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Aby zbadaé rozwoj leczonych i nieleczonych tzw. pustych pecherzykow (anovulatory follicle
— AnOV) na tle hormonalnym, w zwigzku z unaczynieniem macicy i jajnikéw, przeprowa-
dzono dopplerowskie badania ultrasonograficzne sondg dorektalna u siedmiu klaczy arab-
skich przed i po rozwinigciu si¢ AnOV. Poza pomiarem S$rednicy, powierzchni i objetoSci tzw.
pustego pecherzyka, analizowano codziennie wykonywane skany dopplerowskie w kolorze
i z wykorzystaniem calkowitej emisji sygnalu (technologia power), aby zmierzyé obszary
przeplywu krwi w kolorach czerwonym i niebieskim oraz w technologii power (w pikselach).
Dokonywano tez pomiaréw poziomu estradiolu (E2), progesteronu (P4), leptyny, insulinopo-
dobnego czynnika wzrostu I (IGF-1) oraz tlenku azotu (NO) w surowicy krwi klaczy. Sred-
nica (cm), powierzchnia (cm?), objetosé (cm?), powierzchnia (w pikselach) i powierzchnia pe-
cherzykow wzrastajacych jamistych (w pikselach), obwod oraz procentowe zmiany krazenia
w przypadku tzw. pustego pecherzyka wzrastaly (P<0,0001) stopniowo po zniknigciu obrze-
ku macicy, w poréwnaniu do wartosci w trakcie obrzeku. Obszary tzw. pustego pecherzyka
w kolorze niebieskim, calkowite obszary unaczynienia przy USG dopplerowskim w kolorze
i w technologii power zwig¢kszaly si¢ po zniknigciu obrzeku macicy (P<0.0001). Po wylaczeniu
obszaru jamistego procentowy udzial warstwy ziarnistej w dopplerowskim badaniu w kolo-
rze i typu power zmniejszal si¢ po zniknigciu obrz¢ku macicy. R6g macicy lezacy po tej samej
stronie i trzon macicy mialy istotnie (P<0.0001) wysokie wartosci obszaré6w unaczynienia dla
przeplywu krwi w kolorze niebieskim i czerwonym w trakcie obrz¢ku macicy. Wystepowanie
tzw. pustego pecherzyka bylo zwiazane z niskimi warto$ciami P4, IGF-1 (P<0.001) i leptyny
(P<0.05). Potraktowanie pustego pecherzyka GnRH powodowalo jego luteinizacj¢ i wywo-
lywalo owulacje w 9 i 30 dni pozniej. Mozna stwierdzi¢, Ze nagle zwi¢kszenie si¢ przeptywu
krwi z powodu zmniejszonego poziomu progesteronu, estradiolu oraz zwi¢gkszonego poziomu
IGF-1 powoduje brak jajeczkowania. Brak zachowan typowych dla rui i znacznego unaczy-
nienia pecherzyka oraz lezacego po tej samej stronie rogu macicy, zwigzanego z obrzekiem
macicy, to wskazniki sugerujace brak jajeczkowania.

SEOWA KLUCZOWE: anowulacja / badanie dopplerowskie w kolorze / badanie
dopplerowskie w technologii power / przeplyw krwi w macicy / hormony / klacz
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Od dwudziestu lat w diagnostyce reprodukcyjnej stosowana jest na szerokq skale tech-
nologia dopplerowska do badan przeptywu krwi w jajnikach [2, 3, 4, 5, 6, 12, 15, 16, 17,
18, 24, 36, 38] i macicy klaczy [1, 8, 9, 13, 14, 22, 23, 25, 26, 32, 39].

Wykazano, ze u klaczy wystgpowanie braku owulacji w przypadku pgcherzyka domi-
nujacego pod koniec rui jest niskie (5%), w pordwnaniu z jesiennym okresem przejscio-
wym (20%) [34] i z okresem poprzedzajacym fale owulacyjna (25%) [30]. Liczba klaczy,
u ktorych rozwijaja si¢ dominujace puste pgcherzyki podczas okresu przejsciowego jest
rézna, w zaleznosci od badan, np. 15 na 15 [43], 9 na 10 [20] czy do 3 na 8 [21]. Rozwdj
pecherzyka dominujacego, bez wzgledu na to czy jest on pusty, czy owulacyjny, zwiazany
jest z fala wzrostu pgcherzykowego i procesem réznicowania wzrostu pgcherzykow,
w ktorym rozwijajacy si¢ dominujacy pecherzyk nadal rosnie, a kolejne pecherzyki II rzg-
du ulegaja atrezji [31]. Cechy charakterystyczne dla roznicowania wzrostu pgcherzykow
sa porownywalne migdzy wystgpujacymi czasami falami wzrostu pustych pecherzykow
z dominujacymi pgcherzykami a sezonowymi falami owulacyjnymi [7].

Przeprowadzone badania wlasne miaty na celu zbadanie zmian w wymiarach pustych
pecherzykow (AnOV), przeptywu krwi zwiazanego z poziomem hormonéw we krwi ob-
wodowej i macicznym przeptywem krwi w przypadku AnOV u klaczy arabskich podczas
obrzgku macicy i po jego ustapieniu.

Material i metody

Zwierzeta i badanie ultrasonograficzne. Doroste, zdrowe, bedace w cyklu reprodukcyj-
nym egipskie klacze arabskie (n=7) w wieku 4-11 lat, o masie ciata 320 £30 kg, nalezace do
Ministerstwa Spraw Wewngtrznych (30.0276°N, 31.2101°E), przebywaty w jednakowych
warunkach zywienia i utrzymania. Klacze byly utrzymywane pojedynczo na krytym pado-
ku, z dostgpem naturalnego $wiatla i sztucznym o$wietleniem w nocy, w temperaturze oto-
czenia. Zywione byty zakupiona pasza tresciwa i sianem, miaty dostep do czystej wody.

Jedna klacz poddawano codziennym dopplerowskim badaniom USG (SonoAceR3, Me-
dison, Samsung, Korea Pd.) —rys. 1A-C. Pozostate klacze najpierw diagnozowano i leczono
(rys. 1D-L), az do momentu, gdy stwierdzono dwie kolejne owulacje, przy czym dzien 0
byl dniem zabiegu. Badania przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Instytucjonalnego
Komitetu Opieki nad Zwierzgtami i Wykorzystania Zwierzat (IACUC) Wydzialu Nauki
Uniwersytetu Kairskiego oraz Narodowego Centrum Badawczego. Obrazowanie obszaru
przeptywu krwi (rys. 1) wykonano tak, jak we wczesniejszych badaniach dotyczacych
pecherzykow jajnikowych [3, 4], rogéw macicy i macicy [23]. Za pomoca USG dopple-
rowskiego w kolorze i w technologii power mierzono przeptyw krwi jedynie w przypadku
najwigkszych pgcherzykow jajnikowych zwiazanych z obrzgkiem macicy (dni 1-5), po
ustapieniu obrzeku macicy (dzien 6. do 10.) oraz w dniach od 11. do 17. Catkowita po-
wierzchnia zabarwiona to suma obszarow niebieskich i czerwonych (w pikselach). Pro-
centowy udziat obszaru zabarwionego jest stosunkiem catkowitego obszaru zabarwionego
(w pikselach) do obszaru pegcherzyka (w pikselach). Procentowy udziat powierzchni za-
barwionej obszaru ziarnistego jest stosunkiem powierzchni zabarwionej podzielonej przez
powierzchnig pecherzyka minus powierzchnia pgcherzykow wzrastajacych jamistych. Pro-
centowy udziat obszaru w technologii power to stosunek obszaru w technologii power
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(w pikselach) podzielonego przez powierzchnig pecherzyka. Procentowy udzial obszaru
powierzchni ziarnistej w technologii power to stosunek powierzchni w technologii power
podzielonej przez powierzchni¢ pgcherzyka minus powierzchnia jamista.

Pobieranie krwi i oznaczanie hormonow. Codziennie od wszystkich klaczy pobierano
probki krwi przez naktucie zyly szyjnej. Krew zbierano do zwyktych probéwek préznio-
wych. Surowice przechowywano w temperaturze —20°C do czasu oznaczenia hormonow.
Czulos¢ testu na progesteron (P4, EIA-1561) wynosita 0,045 ng/ml, przy precyzji we-
wnatrz testow 1 migdzy testami odpowiednio 5,4 i 9,96. Czutos¢ testu na estradiol (E2,
EIA-2693) wynosita 9,714 pg/ml, przy precyzji wewnatrz testow i migdzy testami odpo-
wiednio 6,811 7,25. W tescie ,,sandwich” do oznaczania leptyny (EIA-2395) dolna granica
detekcji wynosita 1,0 ng/ml, przy wspotczynnikach zmienno$ci wewnatrz testu i migdzy
testami odpowiednio 3,1% 1 9,7%. Czulos¢ testu do oznaczania insulinopodobnego czyn-
nika wzrostu I (IGF-1 600, EIA-4140) wynosita 1,29 ng/ml, przy precyzji wewnatrz te-
stu i migdzy testami odpowiednio 6,62 i 7,79. Wszystkie hormony byly oznaczane przy
uzyciu komercyjnych zestawow ELISA (DRG, International Inc, USA). W celu pomiaru
metabolitow tlenku azotu (NO) probki surowicy mieszano z rowna im objgtoscia $wiezo
przygotowanego odczynnika Griessa i inkubowano przez 10 minut w temperaturze poko-
jowej; absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali 540 nm, uzywajac czytnika ptytek do mi-
kromiareczkowania. Wzorca azotynu (NO,), w zakresie 0-50 mM, uzywano do okre$lenia
stgzenia NOM w kazdej studzience w identyczny sposob, jak w poprzednich pomiarach
prowadzonych w naszym laboratorium u klaczy [3, 4]. Wspdtczynniki zmiennosci we-
wnatrz oznaczen i migdzy oznaczeniami dla testow NOM wynosity odpowiednio 5,3%
1 6,9%. Czuto$¢ oznaczenia wynosita 0,225 mmol/l.

Analiza obrazow. Powierzchnia przeplywu krwi w §cianie pgcherzyka, rogach macicy
1 trzonie macicy byta mierzona w pikselach, tak jak to opisano u krow [7] i klaczy [3, 4,
23], przy uzyciu oprogramowania Adobe PhotoShop CC (1990-2013, Adobe Systems).

Analiza statystyczna. Uzyto oprogramowania SPSS [40] do wyliczenia $rednich £SEM
(btad standardowy $redniej). Zastosowano prosta jednoczynnikowa analizg¢ wariancji (ANO-
VA) do zbadania wplywu fazy rui na $rednicg pgcherzyka (cm), powierzchnig (cm?), ob-
jetos¢ (em?), powierzchnie (w pikselach), powierzchnie jamista pecherzyka (w pikselach),
powierzchni¢ warstwy ziarnistej (w pikselach), powierzchnie zabarwione na niebiesko i na
czerwono (w pikselach), powierzchnie w technologii power (w pikselach) oraz na procento-
wy udziat powierzchni zabarwionych i w USG typu power dla pecherzykow oraz powierzch-
ni warstwy ziarnistej pecherzyka (w pikselach), powierzchni zabarwionych na niebiesko i na
czerwono oraz w technologii power (w pikselach) dla rogéw macicy lezacych po tej same;j
stronie i stronie przeciwnej oraz dla trzonu macicy. Wykonano test wielokrotnych poréwnan
Duncana, aby porownac¢ istotnos¢ réznic pomiedzy Srednimi przy wartosci P<0.05.

Wyniki i dyskusja

Srednica (cm), powierzchnia (cm?), objeto$é (cm?), powierzchnia (w pikselach) oraz po-
wierzchnia jamista (w pikselach), obwod oraz krazenie (%) pustego pecherzyka (AnOV)
wzrastaty (P<0,0001) stopniowo po zaniku obrzgku macicy w poréwnaniu do wartosci
w czasie obrzgku (tab. 1, rys. 2). Obszary AnOV w kolorze niebieskim, catkowita po-
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Rys. 1. Ultrasonogram obrzgku macicy: A — za pomoca technologii dopplerowskiej w kolorze pod-
czas rozwoju nieleczonego pustego pegcherzyka, B — za pomoca technologii dopplerowskiej typu
power. C — AnOV w technologii dopplerowskiej w kolorze (po prawej stronie) i w technologii power
(po lewej stronie) 5 dni przed anowulacja. D — dzien 0 — AnOV o $rednicy >60 mm leczony GnRH. E
—dzien 2. po GnRH na USG typu power i F — w kolorze. G — dzien 7. po GnRH w technologii power
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i H — nastgpna fala owulacyjna. I — dzien 9. po obrzg¢ku macicy w technologii USG typu power (po
lewej stronie) i w kolorze (po prawej stronie). J — nastegpny pgcherzyk owulacyjny o $rednicy 31 mm
(po lewej stronie) i luteinizujacy AnOV w regresji o $rednicy 41 mm (po prawej stronie). K — dzien
30. po GnRH drugi pecherzyk owulacyjny o wielkosci 35 mm na USG w kolorze i L — trzon macicy
po rozrodzie w technologii dopplerowskiej typu power

Fig. 1. Ultrasonogram of uterine oedema: A — with colour Doppler during development of untreated
AnOV follicle, B — with power Doppler. C — AnOV with colour (right) and power (left) Doppler 5
days before anovulation. D — day 0 — AnOV with diameter >60 mm treated with GnRH. E — day 2
after GnRH with power and F — colour Doppler. G — day 7 after GnRH with power and H — next ovu-
latory wave. [ — day 9 after uterine oedema with power (left) and colour (right) Doppler. J — next ovu-
lating follicle 31 mm in diameter (left) and regressing luteinized AnOV 41 mm in diameter (right).
K — day 30 after GnRH second ovulating follicle of 35mm with colour Doppler and L — uterine body
after breeding with power Doppler

wierzchnia zabarwiona oraz powierzchnia w technologii power zwigkszaty si¢ po zaniku
obrzeku macicy (P<0,0001). Catkowita powierzchnia AnOV w USG w kolorze i typu po-
wer zmniejszata si¢ (P<0,0001) po zaniku obrzgku macicy oraz po 13. dniu. Kiedy po-
wierzchnia jamista zostata wykluczona, procentowy udziat powierzchni ziarnistej na USG
w kolorze i typu power malat (P<0,0001) po zaniku obrzgku macicy. R6g macicy lezacy po
tej samej stronie i trzon macicy miaty istotnie (P<0,0001) wigksze obszary przeptywu krwi
zabarwione na niebiesko i czerwono w trakcie obrz¢ku macicy. Wystgpowanie AnOV byto
zwiazane z niskim poziomem progesteronu (P4) od dnia 1. do 5.1 0d 5. do 10., w poréw-
naniu do dni 11-18, kiedy rozwijat si¢ nastgpny dominujacy pgcherzyk. Poziomy IGF-1
(P<0,001) i leptyny (P<0,05) zmniejszaty si¢ po zaniku obrz¢ku macicy.

Stezenie progesteronu byto dodatnio skorelowane (tab. 2) ze $rednica AnOV (1=0,55;
P<0,01), jego powierzchnia (r=0,78; P<0,0001) oraz powierzchnia jamista (r=0,78;
P<0,0001). Stgzenie progesteronu byto ujemnie skorelowane z powierzchnia ziarnista
zabarwiong na niebiesko (r=—0,72; P<0,0001), w technologii power i z procentowym
udziatem powierzchni ziarnistej w technologii power (=—0,52; P<0,0001), catkowitym
obszarem zabarwionym oraz procentowym udzialem zabarwionej powierzchni ziarni-
stej (r=—0,73; P<0,0001), catkowitym udziatem procentowym powierzchni zabarwionej
(r=—0,71; P<0,0001), powierzchnia ziarnista w technologii power (r=—0,59; P<0,0001),
powierzchniami lezacego po tej samej stronie rogu macicy zabarwionymi na niebiesko
(r=—0,71; P<0,0001), na czerwono oraz w technologii power (r=—0,57; P<0,0001).

Poziom estradiolu (E2) byt jednakowo dodatnio skorelowany (tab. 2) z obszarem prze-
pltywu krwi zabarwionym na niebiesko, catkowitym obszarem zabarwionym oraz procen-
towym udzialem calkowitej zabarwionej powierzchni ziarnistej (r=0,37; P<0,01), nato-
miast skorelowany ujemnie z obszarem powierzchni przeplywu krwi zabarwionym na
czerwono (r=—0,37; P<0,01).

Z kolei poziom IGF-1 byl skorelowany ujemnie ze $rednica AnOV (r=—0,46; P<0,01),
dodatnio natomiast z powierzchnig zabarwiona na niebiesko (r=0,35; P<0,05), powierzchnia
w technologii power i procentowym udzialem powierzchni ziarnistej w technologii power
(r=0,44; P<0,01), catkowitym obszarem zabarwionym, procentowym obszarem powierzchni
ziarnistej w kolorze (1=0,36; P<0,05), procentowym udzialem catkowitej powierzchni zabarwio-
nej (r=0,38; P<0,05), oraz powierzchnia ziarnista w technologii power (r=0,45; P<0,01). Ujemne
korelacje stwierdzono migdzy poziomem leptyny a $rednica, powierzchnia oraz powierzchnia
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Tabela 1 — Table 1

Wymiary, unaczynienie (przeptyw krwi) w obrazowaniu dopplerowskim w technologii power i w kolorze
tzw. pustego pgcherzyka (AnOV), unaczynienie macicy i zmiany hormonalne podczas rozwoju nieleczone-

go AnOV

Dimensions of an AnOV follicle, vascularization of the follicle and uterus in colour and power Doppler, and
hormonal changes during the development of an untreated AnOV follicle

Dzien 1-5 Dzien 6-10 Dzien 11-18
podczas po zaniku po zaniku
Wyszczegolnienie obrzeku macicy obrzegku macicy ~ obrzeku macicy  Warto$¢ P
Item Days 1-5 Days 6-10 Days 11-18 P-value
during uterine after uterine after uterine
oedema oedema oedema
1 2 3 4 5
Srednica (cm) 3,400 40,04 4,03° £0,06 423004  <0,0001
Diameter (cm)
1 1 2
Powierzchnia (cm?) 10,93 +0,33 15,56 +0,40 17,00: 4033 <0,0001
Area (cm?)
oy
Objetosc (em’) 17,512 £0,68 30,98°+1,17 3530°40,99  <0,0001
Volume (cm?)
Powierzchnia (piksel) 67195°+1531  98301°+7379 1322571645  <0,0001
Area (pixels)
Powlerzchnia jamista (piksel) 60674'+1531 91 780°+7380  125736:+1645  <0,0001
Antrum area (pixels)
Powlerzchnia ziarnista 6521 £10,51 6521 40,01 6521 40,01 =0,40
Granulosa area
Obwod b
. 913219 1211°£59 1452° +34 <0,0001
Circumference
5 1 0,
Krazenie (%) 73,400 0,62 76,15" 0,32 80,00°4047  <0,0001
Circulation (%)
Powierzchnia przeptywu krwi
zabarwiona na niebiesko 4257¢+77 2589° +£256 16072 £128 <0,0001
Blue blood flow area
Powierzchnia przeptywu krwi
zabarwiona na czerwono 14922 £32 1629° +£29 1696° £14 <0,0001
Red blood flow area
Catkowita powierzchnia zabarwiona 5749¢ +50 42180 £228 3304: 115 <0,0001
Total coloured area
Powierzchnia przeptywu krwi
w technologii power 5706158 2839° +145 2464 +26 <0,0001
Power blood flow area
. . . o
Powierzchnia zabarwiona (%) 8,59°£0,15 4,730 £0,49 251°40,12  <0,0001
Coloured area (%)
. . [N
Zabarwiona p0w1erzchma021amlsta (%) 88.16¢ £0.76 64704349 50.7+1,76 <0,0001
Coloured granulosa area (%)
1 1 11 0,
Pow1erzchn1g w technologii power (%) 8.49° 20,12 3,180 £0,33 1.87° 40,04 <0,0001
Power area (%)
Powierzchnia ziarnista w technologii
power (%) 87,51° 42,42 43,53 2,23 37,8+0,39 <0,0001
Power granulosa area (%)
Lezacy po tej samej stronie rog
zabarwiony na niebiesko 2407° +£32 2185 £121 1929 +36 <0,0001

Blue ipsilateral horn area
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1 2 3 4 5
Lezacy po tej samej stronie rog zabar-
wiony na czerwono 14530422 1251453 1205* +15 <0,0001

Red ipsilateral horn area

Lezacy po tej samej stronie rog
w technologii power 3292¢+97 2597° +75 2414423 <0,0001
Power ipsilateral horn area

Przeciwstronny rog macicy zabarwiony
na niebiesko 1070% +45 1332°+113 1559¢ +£38 <0,0001
Blue contralateral horn area

Przeciwstronny r6g macicy zabarwiony
na czerwono 981¢+£15 835° +58 698 £11 <0,0001
Red contralateral horn

Przeciwstronny rog macicy
w technologii power 2203*£100 2269 +£65 2393° 428 =0,025
Power contralateral horn area

Powierzchnia trzonu macicy
zabarwiona na niebiesko 4715 £36 4511°+218 3916 +£38 =0,001
Blue uterine body area

Powierzchnia trzonu macicy
zabarwiona na czerwono 1229° +£25 10422 £29 10112 £9.59 <0,0001
Red uterine body area

Powierzchnia trzonu macicy

w technologii power 3457 +11 3554° +£57 3641°+21 <0,0001
Power uterine body area

P4 (ng/ml) 1,18 +0,14 1,36* +0,24 3,35°+0,25 <0,0001
E2 (pg/ml) 180 +4,3 169 +8,4 169 +9.5 =0,593
IGF-1 (ng/ml) 269°+11,3 227 £7,9 227* 45,8 =0,001

Leptyna (ng/mI) 1,400 £0,09 1,23%0,03 11994003 =0,026
Leptin (ng/ml)

NO (pmol/l) 32,59 42,86 30,69 £2,23 30,62 £1,66 =0,26

Srednie o réznych indeksach gornych (a, b, ¢) w wierszach sa istotne przy P<0,05
Means with different superscripts (a, b, ¢) within rows are significant at P<0.05

jamista, natomiast dodatnie korelacje stwierdzono dla wszystkich AnOV i warstwy ziarnistej
zabarwionej na niebiesko oraz unaczynieniem w technologii power (tab. 2).

W pracy omowiono spontanicznie powstaty, nieleczony tzw. pusty pecherzyk (AnOV)
sposrod 15 pecherzykow owulacyjnych oraz inny przypadek AnOV, tym razem leczony,
sposrod 13 pecherzykow owulacyjnych. Zgodnie z wezesniejszymi wynikami, wystepo-
wanie krwotocznych pustych pecherzykow (hemorrhagic anovulatory follicle — HAF) do-
tyczy od 5% do 20% cykli rujowych podczas wezesnego i péznego sezonu owulacyjnego
[33], a ich rozwdj jest zwiazany z niskim st¢zeniem hormonu antimiilerowskiego u klaczy
[29]. Nieleczona klacz ze spontanicznym AnOV w badaniach wtasnych byta mtoda,
w wieku 4-5 lat, podczas gdy klacz leczona miata ponizej 20 lat. Jednak anowulacja jest
duzo czgstsza u klaczy w wieku powyzej 20 lat i z reguly wystepuje ponownie, a takze jest
najczegstsza podcezas poznej fazy pecherzykowej [41]. Chociaz nieleczony pusty pecherzyk
nie stawat si¢ krwotoczny w ciggu 12 dni po zaniku obrzgku macicy, miat on wigksza mak-
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Tabela 2 — Table 2

Wspotczynniki korelacji Pearsona dla poziomu hormonéw, wymiardw pecherzyka, przeptywu krwi i prze-
plywu krwi w lezacym po tej samej stronie rogu macicy podczas rozwoju pustego pecherzyka (AnOV)

Pearson correlation coefficients among circulating hormones, follicle dimensions, blood flow and ipsilateral
uterine horn blood flow during AnOV development

Leptyna

Wyszczegolnienie E2 P4 Leptin IGF-1
Item (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Maks. $rednica (cm) N - - -
Max diameter (cm) —0.13 0,55 0,62 0,46
Powierzchnia (piksel) 032" 078" 0.5 _032"
Area (pixels) ? ’ ? ?
Powierzchnia jamista (piksel) 032" 078" _0.89"" 032"
Antrum area (pixels) ’ ’ ’ ’
Obszar przeptywu krwi zabarwiony na niebiesko 037" 072" 0.89°" 035"
Blue blood flow area ’ ’ ’ ?
Obszar przepltywu krwi zabarwiony na czerwono 037" 0.61° _0.88"" 020
Red blood flow area ? ? ’ ’
Powierzchnia przeptywu krwi w technologii power (piksel) 021" _0.52" 0.63" 0.44"
Power blood flow area (pixels) ? ? ? ?
Catkowita powierzchnia zabarwiona . - . .
Total coloured area 0,37 —0.73 0,88 0,36
Catkowita powierzchnia zabarwiona (%) . - .
Total coloured area (%) 0,29 071 0.81 0,38
Udziat zabarwionej powierzchni ziarnistej (%) . .
Coloured granulosa area (%) 0,37 —0.73 0.88 0,36
Powierzchnia ziarnista w technologii power 022" 059" 067" 045"
Power granulosa area ? ’ ’ ’
Udzial powierzchni ziarnistej w technologii power (%) 021" 052" 0.63* 0.44"

Power granulosa area (%)

Powierzchnia lezacego po tej samej stronie rogu
zabarwionego na niebiesko 0,39" -0,71™" 0,97 0,13*
Blue ipsilateral horn area

Powierzchnia lezacego po tej samej stronie rogu

zabarwionego na czerwono 0,33" -0,57"" 0,86™" 0,35
Red ipsilateral horn area

Powierzchnia lezacego po tej samej stronie rogu

w technologii power 0,26" -0,57"" 0,70™ 0,46™
Power ipsilateral horn area

*$rednie P>0,05; *$rednie P<0,05, **$rednie P<0,01, ***$rednie P<0,0001
*means P>0.05; *means P<0.05, **means P<0.01, ***means P<0.0001

symalna $rednicg w pordwnaniu z przecigtng srednica pecherzyka owulacyjnego u klaczy
arabskich [3]. Leczony pusty pgcherzyk wykryto 5 dni po przewidywanej owulacji,
a jego srednica przekraczata 60 mm. Zgodnie z wynikami wlasnymi, czg$¢ pustych pe-
cherzykow osiagala wymiary, ktére nie r6znity si¢ od ekstremalnej szerokos$ci pecherzyka
owulacyjnego [33, 43]. Naturalne wystgpowanie spontanicznego luteinizujacego pustego
pecherzyka jest trudne do przewidzenia [19]. W przeciwienstwie do zwigkszonego obsza-
ru przeplywu krwi w technologii power, w kolorze niebieskim i czerwonym przed wysta-
pieniem pustego pgcherzyka w trakcie obrz¢ku macicy, kiedy zarowno owulacyjny, jak
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Rys. 2. Wartosci $rednie: Srednica (A), obszar w pikselach (B), powierzchnia jamista (C), powierzch-
nia przeptywu krwi w technologii power (D), procentowy udzial powierzchni ziarnistej w technolo-
gii power pgcherzykow II rzedu zwiazanych z tzw. pustym pecherzykiem AnOV (E), unaczynienie
rogdw macicy i trzonu macicy w kolorze niebieskim i w technologii power (F)

Fig. 2. Means: diameter (A), area in pixels (B), antrum area (C), power blood flow vascularization
(D), granulosa power area % of growing follicles associated with the AnOV (E), blue and power
vascularization of uterine horns and uterine body (F)
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1 pusty pgcherzyk miaty 25-30 mm $rednicy, obszar przeptywu krwi byl maty w przypadku
pustego pecherzyka w poréwnaniu z pecherzykiem owulacyjnym [16]. Obszar przeptywu
krwi w technologii power w przypadku AnOV byl pozornie najwigkszy w porownaniu
z kolejnymi wzrastajacymi pgcherzykami dominujacymi i pgcherzykami Il rzgdu (rys. 1C),
jednak na podstawie obliczonego udziatu procentowego powierzchni ziarnistej unaczy-
nienia w USG typu power okazatlo sig, ze bylo to najmniejsze unaczynienie (rys. 1D).
Podobnie, $redni obszar przeptywu krwi byt dwa razy wigkszy w przypadku pecherzykow
owulacyjnych o $rednicy 30 mm niz dla pecherzykéw pustych o tej samej srednicy [33].

W poréwnaniu do pecherzykéw owulacyjnych [3, 4] AnOV mial podobna $rednicg od
1. do 5. dnia, nastgpnie jego Srednica, powierzchnia i obszar przeptywu krwi stopniowo
si¢ zwigkszaly po zaniku obrzgku macicy (dzien 5.). Analogicznie zaobserwowano, ze
dominujace puste pegcherzyki o srednicy 30 mm mialy mniejsza Srednicg¢ o mniejszej po-
wierzchni przeptywu krwi niz powierzchnia pgcherzykéw owulacyjnych w kazdym dniu,
poczawszy od dnia 1., kiedy pecherzyki miaty 25 mm lub wigcej [16]. Obnizone unaczy-
nienie zabarwione na niebiesko i w technologii power, procentowy udzial obszaru zabar-
wionego oraz procentowy udzial zabarwionej powierzchni ziarnistej mogly by¢ zwiazane
z obnizong proliferacja komorek srodbtonkowych w naczyniach wlosowatych pgcherzyka
oraz obnizonym unaczynieniem ostonki [37]. Podobnie do wysokiego udziatu procento-
wego $ciany pustego pgcherzyka (powierzchni ziarnistej) ze srednim sygnalem w USG
w kolorze (88,16 +£0,76) 1 w technologii power (87,51 £2,42) od 1. do 5. dnia, w grupie
krwotocznych pustych pecherzykow (HAF) stwierdzono wigkszy udzial procentowy $cia-
ny pgcherzyka w USG w kolorze (90% +4%) [33]. Zwigkszenie udzialu procentowego
w USG w kolorze i w technologii power bylo przypisywane unaczynieniu $ciany pgche-
rzyka w obszarze przewidywanej owulacji (obszarze wierzchotkowym) u klaczy, u kto-
rych tworzyt si¢ krwotoczny pusty pecherzyk (HAF), w przeciwienstwie do klaczy, ktore
przechodzily owulacjg z réznymi $rednicami pgcherzyka [33].

Zmniejszone stgzenie progesteronu, ponizej 2 ng/ml podczas 5 kolejnych dni przed
przeksztatceniem si¢ w pusty pgcherzyk oraz 5 dni po przeksztatceniu si¢ w pusty pg-
cherzyk, wskazuje na jego rolg w dojrzewaniu i owulacji dominujacego pgcherzyka, co
wyraznie zaobserwowano, kiedy poziom P4 wzrastal powyzej 3 ng/ml podczas rozwoju
nastgpnego dominujacego pgcherzyka. Progesteron moze tez by¢ produkowany przez lu-
teinizacj¢ pustego pgcherzyka po zwigkszeniu si¢ $rednicy i wypetnieniu si¢ czastkami
echogennymi lub przez nastepne dominujace lub drugorzgdowe komorki ziarniste, aby za-
pobiec drugiej anowulacji [33, 41]. Zmniejszajacy si¢ przeptyw krwi w AnOV byt zwiaza-
ny z obnizeniem poziomu leptyny, a korelacja migdzy tymi parametrami byla statystycznie
istotna. Natomiast w pecherzyku dojrzalym niedobory zaopatrzenia w substancje zywie-
niowe, z powodu krotkotrwatego ograniczenia paszy, rekompensowane sa przez zwigksze-
nie unaczynienia, poprzez zmniejszenie zarowno ustrojowego, jak i wewnatrzpgcherzyko-
wego stezenia leptyny [28]. Istotnie obnizone ustrojowe stgzenie IGF-1, E2 oraz leptyny
w momencie, kiedy zmniejszat si¢ obrzgk macicy u klaczy z zespotem pustego pgcherzyka
mogto byé powodem anowulacji, poniewaz wewnatrzpecherzykowy poziom IGF-1 spadat
i byl zwiazany z wysokim poziomem E2 u klaczy podczas koncowych stadiow wzrostu
pecherzykow o wielkosci powyzej 40 mm oraz tych bliskich owulacji [11]. Istotna
dodatnia korelacja IGF-1 ze wszystkimi przypadkami unaczynienia pgcherzykéw w USG
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typu power i w kolorze niebieskim wskazuje na rolg tego hormonu w regulacji funkcjo-
nowania pecherzykow 1 w owulacji. W komorkach ziarnistych dojrzatych pecherzykow
IGF-1, wraz z gonadotropinami, pobudza wydzielanie hormonow i wzrost pecherzykow,
a takze zapobiega apoptozie. Podobnie w pgcherzyku dojrzatym przeptyw krwi byt skore-
lowany ze stezeniem IGF-1 1 E2 w osoczu krwi bawotéw [42] oraz klaczy [35]. Obnizony
ustrojowy poziom E2 w przypadku AnOV moégl wynika¢ ze zmniejszonego st¢zenia steroli
aktywujacych mejoze (MAS — meiosis activating sterols) w pecherzykach odgrywajacych
fizjologiczna rol¢ podczas dojrzewania przedowulacyjnego [10]. Zmniejszenie si¢ po-
wierzchni warstwy ziarnistej i zwiazane z proliferacja obnizone st¢zenie E2 i P4 oraz ano-
wulacja, moga by¢ zwiazane z obnizonym stgzeniem czynnika wzrostowego $rodblonka
naczyniowego (VEGF), ktory jest niezbgdny do normalnej angiogenezy i funkcjonowania
pecherzykow [27].

Na podstawie niniejszych badan mozna stwierdzi¢, ze tzw. pusty pecherzyk osiaga
wigksza maksymalna $rednicg niz pgcherzyk owulacyjny z duza powierzchnia jamista
i prawdopodobnie perfuzja naczyniowa podczas fazy wzrostu pecherzykowego, a takze
maly obszar przepltywu krwi w USG w kolorze niebieskim i w technologii power po za-
niku oznak rui i obrzgku macicy. Puste pecherzyki roznig si¢ pod wzgledem perfuzji na-
czyniowej, co pozwala wybra¢ pgcherzyki dla potrzeb technik wspomaganego rozrodu.

Podzigkowania. Autorzy dzigkuja kadrze weterynaryjnej Ministerstwa Spraw We-
wngetrznych Egiptu za udzielenie zgody na badania dopplerowskie i pobieranie krwi u koni
dla celow niniejszych badan oraz Narodowemu Centrum Badawczemu za udostgpnienie
skanera dopplerowskiego.
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Treated and untreated anovulation associated with ovarian
and uterine blood flow in Arabian mares (a case study)

Summary

To investigate the development of treated and untreated hormonal anovulatory follicles (AnOV)
associated with uterine and ovarian vascularization, rectal Doppler ultrasound of seven Arabian
mares was performed before and after the development of an AnOV. In addition to measuring the
diameter, area and volume of the follicle, daily colour and power Doppler scans were analysed
in order to measure red, blue and power blood flow areas in pixels. Serum levels of estradiol
(E2), progesterone (P4), leptin, insulin-like growth factor-I (IGF-1) and nitric oxide (NO) were
measured as well. The diameter (cm), area (cm?), volume (cm?), area in pixels, antral area in
pixels, circumference, and percentage change in circulation of the AnOV progressively increased
(P<0.0001) after the disappearance of uterine oedema compared to the values obtained during
oedema. The blue, total colour and power areas of the AnOV increased after the disappearance of
uterine oedema (P<0.0001). When the antral area was excluded, the percentage of the granulosa
layer in the colour and power Doppler decreased after the disappearance of uterine oedema. The
ipsilateral uterine horn and uterine body had significantly (P<0.0001) high blue and red blood flow
vascularization areas in the presence of uterine oedema. The AnOV was associated with low P4,
IGF-1 (P<0.001), and leptin (P<0.05). Treatment of the AnOV follicle with GnRH resulted in its
luteinization and induced ovulation 9 and 30 days later. It can be concluded that an abrupt increase
in blood flow due to decreased progesterone and E2 and increased IGF-1 causes anovulation.
The absence of oestrous behaviour and high uterine-oedema-associated follicular and ipsilateral
uterine horn vascularization are predictors of ovulation failure.

KEY WORDS: anovulation / colour Doppler / power Doppler / uterine blood flow / hormones /
mare
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