowego.

U krow pecherzyki pierwszorzedowe 1 drugorzedowe osiggajg srednice od 30 do
70 um (Katska, 1997). Charakterystyczne dla stadium pecherzyka drugorzedowego jest
tworzenie si¢ wokol btony podstawnej ostonki wewngtrznej (theca interna), ktora
zbudowana jest poczatkowo z komorek przypominajacych ksztaltem fibroblasty (Fair

iin., 1997). W kolejnym etapie komodrki ostonki wewnetrznej zmieniaja ksztalt,



upodabniajac si¢ do komorek nabtonkowych (Rodgers i1 Irving-Rodgers, 2010a).
Nastepnie do ostonki zaczynaja wnika¢ naczynia krwiono$ne, co zapoczatkowuje jej
réznicowanie na ostonke zewnetrzng (theca externa) i zbudowang z komorek
steroidogennych ostonke¢ wewnetrzng (theca interna). W blonach komoérek ostonki
wewngtrznej pojawiaja si¢ receptory dla hormonu luteinizujacego (LHR — luteinizing
hormone receptor) (Phoophitphong i in., 2016). Dzigki tym zmianom dochodzi do
utworzenia pecherzyka trzeciorzedowego.

Dalsze powigkszanie si¢ pecherzyka zwigzane jest z tworzeniem si¢ jamki
(antrum). W tym czasie pomi¢dzy komorkami ziarnistymi dochodzi do powstania
szczelin, ktore wypelnia plyn. Jest on produktem wydzielniczym tych komorek oraz
W mniejszym stopniu, przesagczem osocza (Cheon, 2012). Szczeliny tacza si¢ w jedna,
centralnie ulokowang jamke, co doprowadza do powstania pecherzyka antralnego.
U kréw do 4 roku zycia liczba pecherzykow przedantralnych wynosi okoto 200 — 250,
a ukréw 15— 20 letnich liczba ta spada do okoto 100 — 125 (Smorag i in., 1999). Srednica
bydlecych pecherzykow trzeciorzedowych wynosi okoto 170 um (Katska, 1997).

Pecherzyki antralne, ze wzgledu na réznice w wielkosci dzielone sa na mate,
srednie 1 duze (Hatzirodos 1 in., 2014). Liczebnos¢ pecherzykow antralnych u krow do 4
roku zycia wynosi od 30 do 60, a u kréw 15 — 20 letnich pozostaje zaledwie potowa
Z nich (Smorag i in., 1999). Ich $rednica waha si¢ od 3 do 20 mm, jednakze najliczniejsza
grup¢ stanowig pecherzyki o $rednicy od 3 do 3,9 mm (Burns i in., 2005). Najbardziej
zewnetrznie potozong czgscig pecherzyka antralnego jest ostonka zewnetrzna zbudowana
z komorek miesni gladkich, fibroblastow, wtokien kolagenowych 1 naczyn krwionosnych
(Fraser, 2006). Posiada ona unerwienie autonomiczne, sktadajace si¢ przede wszystkim
z widkien adrenergicznych 1 cholinergicznych. Od wewnatrz sasiaduje z oslonka
wewnetrzng zawierajacg przewaznie wieloscienne lub okragle, aktywne steroidogennie
komorki. W kierunku centrum pecherzyka znajduje si¢ btona podstawna, zbudowana
Z lamininy, kolagenu, fibronektyny 1 proteoglikanow. Wystepuje ona pomigdzy
unaczyniong ostonkg wewnetrzng a pozbawiong naczyn warstwag komorek ziarnistych
(Irving-Rodgers i in., 2001). Warstwa komorek ziarnistych sktada sie, z osadzonych na
btonie, komoérek muralnych oraz wystepujacych blizej jamki, komorek antralnych.
Komoérki muralne sg ksztattu kolumnowego 1 utozone sag w bardzo zwartg strukture.
Posiadaja wieksza liczbe receptorow dla LH oraz wyzsza aktywno$¢ enzymow
zaangazowanych w steroidogeneze (Eppig, 2001). Komorki antralne otaczajace jamke

pecherzyka sg bardziej kuliste 1 luzniej utozone. Z kolei komorki bezposrednio otaczajace



potozony w pecherzyku oocyt tworzg wzgorek jajonosny (cumulus oophorus) i wieniec
promienisty (corona radiata). Wieniec promienisty od oocytu oddziela ostonka
przejrzysta (Rodgers i Iriving-Rodgers, 2010). Dojrzaty pecherzyk jajnikowy nosi nazwe
pecherzyka Graafa. Bydlecy pecherzyk Graafa ma najwigkszg $rednice ze wszystkich
zwierzat gospodarskich, ktora wynosi 16-22 mm (Hunter i in. 2004).

W ostatnim etapie rozwoju pgcherzyka, ktory nastepuje po przedowulacyjnym
wyrzucie hormonu luteinizujacego (LH - luteinizing hormone) z przysadki mozgowe;j
dochodzi do wznowienia mejozy w oocycie i szeregu morfologicznych zmian
prowadzacych do owulacji.

U bydta, podobnie jak u innych przezuwaczy (owca, koza) wystepuje falowy
wzrost pecherzykoéw polegajacy na, rozpoczetym w jednym czasie, wzroScie grupy
pecherzykow (Medan i in., 2005). Podczas jednego cyklu rujowego wystepuja
przewaznie dwie lub trzy fale wzrostu pecherzykow, z ktorych jedna zakonczona jest
owulacjg (Hunter i in., 2004). Zaréwno przy wystgpowaniu dwoch, jak i trzech fal
pecherzykowych pierwsza fala pojawia si¢ w dniu owulacji (dzien 0). Pojawienie si¢
drugiej fali nastgpuje w 9. lub 10. dniu, a w przypadku cykli trojfalowych w 8-9. i 15-16.
dniu cyklu rujowego. Wykazano, ze pojawienie si¢ fali pecherzykowej u bydla
charakteryzuje si¢ naglym (w ciggu 2-3 dni) wzrostem 8-41 matych pgcherzykow
0 $rednicy 3—4 mm. Poczatkowo tempo wzrostu tych pecherzykéw jest podobne, ale juz
po ok. 2 dniach do dalszego rozwoju rekrutowanych jest tylko kilka pecherzykow
antralnych, ktére poddawane sg procesowi selekcji. Z tych, ktore majg odpowiednig ilos¢
receptorow dla hormonu folikulotropowego FSH (follicle-stimulating hormone)
wylaniaja si¢ pgcherzyki dominujace osiagajace wyzszy stopien rozwoju od pozostatych
zwanych podrzednymi. Selekcja pecherzykéw dominujacych rozpoczyna sig, gdy
osiggng one $rednicg ok. 8,5 mm. Pecherzyki dominujace nieowulacyjne rosng do okoto
15 mm, po czym ulegajg atrezji, natomiast dominujacy pecherzyk owulacyjny osigga
srednice okoto 20 mm (Adams i in., 1994). Uwaza si¢, ze moment osiaggnigcia przez
pecherzyk srednicy powyzej 8 mm jest momentem progowym. Uwidacznia si¢ wowczas
rozbiezno$¢ w tempie wzrostu dwoch najwiekszych pecherzykow, co zwigzane jest
Z r6zng ich wrazliwoscig na dzialanie LH. Komorki ziarniste dominujgcego pecherzyka
przedowulacyjnego posiadaja bowiem wigkszg zdolno§¢ wigzania LH. Wykazano, ze
pecherzyk dominujacy, ktory jest obecny na jajniku na poczatku luteolizy staje sig
pecherzykiem owulacyjnym. Z kolei wysokie stezenie progesteronu w czasie aktywnos$ci

ciatka zéltego powoduje, ze pecherzyki dominujace kolejnych fal nie osiggaja stadium
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owulacyjnego i ulegajg atrezji Nalezy tez podkresli¢, ze oba jajniki dziataja jako jedna
calos¢, ktora wspotuczestniczy w regulacji falowego wzrostu pecherzykéw jajnikowych
(Adams i in., 1994; Hunter i in., 2004).

1.2. Steroidogeneza pecherzykowa

Jedna z podstawowych funkcji pecherzyka jajnikowego jest produkcja hormonow
steroidowych. Juz w okresie zycia ptodowego jajnik wykazuje aktywnos$¢ steroidogenng
(Dominqueziin., 1988). Wiele doswiadczen wskazuje, iz aktywno$¢ ta zalezy od wzrostu
1 roznicowania si¢ komorek pecherzyka, a jej kierunek zmienia si¢ w zalezno$ci od
stadium, w jakim znajduje si¢ pecherzyk, a takze od fazy cyklu rujowego (Drummond,
2006). Zdolnos¢ do produkcji hormonéw steroidowych rozwija si¢ w pecherzyku wraz
ze wzrostem receptoréw dla hormonow gonadotropowych FSH 1 LH (Szottys, 1992).

Do czasu przedowulacyjnego piku LH w pecherzykach dominuje produkcja
estrogendw 1 androgendw. Po tym okresie wzrasta synteza progesteronu. Prekursorem
wszystkich hormonow steroidéw jest cholesterol (Skrzypczak, 1999). Moze on by¢
syntetyzowany de novo z octanu, w wieloetapowej reakcji, w ktorej enzymem
regulujagcym jest reduktaza 3-hydroksy3-metylo-koenzym-A (enzym wrazliwy na
gonadotropiny). Cholesterol moze by¢ tez pozyskiwany z estréw nagromadzonych
w kroplach lipidowych (Szottys, 1999). Jednakze gtéwnym zroédlem cholesterolu dla
komorek steroidogennych pecherzyka jajnikowego sa czasteczki lipoprotein o niskiej
(LDLs - low-density lipoproteins) i wysokiej (HDLs - high-density lipoproteins) gestosci.
Czasteczki lipoprotein o niskiej gestosci przechwytywane sa krazenia przez specyficzne
receptory (LDLr), a nastgpnie sg transportowane w pecherzykach optaszczonych klatryng
do lizosomow. Z kolei HDL wychwytywany oraz przenoszony jest za pomocg receptorow
SR-B1 (scavanger receptor class B, type I) (Christenson i Devoto, 2003). Czasteczki
lipoprotein dostaja si¢ do cytoplazmy komorki na drodze endocytozy, gdzie w wyniku
estryfikacji i hydrolizy docieraja do mitochondriéw. Pod wptywem monooksygenazy
cholesterolu cytochromu (P450scc) dochodzi do przeksztatcenia cholesterolu
w pregnenolon.  Steroidogeneza kontynuowana jest nastgpnie w  retikulum
endoplazmatycznym. Przy udziale dehydrogenazy AS-3B-hydroksysterydowej (3HSD)

pregnenolon ulega przeksztalceniu w progesteron. Nastepnie dochodzi do hydroksylacji
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progesteronu, ktora katalizowana jest przez 17a-hydroksylaze/c17-20-liazg (P450c174).
W wyniku tej reakcji powstaja androgeny (Conley i in., 1994).

Kolejny etap zwigzany jest z wptywem aromatazy (P450arom), ktora powoduje
aromatyzacj¢ androgenow do estrogendw. Testosteron przeksztatca si¢ w estradiol,
a androstendion w estron (Corbin i in., 2003). Synteza estrogendw zalezna jest od
zdolno$ci aromatyzacyjnej oraz dostepnosci androgenow. Dojrzate pecherzyki jajnikowe
wykazuja wysoka aktywno$¢ aromatazy oraz wysoka koncentracje estradiolu w ptynie
pecherzykowym (Hunter i in., 2004).

Istotng role w procesie folikulogenezy zachodzacej u ssakéw odgrywa 17-B-
estradiol (E2). U wigkszosci gatunkow, wzrost syntezy i uwalnianie tego hormonu
poprzedza przedowulacyjny wyrzut gonadotropin, a takze koordynuje wiele funkcji
pecherzykowych (Hunter i in., 1992). U krow, w trakcie fazy pgcherzykowej, podczas
wzrostu produkcji estradiolu, rozpoczyna si¢ morfologiczna reorganizacja warstw
komorek somatycznych tj. komorek ziarnistych oraz ostonki wewngtrznej. Jest to
zwigzane ze zmiang kierunku steroidogenezy, ktora po owulacji nastawiana jest gldwnie
na produkcj¢ progesteronu (Smith i in., 1994).

Proces pecherzykowej steroidogenezy =zalezny jest od skoordynowanego
oddziatywania FSH i LH z ich receptorami na komorkach ziarnistych i komorkach
ostonki wewnetrznej (Bao 1 Garverick, 1998). Komorki ostonki wewngtrznej sa
stymulowane przez LH, a komorki warstwy ziarnistej — przez FSH (Szottys, 1999).

Model steroidogenezy w pgcherzyku jajnikowym oparty jest o tzw. ,,teori¢ dwodch
komorek i dwoch gonadotropin”, wedlug ktorej komodrki ziarniste i tekalne
zaangazowane sg w produkcje 17-p-estradiolu (Allen i in., 2016). Wedtug jej gtownego
zatozenia komorki ostonki pecherzyka produkuja androgeny, ktore w wyniku
aromatyzacji w warstwie ziarnistej ulegaja przemianie w estrogeny (Ireland, 1987).
Zgodnie z ta teorig, w komorkach ziarnistych znajdujg si¢ receptory dla FSH,
a w komorkach ostonki wewnetrznej receptory dla LH. W obu typach komoérek wystepuje
enzym oksydaza cytochromowa odszczepiajaca boczny tancuch cholesterolu P450scc
niezbedny do konwersji cholesterolu do steroidow C-21 (progestyn). Progestyny,
pregnenolon lub progesteron sg prekursorami syntezy androstendionu W komorkach
ostonki. Wigzanie LH z jego receptorem w komodrkach ostonki stymuluje aktywnos¢
cytochromu P450 17a-hydroksylazy (P450c17) niezbednego do przeksztalcenia

progestyn w androstendion (Bao i Garverick, 1998).
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Jak wskazuje Fortune (1986) w komorkach ziarnistych wystepuje wigksze
stezenie androstendionu niz w komorkach ostonki wewnetrznej. W przeciwienstwie do
komorek ostonki, komodrki ziarniste nie produkuja androgenéw, jednakze to w nich
dochodzi do ich przeksztalcenia w 17-B-estradiol przez aromataze cytochromu P450
(P450arom). Podczas pdzniejszych stadidow rozwoju pecherzykow estradiol oraz FSH
indukuja synteze receptoréw LH na blonach komorek ziarnistych (McNeilly i in., 1991).

W plynie pecherzykéw nieatretycznych (zdrowych) wystepuje wyzsze stgzenie
estradiolu, a zarazem nizsze stezenie progesteronu niz w plynie pecherzykow
atretycznych (Henderson i in., 1987; Price i in., 1995). Ponadto zmiany w ekspresji
mRNA dla receptoréw gonadotropowych oraz kluczowych enzymoéw steroidogennych
(P450scc, P450c17, P450arom, 3BHSD) zaleza od etapu rozwoju pecherzykow. Ekspresja
mRNA dla receptorow gonadotropin, enzymoéw steroidogennych oraz biatkowego
regulatora steroidogenezy (StAR — steroidogenic acute regulatory protein) zwigksza si¢
Wraz z postepujacym rozwojem pecherzykow. Najwyzszy poziom odnotowywany jest,
gdy dominujacy pecherzyk osigga maksymalng wielkos¢. W przypadku pecherzykow
atretycznych ekspresja mRNA jest bardzo niska lub niewykrywalna (Xu i in., 1995; Bao
I Garverick, 1998).

1.3. Ptyn pecherzykowy

Ptyn pecherzykowy jest wytworem komorek warstwy ziarnistej oraz wybiorczym
przesaczem osocza, ktory gromadzi si¢ W jamce pecherzyka jajnikowego (Tabatabaei
I Mamoei, 2011). Jego sktad odzwierciedla zmiany w procesach sekrecyjnych komorek
warstwy ziarnistej 1 warstwy ostonki wewnetrznej, a takze zmiany w skladzie osocza
(Ben-Rafael i in., 1987). Zapewnia on mikrosrodowisko dla rozwoju oocytow, wpltywa
na ich jako$¢ oraz zdolno$¢ do zaptodnienia (Ali 1 in., 2008). Sktada si¢ on gléwnie
z wody oraz glikozoaminoglikanéw: kwasu hialuronowego, siarczanu chondroityny,
siarczanu dermatonu. W jego sktad wchodzg tez aminokwasy, biatka, zwigzki lipidowe,
cukry, sole, hormony i wiele czynnikow wzrostu (Szottys, 1992). Stezenia wielu
pierwiastkow znajdujacych si¢ w plynie pgcherzykowym zblizone sga do ich stgzen
w surowicy (Kor i Moradi, 2013).

Zmiany w sktadzie biochemicznym ptynu wpltywaja na steroidogeneze,

dojrzewanie i jako$¢ oocytow, owulacje, transport komorki jajowej do jajowodu, a takze
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przygotowanie pegcherzyka do pdzniejszego formowania ciatka zottego (Sato i Jiang,
2001). Stezenia biochemicznych metabolitéw w ptynie pecherzykowym moga ulegad
znacznym wahaniom w zalezno$ci od stadium cyklu jajnikowego, wielkosci pecherzyka
1 stanu pecherzyka oraz obecnosci duzych pecherzykéw (Atheya i Totey, 2002; Ashkar
I in., 2010; Tabatabaei i Mamoei, 2011). Wskazuje sig¢, iz sktad ptynu pecherzykowego
zmienia si¢ wraz ze wzrostem oraz dojrzewaniem pgcherzykow (Leroy i in., 2004a).
Plyn pecherzykowy bogaty jest w hormony steroidowe, ktorych stezenie zalezy
od rozmiaréw pecherzyka, stadium rozwojowego oraz etapu cyklu rujowego (Bearden
I Fuquay, 1997; Thangavel i Nayeem, 2004; Kor i in., 2013). Gléwnym hormonem
steroidowym jest 17B-estradiol, ktory zwigksza aktywno$¢ mitotyczng komorek
ziarnistych, stymuluje powstawanie zlacz szczelinowych i powigkszanie si¢ jamki,
pobudza syntezg receptorow gonadotropowych, a takze wilasnych receptorow. Dzigki
temu na drodze autokrynnej i parakrynnej reguluje funkcja pecherzyka czynigc go
wrazliwym na sygnaly prowadzace do owulacji. Sposrod tych sygnalow za najwazniejszy
uwaza si¢ przedowulacyjny wyrzut LH, uruchomiajacy szereg reakcji prowadzacych do
uwolnienia komorki jajowej (Ireland, 1987, Szottys, 1992). Jak juz wspominano estradiol
koordynuje wiele funkcji pecherzykowych (Hunter i in., 1992). Naleza do nich:
promowanie wzrostu pecherzyka 1 przyczynianie si¢ do dominacji wybranych
pecherzykow jajnikowych podczas kazdego cyklu jajnikowego. Jak wskazuja Sarhan i in.
(2017) wysoki poziom estradiolu w ptynie pecherzykowym charakteryzuje pecherzyki,
ktorych oocyty bedg zdolne do wznowienia mejozy. Z kolei progesteron, ktorego sekrecja
nasila si¢ po wyrzucie LH uczestniczy w procesach prowadzacych do aktywacji
enzymow proteolitycznych rozktadajacych $ciang pecherzyka w czasie owulacji, reguluje
tempo przejscia oocytu przez jajowodd, a obecnos¢ receptorow dla progesteronu
W plemnikach moze $wiadczy¢ o jego waznej roli w indukcji reakcji akrosomalnej
(Szottys, 1999; Hsueh i in., 2015). Testosteron natomiast dziata gtbwnie we wczesnych
stadiach folikulogenezy, wplywajac na aktywacj¢ i wzrost pecherzykéw (Drummond,
2006). Nalezy podkreslic, ze od proporcji hormonow steroidowych w plynie
pecherzykowym zalezy jakos$¢ oocytow (Vanluchene 1 in., 1991; Abe 1 in., 2002).
Przyktadem moga by¢, wykazane przez Ashkar i in. (2010) rdéznice w procesie
zaptodnienia miedzy oocytami pochodzacymi z pegcherzykow, w ktérych stezenie
progesteronu w ptynie pecherzykowym roznito si¢. Réwniez podwyzszone stezenie
androgenow w plynie pecherzykowym negatywnie wptywa na jako$¢ oocytow (Uehara

I in., 1985). Xia i Younglai (2000) wykazali, iz stosunek estradiolu do testosteronu jest
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wyzszy w przypadku pecherzykow ulegajacych zaptodnieniu. Wynika z tego, iz niski
stosunek estradiolu do androgendow w plynie pecherzykowym jest zwigzany z wczesna
atrezja pecherzykows, co moze negatywnie wplywac na zywotnos¢ komorki jajowej
| ograniczac¢ jej szanse na zaptodnienie (Balakrishna, 1994). Nalezy jednak podkreslié, ze
wlasciwy poziom androgenow jest niezbedny do uzyskania optymalnego wzrostu
pecherzykoéw (Kim i in., 2001).

Oprdcz hormonow steroidowych w bydlecym plynie pecherzykowym zawarte sg
hormony gonadotropowe, hormony tarczycy, insulina i wiele innych substancji
biologicznie czynnych. Biorg one udziat w prawidtowym przebiegu funkcji pecherzykow
jajnikowych, hamujg lub indukuja aktywno$¢ enzymow steroidogennych (Ireland, 1987;
Wise, 1987; Gregoraszczuk i in., 1998, Btaszczyk i in., 2006; Ashkar i in., 2010).

Sposrod  sktadnikow  biochemicznych  wchodzacych w  sktad ptynu
pecherzykowego nalezy wymieni¢ glukoze, ktora jest glownym zrédlem energii dla
pecherzyka. Jej udziat w lokalnej regulacji nasila si¢ zwlaszcza w okresie
okotoowulacyjnym, a jej zwickszone zuzycie zanotowano podczas indukowanego przez
gonadotropiny dojrzewania mejotycznego oocytow (Downs 1 in. 1996).

W  plynie pecherzykowym wystepuja réwniez substancje o dziataniu
antyoksydacyjnym oraz witaminy, ktore jak wskazuja Roberts i Sporn (1984) moga
pobudza¢, badz tez hamowac rekrutacje 1 selekcje pecherzykdéw. Witamina A odgrywa
wazna rol¢ przy prawidlowym réznicowaniu tkanki nabtonkowej. Wykazano rowniez, iz
stezenie tej witaminy w bydlecym ptynie pecherzykowym zalezy od jakosci pecherzykoéw
(Schweigert 1 Zucker, 1988). Stezenie witaminy C u krow jest najwyzsze w czasie rui
(Pascu i in., 1969). Natomiast stezenie witaminy E w ptynie pgcherzykowym krow
praktycznie nie zmienia si¢ w trakcie rozwoju pgcherzykow (Andersen 1 in., 1976;
Schweigert i Zucker, 1988).

Wazna role odgrywaja sktadniki mineralne zawarte w ptynie pecherzykowym.
Szczegdlne znaczenie maja: wapn, fosfor, potas, sod, chlor, siarka, magnez, zelazo, jod,
miedZ, mangan, cynk, kobalt, molibden i selen. Ich wlasciwe stg¢Zenie ma korzystny
wplyw na wzrost pgcherzykow jajnikowych i dojrzewanie oocytow (Chang i in., 1976;
(Fortune i Hansel, 1985; Close, 1998).

Wykazano, ze na sktad ptynu pgcherzykowego moze wptywacé obecnos¢ ciatka
z6ltego na jajniku (Maruo i in., 1992; Bordoloi i in., 2000; Tomac i in., 2011). Jak
wskazuja Penitente-Filho i in. (2014) obecno$¢ funkcjonalnego ciatka zottego moze

wptywac na ilo$¢ 1 jakos¢ oocytow bydlecych.
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1.4. Atrezja pecherzykowa

Pomimo duzej puli poczatkowej pecherzykow jajnikowych, tylko 1% z tej
populacji osigga stan przedowulacyjny podczas zenskiego okresu rozrodczego, podczas
gdy wigkszo$¢ z nich ulega atrezji. Pecherzyki jajnikowe ulegaja atrezji poprzez
apoptoze, ktora jest naturalnym procesem fizjologicznym zapewniajagcym homeostaze
narzadu. W jajniku apoptoza limituje ilo$¢ i rozwdj pecherzykow jajnikowych, a takze
zabezpiecza przed rozwojem cigzy mnogiej z kilkunastoma zarodkami (Dragovich i in.,
1998; Nunez i in., 1998). Apoptoza jest zaprogramowanym procesem odpowiedzialnym
za utrat¢ 99% pecherzykow (Santos 1 in., 2013).

Morfologiczne cechy apoptozy obejmuja skurcz komorek, btony komodrkowe;,
fragmentacj¢ DNA i tworzenie cial apoptotycznych (Antonsson i Martinou, 2000).
Ostatecznymi efektorami procesu apoptozy sa kaspazy - grupa silnie uregulowanych
i wysoce specyficznych proteaz. Kaskada aktywacji kaspazy wynika z proteolitycznego
cigcia nieaktywnych prekursorowych form co prowadzi ostatecznie do aktywacji kaspazy
3, ktora jest wspdlnym efektorem tego procesu we wszystkich tkankach (Johnson, 2003).
Apoptoza rozpoczyna si¢ izolowaniem komorki od otoczenia, co powoduje utrate
wszelkich polaczen migdzykomoérkowych. W komodrce dochodzi do szeregu zmian
zardbwno morfologicznych, jak 1 biochemicznych: chromatyna ulega kondensacji,
Cytoplazma obkurcza si¢ na skutek utraty wody, nast¢gpuje agregacja chromatyny przy
btonie jadrowej oraz fragmentacja jadra. Procesy te najczesciej poprzedzone sg cigciem
DNA przez endonukleazy. Koncowym etapem apoptozy jest fragmentacja cytoplazmy
| rozdzial nienaruszonych organelli komorkowych na struktury otoczone btong zwane
ciatkami apoptycznymi. W fagocytozie ciatek apoptycznych komorek ziarnistych
uczestniczg makrofagi i sasiadujace komorki (Blaszczyk i in. 2000; Hatzirodos i in.,
2014).

Atrezja pecherzykow antralnych obejmuje poczatkowo komorki ziarniste,
a nastepnie komorki tekalne i w koncowym etapie oocyt (Tilly i in., 1991; Hatzirodos
i in., 2012; Matsuda i in., 2012). W pecherzyku atretycznym dochodzi do szeregu zmian
zarowno biochemicznych, jak i morfologicznych. Prowadza one utraty zdolno$ci do
syntezy 17-B-estradiolu. Dlatego tez w ptynie pecherzykéw atretycznych stwierdza sig
podwyzszone stgzenie progesteronu 1 obnizone stezenie estradiolu. Zmiany
morfologiczne zaczynaja si¢ od oddzielenia komorek ziarnistych od btony podstawne;.

Powstate luki w wyniku utraty potaczen miedzykomorkowych sg przyczyna zapadnigcia
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si¢ jamki pecherzykowej, pofaldowania i obkurczenia ostonki. W dalszych etapach atrezji
zanika btona podstawna, komorki ostonki wewnetrznej ulegaja hipertrofii i przeksztatcaja
si¢ w tzw. wtorne komorki interstycjalne lub tworzg struktury podobne do ciatka zottego,
w srodku ktorych sg resztki oocytow. W toku dalszej inwolucji pozostajg tylko skupienia
komorek srodmigzszowych (Irving-Rodgers i in., 2001; Rodgers i Irving-Rodgers,
2010a).

W jajniku czestotliwos¢ atrezji jest zroznicowana i zalezy od fazy cyklu rujowego
oraz od stadium rozwoju pecherzykow. Stwierdzono, ze najwigcej pecherzykow
degeneruje we wczesnej fazie antralnej. Jest to faza intensywnego réznicowania si¢
pecherzyka, a wiele zwigzanych z tym procesOw wymaga stymulujacego dziatania FSH.
Wigkszos¢ pecherzykow w tej fazie nie posiada odpowiedniej ilosci receptorow FSH
i ulega atrezji (Tilly i in., 1991). Na atrezj¢ pecherzykow jajnikowych wpltywaja takze
androgeny, estrogeny i insulinopodobne czynniki wzrostu (IGFs — insulin-like growth
factors). Wykazano, ze w plynie pecherzykéw atretycznych stgzenie androgenow jest
wigksze niz w pecherzykach nieatretycznych. Udowodniono, Ze androgeny
przyspieszaja, a estrogeny hamujg atrezje pecherzykow jajnikowych (Matsuda-Minehata
i in., 2006; Matsuda i in., 2012).

1.5. Czynniki wptywajace na folikulogeneze

Procesy zwigzane z kohcowym dojrzewaniem pecherzykow sg catkowicie zalezne
od obu gonadotropin i hormondéw steroidowych. Dominujaca rola tych hormonoéw jest
dobrze udokumentowana, jednakze dojrzewanie pgcherzykow jajnikowych, owulacja,
luteinizacja i atrezja zalezy od wielu innych czynnikéw. Naleza do nich inne hormony
przysadkowe, takie jak prolaktyna, hormon wzrostu, hormony pozagonadowe, a takze
liczne steroidowe i niesteroidowe zwiazki obecne lub syntetyzowane w jajniku.
W ostatnich latach podkresla si¢ rowniez znaczenie licznych czynnikow wzrostu, migedzy
innymi czynnika wzrostu BMP-15 (Chang i in., 2016). Nalezy on do nadrodziny TGF-3
(Hanrahan 1 in., 2004). Czynnik ten odkryty zostal w 1998 roku przez dwa niezalezne
laboratoria. Charakterystycznag cechg strukturalng BMP-15 jest brak czwartej reszty
cysteiny z siedmiu cystein, ktore zazwyczaj sa zachowane u ponad 40 czlonkéw
nadrodziny TGF-B. Poniewaz czwarta cysteina jest odpowiedzialna za tworzenie

miegdzytancuchowych wigzan dwusiarczkowych, mozliwe jest, ze BMP-15 moze by¢
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monomerem lub taczy si¢ niekowalencyjnie jako hetero- i/lub homodimer biatek (Otsuka
1 in., 2000). Wykazano, ze BMP-15 jest wydzielany bezposrednio przez sam oocyt
| dziatajac autokrynnie odpowiada za osiggniecie jego dojrzatosci cytoplazmatyczne;j.
Ponadto czynnik ten wplywa na proliferacj¢ oraz roznicowanie komorek ziarnistych i ich
ekspansje w czasie dojrzewania oocytu (Otsuka i in., 2000; Su i in., 2004; Opiela i Katska-
Ksigzkiewicz, 2005; Knight 1 Glister, 2006; Belli i Shimasaki, 2017). Przypuszcza si¢, ze
BMP-15 jest niezbgedny do wzrostu oocytdw oraz posiada hamujgce dziatanie na atrezje
pecherzykows oraz apoptoz¢ komoérek (Orisaka i in., 2006; Behrouzi i in., 2016). Biatko
BMP-15 reguluje ekspresje mRNA kluczowych gendéw dla ekspansji komorek kumulusa
w trakcie dojrzewania oocytu oraz przed jego owulacja wlaczajac w to cztonkow rodziny
naskorkowego czynnika wzrostu (EGF) tj. cykloksygenazg 2 (COX-2 — cyclooxygenase
2), inhibitor szlaku sygnatlowego TGF- B (GREM-1 - gremlin 1), syntaze kwasu
hialuronowego 2 (HAS-2 - hyaluronic acid synthase 2). Wszystkie geny docelowe BMP-
15 znajduja si¢ w komodrkach kumulusa oraz ziarnistych (Pangas i Matzuk, 2005; Yoshino
i in., 2006). W oocytach bydta mRNA BMP-15 ulega ekspresji w stadium pgcherzykow
pierwotnych, a ekspresja trwa po zaptodnieniu do stadium 8-komoérkowego (Pennetier
i in., 2004; Hosoe i in., 2011). Jak wskazuja Wu i in. (2007) oraz Sugiyama i in. (2010)
BMP-15 moze by¢ wykorzystywany jako wskaznik zaptodnienia komorek jajowych badz
dojrzatosci oocytow.

Sposrod czynnikdéw wplywajacych na folikulogeneze nalezy wymieni¢ czynniki
wplywajace na angiogeneze pecherzyka. Pecherzykowy rozwoj zalezy bowiem od
wlasciwego ich unaczynienia. Wykazano, ze dominujace pecherzyki sa bardziej
unaczynione w poréwnaniu z innymi pecherzykami. Wazng role odgrywa tu
srodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF - vascular endothelial growth factor), ktory jest
angiogenna cytoking produkowang przez komorki ziarniste. Do innych czynnikow
wzrostu uczestniczacych w rozwoju pecherzyka jajnikowego nalezg transformujacy
czynnik wzrostu (TGF-a - transforming growth factor alpha), fibroblastowy czynnik
wzrostu (FGF - fibroblast growth factor) oraz insulinopodobne czynniki wzrostu (IGF-1
I IGF-2) (Hunter i in. 2004). Ponadto czynniki §rodowiskowe, takie jak odzywianie czy

utrzymanie zwierzat moga wplyna¢ na rozwdj pecherzykow i jako$¢ oocytow.
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2. Rozwdj i funkcja cialka zéltego

Ciatko zotte jest przejSciowym gruczotem wydzielania wewnetrznego, ktore
rozwija si¢ z komorek $ciany peknigtego pecherzyka Graafa w procesie zwanym
luteinizacjg. Ciatko zotte wymagane jest do podtrzymania cigzy u ssakow oraz regulacji
cyklu rujowego (Quintal-Franco i in., 1999; Penitente-Filho i in., 2014).

Podczas luteinizacji zapadaja si¢ $Sciany peknietego pecherzyka jajnikowego,
a btona podstawna pomigdzy oslonka wewngtrzng i warstwa ziarnista rozpada si¢
w wyniku dziatania enzymow proteolitycznych. Proces ten doprowadza do wnikania
naczyn krwionosnych i komoérek ostonki wewnetrznej do warstwy ziarnistej. (Murphy,
2004). W przeprowadzonych badaniach stwierdzono duza aktywno$¢ mitotyczna
migrujacych komorek ostonki wewnetrznej. Z kolei nie dzielace si¢ juz komorki ziarniste
ulegaja hypertrofii, w wyniku ktorej zwigksza si¢ ilo$¢ cytoplazmy. W komorkach tych
obserwuje si¢ zmiany w organellach komorkowych, wzrasta liczba mitochondriow,
zwickszaja si¢ rozmiary aparatu Goldiego oraz ilos¢ gladkiej siateczki
endoplazmatycznej. Przeksztalcenie pecherzyka jajnikowego w ciatko zotte wymaga
rowniez przebudowy macierzy zewnatrzkomorkowej. W jej reorganizacji uczestnicza
metaloproteinazy oraz aktywatory plazminogenu i plazmina. Luteinizacja komorek
ziarnistych wiaze si¢ z ekspresja inhibitoréw cyklu komorkowego (biatka p27kipl
I p27cipl), ktore blokuja dziatanie kinaz zaleznych od cyklin i zatrzymuja cykl
komoérkowy w fazie G1 (Murphy, 2000). W luteinizujacych komorkach wzrasta ekspresja
bialek zaangazowanych w syntezg progesteronu, natomiast hamowana jest czgsciowo lub
catkowicie aktywnos$¢ enzymow odpowiedzialnych za syntez¢ androgendw 1 estrogenow
(Murphy i in., 2001, Murphy, 2004). Komoérki ziarniste pecherzyka jajnikowego
przeksztalcajg si¢ w duze komorki lutealne, natomiast komorki ostonki wewnetrznej staja
si¢ matymi komorkami lutealnymi (Rodgers i Irving-Rodgers, 2010a; Mitan i Grzesiak,
2015).

Cialko z6tte ma budowe heterogenng. W jego obrebie oprocz komoérek lutealnych
znajduja si¢ komorki zwigzane z siecig naczyn krwionosnych (komorki §rodbtonka,
perycyty), komorki tkanki lacznej (fibroblasty) oraz uktadu immunologicznego
(makrofagi, limfocyty, eozynofile, neutrofile). Wzajemne interakcje pomiedzy
poszczegbdlnymi populacjami komoérek sg niezbedne do prawidtowego funkcjonowania

ciatka zottego (Grazul-Bilska i in., 1997).
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Stopien rozwoju i czas trwania ciatka zoltego uzalezniony jest od losow komorki
jajowej. W przypadku zaptodnienia utrzymuje si¢ ono jako ciatko zolte cigzowe, ktore
u krow osigga maksymalny rozwoj do trzeciego miesigca cigzy (Reynolds i Redmer,
1999). Jezeli nie dojdzie do zaptodnienia i implantacji zarodka ciatko zotte utrzymuje si¢
do 16-18 dnia cykl rujowego, nastepnie ulega regresji inicjujac nastgpny cykl rujowy.
U kréw jego maksymalny rozwdj przypada na 7-9 dzien po owulacji. Regresje ciatka
zottego charakteryzuja dwa procesy: zmiany morfologiczne i spadek zdolnosci do
syntezy progesteronu. Obserwuje si¢ wzrost liczby kropel lipidowych, spadek ilosci
granul sekrecyjnych, zmiany w mitochondriach i obnizenie syntezy receptorow dla LH.
Dalsze zmiany luteolityczne obejmujg tworzenie si¢ wiokien kolagenowych, degeneracje
naczyn krwiono$nych i cytoliz¢ komorek lutealnych. W efekcie powstaje wioknisty twor
o zabarwieniu szarym lub biatawym. Do gléwnych czynnikéw regulujacych procesy
zwigzane z regresjg ciatka zottego naleza: prostaglandyna F2a, steroidy, oksytocyna,
czynniki wzrostu, cytokiny, tlenek azotu i reaktywne formy tlenu (Btaszczyk i in. 2000).

W przypadku bydlecych cialek zottych mozemy wyr6zni€ cztery stadia rozwojowe,
ktore zostaty zaproponowane przez Irelanda i in. (1980). Jak podaja cytowani autorzy,
ciatko zotte w |. stadium rozwoju charakteryzuje si¢ czerwonym zabarwieniem,
wypelnione jest krwig, a jego $rednica wynosi od 0,5 do 1,5 cm. Na tym etapie nie
wystepuja na jajniku pecherzyki o $rednicy powyzej 10 mm. Jest to forma wystepujaca
do 4. dnia cyklu rujowego. Ciatko zotte w Il. stadium osigga $rednice od 1,6 do 2 cm.
W I11. stadium dochodzi do zmiany zabarwienia - z zewnatrz jak i wewnatrz ciatko zotte
staje si¢ pomaranczowe. W V. stadium ciatko jest koloru zottego lub biatego. Na jajniku

widoczny jest wowczas pecherzyk o srednicy powyzej 10 mm (Ireland i in., 1980).

3. Cykl rujowy u krow

Krowy naleza do zwierzat poliestralnych, u ktérych cykle rujowe trwajg okoto 21
dni z wahaniami od 18 do 24 dni. U jalowek cykl rujowy jest nieco krotszy, trwa okoto
20 dni. Cykl rujowy to okres od pierwszego dnia wystgpienia zewnetrznych objawow rui
do ostatniego dnia przed nastepng ruja (Ray, 1961; Crowe i Mullen, 2013). Zmiany
obserwowane w cyklu rujowym sa S$ci§le powigzane z czynno$cig jajnika, a takze
wyzszych osrodkéw na poziomie podwzgdrza 1 przysadki moézgowej, ktére sterujg

I nadzoruja te czynnos¢.
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Ze wzgledu na cykliczne zmiany zachodzace na jajniku cykl rujowy mozna
utozsamia¢ z cyklem jajnikowym, w ktorych wyrdznia si¢ fazg pecherzykowsa i fazg
lutealng. W fazie pecherzykowej zadaniem regulacyjnym jest dojrzewanie pecherzykow
jajnikowych. Pierwszego dnia rui, czyli dnia zerowego cyklu, pecherzyk jajnikowy jest
w pelni rozwiniety i znajduje si¢ wtedy w fazie przedowulacyjnej. Do owulacji dochodzi
miedzy 1.-2. dniem cyklu. Pod koniec tej fazy w miejscu pgknietego pgcherzyka tworzy
si¢ ciatko zotte i rozpoczyna si¢ faza lutealna. Procesy jakie zachodzg w tej fazie zwigzane
sa z przebudowa peknigtego pecherzyka 1 syntezg progesteronu, a nastepnie
unieczynnieniem ciatek zottych, co jest warunkiem inicjacji nowego cyklu (Downey,
1980).

Inny podziat cyklu rujowego uwzglednia zmiany w behawiorze samic. Wedtug
tego podziatu, cykl rujowy dzieli si¢ na faze przedrujowsa (proestrus) trwajaca 2-3 dni,
ruje (estrus) trwajaca 12-36 godzin, fazg porujowa (metestrus) trwajaca 2-3 dni i fazg
miedzyrujowa (diestrus) trwajaca 14-16 dni (Niswender, 1981). W tym momencie
rozpoczyna si¢ faza ciatka zoltego.

Nadrzedng role w regulacji osi podwzgorze-przysadka-jajnik odgrywaja
podwzgoérzowe neurony wydzielajace gonadoliberyne. Komoérkami docelowymi dla
GnRH s3 komorki gonadotropowe znajdujace si¢ w przednim placie przysadki
moézgowej, ktore z kolei wydzielajg do krwi gonadtropiny (FSH 1 LH) dzialajace na jajnik.
Na poziomie jajnika w regulacji cyklu rujowego uczestnicza gtdéwnie hormony
steroidowe 1 biatkowe (aktywina, inhibina) oraz prostaglandyna F2o syntetyzowana
w endometrium (Schally i in., 1971; Roche, 1996; Crowe i Mullen, 2013).

Pulsacyjne wydzielanie GnRH z pola przedwzrokowego podwzgorza oraz
przedowulacyjny wzrost wydzielania tego neurohormonu z centrum podwzgorza
zapobiega odczulaniu receptora GnRH na komorkach gonadotropowych przedniego ptata
przysadki. Po przeniesieniu gonadoliberyny z podwzgérza do przysadki za
posrednictwem ukladu krwioobiegu przysadkowego, GnRH wigze si¢ z receptorem
sprzezonym z biatkiem G na powierzchni komorek gonadotropowych (Moenter i in.,
1992; Kakar i in., 1993). To wigzanie uwalnia wewnatrzkomorkowy wapn, ktory
uruchamia szlak sygnatowy kinaz aktywowanych mitogenem (MAPK - mitogen-
activated protein kinase) prowadzac do wydzielania FSH i LH. Pod wptywem tych
gonadotropin mozliwa jest sekrecja hormondw steroidowych i1 biatkowych jajnika, ktore
z kolei na zasadzie ujemnych i dodatnich sprzgzen zwrotnych wptywaja na 0§

podwzgorzowo-przysadkowa (Farnworth, 1995; Weck i in., 1998).
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Podczas fazy pecherzykowej cyklu rujowego w wyniku regresji ciatka zolttego
dochodzi do spadku poziomu progesteronu. W tym czasie zwigksza si¢ stezenie estradiolu
wynikajagce z szybkiej proliferacji przedowulacyjnego dominujacego pecherzyka.
Doprowadza to do wzrostu wydzielania GnRH, a takze wplywa na wystgpienie rui
behawioralnej, podczas ktorej jatdowki/krowy sg aktywne ptciowo - gotowe do kopulacji
I zaptodnienia (Frandson i in., 2003). Ten przedowulacyjny wzrost uwalniania GnRH
indukuje zwickszone wydzielanie LH prowadzace do owulacji (Sunderland i in., 1994;
Roche, 1996). Owulacja wystepuje 10-14 godzin po rui, po ktorej nastepuje faza lutealna.
W poczatkowym etapie tej fazy dochodzi do luteinizacji, a powstate ciatko zotte wydziela
wzrastajace ilosci progesteronu (Niswender, 1981). W kolejnych dniach stezenie
progesteronu ulega podwyzszeniu, a nawracajace fale rozwoju pecherzyka sa nadal
inicjowane przez uwalnianie FSH. Jednak te pecherzyki, ktore rosng podczas fazy
lutealnej cyklu, z powodu niewystarczajacej czestotliwosci pulsow LH, nie owulujg tylko
ulegaja atrezji. Dominujacy wplyw progesteronu podczas fazy lutealnej na cykl rujowy,
poprzez ujemne sprzezenie zwrotne, pozwala jedynie na wydzielanie wigkszej amplitudy,
ale mniej czeste pulsy LH (1 puls na 3 do 4 godzin), ktore sa niewystarczajace do owulacji
dominujacych pecherzykéw (Rahe 1 in., 1980). Stezenie progesteronu zaczyna si¢
zmniejsza¢ w wyniku regresji cialka zottego, a gtbwnym hormonem luteolitycznym jest
PGF2.. Spadek stgzenia progesteronu inicjuje dojrzewanie pgcherzykéw jajnikowych

i cykl zmian si¢ powtarza (Hansel i Convey in., 1983).
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IV. CEL PRACY I HIPOTEZA BADAWCZA

Celem niniejszej pracy bylo okresSlenie zalezno$ci migdzy wybranymi
sktadnikami w ptynie pgcherzykow jajnikowych a ich stezeniem w surowicy krow

Z uwzglednieniem wieku zwierzat.

Cel ten realizowano poprzez:

1. Przeprowadzenie analizy poréwnawczej w skladzie ptynu pecherzykow
jajnikowych pomiedzy duzymi pgcherzykami przedowulacyjnymi, dominujacymi
1 atretycznymi. W analizie uwzgledniono hormony steroidowe (P4, E2), biatko
morfogenetyczne kosci (BMP-15), hormon folikulotropowy (FSH), glukoze,

biatko, mocznik, kreatynine, kwas moczowy, sktadniki lipidowe i jonowe.

2. Przeprowadzenie powyzszej analizy porownawczej w odniesieniu do wieku krow.

3. Okreslenie zalezno$ci pomiedzy st¢zeniem wybranych sktadnikow ptynu

pecherzykowego a ich stezeniem w surowicy u krow.

HIPOTEZA

Hipoteza badawcza zaklada, Ze st¢zenia hormonow steroidowych, hormonu
folikulotropowego, biatka morfogenetycznego kosci i1 skladnikéw biochemicznych
W plynie pgcherzykow jajnikowych rozni si¢ w zaleznosci od statusu pecherzyka 1 wieku

kréw.
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V. MATERIALY I METODY

Doswiadczenie wykonano na 72 krowach rasy holsztynsko-fryzyjskiej (czarno-
biatej), ubijanych w lokalnej ubojni. Wczesniej krowy uzytkowane byly rozptodowo na
fermie hodowlanej bydta mlecznego (Polska; Agrofirma Witkowo). Badania wykonano
na krowach uwzgledniajac ich wiek: od 2,5 do 6,5 lat (I. grupa wiekowa), od 6,6 do 10
lat (1. grupa wiekowa), od 10,1 do 18 lat (I1l. grupa wiekowa).

W trakcie uboju od kréw pobierano krew (12 ml) do probowek z aktywatorem
wykrzepiania i granulatem do separacji surowicy (BioMaxima, Polska). Po odwirowaniu
probek krwi (przy 2000 X g/15 minut) oddzielong surowice przechowywano
w temperaturze -20°C do czasu wykonania analiz.

Od kréw poubojowo pozyskiwano jajniki, ktore w mozliwie jak najkrétszym
czasie byly transportowane do laboratorium (do 60 minut). Jajniki pozyskiwano tylko od
kréw, u ktorych w uktadzie rozrodczym nie byto widocznych nieprawidtowosci tj.

zapalenia macicy, guzow macicy 1 cyst jajnikowych.
1. Klasyfikacja pecherzykow jajnikowych i wyznaczenie badanych grup
Z pary jajnikdw U kazdej krowy wybierano jajnik, na ktéorym obecny byt co

najmniej jeden duzy pecherzyk o $rednicy powyzej 10 mm (Ireland i in., 1980, Nishimoto
iin., 2009).

-

=

~

-
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——
i

Fot. 1. Para jajnikéw od jednej krowy (czarna strzatka — duzy pgcherzyk
jajnikowy; czerwona strzatka — ciatko zotte w stadium IV)
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Fotografia 1 przedstawia pare¢ jajnikow od jednej krowy. Na jednym z jajnikow
widoczny jest duzy pecherzyk jajnikowy (fot. 1).

Kolejnym, oprocz obecnosci duzego pecherzyka jajnikowego, kryterium wyboru
jajnikow bylo stadium rozwojowe ciatka zottego (CL). Uwzgledniajac to kryterium
jajniki podzielono na grupy z ciatkami zottymi w stadium I, II, IIT i IV zgodnie
z klasyfikacja bydlgcych ciatek zottych podang przez Irelanda i in. (1980).

e Obecnosc ciatka zottego w stadium | jest charakterystyczna dla okresu od owulacji
do 4. dnia cyklu rujowego. W tym czasie, w miejscu peknictego pecherzyka,
nabltonek rozrasta si¢ 1 tworzy si¢ wierzchotek ciatka zottego.

e 7 kolei obecnos$¢ ciatka zottego w stadium 1. jest charakterystyczna dla okresu od
5.do 10. dnia cyklu rujowego. W tym okresie ciatko zotte jest w petni uformowane,
wierzchotek jest czerwony lub bragzowy, a pozostata czesé ciatka zottego jest koloru
z6ltego/pomaranczowego.

e W stadium Il1I. cale ciatko zotte jest koloru zottego/pomaranczowego i wystepuje
od 11. do 17 dnia cyklu rujowego.

e 7 kolei obecnos¢ ciatka zottego w stadium V. przy jednoczesnej obecnosci co
najmniej jednego duzego pecherzyka jajnikowego (pow. 10 mm) jest
charakterystyczna dla okresu od 18. do 20. dnia cyklu rujowego. Na powierzchni
ciatka zoltego w tym stadium rozwojowym niewidoczne sg naczynia krwionosne,
a po jego rozcieciu nie wyptywa krew (Ireland i in., 1980).

Uwzgledniane stadia rozwojowe ciatek z6ttych udokumentowano fotograficznie (fot. 1-

4),

]

Fot. 2. Jajnik z duzym pecherzykiem jajnikowym (czarna strzatka) i ciatkiem
z6ttym w stadium II (czerwona strzatka)
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Fot. 3. Jajnik z duzym pecherzykiem (czarna strzatka) i ciatkiem z6ttym w
stadium III (czerwona strzatka)

Fot. 4. Jajnik z duzym pecherzykiem (czarna strzatka) i ciatkiem zoittym w
stadium IV (czerwona strzatka)

Po dokonaniu tej wstgpnej selekcji jajnikdw, uwzgledniajacej wielkos¢
pecherzyka 1 stadium rozwojowe ciatka zoéttego, z kazdego najwigkszego pecherzyka
jajnikowego (1 pecherzyk z pary jajnikéw) pozyskiwano ptyn pecherzykowy. Plyn
pozyskiwano za pomocg igly i strzykawki (fot. 3), a uzyskane probki wirowano (2000 x
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9/15 minut). Po oddzieleniu od elementéw morfotycznych uzyskany supernatant
przechowywano w temperaturze -20°C do czasu wykonania analiz.

Dla dokonania kolejnego podziatu pecherzykow w uzyskanych probkach
oznaczono stezenie progesteronu (Ps) i 17-B-estradiolu (E2), a nastepnie wyliczono
stosunek E2/Ps. Opierajac si¢ na klasyfikacji pecherzykow jajnikowych podanej przez
Nishimoto 1 in. (2009) pecherzyki podzielono na pegcherzyki przedowulacyjne,
dominujace 1 atretyczne. Przy tym podziale uwzgledniono nastepujace kryteria:

e pecherzyki przedowulacyjne - $rednica > 8,5 mm, stosunek E2/P4 > 1, obecno$¢ na
jajniku ciatka zottego w stadium IV.

e pecherzyki dominujgce - $rednica > 8,5 mm, stosunek E2/Ps > 1, obecnos¢ na
jajniku ciatka zoéttego w stadium I-111.

e pecherzyki atretyczne - Srednica > 8,5 mm, stosunek E2/P4 < 1, obecno$¢ na jajniku

ciatka zottego w stadium II-1V.
Biorac pod uwage kryteria dotyczace pecherzykow jajnikowych i uwzgledniajac

wiek krow (Iwata, 2017; Hori i in., 2018) dokonano ostatecznego podziatu pgcherzykow
jajnikowych (Tab. 1.).

Tabela 1. Podziat pgcherzykow i wyznaczenie badanych grup

. Grupy wiekowe zwierzat
Kryterium
podzialu | grupa Il grupa I grupa
pecherzykow | (0d2,5do 6,5 lat), (od 6,6 do 10 lat), (od 10 do 18 lat),
n=24 n=24 n=24
Srednica
pecherzyka | >10 | >10 >10 | >10 | >10 >10 | >10 | >10 >10
(mm)
Stadium g ey | v | e ey | v | e | e
rozwoju Cl
302 221 | 003 {469 | 164 | 0,25 | 235| 154 | 0,52
E2/P4 + + + + + + + + +
1,22 | 097 | 0,00 | 143 | 051 | 0,21 |1,38| 0,18 | 0,26
= = =
S8 |eg |88 |g |8 18 |¢
Rodzaj S 20| 8|S 2| 8| SR g | 8F
pecherzykow % SRR "GZ.)‘ g % gl EE % g % S 2L %‘5
S o g ~V | sV | 5o g ~ | s | 5o g ~ | 5
N S © N S © N S ©
I3 3 S
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Kazdej probce plynu pecherzykowego (pecherzyki przedowulacyjne

i dominujgce) przyporzadkowano probke surowicy pozyskang od odpowiedniej krowy.

2. Badane parametry

W uzyskanych probkach ptynu pecherzykowego i surowicy oznaczono st¢zenie
nastepujacych hormondéw 1 czynnikow wzrostu: biatka morfogenetycznego kosci-15
(BMP-15), folitropiny (FSH), progesteronu (P4) i 17-B-estradiolu (E>).

Ponadto oznaczono stezenie glukozy (GLU), biatka catkowitego (TP), kwasu
moczowego (URIC), kreatyniny (CREA), mocznika (UREA), bilirubiny catkowitej
(TBIL), catkowitego cholesterolu (CHOL), HDL-cholesterolu (HDL), LDL-cholesterolu
(LDL), trojglicerydow (TAG), fosforu (P), wapnia (Ca), magnezu (Mg) i zelaza (Fe),
sodu (Na) i potasu (K).

e BMP-15; metoda immunoenzymatyczna (ELISA), specyficzne gatunkowo zestawy
(Bovine Bone Morphogenetic Protein 15; Elisa Kit, BlueGene, Cat. No. E11B0394).
Czutos¢ testu wynosita 1,0 pg/ml. Btad zewnatrz- i wewnatrzseryjny wynosit < 10%.
Odczyt przy dtugosci fali 450 nm na fluorymetrze Wallac 1420 VICTOR? (Wallac
Oy, Turku, Finlandia).

e FSH; metoda immunoenzymatyczna (ELISA), specyficzne gatunkowo zestawy
(Bovine follicle-stimulation hormone, (ELISA Kit, CUSABIO, Cat. No. CSB-
E15856B). Czutos¢ testu wynosita 2,0 mlU/ml. Blad zewnatrz- 1 wewnatrzseryjny
wynosit < 15%. Odczyt przy dtugosci fali 450 nm na fluorymetrze Wallac 1420
VICTOR? (Wallac Oy, Turku, Finlandia).

e P4 metoda immunoenzymatyczna (ELISA), zestawy (Progesterone ELISA DRG,
Cat. No. EIA-1561). Czulo$¢ testu wynosita P4 - 0,045 ng/ml. Btad zewnatrz-
I wewnatrzseryjny wynosit odpowiednio 6,42% 1 6,63%. Odczyt przy dtugosci fali
450 nm na fluorymetrze Wallac 1420 VICTOR? (Wallac Oy, Turku, Finlandia).

e E»; metoda immunoenzymatyczna (ELISA), zestawy (Estradiol ELISA DRG, Cat.
No. EIA-2693). Czulos¢ testu wynosita 0,0097 ng/ml, Blad zewnatrz-
I wewnatrzseryjny wynosit odpowiednio 4,55% i 7,61%. Odczyt przy dtugosci fali
450 nm na fluorymetrze Wallac 1420 VICTOR? (Wallac Oy, Turku, Finlandia).
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Glukoza; metoda kolorymetryczna, zestawy (VITROS Chemistry Products GLU
Slides, Cat. No. 170 7801). Zakres pomiarowy wynosit 1,11-34,69 mmol/l. Odczyt
przy dhlugosci fali 540 nm na analizatorze biochemicznym (Ortho Clinical
Diagnostics Vitros 5,1 FS Chemistry System; Johnson & Johnson’s).

Biatko catkowite; metoda kolorymetryczna, zestawy (VITROS Chemistry Products
TP Slides, Cat. No. 680 0120). Zakres pomiarowy wynosit 20,00-110,00 g/I. Odczyt
przy dlugosci fali 540 nm na analizatorze biochemicznym (Ortho Clinical
Diagnostics Vitros 5,1 FS Chemistry System; Johnson & Johnson’s).

Bilirubina catkowita; metoda kolorymetryczna, zestawy (VITROS Chemistry
Products TBIL Slides, Cat. No. 815 9931). Zakres pomiarowy wynosit 1,70-461,70
umol/l. Odczyt przy dtugosci fali 540 nm na analizatorze biochemicznym (Ortho
Clinical Diagnostics Vitros 5,1 FS Chemistry System; Johnson & Johnson’s).
Kreatynina; metoda kolorymetryczna, zestawy (VITROS Chemistry Products CREA
Slides, Cat. No. 680 2584). Zakres pomiarowy wynosit 4,00-1238,00 umol/l. Odczyt
przy dlugosci fali 540 nm na analizatorze biochemicznym (Ortho Clinical
Diagnostics Vitros 5,1 FS Chemistry System; Johnson & Johnson’s).

Mocznik; metoda kolorymetryczna, zestawy (VITROS Chemistry Products UREA
Slides, Cat. No. 810 2204). Zakres pomiarowy wynosit 0,71-42,83 mmol/l. Odczyt
przy dhugosci fali 540 nm na analizatorze biochemicznym (Ortho Clinical
Diagnostics Vitros 5,1 FS Chemistry System; Johnson & Johnson’s).

Kwas moczowy; metoda kolorymetryczna, zestawy (VITROS Chemistry Products
URIC Slides, Cat. No. 194 3927). Zakres pomiarowy wynosit 29,7-1101,2umol/l.
Odczyt przy dtugosci fali 670 nm na analizatorze biochemicznym (Ortho Clinical
Diagnostics Vitros 5,1 FS Chemistry System; Johnson & Johnson’s).

Cholesterol catkowity; metoda kolorymetryczna, zestawy (VITROS Chemistry
Products CHOL Slides, Cat. No. 166 9829). Zakres pomiarowy wynosit 1,29-8,40
mmol/l. Odczyt przy dtugosci fali 540 nm na analizatorze biochemicznym (Ortho
Clinical Diagnostics Vitros 5,1 FS Chemistry System; Johnson & Johnson’s).
Cholesterol HDL; metoda kolorymetryczna, zestawy (VITROS Chemistry Products
HDL Slides, Cat. No. 680 1895). Zakres pomiarowy wynosit 0,13-2,84 mmol/l.
Odczyt przy dlugosci fali 540 nm na analizatorze biochemicznym (Ortho Clinical
Diagnostics Vitros 5,1 FS Chemistry System; Johnson & Johnson’s).
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Cholesterol LDL; metoda kolorymetryczna, zestawy (VITROS Chemistry Products
LDL Slides, Cat. No. 680 1728). Zakres pomiarowy wynosit 0,78-9,05 mmol/l.
Odczyt przy dhugosci fali 540 nm na analizatorze biochemicznym (Ortho Clinical
Diagnostics Vitros 5,1 FS Chemistry System; Johnson & Johnson’s).

Trojglicerydy; metoda kolorymetryczna, zestawy (VITROS Chemistry Products
TRIG Slides, Cat. No. 133 6544). Zakres pomiarowy wynosit 0,11-5,93 mmol/I.
Odczyt przy dlugosci fali 540 nm na analizatorze biochemicznym (Ortho Clinical
Diagnostics Vitros 5,1 FS Chemistry System; Johnson & Johnson’s).

S6d; metoda potencjometryczna, zestawy (VITROS Chemistry Products Na Slides,
Cat. No. 837 9034). Zakres pomiarowy wynosit 75,00-250,00 mmol/l. Odczyt
wykonany na analizatorze biochemicznym (Ortho Clinical Diagnostics Vitros 5,1 FS
Chemistry System; Johnson & Johnson’s).

Fosfor; metoda kolorymetryczna, zestawy (VITROS Chemistry Products PHOS
Slides, Cat. No. 151 3209). Zakres pomiarowy wynosit 0,16-4,20 mmol/l. Odczyt
wykonany na analizatorze biochemicznym (Ortho Clinical Diagnostics Vitros 5,1 FS
Chemistry System; Johnson & Johnson’s).

Wapn; metoda kolorymetryczna, zestawy (VITROS Chemistry Products Ca Slides,
Cat. No. 145 0261). Zakres pomiarowy wynosit 0,25-3,49 mmol/l. Odczyt wykonany
na analizatorze biochemicznym (Ortho Clinical Diagnostics Vitros 5,1 FS Chemistry
System; Johnson & Johnson’s).

Magnez; metoda kolorymetryczna, zestawy (VITROS Chemistry Products Mg
Slides, Cat. No. 825 5093). Zakres pomiarowy wynosit 0,08-4,11mmol/l. Odczyt
wykonany na analizatorze biochemicznym (Ortho Clinical Diagnostics Vitros 5,1 FS
Chemistry System; Johnson & Johnson’s).

Zelazo; metoda kolorymetryczna, zestawy (VITROS Chemistry Products Fe Slides,
Cat. No. 151 5808). Zakres pomiarowy wynosit 1,81-107,46 pmol/l. Odczyt
wykonany na analizatorze biochemicznym (Ortho Clinical Diagnostics Vitros 5,1 FS

Chemistry System; Johnson & Johnson’s).

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przeprowadzonej za pomoca

programu komputerowego STATISTICA 12, StatSoft, Polska. Do opracowania wynikow
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zastosowano analiz¢ wariancji (Anove — Analysis od variance), gdzie zmienng zalezng
byt badany parametr w ptynie pgcherzykowym i surowicy, a czynnikami grupujacymi —
wiek zwierzat i rodzaj pecherzyka. Istotno$¢ roznic miedzy srednimi okreslono testem
Duncana (przy p<0.05 i p<0.01) Wyliczono rowniez korelacje Pearsona miedzy wiekiem
a stezeniem badanych parametréw, a takze miedzy ich st¢zeniem w pecherzykach

jajnikowych a stgzeniem w surowicy.
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VI. WYNIKI

W tabeli 2. zamieszczono wyniki dotyczgce $rednich st¢zen progesteronu (Ps)
i 17-B-estradiolu (E2) w ptynie pecherzykowym u krow w réznym wieku.

W pecherzykach krow najstarszych (III. grupa wiekowa) $rednie stezenie P4 byto

najwyzsze i roéznito si¢ istotnie od stezenia tego hormonu u kréw najmtodszych (I. grupa
wiekowa). Poza tym, u krow w III. grupie wiekowej stezenie P4 w pecherzykach
przedowulacyjnych bylo istotnic wyzsze (P <0.01) niz w pecherzykach
przedowulacyjnych u krow w II. grupie wiekowej. Migdzy stezeniem pecherzykowego
progesteronu a wiekiem krow wykazano dodatnig korelacj¢ (r=0,27; P < 0.05).
Z kolei $rednie stgzenie E» ze wszystkich grup pgcherzykoéw nie rdznito si¢ istotnie
migdzy krowami w roznym wieku. Rdznice zanotowano natomiast miedzy pecherzykami
atretycznymi, w ktorych najnizsze stezenie tego hormonu stwierdzono w I. grupie
wiekowej (Tab. 2).

Tabela 3 prezentuje wyniki dotyczace stezen Psi E2 w surowicy kréw w réznym
wieku, u ktorych na jajnikach wystepowaly pecherzyki przedowulacyjne lub dominujace.
U kroéw najstarszych stezenie P4 w surowicy byto najwyzsze i rdznito si¢ istotnie od
stezenia, jakie zanotowano w grupie I. W kazdej grupie wickowej stezenie P4 byto istotnie
wyzsze u krow z pecherzykami dominujgcymi niz z pecherzykami przedowulacyjnymi.
Podobnie jak w przypadku progesteronu, rowniez st¢zenie E2 bylo najwyzsze u krow
najstarszych. Roznito si¢ ono istotnie od stezenia, jakie zanotowano u kréw w L. 1 IL.
grupie wiekowej.

Pomiedzy stezeniem P4 w surowicy a stezeniem tego hormonu w pecherzykach

stwierdzono dodatnig zalezno$¢ (Tab. 4).
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Tabela 2. Stezenie progesteronu (Ps) i 17-B-estradiolu (E2) w przedowulacyjnych, dominujacych i atretycznych pecherzykach jajnikowych u krow

w réznym wieku

Grupy wiekowe zwierzat
I grupa (od 2,5 do 6,5 lat; N=24) Il grupa (od 6,6 do 10 lat; N=24) 111 grupa (od 10,1 do 18 lat; N=24)
(32)
(0]
<
N
. Rodzaj pecherzykow < Rodzaj pecherzykow < Rodzaj pgcherzykow % %
K < < c 2
£ O 3 S 8
3] > o~ > ~ > o~ S
— +~ 2 +~ |75
g | g 2z | 5| & g 5 | Z 5 2
> 8 ) ] o) 2 3 ) 2 ) 2 8 © = S Q
8~ S~ N < 20 8~ S~ N o= ] =0 8~ S N = = 20 =
AT T - R =0 L O ° | 3f| E% | :% 5 ° | 8
N < N N ~ N N ~ N
oS Ne) o Ne) o Ne)
(2 ~ R~
1 2 3 [ 4 5 6 I 7 8 9 11
p 16,50 20,60 34,23 21,44 1 11,34 22,38 35,91 6> 4 5% 25,03 | 21,30 | 26,38 32,89 27,71 | > 1%
(|: imL) - + + 3>1, 2% + + + + £ o g - - - - 9 > 7** = |0 g
g 4,70 6,46 2,65 8,28 2,98 8,29 2,97 11,34 9,34 8,29 6,18 8,36
E 45,47 40,23 0,98 35,00 | 49,76 33,81 9,32 6 <4 5w 28,00 | 41,67 | 39,84 15,72 30,03 3<f gF*
(r12 imL) - + + 3<1, 2% + + + + £ < g - - - - 9<6, 7** = |ocor
g 6,31 5,36 0,02 17,83 0,93 7,02 7,77 17,94 7,81 5,30 4,94 13,99

1 Roznice statystyczne uwzgledniajace rodzaj pecherzykow w tej samej grupie wiekowej zwierzat

2 Srednie stezenie badanego parametru ze wszystkich pecherzykow w tej samej grupie wickowej zwierzat

8 Roznice statystyczne uwzgledniajace ogélne roznice (1, 11, 1IT) i ten sam rodzaj pecherzykéw migdzy grupami wiekowymi zwierzat
*, ** - $rednie roznia si¢ przy p < 0.05 i p < 0.01, odpowiednio; BR — brak réznic statystycznie istotnych
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Tabela 3. Stezenie progesteronu (Ps) i 17-8-estradiolu (E2) w surowicy krow w réznym wieku z pecherzykami przedowulacyjnymi lub
dominujacymi

Grupy wiekowe zwierzat

I grupa (od 2,5 do 6,5 lat; N=17)

Il grupa (od 6,6 do 10 lat; N=16)

111 grupa (od 10,1 do 18 lat; N=16)

Rodzaj pgcherzykow

Rodzaj pgcherzykow

(32)
2
. . 3)
= Rodzaj pecherzykow < R % >
£ 5 5 S 2
= S | S | 2 N s
S |2 B g E g c z
a g | % g % g % <
przedowulacyjne dominujace i o przedowulacyjne | dominujace k7 o przedowulacyjne | dominujace iz (@) ﬁ
(n=9) (n=8) 3 (n=9) (n=7) 3 (n=8) (n=8) 8 2
e e g
-N .N -N
) Ne) Re]
[a% a7 [
1 2 | 3 4 11 5 6 11
o 0,72 14,69 6,18 0,97 16,72 9,63 1,27 20,22 12,64 "> 1*
(I: imL) + + 2> 1** + + + 4 > 3** - - + 6 > 5** - 6> 0%
g 0,48 4,94 7,59 0,07 6,77 9,42 0,25 4,18 10,27
£ 63,88 64,75 64,22 70,29 75,50 73,16 68,20 138,90 110,62 > 1 11
r12/mL + + BR + + + BR + + + 6 > 5** - 652 4%
(ng/mL.) 17,63 13,20 15,73 26,91 18,22 22,06 15,02 17,24 39,67 ‘

1 Roznice statystyczne uwzgledniajgce rodzaj pecherzyka obecnego na jajniku w tej samej grupie wiekowej zwierzat

2 Srednie stezenie badanego parametru w tej samej grupie wiekowej zwierzat

8 Roznice statystyczne uwzgledniajace roznice miedzy grupami wiekowymi zwierzat
*, ** - $rednie roznia si¢ przy p < 0.05 i p < 0.01, odpowiednio; BR — brak réznic statystycznie istotnych
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Tabela 4. Korelacje migdzy stezeniem progesteronu, 17-B-estradiolu, biatka
morfogenetycznego ko$ci-15 i hormonu folikulotropowego w plynie pecherzykowym
a stgzeniem tych parametrow w surowicy u kréw (n=49)

Wspolczynnik Poziom
Parametr .
korelacji (r) istotnosci
Progesteron 0,39 p <0.05
17-B-estradiol 0,20 NS
Biatko morfogenetyczne ko$ci-15 0,97 p<0.01
Hormon folikulotropowy 0,16 NS

NS — korelacja statystycznie nieistotna

Wyniki dotyczace stgzen biatka morfogenetycznego kosci-15 (BMP-15)
i hormonu folikulotropowego (FSH) w ptynie pecherzykow jajnikowych u krow
W réznym wieku zamieszczono w tabeli 5.
W pecherzykach krow najstarszych $rednie stezenie BMP-15 bylo istotnie wyzsze niz
U krow milodszych (grupa I i II). Najwyzsze stgzenie tego czynnika zanotowano
W pecherzykach atretycznych, przy czym w III. grupie wiekowej krow byto ono istotnie
wyzsze niz w grupie L. i II. Ponadto w pecherzykach atretycznych u krow najstarszych
stezenie BMP-15 bylo istotnie wyzsze niz w pecherzykach przedowulacyjnych
I dominujacych. Migdzy stg¢zeniem pecherzykowego BMP-15 a wiekiem krow wykazano
dodatnig korelacje (r=0,45; P <0.01).
Dodatnig korelacj¢ wykazano réwniez migdzy wiekiem a stezeniem FSH w pecherzykach
jajnikowych (r=0,62; P < 0.01). Srednie stgzenie tego hormonu W pecherzykach krow

starszych bylo istotnie wyzsze niz w pecherzykach kréw mtodszych.
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Tabela 5. St¢zenie biatka morfogenetycznego kosci-15 (BPM-15) i hormonu folikulotropowego (FSH) w przedowulacyjnych, dominujacych

i atretycznych pecherzykach jajnikowych u krow w réznym wieku

Grupy wiekowe zwierzat

I grupa (od 2,5 do 6,5 lat; N=24)

Il grupa (od 6,6 do 10 lat; N=24)

111 grupa (od 10,1 do 18 lat; N=24)

mﬂ)
S
. Rodzaj pecherzykow - Rodzaj pecherzykow < Rodzaj pecherzykow < 2
B S g § Z
£ 3 3 3) 2
E b & b N b o~ 4&3
< 2 2 B 2 Z B 2 2 B o
o = 8 ® b ) = 8 ® b ) = 8 ® b S Q
) % c < 50 <) % c < 50 <) % c < 50 =
S5 | & N 2 o €5 | Sc N& 2 o £z | S® Ne % o S
s g £d 24 0 s g £t 24 0 sd E£d 24 O S
g 3 ® g 3 ® g 3 ® g
o Ne) o Ne) o e]
~ e~ &
1 2 3 | 4 5 6 11 7 8 9 1
BMP-15 23485 280,99 289,83 262,90 333,86 28143 395,89 340,32 424,77 385,70 834,91 682,24 0> 111
( /mL) + + + BR + + + + BR + + + + 9>7,8%* + 953 G+
PO 8264 14717 29,09 98,66 97,81 66,92 191,29 113,07 12254 45,97 298,40 112,03 '
3994,73 | 413566 2956,48 385066 | 545595 | 544434 7597,67 630857 | 648364 | 952504 | 739968 774520 | I<II, Il
z:mSIE/mL) * + * BR + = + + BR + + + + |BR + <
1365,74 | 155885 208,17 911,31 | 108200 | 178563 1376,68 176573 | 224045 | 311402 | 264938 277869 | 3<6, 9*

1 Roznice statystyczne uwzgledniajace rodzaj pecherzykow w tej samej grupie wiekowej zwierzat

2 Srednie stezenie badanego parametru ze wszystkich pecherzykow w tej samej grupie wiekowej zwierzat
3Roznice statystyczne uwzgledniajace ogdlne roznice (I, 11, I1I) i/lub ten sam rodzaj pecherzykow miedzy grupami wiekowymi zwierzat
*, ** - §rednie roznig si¢ przy p < 0.05 i p < 0.01, odpowiednio; BR — brak roznic statystycznie istotnych
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Tabela 6 prezentuje wyniki dotyczace stezeh BMP-15 i FSH w surowicy krow
w roznym wieku. Najnizsze st¢zenie BMP-15 zanotowano u kréw najmtodszych (grupa
I.), a r6znice migdzy ta grupg a krowami starszymi (grupg II. i II1.) byly statystycznie
istotne. Ponadto, stezenie BMP-15 w surowicy bylo dodatnio skorelowane z wiekiem
krow (r=0,55; P < 0.01). Wysoka dodatnig zalezno$¢ stwierdzono réwniez migdzy
stezeniem BMP-15 w surowicy a jego stezeniem w ptynie pecherzykowym (Tab. 4).
Dodatnig korelacj¢ wykazano takze miedzy stezeniem FSH w surowicy a wiekiem krow
(r=0,39; P <0.05). U kréw najmlodszych (grupa I.) stezenie FSH bytlo istotnie nizsze niz
u krow starszych (grupa I1. 1 II1.). Ponadto, w kazdej grupie wiekowej st¢zenie FSH byto
istotnie wyzsze u krow z pecherzykami dominujagcymi niz Z pgcherzykami

przedowulacyjnymi.
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Tabela 6. Stezenie biatka morfogenetycznego kosci-15 (BPM-15) i hormonu folikulotropowego (FSH) w surowicy krow w réznym wieku
Z pecherzykami przedowulacyjnymi lub dominujacymi

Grupy wiekowe zwierzat

I grupa (od 2,5 do 6,5 lat; N=17)

11 grupa (od 6,6 do 10 lat; N=16)

I11 grupa (od 10,1 do 18 lat; N=16)

md.)
=
N
. Rodzaj pecherzykow < Rodzaj pecherzykow < Rodzaj pgcherzykow R %
D = = = 2
c N N N i)
S = | 5 S| s S | s
S b7 = 2 g & g 17
& & | 2 & 2 ES 3
< < < =
przedowulacyjne dominujace i 50 przedowulacyjne dominujace k7 50 przedowulacyjne dominujace iz 50 ﬁ
(n=9) (n=8) 3 (n=9) (n=8) 3 (n=9) (n=8) 3 2
s o IS
‘N N ‘N
xe) Ne) Ne)
~ ~ (a2
1 2 [ 3 4 1 5 6 11
">
BMP-15 342,14 320,60 333,71 739,75 606,05 666,21 705,84 1334,51 1083,04 | lI>1*
( /mL) + + BR + + + BR = + + 6 > 5** + 1< 3,5*
bd 88,89 101,81 92,49 261,17 249,90 246,48 231,97 417,19 328,88 | 4>2*
6>2 4**
**x
49,83 1233,90 513,16 166,28 1618,21 964,84 198,83 2755,85 173305 [ ' 7"
fmSIE/mL) + + 2> 1** e + + 4 > 3** e + + 6 > 5** e 1<3 5%
18,62 413,32 241,44 74,64 445,58 378,01 67,21 577,22 689,31 6> 2’* o

1 Roznice statystyczne uwzgledniajace rodzaj pecherzyka obecnego na jajniku w tej samej grupie wickowej zwierzat
2 Srednie stezenie badanego parametru w tej samej grupie wiekowej zwierzat

3 Réznice statystyczne uwzgledniajgce roznice miedzy grupami wiekowymi zwierzat

*, ** _ $rednie r6znig sie przy p < 0.05 i p < 0.01, odpowiednio; BR — brak roznic statystycznie istotnych
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W tabeli 7. zamieszczono wyniki dotyczace stezen glukozy, bialka, bilirubiny,
kreatyniny, mocznika i kwasu moczowego w ptynie pecherzykowym u kréw w réznym
wieku.

W kazdej grupie wiekowe] najwyzsze stezenie glukozy zanotowano w pecherzykach
dominujacych.

Natomiast st¢zenie biatka w pegcherzykach krow najmtodszych (grupa I.) i najstarszych
(grupa III.) niezaleznie od rodzaju pecherzykow byto na zblizonym poziomie. Jedynie
u kréw grupy II. stezenie biatka w pgcherzykach przedowulacyjnych byto istotnie nizsze
niz w pecherzykach dominujacych i atretycznych.

Podobnie ksztaltowaly si¢ rdéznice dotyczace stezenia bilirubiny, przy czym
W pecherzykach kréw grupy II. stezenie tego parametru bylo istotnie wyzsze niz
w pecherzykach krow 1. i 1. grupy wiekowej.

Stgzenie kreatyniny byto najnizsze w pecherzykach przedowulacyjnych u krow grupy 1.
i I, a réznice migdzy tym stezeniem a stezeniem w pecherzykach dominujacych bytly
statystycznie istotne.

Z kolei stezenie mocznika w pecherzykach krow w kazdej grupie wiekowej byto na
zblizonym poziomie, jedynie w pecherzykach dominujacych w grupie II. bylo ono
istotnie wyzsze niz w pecherzykach przedowulacyjnych i atretycznych. Stezenie kwasu
moczowego w pecherzykach krow najstarszych byto istotnie nizsze niz w pecherzykach

krow mtodszych (grupa I. i IL.).
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Tabela 7. Stgzenie glukozy, biatka, bilirubiny, kreatyniny, mocznika i kwasu moczowego w przedowulacyjnych, dominujacych i atretycznych

pecherzykach jajnikowych u krow w réoznym wieku

Grupy wiekowe zwierzat
o
I grupa (od 2,5 do 6,5 lat; N=24) Il grupa (od 6,6 do 10 lat; N=24) 111 grupa (od 10,1 do 18 lat; N=24) é’
o]
5 Rodzaj pgcherzykow Rodzaj pecherzykow Rodzaj pecherzykow *;;‘
>
5 g 2| 2 e | 2 o | 2
g g | & | z_ |88 = g | ¢ e | 858 B |3 | & |z |88 & 5
ST 2R | SR | E2| B | 2% | 2N | SR | E2 | B | 2% | ER | 8% | 2| & 2
< ES | 8 | & ¢ o) < Ec | = S92 o) s< ES | B2 | & ¢ o) 8
s |7 | FE g | | ¢ | *E [ N R - =
o w o w o [7p]
1 2 3 | 4 5 6 ] 7 8 9 11
Glukoza 2,65 4,24 254 |, 1 | 371 2,76 3,62 261 |4 x| 299 373 4,01 357 | g g« 374 |u<iur
(mmol/L) +0,07 | 0,71 | 0,69 ' 40,99 | 021 | +1,04 | +0,57 ' 40,82 | +1,07 | +101 | +1,07 40,98 | 9>3,6*
. 62,50 | 64,00 | 66,02 6517 | 4867 | 64,00 | 7543 . | 6627 | 5825 | 60,03 | 62,33 60,00 | 4<1**
Biatko (9/L) | 71 | 510 | +583 |BR 2436 | 2153 | 552 | 21024 | 4<% | 1081 | 419 | 2431 | 2208 | BR 4387 |4<7*
*
Bilirubina 2,05 2,10 199 | oo 2,08 1,84 3,32 388 | 4 g oen | 462 3,15 2,82 243 | oo 2,84 '7'2"1”4*
(wmol/L) +0,08 | +0,37 | +0,22 +0,29 | 0,16 | £1,72 | +0,75 ! 4564 | +225 | +135 | 042 £1,65 | 62 3 o
Kreatynina | 71,70 | 11225 [ 9554 |, .., 9540 | 8197 [ 12852 | 109,77 [, ., 11046 | 11568 | 114,01 | 11283 | oo 114,46 | 1,4<7*
(umol/L) 4941 | +2547 | £12,69 21,90 | +472 | £1821 | 49,17 425,03 | £1548 | +11,01 | £13,97 +13,68 | 9>3,6*
Mocznik 4,26 3,60 389 | gn 3,82 3,33 4,46 384 |, s | 358 3,95 4,02 486 | po 434 | oo
(mmol/L) +0,08 | 0,84 | 056 +0,73 | 0,06 | 045 | +0,16 ' 40,79 | +148 | +091 | +1.68 +1,51
<, 11*
rfl‘é"fzsow 15550 | 13650 | 12952 | .., | 14017 [ 14833 | 17060 | 16514 | .o 160,93 | 126,00 | 12032 | 11667 | oo 119,71 | 7< 1,2
Yo | £19,71 | 19,55 | +31,22 425,12 | 10,12 | £29,96 | +2524 42451 | 421,67 | +18,35 | +15,31 428,66 | 8 <5*
(umol/L) 9 < g**

1 Réznice statystyczne uwzgledniajace rodzaj pecherzykéw w tej samej grupie wiekowej zwierzat

2 $rednie stezenie badanego parametru ze wszystkich pecherzykow w tej samej grupie wickowej zwierzat

3 Réznice statystyczne uwzgledniajace ogélne réznice (I, 11, 1IT) i/lub ten sam rodzaj pecherzykéw migdzy grupami wiekowymi zwierzat
*, ** - §rednie roznig si¢ przy p < 0.05 i p < 0.01, odpowiednio; BR — brak roznic statystycznie istotnych
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Tabela 8 prezentuje wyniki dotyczace stgzen glukozy, biatka, bilirubiny,
kreatyniny, mocznika i kwasu moczowego w surowicy badanych krow.
Stezenie glukozy bylo wyzsze u krow z pecherzykami dominujagcymi niz u krow
Z pecherzykami przedowulacyjnymi, przy czym roznice te w grupie I. i II. byty
statystycznie istotne.
Stezenie biatka, bilirubiny i mocznika w surowicy kréw wszystkich grup wiekowych
ksztaltowato si¢ podobnie i byto dodatnio skorelowane ze stezeniem pecherzykowym
(Tab. 9).
Z kolei stezenie kreatyniny w surowicy kroéw najmtodszych (grupa I.) byto istotnie nizsze
niz u kréw starszych (grupa II. 1 I11.) i takze stwierdzono dodatnig korelacje ze stezeniem
tego parametru w ptynie pgcherzykowym (Tab. 9).
Stezenie kwasu moczowego w surowicy krow najstarszych bylo najnizsze, ardznice

migdzy ta grupg a grupg II. byly statystycznie istotne.
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Tabela 8. St¢zenie glukozy, biatka, bilirubiny, kreatyniny, mocznika i kwasu moczowego w surowicy krow w réznym wieku z pgcherzykami
przedowulacyjnymi lub dominujgcymi

Grupy wiekowe zwierzat

o
I grupa (od 2,5 do 6,5 lat; N=17) Il grupa (od 6,6 do 10 lat; N=16) 111 grupa (od 10,1 do 18 lat; N=16) %
(&)
s Rodzaj pecherzykow Rodzaj pgcherzykow Rodzaj pgcherzykow g
| I§ | §g| & % 2 |E2| B £ e |E2| B g
S e | 22| © S S cgl © S e | 92| © N
S 3 X5 3 g (= g E = 2
S ] S i S ]
1 2 | 3 4 | 5 6 11
Glukoza 5,87 6,95 . | 571 6,90 8,60 | 78l 6,05 6,93 6,43 n
(mmol/L) +0,58 12 |27 +176 2,07 76 | | w25 +1,65 57 | BR 95 |4726
. 82,33 84,25 83,43 82,57 75,63 78,87 76,25 84,33 79,71
Biatko (g/L) 19,55 w403 | BR 7.32 6,13 10,95 BR | 1562 .87 1703 | BR 634 | BR
Bilirubina 7,30 773 | on 7,54 7,06 6,63 ar | 667 6,60 790 | op 71 | gn
(umol/L) 0,35 10,38 10,40 0,42 2,05 1153 0,92 10,95 11,33
Kreatynina 8610 | 10615 |, _ .. | 9884 112,60 121,66 o | 11743 112,50 12123 | oo 116,24 | 1<il, 1
(umol/L) 1908 | 412,01 11,07 17,08 15,88 16,11 13,84 11,83 1192 |1<35
Mocznik 3,93 415 | oo 4,06 3,89 4,14 ar | 383 4,13 508 | op 473 | n
(mmol/L) 0,64 11,14 10,89 0,77 10,77 08 +1,54 +1,36 +1,54
Kwas moczowy 61,33 4800 | . | 5371 62,00 57,63 or | 5967 46,00 5033 | oo 843 |
(umol/L) 2,89 7.75 1914 +10,57 9,15 9,25 +4.32 1551 7,07

! Réznice statystyczne uwzgledniajace rodzaj pecherzyka obecnego na jajniku w tej samej grupie wiekowej zwierzat
2 Srednie stezenie badanego parametru w tej samej grupie wiekowej zwierzat

3 Roéznice statystyczne uwzgledniajace roznice migdzy grupami wiekowymi zwierzat
*, ** _ §rednie roznig sie przy p < 0.05 i p < 0.01, odpowiednio; BR — brak réznic statystycznie istotnych
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Tabela 9. Korelacje migdzy st¢zeniem glukozy, biatka, bilirubiny, kreatyniny, mocznika
1 kwasu moczowego w ptynie pecherzykowym a st¢zeniem tych parametréw w surowicy
u kréw (n=49)

Parametr Wspolczynnik Poziom
korelacji (r) istotnos$ci

Glukoza -0,07 NS

Bialko 0,48 p<0.01
Bilirubina 0,48 p<0.01
Kreatynina 0,54 p<0.01
Mocznik 0,92 p<0.01
Kwas moczowy -0,30 NS

NS — korelacja statystycznie nieistotna

W tabeli 10 zamieszczono wyniki dotyczace stezen skladnikéw lipidowych
W plynie pecherzykowym u badanych krow.
Srednie stezenie cholesterolu w pecherzykach krow w I1. grupie byto istotnie wyzsze niz
w pecherzykach krow 1. 1 III. grupy wiekowe;.
Stezenie cholesterolu LDL byto najwyzsze w pecherzykach kréw najmtodszych, przy
czym w niektorych grupach pecherzykow jego stezenie byto niewykrywalne.
W stezeniu pecherzykowego cholesterolu HDL nie stwierdzono zaleznych od wieku
roznic. Stwierdzono natomiast roznice zalezne od rodzaju pecherzykow. W 1. i Il. grupie
wiekowej stezenie cholesterolu HDL w pecherzykach atretycznych bylo wyzsze nic¢
W pecherzykach przedowulacyjnych i1 dominujacych.
Stezenie trojglicerydow we wszystkich rodzajach pecherzykéw w kazdej grupie krow

byto zblizone.
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Tabela 10. Stgzenie sktadnikow lipidowych w przedowulacyjnych, dominujacych i atretycznych pecherzykach jajnikowych u krow w réznym

wieku
Grupy wiekowe zwierzat
I grupa (od 2,5 do 6,5 lat; N=24) 11 grupa (od 6,6 do 10 lat; N=24) 111 grupa (od 10,1 do 18 lat; N=24)
™
S
. Rodzaj pecherzykow < Rodzaj pecherzykow < Rodzaj pecherzykow i f_‘>’,
g 5 5 S 2
() 3 (&) b
© > o~ > o~ > o~ i)
< ) 7 g ) b7 g ) 7] g n
o S 3 o 2 = S 3 o 2 < = 3 o 2 8
8 ~ - S~ 8 20 8 ~ k- S~ 8 o0 8 ~ k- S~ S o0 k=
) =0 N < 17 o =) =< S @ 177} (@) =) =50 S [75) (@) RS
st £g 2t O s £L 2d 0 s £ z2d 0 S
g= | E= | = | g g= | E= | = | 2 g= | E= | ET | g =
57 i 5 7 i S 7 = |
o Ne) o O o Ne)
~ (a2 ~
1 2 3 [ 4 5 6 1 7 8 9 11
Cholesterol 1,95 1,40 1,54 1,58 2,55 1,68 2,35 2,16 1,48 1,29 1,47 1,47
BR BR BR H>1,11*
(mmol/L) +0,07 +0,27 +0,69 +0,35 +0,83 +0,58 +0,59 +1,66 +0,21 +0,18 +0,06 +0,15 !
Cholesterol LDL 0,35 0,25 0,59 0,55 0,00 0,00 0,42 0,34 0,25 0,12 0,00 0,14
BR 6>4, 5* BR 1> 1*
(mmol/L) +0,21 +0,12 +0,16 +0,30 +0,00 +0,00 +0,29 ' +0,26 +0,19 +0,10 +0,00 +0,13
Cholesterol HDL 1,16 0,92 1,39 1,00 1,09 1,19 1,75 1,43 0,94 0,99 1,16 1,03
3> 2* 6>4, 5* BR BR
(mmol/L) +0,01 +0,15 +0,20 +0,17 +0,10 +0,48 +0,39 ' +0,48 +0,26 +0,31 +0,05 +0,22
Trojglicerydy 0,28 0,20 0,25 BR 0,20 0,21 0,24 0,27 BR 0,24 0,18 0,19 0,19 BR 0,19 BR
(mmol/L) +0,25 +0,04 +0,12 +0,16 +0,02 +0,08 +0,10 +0,08 +0,07 +0,06 +0,03 +0,05

1 Roznice statystyczne uwzgledniajace rodzaj pecherzykow w tej samej grupie wiekowej zwierzat

2 Srednie stezenie badanego parametru ze wszystkich pecherzykéw w tej samej grupie wickowej zwierzat
3 Roznice statystyczne uwzgledniajace ogdlne roznice (I, 11, I11) i/lub ten sam rodzaj pecherzykéw miedzy grupami wiekowymi zwierzat

* - §rednie roznig si¢ przy p < 0.05; BR — brak réznic statystycznie istotnych
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Tabela 11 przedstawia wyniki dotyczace stezen skladnikow lipidowych
w surowicy badanych krow. Stgzenie cholesterolu catkowitego bylo wyzsze u krow
Z pecherzykami przedowulacyjnymi niz u krow z pecherzykami dominujacymi, przy
czym w grupie wiekowej L. 1 II. roznice te byly statystycznie istotne. Najwyzsze stezenie
cholesterolu catkowitego, a takze cholesterolu HDL zanotowano u krow II. grupy
wiekowe;j.
Nie stwierdzono natomiast r6znic w stezeniu cholesterolu LDL i trojglicerydow - we
wszystkich grupach krow stezenie tych parametréw bylto na zblizonym poziomie.

Jak pokazano w tabeli 12 st¢zenia cholesterolu catkowitego i cholesterolu LDL
w surowicy byty dodatnio skorelowane ze stezeniami tych parametréw W plynie

pecherzykowym.
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Tabela 11. Stezenie sktadnikow lipidowych w surowicy krow w réznym wieku z pecherzykami przedowulacyjnymi lub dominujacymi

Grupy wiekowe zwierzat
™
I grupa (od 2,5 do 6,5 lat; N=17) Il grupa (od 6,6 do 10 lat; N=16) 111 grupa (od 10,1 do 18 lat; N=16) “E’
(&
s Rodzaj pgcherzykow Rodzaj pgcherzykow Rodzaj pgcherzykow *E
g g Hg is 2 Féc’ e g FécJ ° §
o 3 3 85| 3 5 8 85| 3 5 8 85 3 2
T | § | Sg| & =% F | S5g & =% | fg| & £
5 < £ E cg | © 5 < EE S g © g < e | S & <) S
g : ® g = = g = =i 2
s @ s 17 = >
1 2 [ 3 4 1 5 6 i
Cholesterol 3,93 2,85 1>0% 3,31 5,76 3,42 354% 4,52 3,35 3,03 BR 3,21 H>1 1
(mmol/L) +1,50 +0,52 +1,11 +0,69 +1,21 +1,55 +0,90 +0,32 +0,68 2<4*
Cholesterol 1,66 1,13 BR 1,36 1,33 1,06 BR 1,18 1,56 1,04 BR 1,33 BR
LDL (mmol/L) +0,58 +0,19 +0,46 +0,47 +0,09 +0,35 +0,51 +0,07 +0,45
Cholesterol 2,03 1,86 BR 1,93 3,87 2,41 BR 3,09 2,16 2,08 BR 2,13 1> 1 1*
HDL (mmol/L) +0,79 +00,17 +0,48 +00,80 +1,00 +1,16 +0,48 +0,41 +0,42 3>2,5*%
Trojglicerydy 0,20 0,20 BR 0,20 0,30 0,24 BR 0,27 0,19 0,25 BR 0,21 BR
(mmol/L) +0,06 +0,05 +0,05 +0,12 +0,09 +0,10 +0,05 +0,03 +0,05

1 Réznice statystyczne uwzgledniajace rodzaj pecherzyka obecnego na jajniku w tej samej grupie wickowej zwierzat
2 Srednie stezenie badanego parametru w tej samej grupie wiekowej zwierzat

3Réznice statystyczne uwzgledniajgce roznice miedzy grupami wiekowymi zwierzat

*, ** _ $rednie roznig si¢ przy p < 0.05 i p < 0.01, odpowiednio; BR — brak roznic statystycznie istotnych
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Tabela 12. Korelacje migdzy stezeniem sktadnikow lipidowych w plynie
pecherzykowym a ich st¢zeniem w surowicy u krow (n=49)

Wspolczynnik Poziom
Parametr N
korelacji (r) istotnos$ci
Cholesterol 0,44 p <0.05
HDL 0,31 NS
LDL 0,54 p<0.01
Trojglicerydy -0,08 NS

NS — korelacja statystycznie nieistotna

Tabela 13 prezentuje wyniki dotyczace stgzen sktadnikow jonowych w ptynie
pecherzykowym badanych krow.
Stezenie sodu, magnezu i zelaza nie roznito si¢ istotnie mi¢dzy badanymi grupami
pecherzykow. Nie stwierdzono tez réznic zaleznych od wieku. Zaleznych od wieku
roznic nie wykazano takze migedzy $rednimi stezeniami fosforu i wapnia. W przypadku
stezenia fosforu zanotowano natomiast réznice zalezne od rodzaju pegcherzykow.
W pecherzykach dominujacych byto ono wyzsze niz przedowulacyjnych i atretycznych,
przy czym réznice w IL. i III. grupie wiekowej krow byly statystycznie istotne.

W tabeli 14 zamieszczono wyniki dotyczace stezen sktadnikow jonowych
w surowicy krow. Srednie stezenie sodu, fosforu, wapnia i magnezu nie réznito sie
istotnie miedzy badanymi grupami krow. Zalezne od wieku réznice stwierdzono
natomiast w st¢zeniu zelaza. U krow najstarszych bylo ono najwyzsze, a zanotowane
roznice migdzy 1. a IIl. grupg wiekowgq byly statystycznie istotne. Ponadto st¢zenie zelaza
byto dodatnio skorelowane z wiekiem (r=0,39; P < 0.05).

Z kolei korelacje miedzy stezeniem jonéw w plynie pecherzykowym, a ich
stezeniem w surowicy przedstawia tabela 15. W przypadku magnezu, fosforu i zelaza

korelacje te byty istotne.
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Tabela 13. Stgzenie sktadnikéw jonowych w przedowulacyjnych, dominujacych i atretycznych pgcherzykach jajnikowych u kréw w r6znym wieku

Grupy wiekowe zwierzat

I grupa (od 2,5 do 6,5 lat; N=24)

Il grupa (od 6,6 do 10 lat; N=24)

111 grupa (od 10,1 do 18 lat; N=24)

™
Q
g
Rodzaj pecherzykow Rodzaj pecherzykow Rodzaj pecherzykow ci
5 H(D ~ HG.) ~ HG) ~ §
s 85| 25 | §e 13 S 85| 8= | §& 13 I 85 | 25 | §a 2 S v
ST 22| 28| 2| | ST | ZT|i%| 2| ° | R | R |SE o2 | | ¢
8= | E= | £= - 8~ | ET | &7 - 8= | = | £= ’ RS
g < © 2 g < © g S < © 2 2
o l§ o :g o :g
(a7 [ [
1 2 3 | 4 5 6 I 7 8 9 11
Sod 136,50 | 134,70 | 137,54 BR 135,30 | 129,80 | 146,06 | 138,76 BR 135,20 | 134,13 | 133,29 | 131,57 BR 133,03 BR
(mmol/L) +4,71 +3.45 +3,69 +2.85 +5.10 | £11,79 +7,25 49,54 +4,52 +3,18 +3,56 +4,04
Fosfor 2,41 2,75 2,38 BR 2,63 2,29 3,01 2,81 4<5* 2,75 2,69 3,02 2,75 7<g* 2,71 BR
(mmol/L) +0,14 +0,51 +0,16 +0,34 +0,16 +0,87 +0,56 +0,77 +0,21 +0,10 +0,34 +0,27
Wapn 2,34 2,22 2,42 2,26 1,98 2,42 2,61 2,32 2,32 2,41 2,31 2,32
(mmpol/l_) 1001 | 011 | 020 |BR 2010 | 021 | 023 | +020 | 4% | 1021 | 016 | 021 | =013 |BR 1014 | 4L
Magnez 0,91 0,87 0,85 BR 0,89 0,79 0,95 0,98 BR 0,91 0,88 0,89 0,75 BR 0,83 BR
(mmol/L) +0,01 +0,06 +0,12 +0,05 +0,15 +0,18 +0,07 +0,17 +0,11 +0,06 +0,01 +0,10
Zelazo 23,60 28,95 25,95 BR 22,17 35,83 41,68 36,54 BR 36,78 32,08 36,01 32,23 BR 33,14 BR
(wmol/L) +3,99 +5,38 +4,08 +4,97 +8,08 49,50 +4,15 +7,75 +3,64 +2,21 +1,91 +5,31

! Réznice statystyczne uwzgledniajace rodzaj pecherzykdw w tej samej grupie wiekowej zwierzat;

2 Srednie stezenie badanego parametru ze wszystkich pecherzykow w tej samej grupie wickowej zwierzat;

3 Roéznice statystyczne uwzgledniajace ogolne roznice (I, 11, 1IT) i/lub ten sam rodzaj pecherzykow miedzy grupami wiekowymi zwierzat;
* - §rednie r6znig si¢ przy p < 0.05; BR — brak roznic statystycznie istotnych
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Tabela 14. Stezenie sktadnikow jonowych w surowicy krow w roznym wieku z pecherzykami przedowulacyjnymi lub dominujacymi

Grupy wiekowe zwierzat

I grupa (od 2,5 do 6,5 lat; N=17)

Il grupa (od 6,6 do 10 lat; N=16)

I11 grupa (od 10,1 do 18 lat; N=16)

(32)
[P]
g
N
g
s Rodzaj pecherzykow Rodzaj pecherzykow Rodzaj pecherzykow *g;\
g 5 ; 55| 3 B : 85| 3 B 3 88| 5 9
3 2 | E2| & 43 2 |5 & 43 f | fg| & 2
s c - o v @) BN £ Nel 4 (@) 2 c £ o (@) R
o (72} o (%) o (%2}
1 2 [ 3 4 1 5 6 1
Sod 143,40 146,55 BR 145,20 149,26 144,63 BR 146,79 144,18 145,70 BR 144,83 BR
(mmol/L) +1,90 +3,18 +3,02 +3,52 +3,24 4,03 +3,86 +7,69 5,27
Fosfor 2,17 2,09 BR 2,12 2,25 2,54 BR 2,41 2,06 2,25 BR 2,14 BR
(mmol/L) 40,04 +0,21 +0,16 +0,48 +0,20 +0,38 +0,49 +0,36 +0,41
Wapn 2,41 2,40 BR 2,41 2,61 2,26 BR 2,42 2,44 2,46 BR 2,45 BR
(mmol/L) +0,02 +0,10 +0,07 +0,24 +0,18 +0,27 +0,13 +0,16 +0,13
Magnez 0,69 0,79 BR 0,75 0,77 0,77 BR 0,77 0,80 0,70 BR 0,75 BR
(mmol/L) +0,19 +0,11 +0,14 +0,05 +0,12 +0,09 +0,10 +0,01 +0,09
Zelazo 20,40 28,98 1<oxx 21,01 21,58 32,31 3<a* 27,30 33,28 33,77 BR 33,49+ | I>I**
(umol/L) +2,08 13,41 +3,29 6,71 +6,82 +7,50 +5,66 5,46 6,03 5>1 3**

1 Réznice statystyczne uwzgledniajgce 3,4 1rodzaj pecherzyka obecnego na jajniku w tej samej grupie wickowej zwierzat
2 Srednie stezenie badanego parametru w tej samej grupie wiekowej zwierzat
3Réznice statystyczne uwzgledniajgce roznice miedzy grupami wiekowymi zwierzat

*, ** _ $rednie r6znig sie przy p < 0.05 i p < 0.01, odpowiednio; BR — brak roznic statystycznie istotnych
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Tabela 15. Korelacje migdzy st¢zeniem sktadnikow jonowych w ptynie pecherzykowym a ich
stezeniem w surowicy u krow (n=49)

Wspolczynnik Poziom
Parametr -
korelacji (r) istotnos$ci

Sod -0,13 NS

Wapn 0,09 NS

Magnez 0,75 p<0.01
Fosfor 0,79 p<0.01
Zelazo 0,48 p<0.01

NS — korelacja statystycznie nieistotna
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VII. OMOWIENIE WYNIKOW

Plyn pgcherzykowy zgromadzony w antrum wplywa na steroidogeneze pgcherzykowa,
dojrzewanie 1 jako$¢ oocytow, owulacje, transport oocytu do jajowodu, luteinizacje, a po
zaptodnieniu na rozw6j wezesnego zarodka (Arshad, 2005, Nandi i in., 2007, Stankiewicz i in.,
2008, Abd Ellah i in., 2010). Ptyn pecherzykowy jest tez stosowany jako suplement medium
hodowlanego dla oocytow podczas dojrzewania in vitro, a pozyskiwany z pecherzykow
przedowulacyjnych jest naturalnym stymulatorem ostatecznego dojrzewania oocytow
(Stankiewicz 1 in., 2008). U kréw w kazdym cyklu jajnikowym, od dwoéch do trzech
pecherzykoéw jajnikowych osigga srednice powyzej 8,5 mm stajac si¢ dominujacymi (Ginther
i in., 1997; Ginther, 2000; Noseir, 2003). Jednakze w wigkszosci przypadkéw tylko jeden
Z tych pecherzykow kontynuuje wzrost i dojrzewanie do etapu przedowulacyjnego, podczas
gdy inne z fali ulegajg atrezji (Ginther i in., 2001; Berisha i Schams, 2005). W zwigzku
Z powyzszym sktad biochemiczny pecherzykdéw przedowulacyjnych moze si¢ rdéznic od sktadu
biochemicznego pecherzykéw dominujacych i atretycznych, mimo, ze wielko$¢ tych
pecherzykow jest zblizona. Oprécz statusu pecherzykdéw waznym czynnikiem mogacym miec
wptyw na sklad ptynu pecherzykowego jest wiek zwierzat.

W  prezentowanej pracy, stezenie estradiolu 1 progesteronu w pecherzykach
atretycznych bylo zblizone do zanotowanego w tego typu pecherzykach u jatlowek (Oussaid
i in., 2000) i kréw (Hendriksen i in., 2003). Zanotowane w niniejszej pracy wyzsze stezenie
progesteronu 1 nizsze 17-8-estradiolu w pecherzykach atretycznych w poréwnaniu do
pecherzykéw przedowulacyjnych i dominujacych stwierdzono tez w innych badaniach (Faes
i in., 2007, Nishimoto i in., 2009). Uwaza si¢, Ze obnizenie st¢zenia estradiolu i wzrost st¢zenia
progesteronu jest jedng z cech pecherzykow atretycznych (Guthrie 1 Cooper, 1996). Ta zmiana
kierunku steroidogenezy spowodowana jest zmianami w aktywno$ci enzyméw
steroidogennych, ktore w efekcie prowadza do proceséw degeneracyjnych pecherzyka
jajnikowego (Bao i Garverick, 1998).

W  przeprowadzonej pracy, w stezeniu oznaczanych hormondéw steroidowych
W pecherzykach jajnikowych stwierdzono tez roznice zalezne od wieku. U kréw najstarszych
stezenie progesteronu byto najwyzsze. T¢ zalezno$¢ potwierdza rowniez dodatnia korelacja
miedzy stezeniem tego hormonu a wiekiem badanych krow. W dostepnym pismiennictwie brak
jest danych na temat wplywu wieku na stezenie hormonow steroidowych w plynie

pecherzykowym u krow. Niemniej wskazuje si¢, ze aktywno$¢ wydzielnicza pgcherzykow

51



jajnikowych zalezy od wieku samicy, a efektem zmian w tej aktywno$ci sg roznice w st¢zeniach
hormonéw steroidowych we krwi (Carnevale i in., 1994; Malhi i in., 2005). Zalezne od wieku
roznice w stezeniach hormondéw steroidowych w surowicy stwierdzono takze w niniejszej
pracy. Zanotowane wyzsze stezenie 17-B-estradiolu w surowicy krow starszych niz mtodszych
potwierdzaja badania innych autoréw (Malhi i in., 2005).

Z uwagi na znaczaca role w rozwoju pecherzyka jajnikowego czynnikow wzrostu
z nadrodziny TGF-B, w przeprowadzonej pracy oznaczono stezenie BMP-15 nalezace do tej
nadrodziny. Wczesniejsze badania wykazaly, ze biatko to syntetyzowane jest zarowno przez
komorki somatyczne pecherzyka jajnikowego, jak i1 przez sam oocyt (Su i in., 2008; Peng i in.,
2010). Uwaza sie, ze uczestniczy ono w koncowych procesach zwigzanych z dojrzewaniem
pecherzyka przedowulacyjnego i owulacjg (Li i in., 2008; Palomino i De Los Reyes, 2016). Nie
mozna tez wykluczy¢ znaczenia BMP-15 w patogenezie zaburzen pecherzykowych (Sun i in.,
2012; Stankiewicz i Btaszczyk, 2014; Stankiewicz i Btaszczyk, 2016). Dlatego wazne sg prace
nad doktadnym poznaniem roli BMP-15 w funkcjonowaniu jajnika (Galloway i in., 2002;
Persani i in., 2014). W niniejszej pracy, podobnie jak w innych badaniach u krow (Behrouzi
i in., 2016) i innych gatunkow ssakow (Gueripel i in., 2006; McNatty i in., 2005a; Stankiewicz
i Blaszczyk, 2014), stwierdzono obecnos¢ tego czynnika w ptynie pecherzykowym. Uzyskane
wyniki potwierdzajg zatem, ze BMP-15 wspottworzy srodowisko rozwoju pecherzykowego
(Suiin., 2008).

W prezentowanej pracy, w pecherzykach atretycznych st¢zenie BMP-15 byto wyzsze
niz w pecherzykach przedowulacyjnych 1 dominujacych. Takg zalezno$¢ zaobserwowano we
wszystkich grupach wiekowych krow, aczkolwiek statystycznie istotne roznice zanotowano
tylko u kréw w wieku powyzej dziesigtego roku zycia. Niemniej jednak to wyzsze stezenie
BMP-15 w pecherzykach atretycznych u krow z kazdej grupy wiekowej sugeruje znaczenie
tego czynnika w atrezji pecherzykowej, na ktore wskazujg tez inni autorzy (Wu i in., 2007).
Trudno jednoznacznie wyjasni¢ ewentualny zwigzek miedzy stezeniem BMP-15 a atrezjg
pecherzykows. Nalezy jednak podkresli¢, iz BMP-15 i inne czynniki wzrostu z nadrodziny
TGF-B uczestnicza w zachowaniu prawidtowej rownowagi pomig¢dzy apoptoza a proliferacja
komorek pecherzykowych (Moore i Shimasaki, 2005; Sun 1 in, 2012). Zaburzona réwnowaga
pomiedzy tymi procesami zachodzi natomiast w trakcie atrezji pecherzykowej (Blaszczyk i in.,
2000). Dlatego tez wyzsze stezenie BMP-15 w pecherzykach atretycznych moze by¢ zwigzane
z atrezja pgcherzykowa. Potwierdzeniem tej sugestii s3 wczesniejsze badania przeprowadzone
na owcach, w ktorych wykazano wyzsza ekspresj¢ mRNA BMP-15 w oocytach pgcherzykow
atretycznych niz nieatretycznych (Crawford 1 in., 2011). Ponadto w pecherzykach atretycznych

52



szczurow stwierdzono wzmozong ekspresjc mRNA dla receptorow BMP-15 (Erickson
I Shimasaki, 2003). Cytowani autorzy wskazuja tez, ze wzor ekspresji genow dla BMP-15
(i receptorow dla BMP-15) ulega znaczacym zmianom podczas folikulogenezy i inaczej
ksztaltuje si¢ w czasie pgcherzykowej selekcji, dominacji, atrezji, owulacji czy luteinizacji.
Wyniki niniejszej pracy sugeruja, ze wzor ten moze zaleze¢ rowniez od wieku samicy. W plynie
pecherzykowym krow najstarszych (powyzej 10. roku zycia) stezenie BMP-15 bylo bowiem
istotnie wyzsze niz u kréw mtodszych (w wieku od 2,5 do 10 roku zycia). Ponadto stezenie
BMP-15 byto dodatnio skorelowane w wiekiem. Na zalezno$¢ miedzy wiekiem a synteza BMP-
15 wskazuja tez badania Hosoe i in. (2011). Cytowani autorzy, w komoérkach kumulusa
pecherzykow jajnikowych pozyskanych z jajnikow kréw stwierdzili znacznie wyzsza ekspresje
MRNA BMP-15 niz w komoérkach kumulusa pozyskanych z jajnikow jaldwek. Z kolei u myszy
wyzszy poziom ekspresji mMRNA BMP-15 zanotowano w pecherzykach samic mtodszych niz
u samic starszych (Jiao i in., 2012; Shen i in., 2017). Te odmiennie ksztattujace si¢ zaleznos$ci
by¢ moze zalezg od gatunku zwierzat. Jak podajg McNatty i in. (2005b) i Chen i in. (2017)
efekty fizjologiczne i mechanizmy dziatania czynnikow wzrostu z nadrodziny TGF-p nie sg
identyczne 1 mogg si¢ r6zni¢ w zaleznosci od gatunku zwierzat.

W przeprowadzonej pracy roéznice w stezeniu BMP-15 w surowicy ksztattowaty sie
podobnie jak w pecherzykach. U krow starszych stezenie tego biatka bylo istotnie wyzsze niz
u krow mtodszych i byto dodatnio skorelowane z wiekiem. W dostepnym pismiennictwie nie
znaleziono prac dotyczacych ksztattowania si¢ stezen BMP-15 w surowicy krow w zaleznos$ci
od ich wieku czy aktywnosci rozrodczej. Nie mozna jednak wykluczy¢, iz okreslenie st¢zenia
BMP-15 w surowicy czy osoczu krwi moze by¢ przydatne w ocenie, zaleznego od wieku,
potencjatu rozrodczego kréw. Na mozliwo$¢ wykorzystania pomiardw stezen BMP-15
w surowicy w ocenie funkcji rozrodczych wskazuja badania Riepsamena i in. (2019).
przeprowadzone u kobiet. Cytowani autorzy stwierdzili, ze st¢zenie tego czynnika zalezy od
ich wieku i potencjatu rozrodczego.

Analiza wynikéw uzyskanych w niniejszej pracy wykazata dodatnig korelacje miedzy
stezeniem BMP-15 w ptynie pgcherzykow a stezeniem tego czynnika w surowicy. Podobne
zalezno$ci wykazano roéwniez u §win (Stankiewicz i Blaszczyk, 2016). Plyn pecherzykowy jest
produktem zaréwno aktywnosci sekrecyjnej pecherzyka jak i przesgczem osocza krwi,
a z drugiej strony stezenie wielu substancji biologicznie czynnych we krwi odzwierciedla
aktywnosc¢ sekrecyjng i status pecherzyka (Leroy i in. 2004a). Wyniki uzyskane w niniejszej
pracy sugeruja zatem, ze BMP-15 moze przenika¢ barier¢ krew-pgcherzyk. Nalezy jednak

podkresli¢, iz w niniejszej pracy stezenie BMP-15 w surowicy bylo znacznie wyzsze niz
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W pecherzykach. Nie mozna wigc wykluczy¢, iz Zrédlem BMP-15 w surowicy badanych krow
moga by¢ roéwniez komorki narzadow pozajajnikowych. Sugestie te potwierdzajg dane
wskazujace, ze BMP-15 syntetyzowane jest nie tylko w pecherzyku jajnikowym, ale takze
przez komorki przysadki mézgowej (Otsuka i Shimasaki, 2002; Pan i in., 2015).

Wykazano, ze BMP-15 poza udzialem w regulacji proliferacji komorek ziarnistych
reguluje w trakcie folikulogenezy synteze FSH (Moore i Shimasaki, 2005), ktory to hormon
byt kolejnym oznaczanym parametrem w pracy. Hormon folikulotropowy to gonadotropina
syntetyzowana i wydzielana z przedniego ptata przysadki moézgowej w odpowiedzi na GnRH
(Armstrong i Webb, 1997). Istotng rola tej gonadotropiny jest wptyw na synteze estradiolu
w komorkach ziarnistych oraz udzial w hamowaniu procesu apoptozy (Yang i Rajamahendran,
2000; Huhtaniemi i Themmen, 2005).

W niniejszej pracy stwierdzono istotne roznice migdzy stezeniem FSH w pecherzykach
krow starszych a stezeniem tego hormonu w pecherzykach krow miodszych, co
najprawdopodobniej spowodowane bylto zaleznymi od wieku zmianami w aktywnosci
jajnikowej. W pecherzykach kroéw starszych stezenie FSH bylo istotnie wyzsze niz
W pecherzykach krow mtodszych. Podobna zalezno$¢ wykazano takze u klaczy (Ginther i in.
2008) i kobiet (Klein i in., 2004; Von Wald i in., 2009).

Podobnie jak w przypadku stezenia pgcherzykowego FSH réwniez w stezeniu tego
hormonu w surowicy zanotowano istotne rdznice zalezne od wieku oraz dodatnig korelacje
migdzy stgzeniem FSH a wiekiem krow. W surowicy krow najstarszych bylo ono istotnie
wyzsze niz w surowicy krow milodszych. Podobng zalezno$¢ stwierdzono tez w innych
badaniach u kréw (Malhi 1 in. 2005). Rowniez u kobiet wchodzacych w okres menopauzy
obserwuje si¢ wzrost stezenia FSH w surowicy (MacNaughton i in., 1992).

W przeprowadzonej pracy w kazdej grupie wiekowej kréw odnotowano istotne rdznice
w stezeniu FSH w surowicy, ktore zalezalo od obecnosci na jajniku pecherzykow
przedowulacyjnych lub dominujacych. Uwzgledniajac przyjete w pracy kryteria podziatu
pecherzykow mozna sadzi¢, iz réznice te spowodowane byly fazg cyklu jajnikowego
I mozliwym oddziatywaniem aktywnosci ciatka zottego na sekrecje FSH z przysadki mozgowej
(Zeleznik i Fairchild-Benyo, 1994). Sekrecja FSH zalezy od stadium cyklu jajnikowego
I W okresie przedowulacyjnym, kiedy na jajniku obecny jest pecherzyk przedowulacyjny jej
poziom ulega obnizeniu (Zeleznik 1 in., 1987; Schipper 1 in., 1998; Raju i1 in., 2013).
W niniejszej pracy stezenie FSH w tym okresie cyklu jajnikowego bylo zblizone do

zanotowanego przez innych autoréw (Kaneko i in., 1995; Mondal i in., 2004)
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Kolejnym analizowanym parametrem byta glukoza. Jej st¢zenie w pecherzykach
dominujacych bylo wyzsze niz w pecherzykach przedowulacyjnych i atretycznych. Nizsze
stezenie glukozy w pecherzykach owulacyjnych odnotowano rowniez w badaniach
przeprowadzonych u klaczy (Gérard i in. 2002). By¢ moze réznice te wynikaja z roznego
nasilenia przemian energetycznych zachodzacych w pecherzykach jajnikowych. Ponadto sg
dane wskazujace, ze stezenie glukozy w plynie pecherzykowym jest dodatnio skorelowane
z poziomem glukozy w surowicy (Gupta i in. 2005; Slebodzifiski, 2005). Potwierdza to wyniki
uzyskane w niniejszej pracy, gdyz w kazdej grupie wickowej stezenie glukozy w surowicy byto
wyzsze u krow z pecherzykami dominujgcymi niz przedowulacyjnymi. Wyniki te sugeruja, ze
stezenie glukozy moze ulega¢ pewnym wahaniom w zalezno$ci od stadium cyklu rujowego.

W niniejszej pracy nie stwierdzono istotnych roznic w stezeniu biatka. Zaroéwno
W pecherzykach krow mtodszych jak i starszych ksztattowatlo si¢ ono na zblizonym poziomie
I byto dodatnio skorelowane ze st¢zeniem w surowicy. Podobne wyniki uzyskano w badaniach
na krowach i samicach innych gatunkow zwierzat (Leroy i in. 2004b; Arshad i in., 2005; Abd
Ellahiin., 2010; Stankiewicz, 2015). Wskazuje si¢, ze stezenie biatka w ptynie pecherzykowym
stanowi okoto 75% stezenia biatka w surowicy (Edwards, 1976; Wise, 1987).

W skladzie analizowanych pegcherzykow jajnikowych uwzgledniono tez bilirubine,
ktorej znaczenie w rozwoju pecherzykow jajnikowych nie do konca jest wyjasnione. Sugeruje
si¢ jej udziat w dojrzewaniu oocytow (Bayer i in. 1992). Sg tez doniesienia, Zze pelni ona rolg
antyoksydacyjna (Abdul-Razzaq i in., 2020). Nalezy podkresli¢, iz stres oksydacyjny jest
waznym czynnikiem negatywnie wpltywajagcym na folikulogenez¢ 1 dojrzewanie oocytow.
Dlatego w pecherzyku jajnikowym musi istnie¢ skuteczny uktad przeciwutleniaczy chronigcy
przed procesami oksydacyjnymi (Abdul-Razzaqi in., 2020). W niniejszej pracy st¢zenie
bilirubiny w pecherzykach kréw najmtodszych i najstarszych byto zblizone, natomiast u krow
w wieku od 6,6 do 10 lat byto istotnie wyzsze. Poza tym w pecherzykach jajnikowych u krow
w tej grupie wiekowej najwyzsze st¢zenie bilirubiny zanotowano w pecherzykach atretycznych,
natomiast w pecherzykach przedowulacyjnych bylo ono najnizsze. Trudno zinterpretowac te
wyniki, ale intersujgce dane przedstawili Pallisco i in. (2020) w doniesieniu dotyczacym
stezenia bilirubiny w ludzkim ptynie pecherzykowym. W swoich badaniach, autorzy wykazali
zwigzek migdzy jakoscig oocytow a stezeniem bilirubiny w ptynie pecherzykowym. Z kolei
W badaniach przeprowadzonych u samic bawota wodnego stwierdzono wyzsza koncentracj¢
bilirubiny w cystach pecherzykowych niz w ptynie prawidlowych pecherzykow jajnikowych

(Khan i in., 2011). Niewykluczone, ze stgzenie bilirubiny w ptynie pgcherzykowym moze by¢
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jednym ze wskaznikéw rozwoju pecherzyka jajnikowego i/lub jako$ci oocytow. Nalezy tez
podkresli¢, iz stgzenie bilirubiny w surowicy krow wszystkich grup wiekowych bylo zblizone.

Waznymi komponentami ptynu pecherzykowego sa kreatynina i kwas moczowy.
Zwigzki te naleza do waznych antyoksydantow rozpuszczalnych w wodzie (Nath i in., 2014).
Dlatego mozna sadzi¢, iz rdwniez w pecherzyku jajnikowym pelnig funkcje zwigzkow
0 wlasciwo$ciach przeciwutleniajacych. Ogolnie stezenie kreatyniny bylo zblizone do
zanotowanych w pecherzykach krow przez innych autoréw (Kor i in., 2013). W niniejszej pracy
w stezeniu tego sktadnika w ptynie pecherzykowym nie stwierdzono istotnych statystycznie
réznic zaleznych od wieku kréw. Niemniej jednak u krow mtodszych (grupa wiekowa 1. i II)
w pecherzykach przedowulacyjnych bylo ono najnizsze. Ste¢zenie Kkreatyniny w ptynie
pecherzykowym i surowicy ksztattowato si¢ na podobnym poziomie, a $cistg zalezno$¢ w tym
przypadku potwierdza statystycznie istotny wspolczynnik korelacji. Podobng zaleznos$¢
zanotowano u samic bawota (Abd Ellah i in., 2010). Mozna wigc sadzi¢, iz stezenie
pecherzykowej kreatyniny zalezy od jej stgzenia we krwi. Z kolei ste¢zenie kwasu moczowego
w plynie pecherzykowym nie bylo skorelowane ze stezeniem w surowicy. Ponadto
zaobserwowano, ze na poziomie pecherzyka bylo ono znacznie wyzsze niz w surowicy.
Podobne wyniki uzyskali Cassano i in. (1999) u samic bawota wodnego. Obserwacje te
sugeruja, ze zrodtem pecherzykowego kwasu moczowego moga by¢ przemiany lokalne
zachodzace w pecherzyku jajnikowym. Kwas moczowy jest przeciwutleniaczem zdolnym do
wychwytywania ponadtlenku, rodnika hydroksylowego i tlenu singletowego, a dodatkowo
powstaje we wszystkich procesach rozpadu i przebudowy komorek. Najprawdopodobniej to
wysokie stezenie wewnatrzpecherzykowe kwasu moczowego zwigzane jest z obrong
antyoksydacyjna pecherzyka jajnikowego (Simic i Jovanovic, 1989). Dlatego tez istnieje
prawdopodobienstwo, ze zanotowane w niniejszej pracy wyzsze stezenie kwasu moczowego
W pecherzykach krow najstarszych moze by¢ efektem zaleznym od wieku réznic w nasileniu
procesOw oksydacyjnych w czasie folikulogenezy.

Kolejnym analizowanym parametrem byt mocznik, ktorego stezenie w pecherzykach
jajnikowych 1 surowicy kréw wszystkich grup wiekowych byto zblizone. Ponadto stwierdzono
wysoka dodatnig korelacje migdzy stgzeniem mocznika w pecherzykach i surowicy. Podobne
zaleznosci wykazali u krow Leroy i in. (2004b). Warto jednak podkresli¢, iz nadmierna ilos¢
mocznika w ptynie pecherzykowym moze by¢ bardzo niekorzystna dla rozwoju pgcherzyka
jajnikowego. Jego nadmierne stezenie w tym ptynie moze spowodowa¢ nieodpowiednie pH
W jajowodzie, do ktorego dostaje si¢ oocyt wraz z pltynem pecherzykowym. Z kolei to

nieodpowiednie pH negatywnie oddziatuje na ruchliwos$¢ plemnikéw (Westwood 1 in., 1998;
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Leroy i in., 2004a). Dawuda i in. (2002) wysnuli hipoteze, ze mocznik wptywa na jako$¢ oocytu
I jest toksyczny dla zarodkéw. Rowniez badania Kowsara i in. (2018) potwierdzajg t¢ hipoteze,
zaktadajac, i1z podwyzszone stezenie mocznika znaczgco zmniejsza pozniejsza zdolnosé
rozwojowg oocytow bydlecych.

Waznymi sktadnikami pltynu pgcherzykowego sa lipidy. Dlatego tez w pracy okreslono
stezenie cholesterolu catkowitego, cholesterolu HDL i LDL oraz tréjglicerydow. W niniejszej
pracy st¢zenie pecherzykowego cholesterolu catkowitego bylo istotnie wyzsze u krow
w drugiej grupie wiekowej niz u krow mtodszych (I. grupa) 1 najstarszych (III. grupa). Podobnie
ksztaltowaty si¢ roznice dotyczace stgzenia cholesterolu catkowitego i HDL w surowicy.
Wynika to najprawdopodobniej z tego, ze gldéwnym zrédlem cholesterolu w ptynie
pecherzykowym jest osocze krwi. Jak podaja De Placido i in. (2005) catkowity poziom
cholesterolu w ptynie pecherzykowym wynosi okoto 42% st¢zenia stwierdzonego we krwi.
Nalezy jednak podkresli¢, iz cholesterol w ptynie pecherzykowym pochodzi nie tylko z 0socza,
ale powstaje rowniez z syntezy de novo z octanu (Kor i Moradi, 2013). Cholesterol obecny
W plynie zwigzany jest gtéwnie z HDL (Brantmeier i in., 1987). W stezeniu tej frakcji
lipoprotein w pecherzykach jajnikowych nie stwierdzono istotnych réznic w zaleznosci od
wieku krow. Roznice dotyczyly natomiast poszczegdlnych rodzajow pecherzykow.
W pecherzykach atretycznych pozyskanych od krow 1. 1 II. grupy wiekowej stezenie HDL byto
istotnie wyzsze niz w pgcherzykach przedowulacyjnych i dominujacych. Podobng tendencje
zaobserwowano w pecherzykach krow najstarszych. Te zalezne od rodzaju pecherzyka roznice
w stezeniu HDL najprawdopodobniej wynikaja z roznej przepuszczalnosci $ciany
pecherzykowej, na co zwracaja uwagg rowniez inni autorzy (Wehrman i in., 1991; Sato i Jiang,
2001). Niemniej jednak zanotowane S$rednie stgzenie pecherzykowego cholesterolu
catkowitego i HDL bylo zblizone do stezenia obserwowanego w innych badaniach na krowach
(Btaszczyk 1 in. 2006). W pracy oprocz stezenia cholesterolu HDL oceniono réwniez stezenie
cholesterolu LDL. W pecherzykach krow najmtodszych st¢zenie tej frakcji lipoprotein byto
najwyzsze, natomiast w pozostalych grupach na granicy wykrywalnosci lub nawet
niewykrywalne. Niektorzy autorzy wskazuja, ze bariera krew-pecherzyk jest nieprzepuszczalna
dla cholesterolu LDL (Brantmeier i in., 1987). Brak LDL wykazano w ptynie pecherzykowym
kobiet (Perret i in., 1985), loch (Chang i in., 1976) i klaczy (Le Goff, 1994).

W niniejszej pracy wykazano, ze stgzenie trojglicerydow w ptynie pgcherzykowym
niezaleznie od rodzaju pecherzykow oraz wieku kréw bylo na zbliZzonym poziomie. Podobnie
ksztaltowato si¢ stezenie trojglicerydéw w surowicy badanych kréw, aczkolwiek nie wykazano

istotnych korelacji miedzy ich st¢zeniem w pecherzykach a stezeniem w surowicy. Brak tych
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zaleznos$ci moze by¢ potwierdzeniem badan innych autorow wskazujacych, ze trojglicerydy nie
przechodzg przez barier¢ krew-pegcherzyk, a ich obecno$¢ w plynie pecherzykowym jest
efektem lokalnych przemian metabolicznych (Leroy i in. 2004a; Tabatabaei i Mamoe, 2011).
Jak podaja Wehrman i in. (1991) stgzenie trojglicerydow w bydlecych pegcherzykach
jajnikowych utrzymuje si¢ na stabilnym poziomie niezaleznie od wzrostu ich stezenia
W surowicy spowodowanego stanem fizjologicznym badz dieta.

W niniejszej pracy analizowano roéwniez stezenie sktadnikéw jonowych, ktorych
znaczenie w follikulogenezie podkresla wielu autoréw (Sharma i in., 1995; Yamada i in. 1998;
Rodgers i Irving-Rodgers, 2010b). Przyktadowo sod jest waznym elektrolitem wptywajacym
na zmiany przepuszczalnosci tekalnych naczyn kapilarnych i bioragcym udzial w mechanizmie
gromadzenia si¢ ptynu antralnego (Sharma i in., 1995; Rodgers i Irving-Rodgers, 2010b;
Jayachandran i in., 2013). Fosfor uczestniczy w wielu reakcjach, gtéwnie poprzez udziat
w syntezie fosfolipidow i cyklicznego adenozyno 3', 5'-monofosforatu (CAMP) (Jayachandran
I in., 2013). Wapn i magnez uczestnicza w regulacji tworzenia trombiny (Yamada i in. 1998).
Z kolei z badan na pecherzykach ludzkich wynika, Ze jony zZelaza sg silnym prooksydantem,
ktore katalizujg wytwarzanie wolnych rodnikow w reakcji Haber-Weissa (Paszkowski i in.,
1996). Dlatego tez uwaza si¢, ze zwigkszona biodostepno$¢ zelaza w ptynie pecherzykowym
moze powodowac uszkodzenia oksydacyjne komorek (Paszkowski i in., 1996).

W niniejszej pracy nie stwierdzono by stezenie sodu, fosforu, wapnia, magnezu i zelaza
w ptynie pecherzykowym zalezalo od wieku krow. Ponadto st¢zenie sodu, magnezu i zelaza
nie roznito si¢ takze w zalezno$ci od rodzaju pecherzykow. Réwniez w surowicy krow nie
stwierdzono istotnych rdéznic, za wyjatkiem st¢zenia zelaza, ktére bylo najwyzsze u krow
najstarszych. Ogolnie stezenia badanych jonéw w surowicy miescity si¢ w zakresie norm dla
kréw (Winnicka, 2008). Zanotowane natomiast istotne dodatnie wartosci wspotczynnikow
korelacji miedzy stezeniem magnezu, fosforu i zelaza w ptynie pecherzykowym a ich stezeniem
w surowicy wskazujg, ze koncentracja tych jonéw w pecherzykach zalezy od ich st¢zenia we

krwi.
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VIII.

WNIOSKI

Wykazane roznice w stezeniu biatka morfogenetycznego kosci (BMP-15), hormonow
steroidowych, hormonu folikulotropowego (FSH) i skladnikow biochemicznych
w przedowulacyjnych, dominujgcych i atretycznych pecherzykach jajnikowych
sugerujg potrzebe szerszego wyjasnienia znaczenia 1 zalezno$ci miedzy tymi
wskaznikami na poszczegolnych etapach dojrzewania pecherzyka jajnikowego. Moze
to by¢ pomocne w pracach nad modyfikacjami mediow hodowlanych dla bydlgcych
oocytow w warunkach in vitro. Wyniki te moga tez by¢ wykorzystane w ocenie jako$ci
pecherzykéw jajnikowych w procedurach zwigzanych z pozyskiwaniem oocytow

I W badaniach nad dominacja, selekcjg i atrezja pgcherzykows.

Zanotowane roznice w stezeniu hormonow steroidowych, FSH, BMP-15 i niektorych
sktadnikow biochemicznych w ptynie pecherzykowym u krow w réznym wieku
wskazuja, ze wiek jest waznym czynnikiem mogacym mie¢ wplyw na sktad plynu
pecherzykowego. Wyniki te mogg by¢ przydatne w pracach nad oceng procesow
rozrodczych w pdznym okresie zycia krowy oraz doskonalenia procedur hodowli

oocytow i zarodkow pozyskiwanych od samic w réznym wieku.

Stwierdzone, zalezne od wieku, wyzsze stezenie BMP-15 w pecherzykach atretycznych
niz w pecherzykach przedowulacyjnych i1 dominujacych sugeruje znaczenie tego
czynnika w atrezji pecherzykowej. Wzbogacajac dotychczasowy stan wiedzy
w temacie, wyniki te zachecajg do dalszych prac nad szerszym wyjasnieniem roli
czynnikéw wzrostu nalezacych do nadrodziny TGF-3 w czynnos$ciach jajnikéw krow w

réznym wieku.

Dostarczajac konkretnych danych na temat ksztaltowania si¢ zawartos$ci oznaczanych
parametréw w ptynie pecherzykow jajnikowych 1 surowicy, uzyskane wyniki
potwierdzaja, ze sktad ptynu pecherzykowego zalezy od sktadu biochemicznego krwi,

a takze od lokalnych przemian zachodzacych w pegcherzyku jajnikowym.

Majac zatem powyzsze na uwadze, wyniki uzyskane w niniejszej pracy potwierdzaja

hipotez¢ badawcza, ze st¢zenie hormondw steroidowych, hormonu folikulotropowego, biatka

59



morfogenetycznego kosci i sktadnikow biochemicznych w ptynie pecherzykéw jajnikowych

ro6zni si¢ w zaleznosci od statusu pecherzyka 1 wieku krow.
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X.  STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Celem pracy bylto dokonanie analizy poréwnawczej w sktadzie pltynu pecherzykow
jajnikowych pomiedzy duzymi pecherzykami przedowulacyjnymi, dominujgcymi oraz
atretycznymi. W analizie uwzgledniono hormony steroidowe (P4, E2), biatko morfogenetyczne
kosci-15 (BMP-15), hormon folikulotropowy (FSH), glukoze, biatko, mocznik, kreatynine,
kwas moczowy, sktadniki lipidowe i jonowe. Postanowiono tez zbada¢ wptyw wieku krow na
sktad ptynu pecherzykowego oraz okresli¢ zaleznosci pomiedzy stezeniem badanych
czynnikow w ptynie pecherzykowym a ich stezeniem w surowicy krow.

W pracy postawiono nastgpujaca hipoteze badawcza: stezenia hormondw steroidowych,
hormonu folikulotropowego, biatka morfogenetycznego kosci i sktadnikéw biochemicznych
W plynie pecherzykdw jajnikowych roézni si¢ w zaleznosci od statusu pgcherzyka i wieku krow.

Doswiadczenie wykonano na 72 krowach rasy holsztynsko-fryzyjskiej, odmianie
czarno-biatej (wiek 2-18 lat). Od kazdej krowy do badan pobrano poubojowo po jednym
jajniku, na ktorym znajdowat si¢ duzy pecherzyk o srednicy od 12 do 20 mm. W uzyskanych
probkach plynu pecherzykowego i surowicy oznaczono stezenie biatka morfogenetycznego
kos$ci-15 (BMP-15), hormonu folikulotropowego (FSH), progesteronu (P4) i 17-B-estradiolu
(E2). Oznaczano réwniez kolorymetrycznie stezenie glukozy (GLU), biatka catkowitego (TP),
kwasu moczowego (URIC), kreatyn (CREA), mocznika (UREA), bilirubiny catkowitej (TBIL),
calkowitego cholesterolu (CHOL), HDL-cholesterolu (HDL), LDL-cholesterolu (LDL),
trojglicerydow (TAG), fosforu (P), wapnia (Ca), magnezu (Mg) i zelaza (Fe). Metoda
potencjometryczng oznaczano stezenie sodu (Na).

W niniejszej pracy zanotowano wyzsze stezenie progesteronu i nizsze 17-B-estradiolu
w pecherzykach atretycznych w porownaniu do pecherzykéw przedowulacyjnych
i dominujagcych (P <0.01). Stwierdzono tez réznice zalezne od wieku. Dotyczyty one zarowno
stezen hormonow steroidowych w pecherzykach, jak i surowicy. Istotne réznice wykazano
takze w stezeniu BMP-15 1 FSH. W pecherzykach kréw najstarszych stezenie BMP-15 bylo
istotnie wyzsze niz u kréw mtodszych (P < 0.01). Ponadto w pecherzykach atretycznych u krow
najstarszych stezenie BMP-15 bylo istotnie wyzsze niz w pecherzykach przedowulacyjnych
I dominujacych (P < 0.01). Miedzy stezeniem pgcherzykowego BMP-15 a wiekiem krow
wykazano dodatnig korelacje (r=0,45; P < 0.01). Podobng zalezno$¢ stwierdzono réwniez

W stezeniu tego czynnika w surowicy. Stezenie FSH w pecherzykach krow starszych byto
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istotnie wyzsze niz w pecherzykach krow mtodszych, a korelacja miedzy wiekiem a st¢zeniem
tego hormonu byta dodatnia (r=0,62; P < 0.01).
W pracy wykazano rowniez istotne réznice w sktadzie biochemicznym. Roéznice zalezne od
statusu pecherzyka dotyczyly przed wszystkim glukozy, cholesterolu HDL oraz fosforu.
Najwyzsze stgzenie glukozy oraz fosforu zanotowano w pecherzykach dominujacych (P <
0.05). Natomiast stgzenie cholesterolu HDL bylo najwyzsze w pgcherzykach atretycznych (P <
0.05). Ponadto wykazano zalezno$ci miedzy stezeniem badanych sktadnikow w pecherzykach
jajnikowych a ich stezeniem surowicy oraz wiekiem krow.

Na podstawie przeprowadzonych badan, wyniki uzyskane w niniejszej pracy
potwierdzaja hipotez¢ badawcza, ze stezenie hormondéw  steroidowych, hormonu

folikulotropowego, biatka morfogenetycznego kosci i skladnikow biochemicznych ~w plynie

pecherzykow jajnikowych rdzni sie w zaleznosci od statusu pgcherzyka i wieku krow.

Xl.  STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

The study objective was a comparative analysis on the composition of ovarian follicles
between large pre-ovulation, dominant and atretic follicles. The analysis included steroid
hormones (P4, E2), bone morphogenetic protein-15 (BMP-15), follicle-stimulating hormone
(FSH), glucose, protein, urea, creatinine, uric acid, lipid and ion components. What is more, the
impact of cow age on the composition of follicular fluid and the relationship between the
concentration of the tested factors in follicular fluid and their concentration in cow serum were
tested.

The following research hypothesis was established in the study: concentration of steroid
hormone, follicle-stimulating hormone, bone morphogenetic protein and biochemical

composition of follicular fluid depend on the follicle status and cow age.

The experiment was carried out on 72 Black-and-White Holstein-Friesian cows (aged 2-
18). One ovary was collected from each cow after slaughter, containing a large follicle
measuring 12 to 20 mm. Concentrations of bone morphogenetic protein-15 (BMP-15), follicle-
stimulating hormone (FSH), progesterone (P4) and 17-B-estradiol (E2) were determined in the
obtained follicular fluid. What is more, concentrations of glucose (GLU), total protein (TP),
uric acid (URIC), creatines (CREA), urea (UREA), total bilirubin (TBIL), total cholesterol
(CHOL), HDL-cholesterol (HDL), LDL-cholesterol (LDL), triglycerides (TAG), phosphorus
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(P), calcium(Ca), magnesium (Mg) and iron (Fe) were determined via colorimetry. Sodium
(Na) concentration was determined via potentiometric method.

The present study demonstrated that the higher concentration of progesterone and lower
of 17-B-estradiol was demonstrated in atretic follicles compared to pre-ovulatory and dominant
follicles (P < 0.01). Differences depending on age were also found. They concerned both follicle
and serum concentrations of steroid hormones. Significant differences were also shown in the
concentration of BMP-15 and FSH. In the follicles of the oldest cows, the BMP-15
concentration was significantly higher than in the younger cows (P <0.01). Moreover, in atretic
follicles in the oldest cows, the BMP-15 concentration was significantly higher than in pre-
ovulatory and dominant follicles (P <0.01). There was a positive correlation between the
follicular BMP-15 concentration and the age of the cows (r = 0.45; P <0.01). A similar
relationship was also found in the concentration of this factor in the serum. The concentration
of FSH in the follicles of older cows was significantly higher than in the follicles of younger
cows, and the correlation between age and concentration of this hormone was positive (r = 0.62;
P <0.01).

The study also showed significant differences in the biochemical composition. The differences
depending on the status of the follicle concerned mainly glucose, HDL cholesterol and
phosphorus. The highest concentration of glucose and phosphorus was recorded in the dominant
follicles (P <0.05). In contrast, HDL cholesterol was highest in atretic follicles (P <0.05).
Moreover, the relationship between the concentration of the tested components in the follicles

and their serum concentration and the age of the cows was demonstrated.

On the basis of the conducted research, the results obtained in this study confirm the
research hypothesis that the concentration of steroid hormones, follicle-stimulating hormone,
bone morphogenetic protein and biochemical components in the ovarian follicle fluid differs

depending on the status of the follicle and the age of the cows.

83



