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This article aims at the presentation of some
important issues associated with the bovine embryo
transfer. Superovulation (SOV), production of more
than one ovum in ovulation, is an important element
of embryo transfer. The aim of SOV is to obtain the
greatest number of embryos suitable for transfer.
Efficiency of the method depends on individual
features of donors, such as age, reproductive history,
ovary status at the beginning of program and also the
environmental factors: climate, nutrition and welfare.
Important is also the choice of gonadotropin (FSH
or eCG), its dose, time of administration and FSH-
LH ratio. Follitropin (Vetoguinol), with a beneficial
ratio of FSH-LH (5:1), is available on the domestic
market. It has been proven that 6-7 days program
offers better results when comparing to 4 days
scheme. The addition of hyaluronic acid allows single
FSH application, providing a slower absorption of
the product and stress reduction. The beginning of
SOV can be postponed by intravaginal progesterone
releasing devices. Progesterone prolongs the time
for follicular development. Follicular waves seem
to have the decisive importance for the efficiency
of SOV and the best results were achieved in the
day when follicular wave was rising. However, if
follicular wave is rising earlier or later than it should
do, the number of embryos suitable for transfer is
decreasing. Controlling follicular waves development
and eliminating the dominant follicle improves the
outcome of SOV. A larger number of antral follicles
react more strongly on hormones. Fixed time artificial
insemination (FTAI), enables donors insemination in
a strictly defined time, irrespectively of the estrus
symptoms.
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uperowulacja (SOV) jest istotnym ele-

mentem transferu zarodkéw. Polega
ona na wywolaniu u kréw owulacji mno-
giej (1). Celem procesu jest uzyskanie jak
najwiekszej liczby zarodkéw przydatnych
do transferu (2). Superowulacja prowoko-
wana jest hormonalnie przez podanie eg-
zogennych gonadotropin, najczesciej hor-
monu folikulotropowego (FSH), konskiej
gonadotropiny kosméwkowej (eCG) albo
ludzkiej gonadotropiny menopauzalnej
(hMG). Aktualnie dostepne sa na $wiecie
preparaty FSH produkowane z przysadek
bydta (bFSH), koni (eFSH), owiec (oFSH)
i $win (pFSH). Specyfiki te zawieraja cze-
sto substancje pomocnicze, np. kwas hia-
luronowy, ktére maja na celu przedluzenie
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dziatania FSH podawanego w pojedynczej
iniekcji (3).Do niedawna na rynku krajo-
wym preparatéw FSH nie bylo. W najbliz-
szym czasie jednak pojawi sie Folltropin
(Vetoquinol).

Dawczynie

Dawczyniami moga by¢ krowy wieloréd-
ki lub jalowice. Powinny one by¢ wolne od
urzedowo zwalczanych choréb oraz kli-
nicznie zdrowe. W odniesieniu do kréw
wielorédek preferuje si¢ samice o wyso-
kiej plodnosci, bedace co najmniej 6 ty-
godni po wycieleniu, ktére wykazywaly
przynajmniej dwie pelnoobjawowe ruje (4).

W osiagnieciu satysfakcjonujacych wy-
nikéw superowulacji wazna jest wlasciwa
selekcja samic, dawczyn zarodkéw (5). Wy-
kazano, ze poziom energetyczny dawki po-
karmowej, jak i spos6b zarzadzania stadem
to determinanty wplywajace na kondycje
i stan ogolny krowy, a w konsekwencji na
jej odpowiedz na superowulacje oraz od-
setek zarodkow przydatnych do transferu
i zdegenerowanych zarodkéw (6). Do cech
osobniczych zalicza si¢ kondycje dawczyni,
jej wiek, liczbe przeprowadzonych super-
owulacji w danym cyklu reprodukcyjnym,
rase, stan jajnikéw w dniu rozpoczynania
superowulacji, dzieri rozpoczynania super-
owulacji oraz liczbe stwierdzanych peche-
rzykéw antralnych (7). Niektore rasy bydta
wyrdzniaja si¢ szczegolnie duza liczba pe-
cherzykéw antralnych, a rezultaty wyplu-
kiwania zarodkéw sa u nich istotnie wyz-
sze niz u pozostalych. Czynnikiem limi-
tujacym wyniki pozyskiwania zarodkéw
i reakcje na gonadotropiny jest takze wiek
kréw dawczyn, ktéry znaczaco wplywa na
jej odpowiedz na superstymulacje. Im star-
sza dawczyni, tym gorsza odpowiedz na
hormony i wyzszy odsetek zdegenerowa-
nych zarodkéw (8, 9).

Nie bez znaczenia pozostaje takze stan
ogd6lny dawczyni. Wykazano, ze krowy po
przebytych zaburzeniach okotoporodo-
wych — szczegdlnie ciezkich porodach, za-
trzymaniu fozyska i zapaleniu btony $luzo-
wej macicy, a takze z chorobami gruczotu
mlekowego i chorobami racic — sg gorszy-
mi dawczyniami od samic niewykazujacych
tych komplikacji (10). Z innych danych

wynika, ze dodatek wydzieliny zapalnej do
pozywki stosowanej podczas hodowli za-
rodkéw in vitro powodowal wzrost odset-
ka zdegenerowanych zarodkéw. Z drugiej
strony dodanie do pozywek czynnika mar-
twicy nowotworéw (tumor necrosis factor
— TNFa), wytwarzanego w procesie zapal-
nym, nie miato wplywu na rozwdj zarod-
kéw produkowanych w warunkach labo-
ratoryjnych (11).

Dawczyniami nie powinny by¢ takze
krowy wielokrotnie inseminowane (powta-
rzajace). Bourdin i wsp. (12) dowodza, ze
mimo satysfakcjonujacej reakeji na gona-
dotropine od takich samic nie wyplukuje
sie zadnych zarodkéw. Szczegétowe bada-
nia jednoznacznie wskazuja, ze powodem
tego moze by¢ — przynajmniej cze$ciowo
— nabyta niedroznos¢ jajowoddéw. Obecnie
ponad 90% dawczyn ras mlecznych to kil-
kunastomiesieczne jalowice. Mozliwe jest
pozyskiwanie zarodkéw od dobrze odzy-
wionych, wykazujacych cykle rujowe 12
lub 14—-20-miesiecznych jalowic, w przy-
padku bydla, odpowiednio, ras mlecznych
lub miesnych.

Protokot superowulacii,
stosowane preparaty i dawkowanie

Proces superowulacji jest stosunkowo pro-
sty, rozpoczyna si¢ w potowie cyklu rujo-
wego, zwykle miedzy 8. a 14. dniem po na-
turalnej, indukowanej lub synchronizowa-
nej rui (4). Poglady odnosnie do wskazania
dokfadnego terminu startu programu su-
perowulacji we wskazanym wyzej okresie
sa podzielone. Na superowulacje wplywa-
ja nie cechy indywidualne dawczyni, ale
takze rodzaj preparatu gonadotropowe-
go, jego dawka calkowita, a w przypad-
ku FSH czas trwania programu supero-
wulacji oraz miejsce i drogi podania (13).
Standardowo FSH podawany jest regu-
larnie przez cztery lub pie¢ dni co 12 go-
dzin w malejacych dawkach. Niewielkie
odstepy pomiedzy kolejnymi iniekcjami
FSH wynikaja z jego krétkiego okresu pot-
trwania. Przykladowo okres ten dla pre-
paratu Folltropin wynosi 5 godzin. Wy-
kazano, ze lepsze rezultaty uzyskuje sie
po domiesniowym wprowadzeniu prepa-
ratu niz po jego podaniu nadoponowo lub
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podskérnie. Przedowulacyjny wyrzut LH
w przypadku iniekcji domig$niowych po-
jawial sie najszybciej i byl najwyzszy (14).

Bé i wsp. (15) donoszg, ze alternatywa
dla domiesniowego podawania FSH moze
by¢ jednorazowa podskérna iniekcja FSH.
Jednak zadowalajace wyniki notowano je-
dynie w przypadku kréw, ktérych wskaznik
kondycji ciata (body condition score-BCS)
byl wyzszy niz 3. U kréw z mniejsza ilo-
$cia tkanki tluszczowej odpowiedz na FSH
byta slaba lub niedostateczna (15). Dono-
szono takze o podawaniu obnizonej, do-
datkowej dawki FSH nastepujacej po pod-
skérnym podaniu pelnej dawki preparatu
(16). W takich przypadkach Folltropin byt
rozpuszczany w 2% roztworze kwasu hialu-
ronowego zapewniajacym powolne wchla-
nianie gonadotropiny (3,17). Mankamen-
tem 2% roztworéw kwasu hialuronowego-
jest kleisto$¢ takich preparatéw. Z badan
Tribulo i wsp. (3) wynika, Ze zastosowanie
0,5 lub 1% roztworu kwasu hialuronowego
pozwalalo uzyskac 6,1 i 5,0 zarodkéw przy-
datnych do ET. W przypadku koriskiej go-
nadotropiny kosméwkowej (eCG), ktérej
okres pottrwania wynosi 40 dni, wystar-
czajaca byla jednokrotna iniekcja w daw-
ce 2-3 tys. j.m., u jalowic natomiast daw-
ka nieprzekraczajaca 2,5 tys. j.m. Podawa-
nie eCG jest obecnie krytykowane z uwagi
na podwyzszone ryzyko wystepowania
nieprawidtowos$ci w sekrecji progestero-
nu po rui, pojawianie sie cykli niepotaczo-
nych z owulacja pecherzyka dominujacego,
torbieli jajnikowych oraz obnizenie jako$ci
produkowanych zarodkéw (2). Negatyw-
ne skutki stosowania eCG prébowano eli-
minowad, aplikujgc przeciwciata neutrali-
zujace (anti-PMSG, Neutra-PMSG; 8). Po-
dawano je jednokrotnie w postaci dozylnej
iniekgji, przewaznie w momencie zastoso-
wania prostaglandyny, ewentualnie 6, 36,
48 lub 60 godzin po jej podaniu, a takze
przy pierwszej inseminacji. Uzyskiwana
poprawa — w odniesieniu do liczby wyptu-
kiwanych zarodkéw — nie byla jednoznacz-
na, zwiekszala sie natomiast liczba owulu-
jacych pecherzykéw. Wezesniej nastepowal
tez poowulacyjny spadek produkcji estro-
gendéw (19). Nie odnotowano znaczacych
réznic w odniesieniu do liczby zarodkéw
przydatnych do transferu w zaleznosci od
terminu podania anty-PMSG (20).

Nie bez znaczenia wydaje sie takze ro-
dzaj zastosowanego FSH oraz proporcja
FSH: LH, dawka caltkowita uzytego pre-
paratu FSH, jego typ oraz seria. Obecnie
za sprawe pierwszoplanowa uwaza sig ro-
dzaj zastosowanej gonadotropiny oraz, wy-
nikajacy z dynamiki fal pecherzykéw jajni-
kowych stan (obraz) jajnikéw w momencie
startu programu superowulacji, a takze faza
fali pecherzykowej. Jak wspomniano, do
wywolywania superowulacji wykorzysty-
wane sa rézne preparaty gonadotropowe.
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Zasadnicza réznica miedzy nimi polega
na wzajemnej relacji FSH do LH. Mihm
i wsp. (21) podaja, ze FSH odpowiada za
wzrost pecherzyka jajnikowego do osia-
gniecia przez niego $rednicy do 9 mm, na-
tomiast LH wspomaga pecherzyk na kon-
cowych etapach jego wzrostu. Przyktado-
wo podajac 450 pug FSH oraz 4500 pg LH,
a dalej 450 pg FSH 1900 pg LH, oraz 450 pg
FSH i zaledwie 50 pug LH uzyskiwano od-
powiednio 0,5, 2,1 i 4,6 zarodkéw przy-
datnych do transferu (22). Réwnie istotna
co relacja FSH do LH wydaje sie catkowi-
ta dawka preparatu. W badaniach poréw-
nywano preparat Folltropin o wzajem-
nej proporcji FSH do LH 5:1 oraz hMG
i FSH-P o relacji FSH do LH odpowied-
nio 1:1i 1:5. We wszystkich przypadkach
podawano 50, 100 i 200% zalecanej daw-
ki. Efekty byly zaskakujace — zbyt wysoka
dawka preparatu powodowala obnizenie
liczby stwierdzanych w dniu superowulacji
cialek z6ltych, liczby zarodkéw i oocytdéw,
aw koncu liczby zarodkéw przydatnych do
transferu. Podobne obserwacje z zastoso-
waniem kilku réznych dawek FSH przepro-
wadzono pédzniej, dochodzac do podob-
nych wnioskéw. Dawczynie otrzymujace
ponadnormalne dawki FSH mialy czesciej
silnie powiekszone jajniki, a ultrasonogra-
ficzna analiza ich struktury wskazywala
na obecno$¢ pojedynczych ciatek zéttych
ilicznych niezowulowanych pecherzykéw
jajnikowych. Rezultaty wyplukiwania za-
rodkéw od takich samic byly niesatysfak-
cjonujace. Mimo znacznej liczby zarodkéw
i oocytéw ogodtem, liczba zarodkéw przy-
datnych do transferu byta niska. Z drugiej
strony, uzycie dawek ponizej wymaganego
optimum zapewnialo lepsza proporcje za-
rodkéw najwyzszej jakosci w stosunku do
pozostalych (23). W jednym z doswiad-
czen podanie 500 IU eCG 2 dni przed
rozpoczeciem leczenia FSH spowodowa-
fo lepsza reakcje dawczyn na superstymu-
lacje (24). Natomiast Davis i wsp. (25) do-
nosza, iz zastapienie ostatnich dwdch in-
iekeji FSH przez eCG skutkuje wzrostem
odsetka zdatnych do transferu zarodkéw.

Modyfikacje protokotu superowulacji

Poczatek programu superowulacji mozna
przesunad¢, uzywajac progesteronowych
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pesariéw. Aplikacja dopochwowej wkiad-
ki PRID lub podskérnego implantu nor-
gestometu pozwalala na przesuniecie ter-
minu rozpoczynania superowulacji na
2-6, wzglednie 13-17 dzierr cyklu. Pro-
gesteron podany przed iniekcja FSH po-
wodowal wzrost liczby owulujacych pe-
cherzykéw (26). Podobnie wprowadze-
nie norgestometu w momencie podania
eCG, w celu przedluzenia okresu stymu-
lacji rozwoju pecherzykéw jajnikowych
przez supresje wyrzutu LH, a nastepnie
podanie w 54 godzinie — po iniekcji pro-
staglandyny — GnRH wraz z anty-PMSG,
umozliwialo uzyskiwanie zarodkéw w zbli-
zonym stadium rozwoju (27, 28). Intere-
sujacy program superowulacji z zastoso-
waniem P4 zaproponowal B6 i wsp. (2;
ryc. 1). Zaklada on wprowadzenie wkladki
progesteronowej w dniu ,zerowym” i jed-
noczesnym podaniu PGF, . W 7. dniu po-
dawane jest GnRH, natomiast po uplywie
kolejnych 36 godzin rozpoczynana jest se-
ria iniekcji FSH. Prostaglandyna podawa-
na jest dwukrotnie w 3 dniu po 1 iniekcji
FSH, nastepnie usuwa sie wktadke proge-
steronowa. GnRH aplikuje sie ponownie
14 dnia programu i przeprowadza dwu-
krotng inseminacje 12 i 24 godziny po in-
iekeji gonadoliberyny (2).

Istotne modyfikacje wymienionego
programu wprowadzili Martins i wsp.
(29) oraz Chesta i wsp. (30). Pierwszy
z nich wskazuje, ze zwiekszenie liczby
zarodkéw mozna osiagnaé poprzez usu-
niecie wktadki progesteronowej 36 go-
dzin po 1 iniekcji PGF,_ i opéznienie po-
dania GnRH z 48 do 60 godzin po apli-
kacji pierwszej dawki prostaglandyny,
a zatem 24 godziny po usunieciu Zré-
dta P4. Podobnie z badarn Chesta i wsp.
(30) wynika, ze op6znienie usuniecia
wktadki progesteronowej PRID zapobie-
gato wystepowaniu wczesnych owulacji,
a iniekcja GnRH nastepujaca 24 godziny
po usunieciu Zrédta egzogennego proge-
steronu skutkowata polepszeniem stop-
nia synchronizacji owulacji oraz zwiek-
szeniem liczby produkowanych zarodkéw.
Wystepowanie synchronicznych owula-
cji jest kluczowym czynnikiem decyduja-
cym o skutecznosci orientowanej w cza-
sie inseminacji (FTAI) w superstymula-
cji dawcezyn (29).
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Ryc. 1. Schemat superstymulacji z zastosowaniem wktadki progesteronowej (adaptacja od Bd i wsp., 2014;

Al - inseminacja)
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Indywidualne cechy dawczyi
jako czynniki ryzyka
powodzenia superowulacji

Typujac dawczynie do wielokrotnego po-
zyskiwania zarodkéw w konkretnym cy-
klu reprodukcyjnym, nalezy uwzglednia¢
pewna powtarzalno$¢ wyniku supero-
wulacji. Z zasady tzw. dobre dawczynie,
od ktérych pozyskiwano duza liczbe do-
brych jako$ciowo zarodkéw, jednoczesnie
silnie reagujace na gonadotropiny, powta-
rzaja satysfakcjonujace wyniki po kolejnej
superowulacji. Niedostateczng liczbe za-
rodkéw pozyskiwano po kolejnej supero-
wulagji od tzw. zlych dawczyn (31). Z dlu-
goletnich obserwacji wynika, ze wybitne
pod wzgledem produkcji zarodkéw jalo-
wice dawczynie zarodkéw okazywaly sie
réwnie wydajne w produkcji zarodkéw
po kilku przebytych laktacjach. Dane epi-
demiologiczne nie potwierdzaja jednak
szczegdlnych zwiazkéw pomiedzy wyni-
kami pierwszej i kolejnych superowula-
¢ji u statystycznej dawczyni. Pewnym ele-
mentem prognostycznym jest tendencja
dawczyni do cigz blizniaczych. Selekcja
kréw pod katem podwyzszonego ryzyka
cigz blizniaczych wiaze sie ze zwieksze-
niem reakcji jajnikéw na gonadotropiny
w poréwnaniu z krowami po porodach
pojedynczych. Na gonadotropiny lepiej
reagowalo zenskie potomstwo matek ro-
dzacych bliznieta oraz buhajéw zapew-
niajacych przewage cigz blizniaczych (32).
Jednak badania terenowe wydaja sie prze-
czy¢ tym ustaleniom; obecnos$¢ dwéch cia-
tek z6ttych w dniu rozpoczynania supero-
wulacji nie miata korzystnego wplywu na
jej efektywno$¢. Réznice miedzy tzw. do-
brymi i ztymi dawczyniami moga by¢ tez
efektem uwarunkowan immunogenetycz-
nych, polegajacych na wystepowaniu se-
milatentnych defektéw zaplodnienia lub
zaburzen immunologicznych przejawia-
jacych sie zamieraniem zarodkéw. Stwier-
dzono, ze elementem réznicujacym plod-
nos$¢ u kojarzonych par rodzicielskich
moze by¢ genotyp charakterystyczny dla
zasadowej RNA-zy leukocytéw. Stosujac
heterospermiczne dawki nasienia o ge-
notypach AA, AB i BB, wykazywano me-
chanizm proselekcyjny, faworyzujacy zy-
goty AA i dyskryminujacy zygoty BB (31).

Pozostate czynniki ryzyka

Obecnie istotne znaczenie dla efektywno-
$ci superowulacji przypisuje sie momen-
towi wynurzania sie fali pecherzykowej.
Podczas cyklu rujowego wystepuja dwie,
czasem trzy fale pecherzykowe. Kazda
fala rozpoczyna si¢ wzrostem kilku ma-
tych pecherzykéw, z ktérych selekcjonuje
sie duzy pecherzyk dominujacy (PD). Po
okresie dominacji, trwajacym 2—4 dni, pe-
cherzyk ulega regresji, wzglednie owuluje
(33). Ustalono, ze rozpoczynanie supero-
wulacji w dniu wynurzania sie fali peche-
rzykowej gwarantuje uzyskiwanie satys-
fakcjonujacej liczby pecherzykéw jajni-
kowych, w konsekwencji bardzo dobra
odpowiedz superowulacyjna. Rozpocze-
cie superowulacji przed wynurzeniem si¢
fali, wzglednie po jej wynurzeniu, obniza
efektywno$¢ procesu. Proces wynurzania
sie fali pecherzykowej mozna synchroni-
zowac. Jednym ze znanych sposobow jest
ablacja dwéch najwiekszych pecherzykéw
jajnikowych 1,5 dnia przed startem super-
owulacji. W takim przypadku w momencie
rozpoczynania superowulacji pojawia sie
pozadana, kolejna fala pecherzykowa. Usu-
niecie duzego pecherzyka/éw jest metoda
skuteczng, ale nie zawsze wykonalng w wa-
runkach terenowych. Korzysta z niej jednak
okoto 80% zespoléw europejskich, doko-
nujac manualnego usuniecia PD. W kraju,
oryginalny, prosty instrument do wyktu-
wania pecherzykéw pod kontrola ultra-
sonografu oraz wplyw ablacji pecherzy-
ka w dniu rozpoczynania SOV na wyniki
superowulacji opisal Zbylut (34). Kolejna
metoda kontroli pecherzyka dominujacego
jest podawanie 4 dni przed rozpoczeciem
superowulacji 17-f-estradiolu, benzoesa-
nu estradiolu lub walerianianu estradiolu
potaczonego z jednoczesna aplikacja pro-
gesteronu (2). Schemat z wykorzystaniem
estradiolu przedstawil Bé i wsp. (ryc. 2; 35).
Takze i w tym przypadku wykorzystanie tej
metody synchronizacji fali pecherzykowej
nie zawsze jest mozliwe. W wielu krajach
stosowanie egzogennych estrogenéw jest
niedozwolone.

Trzecia metoda polega na podawaniu
2 dni przed rozpoczeciem SOV iniekcji
GnRH oraz pLH (29, 35). Ta z kolei
metoda jest jednak w duzym stopniu
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Ryc. 2. Schemat superowulacji z wykorzystaniem wktadki progesteronowej i estradiolu

(adaptacja od B6 i wsp., 2006)

nieprzewidywalna w odniesieniu do efektu
superowulacji i zapewnia pelna synchro-
nizacje fali jedynie w przypadku owula-
¢ji pecherzyka jajnikowego. Z nieopubli-
kowanych danych terenowych, przepro-
wadzonych na bydle miesnym, wynika,
ze uzyskiwane korzystne rezultaty SOV
znaczaco odbiegaja od oczekiwan, o ile
GnRH potaczone zostanie z podaniem
progesteronu. W takich przypadkach
dopochwowa wktadka progesteronowa
wprowadzana jest 2 dni przed startem su-
perowulacji i usuwana w ostatnim dniu
programu FSH.

W wielu badaniach podkreslano zwig-
zek pomiedzy liczba pecherzykéw stwier-
dzang w dniu rozpoczynania SOV a jej
efektywnoscig. Im wiecej pecherzykéw jaj-
nikowych o $rednicy 2 mm i wiecej w dniu
rozpoczynania superowulacji, tym wie-
cej zarodkow i oocytéw ogoélem oraz za-
rodkéw przydatnych do ET (36, 37). Pew-
na role w odpowiedzi na superstymulacje
odgrywa stopient rozwoju pecherzykéw
jajnikowych warunkujacy ich reakcje na
LH. W zasadzie im dluzej trwal program
stymulacji hormonalnej, tym wigksze bylo
prawdopodobienstwo satysfakcjonujacej
reakeji. Tradycyjny schemat terapii wyma-
ga podawania iniekcji FSH przez 4-5 dni
dwukrotnie w ciggu doby. Badania wska-
zuja, ze wydluzenie okresu podawania FSH
do 6-7 dni korzystnie wptywa na wskaz-
nik efektywnosci superowulacji (15, 38).
W dniu inseminacji na jajnikach dawczyn,
u ktorych zastosowano program 7-dnio-
wy, stwierdzano w 93% obecno$¢ duzych
>9 mm pecherzykéw, a liczba warto$cio-
wych zarodkéw wyniosta 6,3, podczas gdy
w grupie, u ktdrej zastosowano program
4-dniowy odsetek duzych pecherzykow
w dniu inseminacji wyniést 66%, natomiast
liczba wyptukanych, dobrych jako$ciowo
zarodkéw — 4,2 (38).

Wyniki doswiadczen potwierdzaja, ze
tradycyjne 4-dniowe schematy supersty-
mulacji nie moga zapewni¢ odpowiednie-
go czasu na przygotowanie sie do owula-
¢ji wszystkich pecherzykéw w danej gru-
pie (2). Dias i wsp. wykazali, ze 7-dniowa
terapia spowodowala 2,5-krotny wzrost
liczby wyptukiwanych zarodkéw od jednej
dawczyni i zwigkszenie produkcji zarod-
kéw in vitro w poréwnaniu do tradycyjne-
go 4-dniowego schematu (9, 39).

Inseminacja dawczyni

Po zakoniczeniu programu superowula-
cji dawczynie sg inseminowane. Stan-
dardowo termin unasieniania przypada
12-16 godzin po rozpoczeciu rui. W Eu-
ropie przewaza poglad o koniecznos$ci wie-
lokrotnego unasieniania dawczyn. Zabieg
inseminacji przeprowadzany jest przez
pracownikéw technicznych, rzadziej przez
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lekarzy weterynarii wolnej praktyki lub eki-
pe embriotransferu. Ruja u dawczyn zarod-
kéw pojawia sie kilka do kilkunastu godzin
wczesniej niz w przypadku rui zakonczo-
nych pojedyncza owulacja (7). Korzystajac
z gotowych programéw, dawczyn nie una-
sienia si¢ po raz pierwszy poézniej niz po
uplywie 48—54 godzin po indukowanej lu-
teolizie. Do pierwszej inseminacji wykorzy-
stuje sie do$¢ czesto podwdjng porcje na-
sienia (20 x 10° plemnikéw w dawce). Re-
inseminacje przy dwukrotnej inseminacji
przeprowadza si¢ po uplywie 12-16 go-
dzin. W przypadku unasieniania trzykrot-
nego zachowuje si¢ — pomiedzy kolejnymi
inseminacjami — przewaznie 12-godzinne
odstepy. Wedlug nowszych danych dwie
inseminacje w zupelno$ci wystarczaja do
uzyskiwania wysokiego odsetka zaplod-
nionych komoérek jajowych. Ze szczegélo-
wych badan wynika, ze szczyt wyrzutu LH
po luteolizie indukowanej 48 i 60 godzin po
podaniu pierwszej iniekcji FSH pojawia sie
w przedziale od 44 do 48 godzin, przy od-
chyleniu standardowym okoto 2 do 12 go-
dzin i jest niemal identyczny u kréw i jalo-
wic dawczyn zarodkéw. Réwnoczesnie od
wyrzutu LH do owulacji pierwszych pe-
cherzykéw jajnikowych uplywa przeciet-
nie 2430 godzin. Owulacja po indukowa-
nej luteolizie trwa od 1,2 godziny do ponad
12 godzin. Przecietny czas do wystapienia
piku LH wystepuje u kréw otrzymujacych
PMSG wczesniej niz u kréw, ktérym po-
dawano iniekcje FSH (40,9 godziny wobec
44,9 godziny; 40). Nasienie uzywane do in-
seminacji dawczyn powinno by¢ najwyz-
szej jakosci. Przy braku takiej gwarancji
pewnym rozwigzaniem moze by¢ gteboka,
dorogowa inseminacja (UT]). Celem spro-
wokowania owulacji i uzyskania zarodkéw
o wyréwnanym stopniu rozwoju praktyko-
wane jest niekiedy podawanie bezposred-
nio przed unasienianiem iniekcji GnRH.

Obecne protokoly superowulacji zaleca-
ja stosowanie inseminacji w $cisle okreslo-
nym terminie. Celowi takiemu stuzy apli-
kacja LH nastepujaca 24 godziny po usu-
nieciu wkladki progesteronowej. W takiej
sytuacji inseminacja nastepuje 12 i 24 go-
dziny po podaniu LH i nie wymaga wcze-
$niejszego wykrywania rui. Schemat ten
stosowany jest takze z powodzeniem
u dawczyn inseminowanych nasieniem
seksowanym, z tg réznica, ze pierwsza in-
seminacja nastepuje 18, a druga 30 godzin
po podaniu LH.

Ocena dawczyi przed zabiegiem
wyptukiwania zarodkow

Przed zabiegiem pozyskiwania zarodkéw
przeprowadza sie ostateczng kwalifikacje
dawczyni na podstawie badania kliniczne-
go jajnikéw per rectum. Okreslane sq wow-
czas: przyblizone rozmiary jajnikéw, liczba
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wyczuwalnych na jajnikach cialek zéttych,
wzglednie obecno$¢ torbieli jajnikowych
lub duzych niezowulowanych pecherzy-
kéw. Liczba stwierdzanych na jajnikach
cialek zottych umozliwia dos¢ precyzyj-
ne okreslenie stopnia reakcji dawczyni na
gonadotropiny. Na og6! stwierdzenie kil-
ku (4-5) ciatek zéttych na jajniku jest do-
stateczna gwarancja uzyskania duzej licz-
by zarodkéw. Gwarancji takiej nie daje
natomiast nadmierna reakcja na hormo-
ny (wiecej niz 8—10 cialek z6ltych na jed-
nym jajniku, jego duze rozmiary). Obec-
no$¢ na jajnikach wylacznie duzych, niezo-
wulowanych pecherzykéw lub torbieli jest
z zasady powodem do dyskwalifikacji daw-
czyni. Selekcja dawczyn przed rozpocze-
ciem pozyskiwania zarodkéw jest istotna,
tym bardziej ze liczba owulujacych peche-
rzykéw jest zmienna pomiedzy poszcze-
g6lnymi zwierzetami, nawet w obrebie tej
samej rasy, jednak jest do$¢ stala osobni-
czo (41, 42).

Wiele zespoléw rezygnuje takze z wy-
plukiwania zarodkéw od dawczyn reagu-
jacych na gonadotropiny w stopniu niedo-
statecznym (<2 ciatka z6lte; 43). W kraju
z powodu niesatysfakcjonujacej reakcji na
gonadotropiny niewyplukiwanych jest od
4 do 17% dawczyn. Do ostatecznej selek-
¢ji dawczyn wykorzystuje sie coraz czesciej
bardziej precyzyjne badanie ultrasonogra-
ficzne. Pewne znaczenie prognostyczne
posiada stwierdzenie licznych cialek z61-
tych o homogennej echoteksturze w ob-
razie USG.

Podsumowanie

Celem obecnie stosowanych programéw
superowulacji jest uzyskiwanie maksy-
malnej liczby dobrych jakos$ciowo zarod-
kéw. Efekt taki zapewnia stosowanie wyso-
kiej jakosci preparatéw gonadotropowych
o optymalnej proporcji FSH: LH, umiarko-
wana dawka oraz odpowiednio dlugi pro-
gram podawania preparatu. Efektywno$¢
superowulacji zalezy takze od fizjologii fal
pecherzykowych i sposobéw kontroli pe-
cherzyka dominujacego. Z kolei btedy za-
plodnienia, w efekcie wysoki odsetek zde-
generowanych zarodkéw i niezaplodnio-
nych komérek jajowych, eliminowane sa
poprzez orientowana w czasie insemina-
cje bez konieczno$¢ wykrywania rui (2).
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