LIETUVOS SVEIKATOS MOKSLU UNIVERSITETAS
VETERINARIJOS AKADEMIJA

Giedrius Palubinskas

ZEMO INTENSYVUMO LAZERIO
STIMULIACIJOS IR KIAUSIDZIU DYDZIO
JTAKA SUPEROVULIACIJAI IR
EMBRIONU ISEIGAI

Daktaro disertacija
Zemés ukio mokslai, veterinarija (02A)

Kaunas 2016



Disertacija rengta 2008-2015 metais Lietuvos sveikatos moksly
universitete Veterinarijos akademijoje, Anatomijos ir fiziologijos katedroje.

Mokslinis vadovas — prof. dr. Antanas Sederevicius (Lietuvos sveikatos
moksly universitetas, zemés tikio mokslai, veterinarija — 02A).

Disertacija ginama Lietuvos sveikatos moksly universiteto Veterinarijos
mokslo krypties taryboje:

Pirmininkas

prof. dr. Albina Aniuliené¢ (Lietuvos sveikatos moksly universitetas,
zemés tkio mokslai, veterinarija — 02A).

Nariai:

prof. dr. Algimantas Paulauskas (Vytauto Didziojo universitetas,
biomedicinos mokslai, biologija — 01B);

dr. Asta Tvarijonavi¢iuté (Barselonos autonominis universitetas, zemés
tkio mokslai, veterinarija — 02A);

prof. dr. Rasa Zelvyté (Lietuvos sveikatos moksly universitetas, Zemés
tkio mokslai, veterinarija — 02A);

prof. habil. dr. Henrikas Zilinskas (Lietuvos sveikatos moksly
universitetas, Zzemés tikio mokslai, veterinarija — 02A).

Disertacija bus ginama vieSame Lietuvos sveikatos moksly universiteto
Veterinarijos akademijos Veterinarijos mokslo krypties tarybos posédyje
2016 m. rugpjucio 30 d. 13 val. dr. S. Jankausko auditorijoje.

Adresas: Tilzés g. 18, 47181, Kaunas, Lietuva.



LITHUANIAN UNIVERSITY OF HEALTH SCIENCES
VETERINARY ACADEMY

Giedrius Palubinskas

EFFECT OF LOW-LEVEL LASER
IRRADIATION AND OVARIES SIZE ON
THE SUPEROVULATORY RESPONSE AND
EMBRYO YIELD

Doctoral Dissertacion
Agricultural Sciences, Veterinary (02A)

Kaunas 2016



Dissertation has been prepared at the Department of Anatomy and
Physiology, Veterinary Academy of Lithuanian University of Health
Sciences during the period of 2008-2015.

Scientific supervisor:
prof. dr. Antanas Sederevicius (Lithuanian University of Health Sciences,
Agricultural Sciences, Veterinary — 02A).

Dissertation is defending at the Veterinary Research Council of
Lithuanian University of Health Sciences.

Chairperson

prof. dr. Albina Aniuliené¢ (Lithuanian University of Health Sciences,
Agricultural Sciences, Veterinary — 02A).

Members:

prof. dr. Algimantas Paulauskas (Vytautas Magnus University,
Biomedical Sciences, Biology — 01B);

dr. Asta Tvarijonavi¢itit¢ (Autonomous University of Barcelona,
Agricultural Sciences, Veterinary — 02A);

prof. dr. Rasa Zelvyt¢ (Lithuanian University of Health Sciences,
Agricultural Sciences, Veterinary — 02A);

prof. habil. dr. Henrikas Zilinskas (Lithuanian University of Health
Sciences, Agricultural Sciences, Veterinary — 02A).

Dissertation will be defended at the open session of the Veterinary
Research Council of the Lithuanian University of Health Sciences,
Veterinary Academy Dr. S. Jankauskas Auditorium at 1:00 p. m. on 30" of
August, 2016.

Address: Tilzés 18, LT-47181 Kaunas, Lithuania.



Turinys

SUTRUMPINIMAL Lo 7
TV ADAS et 8
Darbo tikslas ir UZAAVINIAL .....c.eeiviiiiiiiieie e 10
Mokslinis darbo naujumas ir praktiné reikSme ..........ccoceevviiviiiieeiiiennnn, 10
DarbO @PIMEIS ...t 11
1. LITERATUROS APZVALGA ......coovevesesreeevseeesesevssesssesissessenasnens 12
1.1. Galvijy embriony transplantacija pasaulyje........cccccooverivriirieeniennnns 12
1.2. Embriony transplantacijos efektyvumas ..........ccccoevviiiiiiieiiieennnen, 15
1.3. Karviy donoriy atranka embriony transplantacijai............cc.ceevennnne 17
1.4, Karviy reprodukcinio ciklo neuroendokrininé reguliacija............... 19
1.5. Folikuly augimas KiauSidese ..........cceovrririieniiiiiieiic e 21
1.6. Superovuliacijos efektyvuma lemiantys veiksniai.........ccocceevriveennne 24
1.7. Superovuliacijos protokoly tobulinimas ............c.ccevvvviiicniienennnnn. 27
1.8. Dominuojancio folikulo pasalinimas ............cccoceviieiieniicninnieenen. 29
1.9. Estrogeny ir progesterono naudojimas folikuly augimo bangos
SINCAIONIZACIJAI ...vvvvecveeiecee e sre e 31
1.10. Kiausidziy stimuliacija gonadotropinais ir jy deriniais................. 32
1.11. Stimuliacija rekombinantiniu galvijy somatotropinu..................... 35
1.12. Fizioterapija laZerio SVICSa.......cccuvvvereeririeeiienieieseenieeee e 36
1.13. Lazerio $viesos poveikis OVOCIty VYStYMUISI.......ccevvverieeereerieeenne. 38
1.14. Lazerio §viesos poveikis spermatozoidy judrumui ir apvaisinimo
0 LT USSR 40
1.15. Literatiiros apzvalgos apibendrinimas ..........ccocceereerveeneesinesninnnnns 42
2. DARBO METODIKA ...t 44
2.1. Tyrimy etapai, laikas, objektas, eksperimenty vykdymo schema.... 44
2.2. Pirmo tyrimy etapo eksperimento vykdymo metodika.................... 47
2.2.1. Tiriamos karvés, tiriamy karviy grupiy sudarymo principai...... 47
2.2.2. ZILS stimuliacijos poveikio reprodukcinei karviy funkcijai
TVETEINIINAS ... ettt e e nnes 47
2.3. Antro tyrimy etapo eksperimento vykdymo metodika ..................... 50
2.3.1. Tiriamos karvés, tiriamy karviy grupiy sudarymo principai...... 50
2.3.2. Superovuliacijos sukélimo be stimuliacijos ZILS metodika...... 52
2.3.3. Superovuliacijos sukélimo su ZILS stimuliacija metodika........ 53
2.3.4. Embriony i§gavimo metodika ...........ccooverieiiiiiiienic e 54
2.3.5. Superovuliacijos efektyvumo nustatymo metodika................... 55
2.3.6. Embriony i$sivystymo, kokybés ir iSeigos nustatymo metodika56
2.4. Statistinio duomeny jvertinimo metodika............ccooiiiiiiiiiiinen 59



3. TYRIMU REZULTATAL ..ot 60

3.1. ZILS stimuliacijos poveikis reprodukcinei karviy funkcijai............ 60
3.1.1. Tiriamy ir kontroliniy karviy sergamumas metritais ir metrity
EYAYMO tTUKIME ..o 60

3.1.2. Tiriamy ir kontroliniy karviy reprodukcijos rodikliy analize .... 61
3.2. Superovuliacijos efektyvumas pagal kiauSidziy dydzio pries ir po

superovuliacijos SKIrtuma..........cccvieeiieiiiiieiieee e 65
3.3. Superovuliacijos efektyvumas pagal folikuly ir geltonkiiniy
skaiCiy PO SUPETOVULIACTIOS ...vvevvieiriiiiiiieicsiee e 70
3.3.1. Superovuliacijos efektyvumas pagal folikuly skaic¢iy po
SUPEIOVUIACTOS....c.eviiiieisiee e 71
3.3.2. Superovuliacijos efektyvumas pagal geltonkiiniy skai¢iy po
SUPEIOVUITACTJOS.....c.ecvieieieiecieee e 73
3.4. Superovuliacijos efektyvumas pagal embriony i8€iga ........c.ceevvenns 76
3.5. Embriony i$sivystymas ir jy KOKybe ........ccccovviviiiiiniiiiiiciicciee, 79
3.5.1. Tiriamy ir kontroliniy karviy embriony skaicius pagal iSplauty
embriony iSSIVystymo Stadijas ........oceevvrieiiieiiiiineeee e 79
3.5.2. Tiriamy ir kontroliniy karviy embriony skaicius pagal iSplauty
embriony Kokybeés KIases .........ccovviiiiiiniiiiciic e 81
4. REZULTATU APTARIMAS ..ot 84
ISVADOS ..ottt 99
REKOMENDACIJIOS.......oioiieeee e s 101
LITERATUROS SALTINIAL ....ooivrmrirreiresersseessnessnsssssssssssssssenens 102
PASKELBTOS PUBLIKACIJOS DAKTARO DISERTACIJOS TEMA 130
KITOS PASKELBTOS PUBLIKACIJOS.......coiiiiieieie e 130
DALYVAVIMAS KONFERENCIJOSE.........ccccoiiiiiiiiiiiiieeeee e 130
SUMMARY .ottt sttt nre e enee e 153
GYVENIMO APRASYMAS.....oviiriiriniiieiiesiissieeissssesisessssssssnens 181
PADEKA ..ottt 182



SUTRUMPINIMAI

Trumpiniai Reik§més
ACTH Adrenokortikotropinis hormonas
ANOVA Dispersiné (daugiafaktoriné) analizé
ATP Adenozintrifosfatas
bST Rekombinantinis galvijy somatotropinas
CIDR Intravagininis implantas, atpalaiduojantis progesterong
COCs Kamuoliniy lgsteliy ir ovocito kompleksas
DNR Deoksiribonukleortigstis
eCG Kumeliy chorioninis gonadotropinas
FSH Folikulus stimuliuojantis hormonas
GH Augimo hormonas
GnRH Gonadotropinus atpalaiduojantis faktorius
hCG Zmoniy chorioninis gonadotropinas
He—Ne Helis—neonas
hmG Zmoniy menopauzés hormonas
Hz Hercai
ICAR Tarptautinis gyvuliy apskaitos komitetas
IETS Tarptautiné embriony transplantacijos asociacija
IGF Insulininis augimo faktorius
IGF-I Panasus | insuling augimo hormonas
J Dzaulis
LH Liuteinizuojantis hormonas
MAPK Kainazé
MPF Brendima skatinantis faktorius
nm Nano metrai (10™° metro)
NO Azoto oksidas
p Patikimumo Kriterijus
PGF2, Prostaglandinas
PKA Proteino fosfatazé
pp post partum
r Koreliacijos koeficientas
RNR Ribonukleino rigstis
ROS Reaktyvioji deguonies riisis
TSH Skydliauke stimuliuojantis hormonas
TV Tarptautinis vienetas
ZILS Zemo intensyvumo lazerio $viesa




IVADAS

Pienininkysté yra viena i$§ svarbiausiy Lietuvos zemés tkio Saky, jau
daugybe mety sukurianti ne maziau kaip penktadalj visos Salyje
pagaminamos zemés iikio produkcijos vertés. Dél pieno supirkimo kainy
svyravimo daugelis Lietuvos pieno gamintojy pastaruoju metu dirba
nuostolingai, todél, norédami konkuruoti bendroje pieno sektoriaus rinkoje,
jie yra priversti modernizuoti technologiskai pasenusius tkius, gerinti
melziamy karviy veisling verte ir didinti jy produktyvuma.

Rothschild ir Plastow (2014) savo studijoje apra$é, kad XX amziuje
gyvuliy produktyvumas daugelyje iSsivys¢iusiy $aliy didéjo dél visavercio ir
gyvulio poreikius atitinkanc¢io S$érimo, kryptingos selekcijos, gyvuliy
séklinimo, embriony transplantacijos, veiksmingos gyviny ligy prevencijos
ir kontrolés. Siame amziuje produktyviausiy pasaulyje pieniniy bandy
savininkai lzraelyje, JAV ir Kanadoje pagrindinj démesj skiria ne karviy
$érimo ar laikymo technologijy, bet veislininkystés darbo gerinimui. Siaurés
Amerikos pieno gamintojy jsitikinimu, embriony transplantacija yra
neatsiejama pieniniy karviy veislinés vertés ir produktyvumo gerinimo dalis.
Didzioji dalis verSeliy pazangiausiose JAV ir Kanados veislinése bandose
yra gaunami po embriony transplantacijos procediry.

Galvijy embriony transplantacija Lietuvoje pirmg karta buvo atlikta 1983
metais Lietuvos gyvulininkystés mokslinio tyrimo institute. Dr. P. Pakéno
iniciatyva suburta mokslininky grupé jdiegeé §j metodg praktikoje, taciau dél
dideliy kasSty ir nepalankios tuometinés Taryby Lietuvos Zemés iikio
politikos embriony transplantacija buvo pamirsta ir nebevykdoma.

Taciau pasaulyje jau daugelj mety embriony transplantacijos in Vvivo
metodu per metus iSgaunama vidutiniskai apie 700 000 transplantacijai
tinkamy embriony. Vienas i§ pagrindiniy veiksniy, stabdanciy $io brangaus
metodo dar platesnj naudojima genetiskai perspektyviy galvijy veisimui
pasaulyje, yra labai placiai varijuojantis ir neprognozuojamas
superovuliacijos efektyvumas (Keller, Teepker, 1990; Kafi, McGowan,
1997). Superovuliacijos efektyvumo nenuspéjamumo problemg akcentavo
Donaldson (1984), teiges, kad i§ 1263 karviy donoriy 32,4 % atvejy nebuvo
gauta né vieno transplantacijai tinkamo embriono, o gery, t. V.
transplantacijai tinkamy, embriony dalis nuo visy iSplauty embriony ir
neapvaisinty ovocity vidutiniskai sudare tik 45 %.

Tonhati ir kitiems mokslininkams (1999) nustacius, kad gyvulio
organizmo atsakas ] superovuliacija néra paveldimas ir negali bti
prognozuojamas pagal ankstesnius superovuliacijos rezultatus, imta ieskoti


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141314001723
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Donaldson%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16725901

kity  veiksniy, galiniy jtakoti superovuliacijos efektyvumg ir
transplantuojamy embriony iSeiga.

Europos mokslininkai ir embriony transplantacijos specialistai,
negalédami donoréms skirti estrogeny naujos folikuly bangos augimo
sinchronizacijai, superovuliacijos atsako nenuspéjamumo problema bando
spresti ultragarsinio tyrimo duomenimis paremta grieztesne donoriy atranka,
orientuota j kuo didesnj kiauSidése nustatomy folikuly skaiciy pries
superovuliacijg (Mapletoft, Bo, 2012). Mokslinis pagrindimas tokiam
donoriy atrankos biidui buvo paskelbtas 2004 metais (Jaiswal et al., 2004,
Singh et al., 2004).

Tadiau mokslingje literatiroje nepakanka duomeny apie tai, kokiais
metodais buty galima nustatyti ar prognozuoti pradésianciy augti folikuly
skaiciy. Todél butina atlikti daugiau moksliniy tyrimy siekiant identifikuoti
svarbiausius kiau$idziy funkcinés buklés rodiklius, pagal Kkuriuos pries
superovuliacija galima bity prognozuoti busimg superovuliacijos
efektyvuma ir embriony iSeiga.

Nors per paskutiniuosius 30 mety transplantacijai tinkamy embriony
iSeiga didéjo vidutiniSkai nuo 45 % (Donaldson (1984) iki 60 % (Hussein et
al., 2014; Drillich et al., 2012), ta¢iau embriony transplantacijos specialistai
ir mokslininkai konstatuoja, kad ir dabar neretai iSplaunama didesné
procentiné dalis neapvaisinty ovocity, blogos kokybés, degeneruoty ir
transplantacijai netinkamy embriony (Garcia Guerra et al., 2012). Tai
padidina embriony transplantacijos biidu gaunamy verSeliy savikainos
kasStus. Taigi, embriony kokybe gerinan¢iy veiksniy nustatymas leisty
padidinti transplantacijai tinkamy embriony iSeigg.

Pagal Blondin ir kitus mokslininkus (2012) ovocito kokybé yra labiausiai
jtakojama jam augant ir brestant folikulo skystyje. Todél, norédami
pagerinti jy kokybe, turime rasti efektyviy terapijos ar stimuliacijos
priemoniy, veikian¢iy ovocitus Sioje vystymosi stadijoje.

leskant naujy, efektyvesniy ir nattraliy gydymo ir profilaktikos biidy, vis
placiau diskutuojama apie lazerj kaip Sviesos terapijos jrenginj, perspektyvy
ir ekologiska gydymo metoda. Zemo intensyvumo (iki 1500 mW) lazeriai
(ZILS) dazniausiai naudojami kaip fizioterapijos aparatai, kuriy skleidziama
spinduliuote gyvajame organizme sugeria jvairiis chromatoforai, fermentai,
pigmentai, baltymai, deoksiribonukleoriigstys (Chung et al., 2012). Sio tipo
lazerio poveikis yra gana platus: stimuliuoja regeneracinius procesus,
mazina skausmg, uzdegima, teigiamai veikia jvairiy lasteliy metabolinius
procesus, skatina fagocitoze, imuninj atsakg (Huang et al., 2009; Karu,
2010) ir pastaruoju metu vis plac¢iau naudojamas medicinoje ir veterinarijoje
(Poyton, Ball, 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Donaldson%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16725901
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2314853514000638

Wenbin su kitais mokslininkais (1996) jrodé, kad in vitro veikiant sperma
lazeriu padidéja fruktozés fermentacija, suintensyvéja Igsteliy kvépavimo
procesai, grei¢iau perneSami elektronai, padidéja fosforo sunaudojimas ir
kalcio absorbcija, 0 visi Sie procesai padidina spermatozoidy gyvybinguma
ir apvaisinimo galia. Teigiama ZILS stimuliacijos poveikj gyviny
reprodukcinei funkcijai patvirtino 2015 metais publikuoti faktai apie tai, kad
fotomoduliaciniu poveikiu pasizymin¢ios ZILS spinduliy bangos gali biiti
taikomos atliekant stimuliacijg gyviiny lytiniy lgsteliy (spermatozoidy ir
ovocity) funkcijy suaktyvinimui, apvaisinimo pagerinimui ir embriony
produkcijoje in vitro metodu (Abdel-Salam, Harith, 2015). Kadangi
mokslinéje literatiiroje nepakanka duomeny apie ZILS spinduliuotés poveiki
galvijy reprodukcinei funkcijai in vivo, todél butina tai istirti ir, gavus
teigiamg rezultata, nustatyti Sios spinduliuotés poveikj superovuliacijos
efektyvumui in vivo, embriony vystymuisi, jy kokybei ir iSeigai.

Atsizvelgus | visas auk$Ciau iSsakytas mintis ir priclaidas, buvo
suformuotas darbo tikslas ir uzdaviniai.

Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas — jvertinti pieniniy karviy kiauSidziy dydzio reik$§mg
prognozuojant superovuliacijos rezultatus ir ZILS stimuliacijos in vivo jtaka
karviy reprodukcinei funkcijai.

Darbo uzdaviniai:

1. Istirti ZILS stimuliacijos in vivo jtaka pieniniy karviy reprodukcijos
rodikliams.

2. Nustatyti ZILS stimuliacijos in vivo poveiki kiausidziy dydziui po
superovuliacijos, geltonkiiniy ir folikuly skai¢iui bei embriony iSeigai.

3. Ivertinti sgsajas tarp kiauSidziy dydzio, jy padéties kiino pusés
atzvilgiu pries§ superovuhacuq ir superovuliacijos rezultaty.

4. Nustatyti ZILS stimuliacijos jtaka embriony i$sivystymui ir jy
kokybei.

Mokslinis darbo naujumas ir praktiné reik§mé
Atliktais tyrimais buvo pagrjstas poziiiris, kad stimuliacija ZILS yra

perspektyvus ir ekologiskas gydymo ir profilaktikos metodas. Pirmg karta
Lietuvoje ir pasaulyje in vivo buvo jvertinta ZILS stimuliacijos jtaka
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pieniniy galvijy reprodukcinei funkcijai, bei jrodytas teigiamas jos poveikis
superovuliacijos efektyvumui ir transplantacijai tinkamy embriony iSeigai.
Tyrimo metu sukurtas inovatyvus superovuliacijos efektyvumo ir embriony
iSeigos prognozavimo metodas, kuris pagal KkiauSidziy dydj pries
superovuliacijg leis embriony transplantacijos specialistams sumazinti
superovuliacijos nenusp€jamuma.

Visa tai turés didziulg prakting tiking nauda: sumazéjus superovuliacijos
nenuspé&jamumui ir padidéjus transplantacijai tinkamy embriony iSeigai bus
zenkliai sumazinti embriony transplantacijos kastai, todél §is metodas dar
intensyviau ir placiau bus naudojamas pasaulyje, kaip pazangus, spartus ir
ekonomiskai naudingas produktyviy galvijy veisimo biidas.

Darbo apimtis

Darbg sudaro Sios dalys: jvadas, literatiiros apzvalga, tyrimy metodai ir
atlikimas, rezultatai, aptarimas, iSvados, rekomendacijos, naudoti literattiros
Saltiniai (339 $altiniai), paskelbtos publikacijos disertacijos tema, Kitos
paskelbtos publikacijos, dalyvavimas konferencijose, disertacijos santrauka
(angl. summary) angly kalba, gyvenimo apraSymas ir padéka.

Darbo apimtis 182 puslapiai, iliustruota 23 lentelés, 18 paveiksly.

11



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Galvijy embriony transplantacija pasaulyje

Embriony transplantacija — procesas, kurio metu embrionai surenkami 18
donoriy ir perkeliami | recipienciy (surogatiniy motiny) gimda tolesniam
vystymuisi  (Curtis, 1991). Vykdant galvijy embriony transplantacijg
paprastai atlickamos Sios procediiros: rujos sinchronizacija, superovuliacijos
sukélimas, donorés apséklinimas, embriony iSgavimas 7 parg po sé€klinimo
ir gyvy ar Saldyty embriony persodinimas recipientéms. Daugeliu atvejy
galvijy embrionai yra plaunami ir persodinami recipientéms nechirurginiu
blidu, o Sios procediiros dazniau atliekamos fermose nei specializuotose
galvijy klinikose (Hasler, 2003).

Daugelyje moksliniy straipsniy nurodoma, kad galvijy embriony
transplantacija ir superovuliacija placiai pradéta taikyti 1970 metais
(Mapletoft, Hasler, 2005; Farin et al., 2007; Machaty et al., 2012; Hasler,
2014). Literatiros duomenimis, pirmoji sékminga Zinduoliy embriony
transplantacija buvo atlikta 1890 metais triuSiams (Betteridge, 2003). 1949
metais Umbaugh pirmasis atliko embriony transplantacija galvijams,
verSingomis tapo 4 karvés, taCiau verSeliai nebuvo i$neSioti (Umbaugh,
1949). Pirmoji sékminga galvijy embriony transplantacija pasaulyje atlikta
1951 metais. I§ chirurginés intervencijos biidu recipientei persodinto 5 pary
amziaus embriono atvestas verSelis laikomas pirmuoju pasaulyje verseliu,
gautu i$ persodinto embriono (Willett et al., 1951; Betteridge, 1981).

Atvestas sveikas verSelis paskatino jvairiy Saliy mokslininkus testi ir
tobulinti § veisimo metoda, todél jau 1970 metais Siaurés Amerikoje
galvijy embriony transplantacija pradéta naudoti komerciniais tikslais
siekiant padidinti europietisky galvijy veisliy populiacija (Hasler, 2003).
Tuo paciu metu buvo jkurta ir IETS (International Embryo Transfer Society
— Tarptautiné embriony transplantacijos asociacija), Kuri kiekvienais metais
renka duomenis apie embriony transplantacijos rezultatus. Jos surinkti ir
pateikti duomenys atspindi praktinj embriony transplantacijos metodo
panaudojimg ir jtaka atskiroms gyvulininkystéms Sakoms. Nustatyta, kad
embriony persodinimas didziausia nauda duoda pieninéje ir mesingje
galvijininkystéje (Mapletoft, 2013).

Galimyb¢ 1§ produktyvios karvés per metus gauti daugiau kaip vieng
palikuon; labai greitai iSpopuliarino embriony transplantacijg visame
pasaulyje, kaip inovatyvy ir pagreitinta aukStos veislinés vertés gyvuliy
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veisimo biida. Jo raidoje galima biity iSskirti tris vystymosi etapus, kuriuos
savo darbuose apzvelgé Betteridge (2003), Hasler (2003, 2004). Pirmajame
embriony transplantacijos etape, po superovuliacijos, embrionai buvo
iSgaunami chirurginiu btdu in vivo metodu, véliau — iSplaunami, naudojant
kateterius ir specialias terpes. Antrame etape buvo pradéta persodinti
embrionus, gautus i§ in Vitro badu apvaisinty ovocity. Véliau §j metoda
pradéta derinti su geny inzinerija, kuri jgalino perkelti genus i§ vieno tos
pacios rusies genomo | kitg, keisti vienus nukleotidus kitais arba tiesiog juos
pasalinti. Sio metodo praktinis rezultatas — sukurti transgeniniai organizmai.

Pirmajame embriony transplantacijos etape praéjusio amziaus asStunto
deSimtmecio viduryje paskelbti moksliniai straipsniai apie sékmingus
bandymus iSgaunant ir persodinant galvijy embrionus nechirurginiu bidu
(Elsden et al., 1976; Rowe et al., 1976; Drost et. al., 1976) davé didelj
postim]j $io metodo plétrai Siaurés Amerikoje, Europoje, Japonijoje ir
Australijoje. Po keleto mety embriony iSgavimas nechirurginiu biudu jau
buvo placiai naudojamas praktikoje (Hasler, 2003, Rowe et al., 1980).

1973 metais paskelbta informacija apie pirmus sékmingus bandymus
persodinant po gilaus uzsaldymo atSildytus embrionus (Wilmut, Rowson,
1973) dar labiau paspartino $io metodo plétra.

Embriony transplantacijos mastai pasaulyje kasmet augo, taCiau ypac
didelis Suolis jvyko laikotarpiu nuo 1997 iki 2005 mety. Per 8 metus
iSplaunamy embriony skai¢ius pasaulyje IETS duomenimis padidéjo 73,14
% (nuo 456 258 iki 789 972 embriony per metus) (1 pav.).
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1 pav. Per metus in vivo metodu isplaunamy embriony skaicius pasaulyje

nuo 1997 iki 2012 mety (Perry, 2013)
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2007 metais pasaulyje jau buvo iSgaunama daugiau kaip pusé milijono
galvijy embriony (577 900), i§ kuriy 50 % buvo persodinti i§ karto
recipientéms, t. y. ,Sviezis“, 0 kita dalis — po uzSaldymo-atsildymo
(Thibier, 2008).

Pasaulyje per 2013 metus daugiausia embriony plovimy atlikta JAV
(n=44 685), kuriy metu gauta 301 671 transplantacijai tinkamy embriony,
vidutiniSkai po 6,75 embriono i§ donorés. Embriony transplantacijos
lyderémis pasaulyje tampa JAV ir Kanada. IETS duomenimis, Siose Salyse
2013 metais iSplauta beveik 54 % visy per metus pasaulyje in vivo metodu
iSgauty embriony (1 lentelé).

1 lentelé. In vivo metodu gauty transplantacijai tinkamy galvijy embriony
kiekis pasaulyje per 2013 metus (Perry, 2014)

Kplauta Gauta o Procentiné dalis nuo visy

. . transplantacijai iSplauty embriony

Regionas donoriy . : oy .
(n) tinkamy embriony skaiciaus pasaulyje
(n) (%)

Afrika 1081 8 461 1,16
Azija 9391 105 249 14,43
Europa 22 316 135711 18,61
Siaurés 57735 392 530 53,83
Amerika
Okeanija 2837 14 525 1,99
Piety Amerika 12 545 72770 9,98
I§ viso: 105 905 729 246 100

Europoje 2013 metais, IETS duomenimis, daugiausia pieniniy karviy
embriony donoriy iSplauta Pranciizijoje (n=7205, vid. 5,3 embriono),
Olandijoje (n=4308, vid. 6,2 embriono) ir Vokietijoje (n=2573, vid. 6,8
embriono) (Perry, 2014).

Manoma, kad embriony transplantacija lémeé sparty produktyvumo
augima daugelyje JAV pieno tkiy (Stroud, 2012). 2013 metais vidutinis
primilzis Sioje Salyje i§ 9,221 mln. karviy pasieké 10 613,00 kg (60 %
daugiau nei Lietuvoje, 2013 mety ICAR duomenys) i§ karvés per 305
laktacijos dienas. Taigi, embriony transplantacija galima apibtdinti kaip
pazangy, praktikoje pasiteisinusj ir pagreitintg produktyviy galvijy veisimo
buda.

AukStos genetinés vertés embrionai tapo paklausia preke visame
pasaulyje ir uzsaldyti talpose su skystu azotu buvo gabenami i§ vienos Salies
i kita. 2011 metais Siaurés Amerikoje papildomai i$plauta 30 000 galvijy
embriony eksportui, i§ jy 13 737 — Kanadoje (Stroud, 2012). Komerciné
embriony transplantacija tapo didziuliu, gerai organizuotu tarptautiniu
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verslu (Betteridge, 2003). Tai buvo pigesnis ir saugesnis (neplatinamos
infekcinés ligos) biidas gerinant galvijy bandy genetinj potenciala, nei gyvy
veisliniy gyvuliy jsivezimas (Otter, 1994). Parduodamy embriony kaina
priklauso nuo donorés, jos protéviy genetiniy savybiy ir embriono
apvaisinimui naudotos buliaus spermos vertés ir gali svyruoti nuo keliy
tukstan¢iy iki keliy deSim¢iy ar net Simty tikstanéiy doleriy (Genzebu,
2015). Autoriaus teigimu, komerciné embriony transplantacijos programy
s¢kmé priklauso nuo transplantacijos specialisty jguidziy ir patirties, tinkamy
recipienCiy, tiksliai sinchronizuoty donoriy ir recipienciy rujy, jei
persodinami $vieziis embrionai, embriony kokybés ir embriony saugojimo ir
persodinimo procediiry.

1.2. Embriony transplantacijos efektyvumas

Embriony transplantacijos metodo efektyvumas yra vertinamas pagal du
kriterijus: superovuliacijos efektyvuma (iSplauty ir transplantacijai tinkamy
embriony skaiciy) ir recipien¢iy verSingumo indeksa (verSingomis tapusiy
recipienciy skaiCiy procentais po pirmo embriono persodinimo) (Gordon,
2004).

Vienas i§ pagrindiniy veiksniy, stabdanéiy embriony transplantacijos
metodo dar platesnj naudojimg veislininkystés programose, yra sunkiai
prognozuojamas superovuliacijos atsakas (Kafi, McGowan, 1997,
Mapletoft, Bo, 2012), tai vienas i§ kritiskiausiy ir sunkiausiai
prognozuojamy etapy embriony transplantacijos protokole (Andrade et al.,
2003).

Superovuliacijos metu donoriy kiauSidés yra  stimuliuojamos
hormoniniais preparatais, siekiant gauti kuo didesnj skaiCiy pakankamai
subrendusiy ovocity, galin¢iy po apvaisinimo i8sivystyti iki transplantacijai
tinkamy embriony (Singh et al., 2004). Taciau superovuliacijos rezultatai
pagal iSplaunamy ir transplantacijai tinkamy embriony kiekj labai skiriasi. I$
tuo pat metu pagal vienodg superovuliacijos protokola stimuliuoty donoriy
gali biiti iSplaunama nuo 0 iki 50, o retais atvejais ir dar daugiau embriony.
atliekant sékmingas embriony transplantacijos programas galvijams
(Mapletoft et al., 2002; Barros, Nogueira, 2004; Baruselli et al., 2006).
Embriony transplantacijos praktiky pastebéjimais, 1§ mazdaug 20-25 %
donoriy negaunama né vieno transplantacijai tinkamo embriono, nors 1§
daugelio jy ankstesniy plovimy metu buvo iSplautas pakankamas embriony
skaiius. Praktiky skelbiamg informacija patvirtino Baruselli ir Kkiti
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mokslininkai  (2006), paskelbe, kad 20-30 % donoriy neatsako |
superovuliacija.

Pagal Seidel ir kolegas 2003 metais i§ 27 % visy sveiky donoriy buvo
gauta nuo 0O iki 1 embriono, o 54 % donoriy produkavo nuo 2 iki 10
embriony, ir tik i§ 20 % donoriy iSskirta 11 ir daugiau embriony (Seidel et
al., 2003).

Looney (1986) paskelbé, kad i§ 2048 mésiniy galvijy vidutiniS$kai buvo
gauta po 6 transplantacijai tinkamus embrionus, tac¢iau 24 % donoriy daryta
superovuliacija nebuvo sékminga, nes i§ jy nebuvo iSplauta né vieno
embriono, o 1§ 30 % donoriy buvo iSplauta vidutiniSkai po 14 embriony, kas
sudar¢ 70 % visy tyrimo metu iSgauty embriony. Analogiski
superovuliacijos efektyvumo ir embriony iSeigos svyravimai uzfiksuoti ir
atlikus bandymus su daugiau kaip 987 pieniniy galvijy grupe (Lerner et al.,
1986).

Vidutinis iSplaunamy embriony skaicius pasaulyje daugelj mety beveik
nekito ir svyruoja intervale tarp 57 i$ vienos donorés (Hasler, 1992, 2006).
Vidutinis in vivo metodu i$plaunamy embriony skai¢ius pasaulyje nuo 1997
iki 2012 mety pateikiamas 2 pav.

l ———Siaurés Amerika - -------- Pasaulio vidurkis
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2 pav. Vidutinis in vivo metodu isplaunamy embriony skaicius Siaurés
Amerikoje ir pasaulyje nuo 1997 iki 2012 mety (Perry, 2013)

Iki 2000 mety, pagal Garcia Guerra ir kitus mokslininkus (2015), is$
vienos pieniniy galvijy donorés in vivo metodu pasaulyje vidutiniskai buvo
iSgaunama apie 5,5 transplantacijai tinkamo embriono ir tik per pastaruosius
15 mety §is skaiGius padidéjo iki 6,7. Siy mokslininky duomenimis, 22%
pasaulinj embriony iSeigos in vivo padidéjima salygojo zenkliai iSauges
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vidutinis iSplaunamy embriony skai¢ius JAV ir Kanadoje (2 pav.), kur
iSgaunama didzioji dalis visy transplantacijai tinkamy embriony pasaulyje.

Ivairiose Salyse atlikti gausiis tyrimai keiCiant vienus hormoninius
preparatus kitais, bandant jvairias jy dozes ir kombinacijas, gerinant gyvuliy
laikymo salygas, S$érimg ir pan. laukiamy rezultaty nedaveé, nes
superovuliacijos nenusp¢jamumas iSliko. Pastaruoju metu mokslininkai,
bandydami sprgsti Sig problemg, vis daugiau démesio skiria donoriy
reprodukcijos organy funkcinés biiklés jvertinimui prie§ superovuliacijg ir
galimy sasajy su superovuliacijos atsaku nustatymu, todél donoriy atranka
tampa vienu i8 svarbiausiy etapy embriony transplantacijoje.

1.3. Karviy donoriy atranka embriony transplantacijai

Vykdant donoriy atrankg embriony transplantacijai pirmiausia turi biiti
atsizvelgiama ] gyvulio genetinj potenciala, reprodukcijos savybes, biisimy
palikuoniy verte ir jy poreikj rinkoje (Mapletoft, 1985).

Donorés negali turéti reprodukciniy sutrikimy, turi turéti gerai
funkcionuojancius lytinius organus, gerus vaisos rodiklius, biiti kliniskai
sveikos ir neturéti suzeidimy (Hasler, 1992). Donorés turi biiti pradedamos
stebéti 1§ karto po apsiverSiavimo, jos turi turéti reguliary lytinj cikla,
besikartojant] kas 18—24 paras. Superovuliacijos sukélimg galima pradéti ne
anksciau kaip 60 pary po apsiverSiavimo arba pasibaigus pieno pikui, kai
primelziamo pieno kiekis pradeda mazéti. Pagal Selk (2013), atrenkant
donores embriony transplantacijai labai svarbus rodiklis yra reguliarus
lytinis ciklas kiekvienos laktacijos metu ir ne didesnis séklinimo indeksas
kaip 2 kartai kiekvienam verSingumui. Laikotarpis tarp apsiverSiavimy turi
biti apie 365 paros, donoré negali buti sirgusi palingu metritu ar turéjusi
kokiy nors kity reprodukecijos sutrikimy.

Donoriy amzius yra svarbus faktorius, lemiantis iSplaunamy embriony
skai¢iy (Hasler et al., 1983). Nustatyta, kad i§ tely¢iy iSplaunama maziau
embriony nei i§ vyresniy karviy (Stroud, Hasler, 2006), ta¢iau nuo 10 mety
amziaus donoriy atsakas ] superovuliacija silpné¢ja, kartu mazéja ir
iSplaunamy embriony skaicius (Hasler et al., 1983). Daugelis mokslininky
pripazjsta, kad pieniniy karviy donoriy amziaus jtaka superovuliacijos
efektyvumui yra zenkliai reikSmingesné, nei mésinio tipo karviy, kurios tik
vyresnés nei 10 mety pradeda silpniau reaguoti ] superovuliacija
sukelian¢ius hormonus (Stroud, Hasler, 2006).

Sérimo jtaka embriony transplantacijos rezultatams tyré daug
mokslininky. Buvo jrodyta, kad mésiniy veisliy telyCiy, uztektinai gavusiy
koncetruoty paSary, superovuliacijos rezultatai ir iSplauty embriony kokybe
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buvo zymiai geresn¢, nei kontrolinés grupés telyCiy, kurios per para
gaudavo normuotg 3 kg koncentraty davinj (Yaakub et al., 1999). Donorés
turi buti tinkamai Seriamos, atsizvelgiant | gyvulio fiziologinius poreikius ir
duodamo pieno kiekj. Kadangi nutukusiy ir iSlies¢jusiy karviy vaisos
rodikliai prastéja, todél labai svarbu, kad donorés superovuliacijos metu
buty reikiamos kondicijos (Selk, 2013). Nustatyta, kad nutukusioms
karvéms dazniau susidaro kiau$idziy cistos, superovuliacijos atsakas yra
silpnas, superovuliacijos metu ovuliave ovocitai yra nevisaver¢iai, prastai
apsivaisina, o riebalais apauge lytiniai organai komplikuoja embriony
iSplovimo procedaras (Stroud, Hasler, 2006).

Daugelis embriony transplantacijos specialisty jsitikine, kad papildomas
organinés kilmés mineraliniy papildy davimas donoréms pries
superovuliacija gali padidinti iSplaunamy embriony skaifiy ir
transplantacijai tinkamy embriony kokybe. Taciau mokslinio tyrimo metu
buvo nustatyta, kad organinés kilmés mineraliniy papildy davimas (lyginant
su neorganinés kilmés papildais) donoréms prie§S superovuliacijg pagerino
tik transplantacijai tinkamy embriony kokybe ir neturéjo jokios jtakos
iSplaunamy embriony skaiciui (Lamb et al., 2004).

Pastaraisiais metais mokslininkai superovuliacijos atsako
nenuspéjamumo problema bandé¢ spresti parenkant karves donores, kuriy
kiausidése nustatomas kuo didesnis folikuly skai¢ius prie§ superovuliacijos
pradzia (Mapletoft, Bo, 2012). Manoma, kad padid¢jusj iSplaunamy
embriony skaiGiy i§ donorés Siaurés Amerikos Salyse lémé Europoje
draudziamy hormoniniy preparaty (estrogeny) papildomas panaudojimas
superovuliacijos metu. Efektyvesnés, patobulintos superovuliacijos schemos
JAV ir Kanadoje buvo kuriamos remiantis Nasser ir kity mokslininky
(1993) pateiktais faktais, kad superovuliacijos efektyvumas iSauga pradéjus
leisti gonadotropinus naujos folikuly bangos augimo pradzioje, O
dominuojancio folikulo buvimas yra neigiamas faktorius, bloginantis
superovuliacijos atsaka (Guilbault et al., 1991; Bungartz, Niemann, 1994).
Nors naujos superovuliacijos schemos leido kontroliuoti folikuly bangos
augimo pradZia, Siek tiek pagerino superovuliacijos efektyvuma ir embriony
1Seigg, taCiau superovuliacijos atsako nenusp¢jamumas iSliko (Bo et al.,
2002, 2006). Todel mokslininkai, atsizvelgdami i karviy reprodukcinio ciklo
neuroendokrining reguliacijg, jvairiomis hormony aplikacijomis imituodami
natiiralia folikulus stimuliuojanc¢io hormono (FSH) ir liuteinizuojancio
hormono (LH) koncentracijos kaita gyvulio organizme, toliau tobulina
kiausidziy stimuliacijos schemas.
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1.4. Karviy reprodukcinio ciklo neuroendokrininé reguliacija

Reprodukcine karviy funkcijg regulivoja parakrininé ir endokrininé
sistemos, kurioms yra butini imuniniai ir neuroendokrininiai pokyc¢iai.
Karviy lytinio ciklo metu tam tikrais periodais kinta kiausidziy struktira,
lytiniy hormony koncentracija gimdos gleivinéje ir kraujyje (Schams et al.,
2002).

Lytinio ciklo reguliavimo sistemos gali biiti realizuojamos per specifinius
proteinus, autokriniSkai ir parakriniSkai veikiancius Igsteliy dauginimasi ir
audiniy transformacija (pvz. folikulo virtimg j geltonaji kiing). Parakrininiai
hormonai pernesami santykinai nedideliu atstumu ir sgveikauja su
kaimyniniy lgsteliy savitaisiais receptoriais. Reguliuojant reprodukcine
funkcija aktyviai dalyvauja inhibinas, aktyvinas ir insulininis augimo
faktorius (IGF). IGF yra baltymas, kuris sekretuojamas kepenyse veikiant
augimo hormonui (Findlay et al., 1996). Chemine sudétimi jis panaSus j
proinsuling, reguliuoja lgsteliy dauginimasi ir pasizymi j insuling panaSiu
poveikiu.

IGF inicijuoja folikuly augima kiausidése (Findlay et al., 1996), dél jo
poveikio keiciasi folikuly theca sluoksnio lIgsteliy jautrumas LH ir FSH.
Ovuliacinio folikulo iSsivystymas irgi yra siejamas su IGF. D¢l
gonodotropiny poveikio formuodamasis folikulas gamina IGF, kuris
inicijuoja kity folikuly issivystyma. Transformuojantis IGF dalyvauja
geltonkiinio regresijos procese ir stimuliuoja fibroblasty iSbujojima
geltonkiinyje. Ankstyvojoje embriogenezéje IGF yra atsakingas uz
embriony blastocisty vystymosi stadijg (Smith et al., 2005). Gimdos
susitraukimo mechanizme dalyvaujantis IGF ir insulino hormonai veikia
endometriumo ir miometriumo lasteles bei stimuliuoja jy proliferacijg. IGF
pakeiCia arachidono rugstj | prostaglandinus, kurie taip pat stimuliuoja
gimdos susitraukimg. Prostaglandinai pasizymi parakrininiu veikimu (Yao
etal., 2010).

Neuroendokriningje lytinio ciklo reguliacijoje svarbig vieta uzima Sviesa.
Nuo apSvietimo intensyvumo priklauso pasmegeninés liaukos atsakas i
gonadotropinus atpalaiduojancio faktoriaus (GnRH) poveikj.

Akies tinklainés pagautas $viesos signalas yra perduodamas j pagumburj
ir | kankorézing liaukg. Kankoréziné liauka kontroliuoja fotoperiodiskuma,
iSskirdama hormong melatoning. Melatoninas yra svarbus organizmo
biologinis reguliatorius, atsakingas uz organizmo cirkadinj ciklg ir
organizmo lytin] formavimasi. Slopindamas GnRH sinteze, jis reguliuoja
reprodukcing funkcijg per pagumburi. Liaukg sudaro penkiy tipy lastelés,
tarp kuriy pagrindinémis lgstelémis laikomi pinealocitai, gaminantys
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melatoning. Zinduoliy kankorézinés liaukos informacija priima per regos
nervg (Macchi, Bruce, 2004). Melatoninas reguliuoja lytiniy liauky
aktyvuma, slopindamas FSH sekrecija (Berlinguer et al., 2009), slopina
lasteliy, sintetinanciy gonadotropinius, fermentinj aktyvumg (Balik et al.,
2004). Sis hormonas stimuliuoja oksitocino sekrecija ir skatina progesterono
gamybg. KiauSidése melatoninas slopina estrogeno receptoriaus o ir
progesterono receptoriaus P raiska (Chuffa et al., 2011). Kei¢iant Sviesos
intensyvumg galima pagerinti produktyvumg ir reprodukcines funkcijas.

Pubertiniu laikotarpiu (iki lytinio subrendimo) galvijams yra svarbios
prieinkstinés liaukos. Esant lytiniy liauky nepakankamumui, jie perima jy
endokrining funkcijg. Tinklinéje prieinkstiniy liauky zonoje yra gaminami
lytiniai hormonai androgenai ir estrogenai, kurie svarbiis brendimo metu
antriniy lytiniy poZymiy ir teSmens i$sivystymui, moduliuoja karvés elgesi
rujos metu, slopina folikuly brendima ir skatina progesterono sekrecijg.

Didziausig jtaka reprodukcinéms funkcijoms turi hipofizé ir lytinés
liaukos, tai yra pirminiai neuroendokrininiai reguliavimo centrai (Hafez,
Hafez, 2000).

Pagumburio—hipofizés aSis yra viena svarbiausiy neuroendokrininés
sistemos daliy, tai vienas funkcinis vienetas, reguliuojantis lytinj ciklg per
kiaugides (Short et al., 1990). Si adis sujungia neuroendokrining ir
endokrining sritis per portaling kraujotaka.

Pagumburys yra trecio smegeny skilvelio srityje tarp optinés chiazmos ir
speniniy kiiny. Si smegeny vieta yra nerviné jungtis tarp pagumburio ir
uzpakalinés pasmegeninés liaukos dalies, kartu tai yra kraujagysliné jungtis
tarp pagumburio ir pasmegeninés liaukos priekinés dalies. Hipofizés veikla
yra priklausoma nuo pagumburio ir hipofizés anatominiy struktiry
tarpusavio sgveikos. Ji yra smegeny pagrindo kaulinéje kiSenéje po
pagumburiu, tarpusavyje jas jungia nervinés skaidulos ir kraujagysleés.
Anatomiskai liauka skirstoma j tris dalis: prieking (adenohipofize), tarping ir
uzpakaling (neurohipofizg) (Eiler, 2004). UZpakaliné hipofizés dalis neturi
hormonus sekretuojanéiy lgsteliy, todél vazopresinas ir oksitocinas
sintezuojami supraoptiniuose pagumburio branduoliuose, bet j krauja juos
iSskiria neurohipofizé. Reguliuojant lyting sistemg dalyvauja priekiné
hipofizés dalis, gimda ir kiausidés. Priekiné hipofizés dalis sekretuoja 6
peptidinius hormonus: augimo hormonus (GH), skydliauke stimuliuojantj
hormong (TSH), adrenokortikotropinj hormong (ACTH), FSH, LH ir
prolakting (Crowe et al., 1998). Hormonai yra sintetinami i§ baltyminiy
hormony, pirmiausia produkuojamas preprohormonas, véliau i
prepropresofizino — vazopresinas, o i§ preprooksifizino — oksitocinas. Abu
hormonai saugomi sekrecinése granulése ir sekretuojami sujungti su
baltymu.
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Lytinés funkcijos reguliavimui svarbiausi yra hipofizés iSskiriami
gonadotropinai — LH ir FSH. Lytinio ciklo reguliacija per $ig asj prasideda,
kai steroidiniy hormony yra didelé¢ koncentracija, o hormony LH ir FSH
koncentracija maza (Crowe et al., 1998). Lytinio ciklo pabaigoje,
maksimaliai padidéjus steroidiniy hormony koncentracijai, suaktyvéja
pagumburys (Nett et al., 1987; Yavas, Walton, 2000), kurio pagrindiné
funkcija yra smegeny pagrindo lastelése gaminti GnRH (Schubert, 1997).
Pagumburio aktyvumag kontroliuoja aukstesnieji nerviniai centrai (Moenter
et al.,, 1992). Po GnRH transportavimo i§ pagumburio j hipofizés liauka,
GnRH prisijungia prie savo su G-baltymu susieto receptoriaus ant
gonadotropinés lastelés pavirsiaus. Si jungtis iSlaisvina intralastelinj kalcj,
aktyvuojantj proteinkinaze, bei FSH ir LH i$ hipofizés (Kakar et al., 1993),
veikiancius kiausidziy folikuluose brgstancius ovocitus.

Hormonus, dalyvaujancius lytiniame cikle, i$skiria ne tik hipofizé, bet ir
kiausidés (progesterong (P4), estradioli (E2) ir inhibing) bei gimda
(prostaglanding (PGF2,)) (Crowe et al., 1998; Mapletoft, 2006; Crowe,
Mullen, 2013).

1.5. Folikuly augimas kiausidése

Karvés kiausidziy funkcionalumg lemia kiauSidziy dydis ir folikuly
augimo tempas, reguliuojamas hormony, augimo faktoriaus ir lasteliy
tarpusavio sgveikos. Kiau§idziy funkcija yra dvejopa. Pirmoji — ovocito
gamyba, antroji — steroidiniy hormony gamyba. Steroidiniai hormonai
uztikrina sékmingg lytiniy taky iSsivystymg ir palengvina embriony
implantacija (Hafez, Hafez, 2000).

Svarbiausi kiauSidziy dariniai — folikulai ir geltonkiiniai, yra atsakingi uz
steroidy (estrogeny ir progesterony) sintez¢. KiausSidéje augantys folikulai
yra skyséio pripildytos struktiros (puslelés), apsuptos lgsteliy sluoksnio,
kurj 1§ vidaus sudaro granulioziniy, o 1§ iSorés — endokrininiy Igsteliy
sluoksnis (Fricke, 2002). Folikuly augimas ir brendimas priklauso nuo
nuoseklios sublasteliniy lasteliy ir molekuliy jvairiy komponenty
transformacijos folikuluose: ovocito, vidiniy ir iSoriniy lasteliy (Hafez,
Hafez, 2000). Endokrininiy lasteliy sluoksnis yra svarbus gaminant
androgenus, kurie reikalingi estrogeny biosintezei (Magoffin, 2005).
Granulioziniy lasteliy sluoksnis gamina inhibing. Manoma, kad inhibinas
slopina  FSH iSskyrimg ir mazesniy folikuly vystymasi (silpnina
superovuliacija) (Zilaitis ir kt., 2013). Folikuluose esantis skystis atlieka
svarby vaidmenj fiziologiniuose, biocheminiuose ir metaboliniuose
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branduolio ir citoplazmos brendimo procesuose, brestant ovocitams. Lytinio
ciklo metu folikulinis skystis skatina folikuly augimg ir steroidogeneze,
ovocito brendimg, ovuliacija ir ovocito perneSima | kiauSintakj, paruosia
folikulo tolesnj virtimg j geltonkiinj, o skystyje esantys stimuliatoriai ir
inhibitorinés medziagos reguliuoja folikulinj cikla (Hafez, Hafez, 2000).

Pagal sandarg ir dyd; folikulai brendimo metu skirstomi |
primordialinius, pirminius ir antrinius, o pagal erdvés formavimg skirstomi j
preantralinius ir antralinius. Primordialiniai folikulai nesidaugina, jie virsta
pirminiais, kuriy vystymasis sustoja iki tol, kol telycia subresta. Po
subrendimo  prasideda pirminiy folikuly vystymasis | antrinius
(preantralinius ir antralinius). Antralinis folikulas vadinamas Grafo folikulu,
jo viduje yra visavertis subrendes ovocitas.

Augant folikulams abiejuose lasteliy sluoksniuose veikiant hormonams
vyksta lasteliy proliferacija ir diferenciacija. Siuos procesus reguliuoja
gonadotropinai, IGF, o folikulo vystymasi, ovocito kokybe, taip pat ir
apsivaisinimg jtakoja daugelis aplinkos faktoriy, tokiy kaip Sérimas ir kt.
(Garnsworthy, Webb, 1999).

Folikuly ir ovocity vystymasis atsinaujina dé¢l lytiniy hormony jtakos
(Glidewell-Kenney et al., 2007). Hormony sekrecijos kombinacijos ir
medziagy apykaitos derinys palaiko tinkamg hormony pusiausvyra per
folikuling ir geltonkiinio ciklo fazes. PrieSovuliacinis folikulas ir véliau
susidares geltonkiinis yra pagrindiniai kiau$idziy dariniai, reguliuojantys
atitinkamga estradiolio ir progesterono sekrecijg (Wiltbank et al., 2006).

Gonadotropiniai hormonai LH ir FSH reguliuoja folikuly vystymosi
procesus. PeriodiSkai pakylanti FSH koncentracija nulemia antriniy folikuly
kiekj, patenkant; i folikuling bangg. Cirkuliuojancio FSH kiekis yra
slopinamas neigiamu grjztamuoju rysiu. Naujos folikulinés bangos folikulai
i§skiria estradiolj ir inhibing, todél sumazina FSH kiekj ir apsaugo nuo
naujos folikulinés bangos formavimosi. Dominuojantys folikulai turi
didesnes estradiolio koncentracijas negu brestantys folikulai, tai yra vienas
1§ skirtumy tarp jy, uZtikrinantis, kad neprasidés nauja folikuliné banga.
Augant dominuojanc¢iam folikului vyksta svarbiis pokyciai. Jis tampa
nebepriklausomas nuo FSH, o did¢jantis iSskiriamo estradiolio kiekis
teigiamu griztamuoju ry$iu skatina hipofiz¢ iSskirti LH. Padidéjusi LH
koncentracija sukelia ovuliacijg. Po ovuliacijos kiausid¢je triikusio folikulo
vietoje formuojasi geltonkiinis, kurio liuteininése lgstelése pradedamas
gaminti progesteronas, slopinantis GnRH ir LH sekrecija ir naujy folikuly
ovuliacijg (Roche et al., 1992; Rasby, Deutscher, 2000; Stevenson, 2001;
Hall et al., 2009). Jei karvé neapsivaisina, geltonkiinis nustoja gaminti
progesterong ir regresuoja. Lytinio ciklo metu vykstanti geltonkiinio
regresija vadinama liuteolize. Jos mechanizmas siejasi su prostaglandinais,
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kuriuos iSskiria gimdos endometriumas. Po geltonkiinio regresijos issiskiria
daugiau GnRH ir LH, vyraujantis folikulas pradeda intensyviau augti, o
kiausidés — gaminti estrogenus, skatinanius rujos pozymiy atsiradima.
Padidéjus FSH ir LH kiekiams jvyksta ovuliacija (Roche et al., 1992; Hall et
al., 2009), kurios metu ovuliuoja dominuojantis folikulas arba progesterono
fone vyksta jo atrezija. Natiiralaus lytinio ciklo metu gali ovuliuoti tik
paskutinés bangos folikulai, kai suardomas geltonkiinis ir sumazéja
progesterono koncentracija kraujyje (Hafez, Hafez, 2000).

D¢l FSH koncentracijos pokyciy (padidéjimo arba sumazéjimo) kraujyje
folikulai kiauSidése auga bangomis iki lytinio subrendimo, lytinio ciklo
metu ir verSingumo laikotarpiu. VerSingumo metu besiformuojantys
folikulai palaiko reikiamy estrogeny koncentracijg ir sglygoja karvés
elgseng (Zilaitis ir kt., 2013). 95 % lytiniy cikly metu kyla dvi arba trys
folikulinés bangos, besibaigian¢ios dominuojancio folikulo iSsivystymu
(Adams, 1999; Ball, Peters, 2004). Pirmasis dominuojantis folikulas
susiformuoja tarp 7-15 paros po apsiversiavimo (Crowe, 2008).

Vidutiniskai karviy lytinis ciklas trunka 21 parg, bet gali varijuoti tarp
18-24 pary, tai priklauso nuo folikuliniy bangy skaiciaus. Karviy lytinis
ciklas, kurio metu kyla trys folikulinés bangos, paprastai trunka 20-24
paras, o karviy su dvejomis folikulinémis bangomis lytinis ciklas t¢siasi 18—
20 pary (Bleach et al., 2001). Folikuly augimo bangos vyksta 7-8 pary
intervalu per visg lytinj cikla, kiekvienoje bangoje subresta ovuliuoti
gebantis dominuojantis folikulas, kuris budamas didziausiu pradeda slopinti
mazesniy folikuly augima (Henschel, 2001). Kiekvienos bangos metu
pradeda augti apie 2050 folikuly, i$ kuriy 3—6 folikulai uzauga iki 4-5 mm
skersmens, taCiau augimo bangos pabaigoje lieka tik vienas, jis tampa
vyraujanéiu, bet kiaugialgstés nesubrandina ir greitai suyra (Zilaitis ir kt.,
2013).

Kiekvienos folikulinés bangos metu vyksta folikuly susitelkimas,
atranka, dominavimas ir iSnykimas (atrezija) (Pierson, Ginther, 1988;
Binelli et al., 1999; Beg et al., 2001). Folikuliné banga prasideda nuo apie
4,0 mm diametro susitelkusiy folikuly, auganéiy kartu iki 57 mm. Pasiekes
tokj dydj, vienas folikulas pradeda grei¢iau uz kitus augti ir tampa
vyraujanéiu, o kiti nustoja auge¢ ir pamazu regresuoja (Adams et al., 1993;
O‘Connor, 1993). Vyraujantis folikulas vidutiniS8kai uzauga nuo 4,0 iki 8,5
mm, o subordinarinis (antras pagal dydj) — iki 7,5 mm (Gibbons et al.,
1999). Vyraujantis folikulas morfologiskai ir funkciSkai dominuoja
mazdaug iki 11 ciklo paros. Véliau jis pradeda regresuoti (11-14 parg), ir
prasideda antroji folikuly augimo banga (Yang, Rajamahendran, 2000).
Antroji banga prasideda mazdaug 10 parag po ovuliacijos, o papildoma,
tre€ioji, esant trijy bangy ciklui, prasideda 16 parg po ovuliacijos (Ginther et
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al., 1996). Lytinio ciklo metu, kylant antrai ir treciai folikuly augimo
bangai, susidaro Grafo folikulas, kuris didumu pranoksta iki jo
besiformavusius ir subrandina visavert] ovocita (Ball, Peters, 2004). Po
ovuliacijos, iSnykus dominuojan¢iam folikului, jo vietoje formuojasi
geltonktnis. Geltonktnis iSsivysto per 2-3 paras po ovuliacijos ir gali
uzaugti iki 30 mm skermens, o regresuoti pradeda apie 17-18 ciklo parg
(Acosta et al., 2000).

Lytinio ciklo metu ovocito vystymasis ir jo brendimas yra labai svarbus
karviy reprodukcinei funkcijai. Ovocito brendimas susideda i§ dviejy etapy:
augimo periodo ir finalinio branduolio, bei citoplazmos ruoSimosi
apvaisinimui ir normaliam vystymuisi (Hafez, Hafez, 2000). Ovocito
brendimas prasideda vystantis antraliniam folikului. Paskutinés folikuly
augimo bangos metu subrandinamas antrinis ovocitas, ovuliacijos metu
virstantis j visavertj tretinj ovocitg (Sa Filho et al., 2010). Galutinis
branduolio ir citoplazmos ruoSimasis apvaisinimui ir normaliam vystymuisi
prasideda paskutingje ovocito formavimosi fazéje — Il mejozéje. Sie
procesai normaliai nevyksta be gonadotropiniy hormony, slopinanciy
miotiniy inhibitoriniy faktoriy gamyba vidinéje lasteliy puséje, kuriy déka
folikuly sluoksnyje vyksta metabolinés modifikacijos. Branduolio
brendimas yra vienas i$ pagrindiniy ovocito brendimo etapy (Ball, Peters,
2004).

1.6. Superovuliacijos efektyvuma lemiantys veiksniai

KiauSidziy atsakas ] stimuliacijga daugybiniu folikuly augimu ir
visavertiSku jy subrendimu vadinamas superovuliacija (Mapletoft et al.,
2002).

Dauguma mokslininky sutaria, kad kintamg kiauSidziy atsakg |
stimuliacijag hormoniniais preparatais jtakoja labai daug faktoriy, apimanciy
hormoniniy preparaty parinkimg, kiauSidziy biiseng prie§ superovuliacija,
mazy folikuly skaiiy, atsirandantj kiekvienos folikulinés bangos
pasirodymo metu (Cushman et al., 1999), dominuojancio folikulo buvimg ar
nebuvimg naudojant gonadotropinus, geltonojo kiino buvimg ar nebuvima,
naudojant FSH (Kim et al., 2001), reprodukcijos istorijg, mityba, gyviino
laikymo salygas, sveikatinguma (Mapletoft et al., 2002) bei daugkartinj
superovuliacijos naudojima (Benyei et al., 2004). Sie veiksniai itin svarbiis
superovuliacijos efektyvumui ir sekmingai embriony transplantacijai.

Pagal Hasler (2014) svarbiausi veiksniai superovuliacijos rezultatams yra
donoriy veislé, amzius, reprodukciné buklé ir reprodukcijos istorija,
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superovuliacijos protokolo veiksmingumas, klimatas, $érimas ir kiti iSoriniai
veiksniai. Pagal §] autoriy ne maziau svarbi yra ir donoriy apvaisinimui
naudojamos spermos kokybé, séklinimo laikas ir séklintojo patirtis. Stroud
ir Hasler (2006) nuomone, superovuliacijos rezultatai priklauso nuo
transplantacijos specialisty turimos patirties atrenkant donores, donoriy
genetikos, Sérimo, amziaus, laktacijos intensyvumo, laikotarpio po
apsiverSiavimo, spermos kokybés ir séklinimo laiko.

Vyraujant nuomonei, kad donorés atsakas j kiauSidziy stimuliacijg yra
paveldimas, galvijy bandy selekcininkai ilgus metus veislei palikdavo
telyCaites, gautas i§ donoriy, produkavusiy didel; skaiCiy transplantacijai
tinkamy embriony. Taciau Tonhati su kolegomis (1999) aprasé, kad
iSanalizavus 5387 embriony iSgavimo atvejus Brazilijoje nustatytas zemas
superovuliacijos atsako paveldimumo koeficientas — 0,03. Autoriai
informavo, kad superovuliacijos atsakas negali biiti prognozuojamas ir pagal
ankstesnius plovimy rezultatus, nes superovuliacijos rezultaty pasikartojimo
tikimybés koeficientas — 0,13. PanaSius rezultatus paskelbé ir Liboriussen
(1994), kuris nustaté, kad pagal iSplaunamy embriony skaiciy danisky
veisliy karviy paveldimumo koeficientas yra lygus 0,15.

Teiginys, kad i§ mésiniy galvijy yra gaunamas didesnis skaiCius
transplantacijai tinkamy embriony, nei i§ pieniniy galvijy veisliy yra
patvirtintas zemiau apraSytais faktais. Hasler su kolegomis (1983) pranesé¢,
kad i§ 1000 melziamy pieniniy karviy buvo gauta vidutiniskai 5,1 embriono,
0 Looney (1986) nustaté, kad i 2048 stimulivoty mésiniy galvijy
vidutiniSkai buvo iSplauta 6,6 embriono. Taciau yra paskelbta ir
priestaraujanciy Siems faktams tyrimo rezultaty. Putney su kolegomis
(1988) pranesé, kad eksperimento metu i§ pieniniy tely¢iy buvo gautas
didesnis embriony skai€ius nei i§ mésiniy, bet lyginant pienines ir mésines
karves skirtumo tarp embriony skaiciaus nebuvo. Hasler su kolegomis
(1987) atlikto tyrimo metu buvo nustatyta, kad i§ vyresniy nei 15 mety
karviy buvo i$skirta maziau embriony, nei i§ jaunesniy.

Pastaruoju metu pradéta placiai tyrinéti, koks rySys yra tarp kiauSidZiy
struktiros prie§ superovuliacija ir jy atsako ] stimuliacija hormoniniais
preparatais (Grizelj et al., 2013).

Kiausidziy dydis siejasi su jy funkciniais dariniais — folikulais ir
geltonkiiniais (Cushman et al., 2010). Vykdant superovuliacijg yra svarbu,
kad karviy kiausidés bty jautrios egzogeniniams gonadotropinams.
Jautrumas GnRH yra nustatomas pagal progesterono koncentracija, todeél
svarbu nustatyti geltonkiinio dydj, jtakojant]j progesterono koncentracija
(Kayacik et al., 2005). Karvés, kuriy progesterono koncentracija yra
aukstesné, rodo aktyvesnj atsaka i superovuliacijg lyginant su karvémis,
kuriy progesterono koncentracija yra zema (Kudla¢ et al., 1991). Kadangi
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geltonkiinis didziausias biina 7—16 lytinio ciklo para, todél tokiu laiku bty
palankiausia pradéti stimuliacijg egzogeniniais gonadotropinais.

Karviy kiauSidziy funkcija priklauso nuo pirminiy (antraliniy) folikuly
buvimo (Silva-Santos et al., 2013). Nustatyta, kad kiekvienos naujos
folikulinés bangos metu prasideda prie§ tai buvusios folikulinés bangos
folikuly regresija dél mazéjancios FSH koncentracijos, kurig mazina
estradiolio sekrecija ir inhibinai, o ypa¢ — dominuojantis folikulas (Adams et
al., 1992, 1993).

Ankstesniy tyrimy metu buvo keliama hipotezé, kad kiausSidziy
stimuliacija nepadidina folikuly skai¢iaus bangoje, bet pagreitina mazesniy
folikuly augima (Adams et al., 1993). Pagal Bungartz ir Niemann (1994),
didelis skaicius potencialiy primordialiniy folikuly donoriy kiausidése pries
superovuliacijg yra siejamas su geresniu superovuliacijos atsaku. Atlikty
tyrimy metu nustatyta, kad ovuliacijy skaicius po superovuliacijos priklauso
nuo folikuly skaiciaus, kurie | stimuliacija atsako proliferacija,
diferenciacija ir ovuliacija per 120 valandy perioda (Kanitz et al., 2002).

Per para augancio folikulo skersmuo padidéja nuo 1 iki 2 mm, normaly
iSsivysciusio folikulo dydj jis pasiekia per 2-3 paras. Nustatyta, kad
maziems folikulams reikalingas FSH, kuris skatinty tolimesnj jy vystymasi.
Manoma, kad mazi 1 mm skersmens folikulai jautriis egzogeniniui FSH, jo
veikiami folikulai pradeda visavertj vystymasi iki pilno subrendimo (Adams
et al., 2008). Buvo i8kelta hipoteze, kad egzogeninis FSH gali priversti Siuos
folikulus uzaugti iki 3 ar 4 mm skersmens, dél Sios hipotezés patvirtinimo
buvo taikomi superovuliacijos protokolai, kurie jrodyty gaunamy embriony
skai¢iaus padidéjima naudojant jvairius gonadotropiny preparatus ir jy
kombinacijas (Bo et al., 2008).

Burns ir kitiems mokslininkams (2005) paskelbus, kad kiekvienoje
naujoje folikuly augimo bangoje karvéms superovuliacijos metu gali pradéti
augti, o veliau ir ovuliuoti vidutiniSkai nuo 8 iki 56 naujy folikuly, tampa
aiSku, kad ultragarsinio kiau$idziy tyrimo metu identifikavus didel;
kiauSidése pradedanciy augti folikuly skaiCiy turincias donores, galima
padidinti superovuliacijos efektyvuma. Bo ir Mapletoft (2014) savo
moksling¢je apzvalgoje paskelbe, kad geriausiy embriony iSeigos rezultaty
galime tikétis, jei ultragarsinio tyrimo metu bus atrinktos donorés, kuriy
kiauSidése naujos folikuly augimo bangos metu pradés augti ne maziau kaip
25 nauji folikulai. Tai rodo, kad ultragarsinis kiau$idziy tyrimas atrenkant
donores superovuliacijai yra svarbus ir reik§mingas (Amiridis et al., 2006),
nes suteikia galimybe atrinkti superovuliacijai tinkamas donores.

Atsizvelgiant | tai, buvo pradéta taikyti superovuliacijos protokolus,
inicijuojancius ir skatinan¢ius mazy folikuly tolesnj vystymasi.
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1.7. Superovuliacijos protokoly tobulinimas

Galvijy embriony transplantacijos pradzioje kiausSidziy stimuliacija
superovuliacijos metu buvo vykdoma kumeliy chorioniniu gonadotropinu
(eCQ), t. y. glikoproteiny kompleksu, aktyvinanc¢iu FSH ir LH, kuris karviy
kraujyje cirkuliuoja apie 10 pary. Ilgas skilimo laikas (skilimo pusperiodis —
40 val.) salygoja nenutriikstamg kiauSidziy stimuliacijg, skatina folikuly
ovuliacija, stimuliuoja endokrinines funkcijas ir embriony transplantacijos
specialisty buvo palankiai vertinamas dél vienkartinés injekcijos
superovuliacijai sukelti (Murphy, Martinuk, 1991).

Pagal pirmuosius superovuliacijos protokolus rekomenduojamos eCG
dozés buvo 2000-3000 TV (Hafez et al., 1963), nors dazniausiai j raumenis
leidziama 2500 TV (Mapletoft et al., 2002). Iki prostaglandiny (PGF2,)
preparaty  atsiradimo  pirmieji  superovuliacijos  protokolai  buvo
sinchronizuojami atsizvelgiant ] natiiralig lytinio ciklo eigg. KiauSidziy
stimuliacijai eCG buvo leidziamas 16 lytinio ciklo parg (prasidéjus
geltonktinio liuteolizei), 19 ir 20 paromis donoréms buvo leidziama po 10
mg estradiolio-178, o 21 lytinio ciklo para ovuliacijai sukelti — 2000 TV
zmoniy chorioninio gonadotropino (hCG) (Hafez et al., 1963).

1970 metais veterinarinéje praktikoje pradéjus naudoti PGF2, preparatus,
regulivojan¢ius lytinio ciklo trukme, kiauSidziy stimuliacija eCG buvo
galima pradéti jvairiu lytinio ciklo metu. Todél imta tobulinti
superovuliacijos protokolus, bandant nustatyti optimaliausiag PGF2, leidimo
laikg. Elsden ir kiti mokslininkai (1974) informavo, kad geresni
superovuliacijos rezultatai buvo gauti, kai PGF2, donoréms buvo leidziamas
48 val. po ¢CG injekcijos, lyginant su pirmyjy superovuliacijos protokoly
efektyvumu, kai eCG buvo leidziamas 16 lytinio ciklo parg. Greitai
embriony transplantacijos praktikai pastebéjo, kad geresni superovuliacijos
rezultatai gaunami, kai kiausidziy stimuliacija eCG pradedama lytinio ciklo
viduryje. Sias prielaidas patvirtino Phillippo ir Rowson (1975), paskelbe,
kad geriausius superovuliacijos rezultatus gavo, kai kiausidés su eCG buvo
pradétos stimuliuoti 8-12 lytinio ciklo para. Ginther su kolegomis (1989)
aprase, kad 8—12 para po rujos prasideda nauja folikuly augimo banga, todél
Sis laikas yra tinkamas pradéti kiauSidziy stimuliacijg pagal superovuliacijos
protokolus.

Elsden ir kiti mokslininkai (1978) paskelbé, kad geresnius
superovuliacijos rezultatus gavo, kai kiausidés buvo stimuliuotos
neiSgrynintu hipofizés ekstraktu, kurio sudétyje buvo FSH ir 20 % LH, nei
su eCG. Efektyvesnj FSH poveikj uz eCG superovuliacijos rezultatams
gavo ir Monniaux su kolegomis (1983). Taciau superovuliacijos protokolai
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stimuliuojant kiauSides FSH nebuvo populiariis, nes §io gonadotropino
skilimo pusperiodis buvo 5 valandos (Laster, 1972), todél norint sukelti
efektyvig superovuliacija FSH reikédavo leisti 2 kartus per para (Looney et
al., 1981; Monniaux et al., 1983; Walsh et al., 1993).

Greitai mokslininkai pastebéjo neigiamg eCG poveikij: dél iStesto donoriy
kiau§idziy stimuliacijos poveikio embriony plovimo metu kiausidése buvo
randami dideli neovuliave folikulai ir maziau iSplaunama kokybisky
embriony (Gonzalez et al., 1994; Mikel Jensen et al., 1982; Moor et al.,
1984; Saumande et al., 1978; Schams et al., 1978). I§ neovuliavusiy folikuly
susiformuodavo ilgai negyjancios pavienés ar daugybinés kiausidziy cistos,
dél kuriy nusitgsdavo Kitos superovuliacijos pradzia arba donorés séklinimo
laikas. Sia problema bandyta spresti j vena leidziant antik@inius prie§ eCG
pirmo séklinimo metu, 12—18 val. nuo pirmy rujos pozymiy pasirodymo
(Dieleman et al., 1993; Gonzalez et al., 1994). Tac¢iau 1990 metais buvo
nutraukta tokiy antikliniy preparaty gamyba, todél mokslininkai pradéjo
tobulinti superovuliacijos protokolus kiauSidziy stimuliacijai naudodami
kitus, mazesnj $alutinj poveikj duodancius, gonadotropinus.

McGowan su kolegomis (1985) tyrimo metu gavo panaSius
superovuliacijos rezultatus stimulivodami donoriy kiausides kiauliy
hipofizés ekstraktu (FSH ir LH) ir Zmoniy menopauzés gonadotropinu
(hmG), tadiau embriony tranplantacijos specialistai nenaudojo hmG dél
didelés kainos.

Pagal $iy dieny superovuliacijos protokolus daugeliu atvejy kiausidziy
stimuliacija vykdoma i§ hipofizés ektrakto pagamintais preparatais, kuriy
veiklioji medziaga yra hipofizés gonadotropinai FSH ir LH. Siekiant pratgsti
liuteining lytinio ciklo faz¢ iki pageidaujamos datos ir uZztikrinti, kad donoré¢
nesurujoty ankséiau laiko, superovuliacijos protokoluose yra numatoma j
makstj aplikuoti intravagininj implanta, pastoviai i$skiriantj progesterong
(Bo et al., 2008; Mapletoft, Bo, 2012). Po 48 ir 60 val. nuo kiausidziy
stimuliacijos pradzios donoréms leidziamas PGF2,, siekiant sukelti
liuteoliz¢, o po 72 val. nuo stimuliacijos pradzios iSimamas intravagininis
implantas. Rujos poZymiai atsiranda vidutiniskai 48 val. po pirmos PGF2,
injekcijos, o dar po 24-36 val. jvyksta folikuly ovuliacija (Bo et al., 2006;
Mapletoft, Bo, 2012). Séklinama du kartus: 12 ir 24 val. po pirmy rujos
pozymiy pasirodymo (Mapletoft et al., 2002).

Dauguma S$iy dieny mokslininky, siekianciy pagerinti superovuliacijos
efektyvumg, kuria superovuliacijos protokolus, siekdami sinchronizuoti
kiauS§idZiy stimuliacijos pradzig ir folikuly augimo bangos kilima. Mokslinis
pagrindimas tokiai tyrimy krypciai atsirado keletui tyréjy (Armstrong, 1993;
Adams et al., 1994; Nasser et al., 1993) nustacius, kad kiausidziy
stimuliacija gonadotropinais pradéjus 1 parg anks¢iau ar 1 parg véliau nei
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prasidéjo folikuly augimo bangos kilimas, superovuliacijos efektyvumas
zenkliai sumazéja. Pagal Bo ir Mapletoft (2014), tik 20 % nattralaus lytinio
ciklo pary (4-5 paros) yra tinkamos pradéti superovuliacija, jei norima
kiausidziy stimuliacijg pradéti folikuly augimo bangos pradzioje. D¢l Sios
priezasties | superovuliacijos protokolus jtraukiamos papildomos procediiros
ar veiksniai, leidziantys kontroliuoti ir sinchronizuoti naujy folikuly augimo
bangy kilimg (Mapletoft, Bo, 2012).

Folikuly augimo bangy sinchronizavimas prie§ superovuliacijg gali biiti
atlickamas mechaniskai pasalinant dominuojantj folikula (Bergfelt et al.,
1997) arba panaudojant estradiolj derinyje su progestinu (Bo et al., 1995),
arba GnRH (Kohram et al., 1998).

1.8. Dominuojancio folikulo pasalinimas

Vienas 1§ varianty sinchronizuoti folikuly augimo bangos kilimg yra
dominuojanc¢iy folikuly pasalinimas naudojant per makst] jvedama
ultragarsu valdomg kiauSidziy folikuly aspiravimo zondg (Bungartz,
Niemann, 1994; Berfelt et al., 1994).

Nustatyta, kad kiauSides sékmingai galima stimuliuoti, jei jose néra
dideliy folikuly. Dominuojantys folikulai parakriniskai veikia likusiy
folikuly populiacijg kiauSidéje, iS$skiria folistating ir inhibing, kurie trikdo
mazesniy folikuly vystymasi. Remiantis mokslininky duomenimis, i§ karvés
gaunama daugiau embriony, kai néra dominuojanio folikulo
superovuliacijos pradzioje (Heleil, El Deeb, 2010).

Superovuliacijos metu, prie§ pradedant stimuliuoti kiau$ides, sitloma
aspiruoti didesnius folikulus (Guilbault et al., 1991; Bungartz, Niemann,
1994). Keletas autoriy pranesa, kad stimuliacijos dieng dideliy folikuly
buvimas Zenkliai sumazina superovuliacijos atsaka, o paSalinus
dominuojantj folikulg superovuliacijos efektyvumas padid¢ja (Kim et al.,
2001; Shaw, Good, 2000). Nustatyta, kad pasalinus didziuosius folikulus
gaunami vienodi rezultatai kaip ir paSalinus visus folikulus, kuriy skersmuo
didesnis nei 5 mm (Baracaldo et al., 2000).

PrieStaraujancius teiginius dél dominuojanciy folikuly pasalinimo
siekiant pagerinti superovuliacijos rezultatus paskelbé Bergfelt su kolegomis
(1997) ir Diaz su kolegomis (2001). Siy mokslininky atlikty bandymy metu
nepavyko jrodyti teigiamo efekto superovulacijos atsakui paSalinus
dominuojantj folikulg. Buvo padaryta iSvada, kad stimuliacijos pradzioje
leistas egzogeninis FSH panaikino bet kokj sistemiSkai slopinant]
persistuojancio folikulo poveiki.
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Kadangi dominuojan¢io folikulo paSalinimas yra susijgs su naujos
folikulinés bangos pasirodymu, todél tai gali biiti tinkamas bidas
sinchronizuoti naujos folikulinés bangos pasirodyma superovuliacijos
protokoluose (Baracaldo et al., 2000).

Mazy antraliniy folikuly skaicius tuo metu, kai atlickamas dominuojancio
folikulo pasalinimas, yra svarbiausias veiksnys, lemiantis sékmingus
superovuliacijos rezultatus, nes tarp jy, iSplauty ir transplantacijai tinkamy
embriony skaiCiaus nustatyta patikima koreliacija (Durocher et al., 2006).

Pradiniuose tyrimuose buvo Salinami visi didesni nei 5 mm folikulai
(Bergfelt et al., 1997), taCiau véliau pastebéta, kad pasalinami gali buti du
didZiausi dominuojantys folikulai (Baracaldo et al., 2000). Daugelio atlikty
tyrimy metu nustatyta, kad dominuojancio folikulo pasalinimas paspartino
kitos folikulinés bangos pasirodyma (Adams et al., 1992, 1993). Buvo
praneSsama, kad norint optimizuoti superovuliacijos atsaka, kiauSidziy
stimuliacija turi buti pradedama folikuly bangos pasirodymo metu (Nasser
et al., 1993; Adams, 1994). Tac¢iau Bo su kolegomis (2006) pranes¢, kad
superovuliacija, po naujos folikulinés bangos pasirodymo pradéta 1-2
paromis véliau, buvo labiau efektyvi. Shaw ir Good (2000) nustaté rysj tarp
dominuojancio folikulo pasSalinimo ir superovuliacijos atsako. Duomenys
buvo surinkti i§ 171 tiriamos karvés (1 grupé), kurioms nebuvo paSalintas
dominuojantis folikulas, ir i§ 1214 karviy (2 grupé), kurioms dominuojantis
folikulas buvo pasalintas prie$ pradedant stimuliacija gonadotropinais.
Rezultatai parodé, kad didesnis embriony skaiius buvo gautas karviy
grupéje, kurioje buvo pasalintas dominuojantis folikulas (vid. 12,1 embriono
antroje grupéje ir 10,5 embriono pirmoje). Skirtumas buvo pastebimas ir
pagal transplantacijai tinkamy embriony skai¢iy. Toje karviy grupéje,
kurioje  buvo pasalintas dominuojantis folikulas, gauta vid. 6,5
transplantacijai tinkamo embriono, o kontrolinéje grupéje — 5,3. Sie
duomenys parodé¢, kad kiauSidziy stimuliacijos pradéjimas po
dominuojancio folikulo paSalinimo padidina embriony produkcija.

Patel ir Roy (2013) atlikto tyrimo metu grupéje karviy, kurioms buvo
pasalintas dominuojantis folikulas, buvo gauta vidutiniskai po 6,00
(skirtumas labai reikSmingas) transplantacijai tinkamus embrionus,
kontrolingje grupéje 1§ karvés buvo iSplauta vidutiniSkai 2,88
transplantacijai tinkamo embriono.

Dominuojanc¢io folikulo paSalinimas 24 valandas prie§ pradedant
kiausidziy stimuliacijg pagerino superovuliacijos efekta, embriony kokybe ir
padidino gyvybingy embriony skai¢iy. Mutha Rao ir kiti mokslininkai
(2009) informavo, kad grupéje karviy, kurioms buvo paSalintas
dominuojantis folikulas, buvo nustatyta vidutiniskai 15,08 ovuliavusio
folikulo ir vidutiniS8kai 13,53 ovuliavusio folikulo kontrolinéje grupéje,
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kurios karvéms nebuvo paSalintas dominuojantis folikulas. Amiridis su
bendraautoriais (2006) paskelbé, kad ovuliacijos pozymius karviy grupéje,
kurioje buvo pasalintas dominuojantis folikulas, turéjo 72 % donoriy, tuo
metu tik 33 % donoriy turéjo ovuliacijos pozymius karviy grupéje, kKurioje
folikulas nebuvo Salinamas.

1.9. Estrogenuy ir progesterono naudojimas folikuly augimo bangos
sinchronizacijai

Bo su bendraautoriais (1995) prane$¢ apie sékmingai sukelta naujos
folikuly augimo bangos atsiradima, panaudojant estradiolio (sintetinis
estrogenas) ir progestino (sintetinis hormonas, identiSkas nathiraliam
progesteronui) derinj.

Patobulintose superovuliacijos schemose JAV ir Kanadoje pries
superovuliacija donoréms buvo skiriamas steroidinis hormonas estradiolis-
17 B ar vienas i8 jo esteriy (Lane et al., 2008), kurie slopina dominuojanc¢io
folikulo vystymasi (Bo et al., 1993). Estradiolis yra labai efektyvus
sinchronizuojant folikuly augimo bangos pasirodyma superovuliacijos metu,
bet Europoje yra draudziamas naudoti Gkiniy gyviny gydymui (Butler et al.,
2012; Manes et al., 2012; Mapletoft, Bo, 2013).

Naujos folikuly augimo bangos atsiradimo laikas po estradiolio ir
progestino injekcijos néra pastovus ir gali keistis, jei donoréms leidziamos
skirtingos estradiolio preparaty dozés (Colazo et al., 2005). Pasak Diskin ir
kolegy (2002), gydymas estradioliu ir progestinu sukelia naujos folikuly
augimo bangos atsiradimg 3-6 para po Siy preparaty injekcijos.
Superovuliacijai sukelti dazniausiai naudojami 5 ar 2,5 mg estradiolis-17p,
ar 2 mg estradiolio benzoatas, ir 100 arba 50 mg progestino injekcijos j
raumenis (Bo et al., 2002, 2006; Mapletoft et al., 2002). Estradiolis derinyje
su progestinu sukelia liuteolize ir, mazindamas cirkuliuojan¢io FSH
koncentracija, sStabdo antraliniy folikuly vystymasi. Kai estradiolis
metabolizuojamas, iSsiskiria FSH ir yra imituojama visaverté¢ folikuline
lytinio ciklo fazé, atsirandanti vidutiniskai 4 para po estradiolio ir progestino
injekcijos (Bo et al., 1995; Garcia, Salaheddine, 2001). Estradiolio ir
progestino derinio panaudojimas leidzia pradéti kiausidziy stimuliacija
gonadotropinais embriony transplantacijos specialistams patogiu laiku,
nepriklausomai nuo donorés lytinio ciklo stadijos (Nasser et al. 1993,
Baracaldo et al., 2000) ir pagerina iSplaunamy embriony kokybe (Bo,
Mapletoft, 2014).
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1.10. KiauSidziy stimuliacija gonadotropinais ir ju deriniais

Kaip alternatyva JAV ir Kanadoje placiai naudojamiems superovuliacijos
protokolams, pagal kuriuos prie$ kiauSidziy stimuliacijg estradioliu ir
progestinu yra sinchronizuojama folikuly augimo banga, gali biuti
superovuliacijos protokolai, kai kiausidziy stimuliacija FSH pradedama po
ovuliacijos, kylant pirmai folikuly augimo bangai (Armstrong, 1993; Nasser
et al., 1993; Menchaca et al., 2002). Pagal tokius protokolus bet kurig lytinio
ciklo parg (superovuliacijos protokolo O para) j raumenis yra leidZiamas
PGF2,, o ] makstj jvedamas progesterono implantas. Po 7 pary j raumenis
suleistas GnRH sukelia persistuojancio folikulo ovuliacijg ir sinchronizuoja
naujos folikuly augimo bangos kilimg. Kiausidziy stimuliacija FSH
pradedama po 36 val. nuo GnRH suleidimo (Carballo Guerrero et al., 2010)
ir tesiama pagal jprastinius 4 pary superovuliacijos protokolus, FSH
leidziant mazéjanc¢iomis dozémis. 12 paros ryte yra iSimamas progesterono
implantas ir j raumenis suleidziamas PGF2,. Po 24 val. | raumenis
papildomai suleidus GnRH, po 12 ir 24 val. donorés turi biiti s¢klinamos
(Mapletoft, Bo, 2012). Nustatyta, kad pagal Sig presinchronizacijos schema
po GnRH suleidimo pirma karta ovuliacija jvyksta daugiau nei 95 %
donoriy, o superovuliacijos atsakas, iSplauty embriony skaicius ir kokybé
yra panas$is kaip ir atliekant presinchronizacijg estradioliu ir progestinu (Bo
etal., 2010).

Pagal kity mokslininky aprasytus superovuliacijos protokolus buvo
fiksuojama natiirali donoriy ruja ir bandoma kiauSidziy stimuliacija
gonadotropinais pradéti lytinio ciklo pradzioje, kylant pirmai folikuly
augimo bangai po rujos (Ginther et al., 1989; Nasser et al., 1993). Adams ir
kolegy (1994) duomenimis, superovuliacijos efektyvumas nesiskyré
kiausidziy stimuliacija pradéjus pirmos ir antros folikuly augimo bangos
kilimo metu. Tac¢iau norint uztikrinti iSplaunamy embriony kokybe¢ bitina |
makstj jvesti progesterono implanta, kad pirmos bangos folikuly ovocitai
augty ir bresty progesterono fone (Nasser et al., 2011).

Sinchronizuojant folikulinés bangos atsiradimag su GnRH gaunami
rezultatai yra kintantys. Taciau buvo jrodyta, kad iSankstiné
presinchronizacija progestinais pagerina kiausidziy atsakg pradéjus
stimuliacija su GnRH pirmos folikuly augimo bangos pradZioje, o gaunami
rezultatai buvo geresni nei naudojant estradiolio preparatus (Mapletoft, Bo,
2013).

Toliau tobulinant superovuliacijos protokolus buvo pradéta taikyti
presinchronizacijos schemas, skatinan¢ias mazy folikuly tolesnj vystymasi.
Per parg augancio folikulo skersmuo padidé¢ja nuo 1 iki 2 mm, kuris
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normaly i$sivysCiusio folikulo dydj pasiekia per 2—3 paras. Nustatyta, kad
maziems folikulams reikalingas FSH, kuris skatinty tolesnj jy vystymasi.
Manoma, kad mazi 1 mm skersmens folikulai yra jautriis egzogeniniui FSH,
jo veikiami folikulai pradeda visavert] vystymasi iki visiSko subrendimo
(Adams et al., 2008). Buvo iskelta hipotezé, kad egzogeninis FSH gali
priversti §iuos folikulus uZaugti iki 3 ar 4 mm skersmens. Sio teiginio
patvirtinimui buvo bandomi superovuliacijos protokolai, kurie jrodyty
gaunamy embriony skaic¢iaus padidéjima naudojant jvairius gonadotropiny
preparatus ir jy derinius (Bo et al., 2008). Vykdant kiausidziy stimuliacija
gonadotropinais svarbu atsizvelgti j kiausidziy folikuly augimo dinamikg ir
folikuly augimo bangy kaita, tiksly ovuliacijos ir stimuliuoty donoriy
seéklinimo laiko nustatyma, pasirinktg preparaty doze ir jy leidimo daznuma
(Baruselli et al., 2011).

Egzogeniniy gonadotropiny aplikacijos schemos turi imituoti natiiralig
FSH ir LH koncentracijos kaita gyvulio organizme. Norint sinchronizuoti
rujg ir numatyti séklinimo laikg, kartu duodamas prostaglandinai arba jy
analogai. Gonadotropinai pradedami naudoti 8-12 parg po nustatytos rujos,
prasidéjus antrai folikulinei bangai (Sato et al., 2005). Tolesni tyrimai
parodé, kad presinchronizacijai panaudotas eCG gali padidinti granulioziniy
lasteliy skaiCiaus didéjima (apskaiCuotas jy mitozinis indeksas), paskatinti
preantraliniy ir ankstyvyjy antraliniy folikuly vystymasi, jy augima,
sumazinti folikuly atrezija (Monniaux et al., 1984).

Atlikta daug tyrimy nustatant, koks rySys yra tarp naudojamy
gonadotropiny doziy ir superovuliacijos metu atsiradusiy folikuly skaiciaus.
Esant didesniam folikuly skaiciui yra gaunami geresni embriony iSeigos
rezultatai. Taciau tradiciniai superovuliacijos protokolai, susidedantys is
dviejy egzogeniniy FSH injekcijy per para, leidziamy 4 paras is eilés
(Mapletoft, Bo, 2012), gali sukelti perdéta jtampa donoréms, lemiancia
sumazgéjusj superovuliacijos atsakg (Stoebel, Moberg, 1982).

Ilgag laikg buvo vykdyta daug iSsamiy tyrimy nustatant, Koks yra
naudojamy egzogeniniy gonadotropiny doziy poveikis superovuliacijos
atsakui. Barati su kolegomis (2006) teigé, kad superovuliacijai sukelti
naudota 250 mg Folltropin-V dozé buvo per didelé, nes perstimuliavo
kiausides ir embriony plovimo metu kiausidése buvo nustatytas didelis
skai¢ius neovuliavusiy folikuly. Kanitz su kolegomis (2002) pranesé, kad
didelés FSH dozes sutrikdo ovuliacijos procesus, todél sumazina embriony
iSeiga.

Barros su kolegomis (2008) atliko bandyma, kurio metu karviy kiausidés
buvo stimuliuotos su Folltropin-V daugiau kaip 3 paras, o dvi FSH
injekcijos 4 parg buvo pakeistos dviem 200 eCG TV injekcijomis. Donorés
kontrolinéje grup¢je buvo stimuliuotos pagal tradicinj protokolg 8
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injekcijomis po du kartus per parag mazé¢janc¢iomis FSH dozémis. Nustatyta,
kad stimuliacija su dviem eCG injekcijomis zymiai padidino bendrg iSplauty
ovocity/embriony kiekj ir transplantacijai tinkamy embriony skaiciy. Bo su
bendraautoriais (2008) paskelbé, kad iSankstiné donoriy kiausidziy
stimuliacija su 400 TV eCG doze 2 paras pries pasirodant folikulinei bangai
pagerino superovuliacijos atsaka. Buvo teigiama, kad eCG papildé
folikuling banga naujais folikulais. Véliau buvo tiriama ar folikuliné banga
bus papildyta naujais folikulais, pailginus superovuliacijos protokolg nuo
tradiciniy 4 pary iki 7 pary (Garcia Guerra et al., 2012).

Pastebéta, kad prailgintas superovuliacijos protokolas, nepadidinus
bendro FSH kiekio, padidino ovuliavusiy folikuly kiekj ir ovuliacijy skaiciy,
taip pat buvo pastebimas padidéjes vidutinis iSplauty ovocity/embriony,
apvaisinty kiausinéliy ir transplantacijai tinkamy embriony skaicius. Taigi
prailgintas superovuliacijos protokolas gali biti efektyvi priemoné papildant
folikuling bangg mazais folikulais, kuriems papildomas laikas leidzia
uZaugti ir pasiekti ovuliacinj dydj. Sie rezultatai parodo, kad tradiciniai 4
pary kiausidziy stimuliacijos protokolai galbat yra per trumpi daliai
folikuly, nespéjanciy kartu su kitais tos pacios bangos folikulais uzaugti iki
reikiamo dydzio ir ovuliuoti, todél gali buti gaunama mazesné¢ embriony
iSeiga (Mapletoft, Bo, 2013).

Daugiau kaip pries 20 mety buvo pranesta, kad viena poodin¢ FSH
injekcija auk$tos kiino masés indekso mésinéms karvéms pagerino
superovuliacijos atsakg, lyginant su tradiciniu superovuliacijos protokolu,
kai kiau$idziy stimuliacija vykdoma du Kartus per parg 4 paras i$ eilés (Bo
et al., 1994). Atliekant tyrimus su holsteiny veislés karvémis FSH injekcija
buvo padalinta j dvi dalis: 75 % bendros FSH dozés j paodj buvo suleista
pirmg stimuliacijos parg, lik¢ 25 % — 48 val. véliau (Lovie et al., 1994).
Bandymo metu nustatyta, kad superovuliacijos atsakas buvo blogesnis, nei
naudojant tradicinj protokola, kai 4-5 paras i$ eilés ryte ir vakare leidziamas
FSH (Mapletoft, Bo, 2013).

Tobulinant §] metoda buvo pasitlyta sujungti kiauSidziy stimuliacijos
hipofizés ekstrakta su medziagomis, kurios privercia i$skirti hormong létai,
keletag pary. Tokios medziagos gali biti polimerai, kurie yra skaidomi
mikroorganizmy, bet nesukelia reakcijy audiniuose (Sutherland, 1991).

2011 metais buvo uzbaigti tyrimai, kurivose FSH buvo atskiestas 2 %
hialurono ragsties tirpalu ir paruostas naudoti kaip viena injekcija |
raumenis. Buvo gautas panaSus skaifius ovocity ir embriony kaip ir
tradiciniame FSH protokole (Tribulo et al., 2011). Taciau 2 % hialurono
tirpalas buvo klampus ir sunkiai sumaisomas su FSH, ypa¢ lauko saglygomis.
Buvo bandoma jj daugiau atskiesti, bet pagreitéjus rezorbcijai nuspresta
FSH dozg padalinti j dvi injekcijas (Tribulo et al., 2012). Mazesnés
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koncentracijos 0,5 % hialurono tirpalas buvo lengvai maisomas su FSH net
lauko sglygomis. Hialurono tirpalo naudojimas parodé, kad galima sukelti
nuosekly superovuliacijos atsakg mésiniams galvijams po dviejy injekcijy,
gaunant didesnj transplantacijai tinkamy embriony skai¢iy (Mapletoft, Bo,
2013).

Superovuliacijai sukelti neseniai pradéti naudoti GnRH ir progestiny
deriniai, norint imituoti geltonojo kiino funkcija bet kuriuo lytinio ciklo
metu (Bo et al.,, 2008; Carballo Guerrero et al., 2009). Misra ir Kiti
mokslininkai (1994) pranes¢, kad kiausidziy stimuliacijai naudojant tik
gonadotropinus (3000 TV) nustatyta maziau ovuliacijy (3,76/karvei),
lyginant su rezultatais, gautais papildomai naudojant progestinus
(4,5/karvei) ar intravagininj implantg CIDR (7,5/karvei).

Son su kolegomis (2007) pranesé, kad bet kurioje lytinio ciklo stadijoje
pradéjus kiausidziy stimuliacija GnRH ir CIDR deriniu ir prie§ donorés
s¢klinimg panaudojus LH, galima efektyviai dirbtinai sukelti liuteininés
fazés kontrole, folikuly vystymasi ir ovuliacijos sinchronizacijg.

1.11. Stimuliacija rekombinantiniu galvijy somatotropinu

Rekombinantinio galvijy somatotropino (bST) naudojimas kiausidziy
stimuliacijai yra dar viena moksliniy tyrimy kryptis, tobulinant
superovuliacijos protokolus. Galvijy somatotropinas gali paskatinti sinteze
panasaus ] insuling augimo hormono (IGF-I) daugelyje audiniy, jskaitant ir
kiau$ides. IGF-I vaidina svarby vaidmenj zinduoliy reprodukcijoje (Kadakia
et al., 2001). Atlickami tyrimai jrodé IGF-1 svarbg superovuliacijos
rezultatams (Herrler et al., 1994; O’Callaghan et al., 2000; Cushman et al.,
2001; Velazquez et al., 2005). Jrodyta, kad IGF-I per folikuly skyséiy
pokyc¢ius jtakoja didesnj in vivo biidu gauty gyvybingy embriony kiekj
(Cushman et al., 2001).

Spicer ir Geisert (1992) nurodé, kad IGF-1 koncentracija mazuose
folikuluose yra Zemesné nei vidutiniuose ar dideliuose. Katz su kolegomis
(1993) pranesé apie intraovarinés sistemos IGF-I buvimg su receptoriais ir
privalomaisiais baltymais. Manant, kad bST gali suaktyvinti IGF-I sinteze,
skatinanc¢ig granulioziniy lgsteliy vystymasi, buvo tikimasi, kad bST gali
daryti jtaka ovocity kokybei ir superovuliacijos atsakui. Kai kurie tyrimai
parodé intensyvesnj abiejy kiauSidziy atsakg j stimuliacijg ir padidéjusia
embriony iSeigg kiausidziy stimuliacijai naudojant schemas su bST (Herrler
et al., 1994), taCiau ne visi tyrimai buvo teigiami (Gray et al., 1993).
Naudojant bST superovuliacijos metu gali biti paveikiama embriony
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kokybé per ovocity pakitimus folikuly vystymosi metu (Sirard et al., 2006)
arba tiesiogiai vystantis embrionui, kai jis yra kiauSintakyje ar gimdoje
(Barnes, 2000; Greve, Callesen, 2001; Killian, 2004).

Europos Sajungoje ir daugelyje kity Saliy bST naudojimas yra
draudziamas, todél embriony transplantacijos specialistai ir mokslininkai,
atsizvelgdami | bST veikimo principg gerinant embriony iSeigg, ieSko
alternatyviy buidy jtakoti ovocity kokybe folikuly vystymosi metu, siekiant
padidinti transplantacijai tinkamy embriony kiekj.

1.12. Fizioterapija lazerio Sviesa

Pastaraisiais metais vis plac¢iau kalbama apie lazerio Sviesos terapija, kaip
perspektyvy metoda gydant artimo spektro ZILS spinduliais. Tai nauja ir
unikali priemoné, galinti pakeisti medikamentinj gydymg. Nustatyta, kad
ZILS stimuliacija teigiamai veikia reprodukcine funkcija.

Gydymas lazeriu grindziamas skirtingo intensyvumo §viesos saveika su
bioobjektais, panaudojant dviejy tipy lazerius: auksto ir zemo intensyvumo
(Calin, Coman, 2011). Lazerio generuojama energija jsiskverbia j audinj
skirtingu gyliu, priklausomai nuo bangos ilgio. Daugelyje bandymy su
gyvinais naudojami ultravioletiniai lazeriai, maziau tyrimy atlickama su
infraraudonaisiais. Zalieji (400-500 nm) ir mélynieji (500-550 nm) lazeriai
Siuo metu dar tobulinami, jy naudojimas klinikinéje praktikoje labai ribotas.
Raudonosios (600-700 nm) Sviesos bangos ilgio lazeriai naudojami
daugiausiai, 2-3 mm jsiskverbus j audinj jy intensyvumas sumazéja perpus,
todel raudonieji spinduliai naudojami pavirSiniy audiniy, dermatologiniy
ligy gydymui. Infraraudonyjy (700-950 nm) lazeriy intensyvumas sumazéja
perpus jsiskverbus j audinj 2-3 cm. Sie lazeriai naudojami giliai esandiy
struktiiry (sgnariy, raumeny, sausgysliy patologijoms gydyti, skausmui
mazinti, hematomy rezorbcijai ir stimuliuoti zaizdy regeneracija) terapijoje
(Chung et al., 2012).

Pirmieji lazeriai medicinoje pradéti taikyti 1961 metais oftalmologijoje ir
dermatologijoje (Geiges, 2011), 1965 metais sékmingai atlikta pirmoji
operacija naudojant argono lazerio spinduliuotg, pritvirtinant tinklaing prie
akies dugno. 1962 metais Goldman pirmg karta lazerj panaudojo
dermatologijoje, veikiant odos pigmentines démes ir plauky folikulus
(Goldman et al., 1963). Chirurgijoje 1972 metais pirmg kartg panaudotas
anglies dvideginio lazeris. 1983 metais atliktas CO, lazerio S$viesos
perdavimas skaidulomis laringologijoje ir endoskopijoje (Goldman, 1983).
Lazeriai taip pat naudojami ir veterinarijoje gydant karviy, kiauliy, ozky ir
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kity pateliy mastitus, uzdegiminius procesus, pavirSutines zaizdas (jpjovas,
jbrézimus), negyjancias opas, granuliomas, fistules, siekiant pagreitinti
kauly laziy gijima (Nores et al., 2001; Simunovic et al., 2000). Pirmasis
lazeris, kurj buvo galima panaudoti praktikoje, buvo pagamintas 1967
metais (Mester et al., 1969). Pirmieji tyrimai buvo atlikti su pelémis, norint
nustatyti kokj poveikj lazeriné radiacija turi gyvam organizmui (Mester et
al., 1968). Atlikus daugiau bandymy su laboratoriniais gyviinais nustatyta,
kad Zemo intensyvumo lazerio spinduliai ardo ir jvairias patogeniniy
mikroorganizmy  kultiiras, tokias kaip Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, skatina kraujagysliy atsistatyma (Bayat et al., 2006).

Gyvulininkystéje pirmasis lazeris buvo panaudotas Sunims (Jako, 1972)
ir arkliams (Tate et al., 1986) atlickant gerkly chirurgijag. Po keleto mety
lazeris placiai buvo pradétas naudoti smulkiy gyviiny klinikinéje praktikoje
gydant gerkly (Jacobs, Rosen, 2000; Panjehpour et al., 2002), burnos
(McCaw et al., 2000), prostatos (His et al., 2001; Lucroy et al., 2003;
L’Eplattenier et al., 2008; Jankun et al., 2004), odos vézj (Buchholz et al.,
2007; Stell et al., 2001; Tanabe et al., 2004) ir smegeny auglius Sunims
(Lucroy et al., 2000; Schmidt et al., 1999). Fototerapinés procediiros placiai
pradétos naudoti arkliams gydant artritus, tendovaginitus, artrozes ar
sportiniy zirgy Zaizdas po traumy (Ghamsari et al., 1997). Ukinés paskirties
gyviinams lazeriai naudojami dermatologinéms ir danteny ligoms gydyti
(Ogata, 1990), smulkiems gyviinams — Gminio iSorinés ausies uzdegimo,
bursito ir tendinito gydymui (Watanabe, 1996).

Pastebéta, kad gyviny audiniai gali praleisti tam tikro ilgio Sviesos
bangas. Sviesos absorbcija ir skverbimasis priklauso nuo audinio cheminés
sudeties. Pagrindinis skirtumas tarp lazerio spinduliuotés ir paprastos
Sviesos yra tas, kad lazerio spinduliuoté yra koherentiné, t. y. jos skéstis
néra didele ir Sviesa sklinda siauru spinduliu, todé¢l yra sufokusuojama
lengviau. Lazeriy spinduliuojama S§viesa yra vienspalveé, o lazerio
spinduliuoté gali biiti labai galinga.

Lazerio spinduliai veikia lgsteliy metabolizmg, skatina regeneracija
(Huang et al.,, 2009). Sustipréja azoto oksidy, histamino, seratonino,
prostaglandiny sintezé, iSsipleCia kraujagyslés. Dél lazerio poveikio
padidéja leukocity aktyvumas, skatinama vaskuliarizacija, sureguliuojama
vietin¢ temperatiira, mazéja uzdegimo simptomai (Bayat et al., 20006).
Lazerio spinduliy veikimas siejamas su poky¢iais lgstel¢je (Gao et al.,
2006). ZILS terapijai panaudojama adenozintrifosfato (ATP) formos $viesos
energija, siekiant sukelti biologinj atsakg veikiamam kanui. Padidéjusi
lastelés energija ir pakitusi Igstelés membranos sienelé sumazina jau¢iama
skausma, Zaizdos gijimg, veikiami spinduliy raumenys atsipalaiduoja,
vyksta imuninés sistemos moduliacija ir nervy regeneracija.
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Lazerin¢ fototerapija yra pagrista lazerine radiacine citochromy ir
porfiriny absorbcija mitochondrijose ir Igsteliy membranose. Laisvasis
deguonis yra laisvyjy radikaly pagrindas ir viena aktyviausiy formy
metabolinése reakcijose. D¢l laisvojo deguonies gamybos susidarg
protoniniai gradientai praeina mitochondrijy bei Iasteliy membranas,
keisdami jy pralaidumg skirtingiems jonams. Visa tai sglygoja lgsteliy
medziagy apykaitos pokycius lasteliniame ir nelgsteliniame lygmenyje ir
leidzia pritaikyti lazering fototerapija gydymo tikslams (Calin, Coman,
2011).

ZILS stimuliacijos taikymas teigiamai veikia reprodukcine funkcija.
Pirma kartg reprodukcijoje anglies dvideginio lazeris buvo panaudotas 1983
metais karvéms gydant endometriumo cistas (Fayez et al., 1983). 1993
metais Blikslager su kolegomis (1993) pranesé, kad helio-neono (He-Ne)
lazeris endometriumo cistas veikia geriau nei anglies dvideginio lazeriai,
kadangi jis pagerina audinio vaskuliarizacijg (Blikslager et al., 1993).
Pastaraisiais metais ieSkant naujy, efektyvesniy ir ekologiSky gydymo
metody karviy reprodukcijoje, vis placiau kalbama apie $viesos terapija.
Ginekologinéje praktikoje ZILS stimuliacija buvo pradéta taikyti Kaip
pagalbiné priemoné gydant karviy pilingajj mastitg (Alekseenko et al.,
1987). Nustatyta, kad lazerio spinduliai stabilizuoja Igstelés membrana,
suaktyvina ATP sintez¢ (Karu et al., 2005). 2013 metais buvo vertinamas
lazerio poveikis melZziamy karviy sveikatai, lazeris buvo naudojamas kaip
profilaktikos ir gydymo priemoné karviy endometritui (Zilaitis ir kt., 2013).

Lazeriy spinduliy poveikis sukelia pokyc¢ius Igstelése. Priklausomai nuo
gyvulio rasies ir spinduliy intensyvumo, lazerio spinduliai gali stabilizuoti
lastelés membrang, suaktyvinti adenozintrifosfato sintez¢ (Shu et al., 2002).
Fotomoduliaciniu poveikiu pasizyminc€ios Sviesos bangos, taikomos gyviiny
lytiniy lasteliy (spermatozoidy ir ovocity) funkcijy suaktyvinimui,
apvaisinimui, embriony produkcijoje (Abdel-Salam, Harith, 2015).

1.13. Lazerio $viesos poveikis ovocity vystymuisi

Soares su kolegomis (2014) panaudojo He-Ne lazerj (632 nm), ovocity
stimuliacijai. Buvo nustatyta, kad lazerio spinduliai moduliuoja ir keicia
procesus granuliozinése lastelése, reguliuojanciose ovocituose vykstancias
reakcijas. Moreno Millan ir Ocana-Quero (2009) panaudojo zemo
intensyvumo He-Ne lazerj nesubrendusiy ovocity stimuliacijai ir jrodé, kad
veikiant 0,40 J/cm? ir 2,00 J/cm? dozémis, lazerio spinduliai neigiamai
paveiké ovocity brendimo procesa, sukeldami branduolio sunykima.
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Tyrimai rodo, kad sgveika tarp lazerio spinduliuotés ir lasteliy vyksta dél
fotony absorbcijos fotoreceptoriuose, todél yra sukeliamos cheminés
reakcijos, tokios kaip gliukolizé ir oksidacinis fosforilinimas. Kaip vienas i$
galimy fotoreceptoriy, galinCiy sgveikauti su lazerio Sviesa, Yyra
citochromoksidazé C. Sios sgveikos metu mitochondrijy vidinés membranos
didina ATP sinteze. Sie procesai pagreitina ribonukleino rigsies (RNR)
transkripcija ir deoksiribonukleortigsties (DNR) replikacija. Lazerio Sviesa
pagreitina mitoze ir paveikia skirtingus medziagy apykaitos procesus, kurie
vyksta mitochondrijy membranoje. Tuo paciu metu He-Ne lazeriné radiacija
2, 4, 8, ir 16J/cm? dozémis buvo naudojama akrosominei reakcijai
paskatinti, stimuliacijos efektas buvo aukstesnis negu veikiant cheminémis
kapitacijos medziagomis — heparinu, kalciu, kofeinu (Moreno Millan,
Ocana-Quero, 2009). Ovocitai brendimo metu kencia nuo gausios
transformacijos, kad pasiruos$ty apvaisinimui ir embriono iSsivystymui
(Fujiwara et al., 1991). Efektyvesnis ZILS stimuliacijos poveikis ovocitams
yra sukeliamas naudojant mazesnes dozes ir per trumpesn] laikg nei juos
veikiant He-Ne lazeriu (Abdel-Salam, Harith, 2015). Ocana-Quero su
kolegomis (1997) apras¢ He-Ne lazerio degeneracinj poveikj galvijy
ovocitams. Stimuliuojant auks$to intensyvumo lazeriu peliy ovocitus
pastebéta neigiama spinduliuotés jtaka DNR. Veikiant DNR 266 nm
spinduliais, lazeris nepadaro neigiamo poveikio genetinéms struktiroms
(Ebner et al., 2005).

Daugumos zinduoliy ovocitas Grafo folikule yra apsuptas glaudziai
iSsidésciusiy kamuoliniy lasteliy sluoksniu, suformuojanciu kamuoliniy
lasteliy ir ovocito kompleksa (COCs), kuris yra svarbus ovuliacijos procese,
ovocito brendimo, apvaisinimo ir embriono i$sivystymo laikotarpiu ('Y 0koo,
Sato, 2004). 2014 metais buvo atliktas tyrimas norint nustatyti kaip in vitro
salygomis lazerio stimuliacija veikia COCs. Sis kompleksas buvo veikiamas
633 nm $viesos bangos ilgiu ir 1 J/cm? doze. COCs poky¢iai vertinti po 30
minuéiy, 8, 16, ir 24 valandy. Jvertinus lazerio poveikj mitochondrijoms,
ovocito mitozinéms reakcijoms (branduolyje), polimerazés grandininéms
reakcijoms ir signaly perdavimams lgstelése nustatyta, kad stimuliacija
lazeriu turéjo teigiamos jtakos granulioziniy lgsteliy ir medziagy apykaitos
poky¢iams, buvo efektyvi moduliuojant granulioziniy lgsteliy ir ovocity
metabolizma (Soares et al., 2014).

Moksliniais tyrimais jrodyta, kad dél spinduliuotés poveikio sumazéja
triusiy (Regaud, Lacassagne, 1913), ziurkiy (Ingram, 1958) ir peliy (Peters,
Levy, 1964) vady skai¢ius bei vados dydis. Sis sumazéjimas yra siejamas su
ovocity skaiCiaus pokyciais. Tyrimy metu didelis démesys buvo skirtas
folikuly pakitimams stimuliacijos metu, ta¢iau nebuvo nustatytas neigiamas
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poveikis dideliems antraliniams folikulams stimuliacijos metu (Driancourt
etal., 1982).

Lazerio Sviesa veikia ovocitus ir granuliozines Igsteles jy brendimo metu,
pirmgsias valandas po stimuliacijos padidéja mitochondrijose ATP sinteze,
ji paveikia ovocito citoplazmos komunikacija su jungtimis. ATP skatina
PKA (proteino fosfatazés), MAPK (kainazes) ir MPF (brendimg skatinancio
faktoriaus) sinteze. Padidéjes MPF kiekis blokuoja ovocito vystymasi
profazés stadijoje. Sukeliama granulioziniy Igsteliy proliferacija, pakinta
atsakas ] hormonus (LH ir FSH) bei augimo faktorius. ATP ir PKA kiekis
sumazéja, dél to suaktyvéja MAPK ir MPF, blokuojamos germinatyvinés
puslelés, sukeliama mejozés progresija. Paskutinémis stimuliacijos
valandomis lazerio $viesos spinduliai vél padidina ATP ir PKA sinteze dél
mitochondrijy membranos potencialo pokyciy, $iy reakcijy metu subrendusi
kiausSialgsté lengviau iSeina i§ folikulo. Granuliozinés lgstelés yra atsakingos
uz geny replikacijg ir estrogeny sinteze (Soares et al., 2014). Siy reakcijy
metu vyksta greitesnis kiausinélio brendimas, jy yra subrandinama daugiau,
veikiant Zemo intensyvumo lazeriu nustatomas didesnis procentas
visavertiskai subrendusiy ovocity su nepazeistais branduoliais, kiausintakyje
jie subresta greiiau ir apsivaisina.

1.14. Lazerio Sviesos poveikis spermatozoidy judrumui ir apvaisinimo
galiai

1980 metais zalieji (532 nm) lazeriai buvo pradéti naudoti jvairiy veisliy
galvijy spermatozoidy kriokonservacijos procese kaip priemoné, padedanti
jiems greiciau atsinaujinti ir subresti (Abdel-Salam et al., 2011). Kai kurie
galvijy spermatozoidy biocheminiy ir medziagy apykaitos savybiy teigiami
poky¢iai buvo susieti su ZILS stimuliacijos nauda (Dreyer et al., 2014).
Veikiant galvijy spermatozoidus zemo intensyvumo He-Ne lazeriu (633
nm), buvo nustatytas spermatozoidy kiekio ir judrumo padidéjimas (Corral-
Baques et al., 2009). Lazerio stimuliacija padidina ATP gamybg
mitochondrijose, todél dél jo poveikio Igsteléje padidéja energijos kiekis.
Kadangi spermatozoidy judrumas ir ovocity brendimas priklauso nuo
lasteléje esancios energijos, dél lazerio poveikio padidéjes energijos kiekis
yra labai svarbus $iuose procesuose (Abdel-Salam, Harith, 2015).

Biocheminé ir topologiné spermatozoidy analizé veikiant ZILS parodé
spermatozoidy medziagy apykaitos pakitimus. Atlikus daugiau tyrimy buvo
nustatyta optimali dozé, didinanti apvaisinimo galig (Dreyer et al., 2011).
Wenbin su kolegomis (1996) jrodé, kad veikiant sperma lazeriu padidéja
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fruktozeés fermentacija, suintensyvéja lasteliy kvépavimo procesai,
intensyviau perneSami elektronai, padidéja fosforo sunaudojimas ir kalcio
absorbcija, visi Sie procesai pailgina spermatozoidy gyvybinguma. Zan-Bar
su kolegomis (2005) patvirtino, kad lazerio skleidZiamos $viesos spinduliai
tarpininkauja per reaktyviaja deguonies rai§j (ROS). Didelis kiekis S§io
deguonies gali sukelti lgsteliy nekroz¢ (ATP iSeikvojimg ir lipidy
peroksidacija), esant nedideliam kiekiui, $iS deguonis vaidina pagrindinj
vaidmen]j daugelio lgsteliniy procesy aktyvacijoje, naujy baltymy, laisvojo
azoto oksido (NO) sintezés, superoksido dismutazés, citokininy sintezéje
(Zan-Bar et al., 2005). Nustatyta, kad lazerio spinduliai skatina susidaryti
NO, kuris gali bati atsakingas uz kraujagysliy lygiyjy raumeny
atsipalaidavimg ir kvépavimo grandinés aktyvacija mitochondrijose, NO
sukelia spermos hiperkapitacija ir akrosoming¢ reakcija (Martinez-Pastor et
al., 2009).

Nustatyta, kad $uny sperma pastimuliavus ZILS 655 nm §viesos bangos
ilgiu 4,6 ir 10 Jcm? dozémis, pragjus 45 minutéms po procediiros,
spermatozoidai buvo islaike savo pirminj aktyvuma (Corral-Baques et al.,
2005). Stimuliacija ZILS turéjo teigiamos jtakos spermatozoidy kiekiui,
grei¢iui, judrumui, jy linijiniam koeficientui bei gebéjimui apvaisinti, ZILS
stimuliuotoje spermoje kalcio jony kiekis nebuvo padidéjes, taciau buvo
blokuojami kalcio kanalai (Corral-Baques et al., 2009). Yazdi su kolegomis
(2010) pranesé apie 830 nm lazerio spinduliuotés poveikj Zmogaus spermos
judrumui. ReikSmingas spermatozoidy judrumo padidéjimas nustatytas po
ZILS stimuliacijos 4,00 ir 6,00 J/cm? dozémis, veikiant 60 ir 45 minutes.

Nustatyta, kad po spermatozoidy stimuliacijos pasikei¢ia rySys tarp
protaminy ir DNR, tai turi jtakos spermos kokybei (Tuncer et al., 2010) ir
embriony vystymuisi (Watson, 1995). Pastebimas ir metilo grupiy kiekiy
sumaz¢jimas, Kas yra labai svarbu embriono Igsteliy genomo aktyvacijoje
(Potok et al., 2013).

Tyrimais jrodyta, kad stimuliacijos poveikis priklauso nuo lazerio bangos
ilgio ir gyviino raSies. Nustatyta, kad kalakuty spermatozoidy
ilgaamziskumas padidéja veikiant juos 3,96 J/cm? doze (laffaldano et al.,
2005), galvijy spermatozoidus veikiant 16 J/cm? spinduliy doze, buvo
sukeltas jy mirtingumas (Ocana-Quero et al., 1997). Zuvies spermatozoidus
paveikus raudonosios (600—700 nm) ir baltosios (400-800 nm) S$viesos
bangos ilgio lazeriu nustatytas padidéjes judrumas bei apvaisinimo galia, o
avino spermatozoidy padidéjes judrumas bei apvaisinimo galia pasireiskia
paveikus tik raudonosios Sviesos lazeriu. Taciau stimuliacija su
infraraudonaisiais (700-950 nm) lazeriais sukelia judrumo bei vaisingumo
sumaz¢jimg abiems gyviny ruSims (Zan-Bar et al., 2005). Atlikty tyrimy
metu gauti rezultatai jrodé, kad spermatozoidy stimuliavimas su skirtingo

41



intensyvumo lazeriais turéjo skirtingg poveikj spermos parametrams,
apimdamas judruma, greitj, Qyvybingumg, taip pat parod¢ fizinius
parametry pokycius, morfologinj, judéjimo ir organeliy pakitimus (Silva,
Gadella, 2006).

1.15. Literaturos apZvalgos apibendrinimas

Apibendrinant literatiiros duomenis galima teigti, kad embriony
transplantacija yra pazangus, praktikoje pasiteisings metodas, kuris
pagreitino produktyviy galvijy veisimg. Pagal Gordon (2004), embriony
transplantacijos metodo efektyvumas yra vertinamas pagal du Kriterijus:
superovuliacijos efektyvuma ir recipienciy verSingumo indeksg. Vienas i$
pagrindiniy veiksniy, stabdanéiy embriony transplantacijos metodo dar
platesnj naudojimg veislininkystés programose, yra sunkiai prognozuojamas
superovuliacijos atsakas (Mapletoft, Bo, 2012). Pastaruoju metu
mokslininkai, bandydami spresti Sig problema, iesko naujy, efektyvesniy ir
natiiraliy terapijos ar stimuliacijos priemoniy, pagerinanc¢iy embriony iSeiga
ir kokybg.

Pasaulyje sitiloma keletas superovuliacijos optimizavimo budy:

* tinkamas donoriy parinkimas. Embriony transplantacijai sitloma
atsirinkti donores, kuriy kiausidése prie$ superovuliacijg nustatomas didelis
skaiCius mazesniy kaip 10 mm dydzio folikuly. Pagal Hasler (2014),
svarbiausi veiksniai superovuliacijos rezultatams yra donoriy veislé, amzius,
reprodukciné buklé ir reprodukcijos istorija, superovuliacijos protokolo
veiksmingumas, klimatas, $érimas bei spermos kokybé¢ ir séklinimo laikas;

* superovuliacijos protokoly tobulinimas. Dauguma $iy dieny
mokslininky, siekian¢iy pagerinti superovuliacijos efektyvumg, kuria
superovuliacijos  protokolus, norédami  sinchronizuoti  kiauSidZiy
stimuliacijos pradzig ir folikuly augimo bangos kilima;

 stimuliacija bST. Naudojant bST superovuliacijos metu gali biiti
paveikiama embriony kokybé per ovocity pakitimus folikuly vystymosi
metu arba tiesiogiai vystantis embrionui, kai jis yra kiausintakyje ar gimdoje
(Killian, 2004; Sirard et al., 2006);

« ZILS terapija. Soares su kolegomis (2014) nustaté, kad lazerio
spinduliai pagerina ovocity kokybe folikuly vystymosi metu, padidindami
transplantacijai tinkamy embriony kiekj. 1980 metais buvo pradéti tyrimai
siekiant nustatyti, kokj poveiki lazerio spinduliai turi spermatozoidams.
Atlikty tyrimy metu gauti rezultatai jrodé, kad spermatozoidy stimuliavimas
lazeriais jtakoja spermos parametrus, apimdamas judruma, greitj,
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gyvybinguma, taip pat parodé fizinius parametry pokycius, morfologinj,
judéjimo ir organeliy pakitimus (Silva, Gadella, 2006).

Taikant ~ Siuos  metodus  sumazéja  superovuliacijos  atsako
nenusp¢jamumas, pagere¢ja ovocity kokybé bei gaunama didesné
transplantacijai tinkamy embriony iSeiga.
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2. DARBO METODIKA

2.1. Tyrimy etapai, laikas, objektas, eksperimenty vykdymo schema

Mokslinis tiriamasis darbas vykdytas 2008-2015 metais Lietuvos
sveikatos moksly universiteto Veterinarijos akademijoje, Anatomijos ir
fiziologijos katedroje ir NeuzkreCiamy ligy katedros Gyvuliy reprodukcijos
laboratorijoje. Darbas buvo vykdomas dviem etapais, atlikti 2
eksperimentai.

Pirmame tyrimy etape 2008-2012 metais vykdytas pirmasis
eksperimentas, tiriant ZILS stimuliacijos poveiki in vivo karviy
reprodukcijos rodikliams. Eksperimentas vykdytas zemés tikio bendrovéje,
laikan¢ioje 700 pieniniy karviy. Buvo tiriamos 4-8 mety, 2-6 laktacijos
Lietuvos, Danijos ir Vokietijos juodmargés karvés (n=270), kuriy vidutinis
produktyvumas per praeitg laktacija buvo 6850 kg. Karvés buvo laikomos
besai¢io, Salto laikymo karvidése, be pakraty, guoliavietés iSklotos
guminiais kiliméliais, méSlas ir srutos surenkamos i kanalus, jrengtus po
grotuotomis grindimis, girdoma — i$ automatiniy girdykly. Karviy mityba
buvo pastovi, nekito iStisus metus, Seriama buvo pasaro misiniu, adekvaciu
Seriamy karviy fiziologinei buklei. Paros davinys: kukuriizy silosas — 20 kg,
Sienainis — 19 kg, mieziy $iaudai — 0,5 kg, melasa — 0,5 kg ir kombinuotas
pasaras — 5,92 kg, kurio sudétis: cukriniy runkeliy grieziniai — 16,89 %, sojy
rupiniai (49 % baltymingumas) — 16,89 %, kvietrugiai — 42,23 %, rapsy
iSspaudos — 16,89 %, Bergophor CaProVit H mineral — 3,38 %, paSarinis
kalkakmenis — 0,84 %, druska (NaCl) — 0,51 %, monokalcio fosfatas — 1,01
%, soda — 1,35 %.

Eksperimento metu palyginus stimulivoty ZILS ir kontroliniy karviy
grupiy reprodukcijos rodiklius nustatytas teigiamas ZILS stimuliacijos
poveikis pieniniy karviy reprodukcinei funkcijai, todél stimuliacijos ZILS
poveikio tyrimai buvo tesiami ir Kitame etape.

Antrame tyrimy etape 2013-2015 metais superovuliacijos efektyvumo
ir embriony kokybés tyrimai vykdyti veislinéje 400 Lietuvos juodmargiy
karviy pieninéje bandoje. Eksperimento metu tirtos 4-6 mety, 2—4 laktacijos
kliniskai sveikos Lietuvos juodmargés karvés (n=64), apsiverSiavusios prie§
75-90 pary, kuriy vidutinis produktyvumas per praeitg laktacijg buvo 9500—
10 500 kg. Tiriamosios karvés buvo laikomos besaicio, Salto laikymo
karvidéje, ant gilaus kraiko, girdoma — i§ automatiniy girdykly. Karviy
mityba buvo pastovi, nekito iStisus metus, Seriama buvo paSaro miSiniu,
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adekvaciu Seriamy karviy fiziologinei buklei. Paros davinys: kukuriizy
silosas — 24 kg, Sienainis — 11 kg, mieziy $iaudai — 0,8 kg, melasa — 0,5 kg ir
kombinuotas paSaras — 8,74 kg, kurio sudétis: cukriniy runkeliy grieziniai —
20,59 %, sojy rupiniai (49 % baltymingumas) — 17,16 %, kvietrugiai — 34,32
%, rapsy iSspaudos — 22,88 %, Bergophor CaProVit H mineral — 2,29 %,
pasarinis kalkakmenis — 0,8 %, druska (NaCl) — 0,34 %, monokalcio
fosfatas — 0,69 %, soda — 0,93 %.

Eksperimento metu nustatytos sasajos tarp kiausidziy dydzio, jy padéties
kiino pusés atzvilgiu pries superovuliacijos pradzig ir superovuliacijos
rezultaty bei jvertintas stimuliacijos ZILS poveikis superovuliacijos
efektyvumui, embriony kokybei ir jy iSeigai.

Eksperimentai buvo atlikti laikantis gyviny gerovés reikalavimy bei
vadovaujantis Lietuvos Respublikos veterinarijos jstatymu 2011 m. liepos 1
d. (Nr. XI-1189, 2010-11-30, Zin., 2010, Nr. 148-7563), Lietuvos
Respublikos gyviiny geroves ir apsaugos jstatymu 2012 m. spalio 3 d. Nr.
X1-2271 (Zin., 1997, Nr. 108-2728; 2000, Nr. 61-1808; 2001, Nr. 99-3521;
2003, Nr. 74-3418; 2004, Nr. 25-753) ir Mokslo ir mokymo tikslais
naudojamy gyviiny laikymo, prieziliros ir naudojimo reikalavimais,
patvirtintais Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos direktoriaus 2012
m. spalio 31 d. jsakymu Nr. B1-866 (Zin. 2012, Nr. 130-6595).

Pirmo ir antro tyrimy etapy eksperimenty schema pateikta 3 pav.
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TYRIMU ETAPAI

/ | etapas (n=270) \

e 26 laktacijos Lietuvos,
Danijos, Vokietijos juodmargés;

e 2 d. po apsiverSiavimo rektiné
temperatiira >38,9°C;

e vid. produktyvumas per
laktacija — 6850 Kg.

I grupé (n=95) gydyta antibiotikais

II grupé (n=55) stimuliuota ZILS

I grupé (n=65) gydyta

antibiotikais ir stimuliuota ZILS

IV grupé (n=55) kontroliné grupé.

| eksperimentas \

ZILS stimuliacijos poveikio
tyrimas pagal pieniniy Kkarviy
reprodukcijos rodiklius:

e pirmo séklinimo laika;
e servis perioda;

e apsivaisinimo po pirmo
séklinimo indeksa;

e s¢klinimo indeksa;

e verSiavimosi — apsivaisinimo
perioda;

e verSingumo indeksa;

brokavimo dél nevaisingumo

il

!

/ 11 etapas (n=64) \

e 24 laktacijos Lietuvos juodmargeés;
e apsiverSiavusios prie§ 75-90 pary;

e vid. produktyvumas per laktacija
9500-10500 kg;

e be funkciniy reprodukciniy sutrikimy;
e kiausidése yra geltonkanis (>10 mm),
néra folikuly (>10 mm).

1 (tiriamoji) grupé (n=32)
superovuliacijos metu stimuliuota ZILS;
11 (kontroliné) grupé (n=32)
superovuliacija be stimuliacijos ZILS.

/ 11 eksperimentas \

1. Superovuliacijos efektyvumo
nustatymas pagal:

o kiauSidZiy dydzio skirtuma
pries/po superovuliacijos;

o folikuly, geltonkiiniy skaiciy po
superovuliacijos;

e embriony iSeiga.

2. Embriony i$sivystymo, kokybés
nustatymas.

N /

v

ZILS stimuliacijos poveikio reprodukcinei karviy funkcijai

ir kiauSidZiy dydZio prognostinés reik§més superovuliacijos

rezultatams nustatymas

3 pav. Pirmo ir antro tyrimy etapo eksperimenty vykdymo schema
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2.2. Pirmo tyrimy etapo eksperimento vykdymo metodika

2.2.1. Tiriamos karvés, tiriamy karviy grupiy sudarymo principai

Versiavimosi bokse karvés buvo laikomos ant gilaus Siaudy kraiko iki 6
pary po apsiverSiavimo, véliau — perkeliamos | Svieziapieniy karviy grupe.
Pagal bendrovéje patvirtintg Svieziapieniy karviy metrity profilaktikos plana
visoms apsiverSiavusioms karvéms antrg parg po verSiavimosi buvo
matuojama temperatiira. Karvéms, kurioms buvo nustatoma didesné nei
38,9°C rektiné temperatiira, profilaktiSkai buvo leidziami antibiotikai.

Prisitaikant prie bendrovéje vykdytos Svieziapieniy karviy metrity
profilaktikos schemos buvo formuojamos eksperimento tiriamyjy ir
kontroliniy karviy grupés, atrenkant be distoCijy apsiverSiavusias karves,
kurioms 2 parg po verSiavimosi nebuvo nustatyta matomy iSoriniy lytiniy
organy pakitimy, o rektiné temperatiira buvo didesné¢ nei 38,9°C. Pries
sudarant tiriamyjy ir kontroliniy karviy grupes 10 karviy, kurioms nustatytas
metritas, 2 parg po verSiavimosi i§ gimdos buvo paimtas méginys
bakteriologiniam tyrimui. Laboratorijoje buvo iSskirti metrito sukéléjai —
Escherichia coli ir Fusobacterium necrophorum. Titruojant nustatyta, kad
jie labiausiai jautrtis buvo ceftiofuro hidrochloridui (difuzijos juosta — 22
mm). Todél metrity profilaktikai buvo parinktas veiksmingiausias
antibakterinis preparatas Excenel RTU.

Sudarytos 4 tiriamyjy ir kontroliniy karviy grupés:

| — kontroliné teigiama, gydyty antibiotikais (n=95);

Il — tiriamoji, stimuliuoty ZILS (n=55);

I — tiriamoji, gydyty antibiotikais ir stimuliuoty ZILS (n=65);
IV — kontroliné neigiama (n=55).

2.2.2. ZILS stimuliacijos poveikio reprodukcinei karviy funkcijai
jvertinimas

Kontrolinés teigiamos (I grupés) ir III tiriamosios grupés karvéms 3 paras
1§ eilés nuo 2 iki 4 paros po verSiavimosi vieng karta per para j raumenis
buvo leidziama po 12 ml Excenel RTU (ceftiofuro hidrochlorido 50 mg/ml).
IT ir I tiriamyjy grupiy karvéms gimdos ir kiausidziy stimuliacija ZILS
buvo vykdoma lazerio aparatu Laser STP—99 (Rusija), kurio skleidZiamy
Sviesos bangy ilgis 870-970 nm, spinduliuotés galia — 65,93 J/cm?, daznio
diapazonas nuo 20 iki 2000 Hz, impulsy trukmé — apie 1 s. Stimuliuojama
buvo 10 pary i$ eilés nuo 2 iki 11 paros po apsiverSiavimo, vieng kartg per
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para po 3 minutes, létai kei¢iant ZILS prietaiso padétj, stimuliuojant 40x50
cm (2000 cm?) kryziaus srities plota, 5 cm atstumu nuo odos pavirSiaus.
Kontrolinés neigiamos grupés karvéms 2-4 parag po apsiverSiavimo |
raumenis kasdien buvo leidziama po 12 ml fiziologinio 0,9 % natrio
chlorido tirpalo. Tiriamyjy ir kontroliniy karviy grupése taikytas metrity
profilaktikos metodas pateiktas 2 lentel¢je.

2 lentelé. Tiriamyjy ir kontroliniy karviy metrity profilaktikos metodai

Tiriamy
Grupés Grqus kaff.‘ Y Metrity profilaktikos metodas
Nr. pavadinimas skaicius
(n) _
| Kontroliné teigiama 95 eEi)l(gsenEI RTU po 12 ml; 1xd., 3 d. i§
I Tiriamoji 55 St1mu.1V1ac'1]'a ZILS 1 x d., po 3 min.,
10 d. iS eilés
Excenel RTU po 12 ml; 1xd., 3 d. i$
. .. eilés;
I Tiriamoji 65 Stimuliacija ZILS 1 x d., po 3 min.,
10 d. i§ eilés
v Kontroliné 55 Fiziologinis 0,9 % natrio chlorido
neigiama tirpalas po 12 ml, 1xd., 3 d. i§ eilés

Diagnozuojant metritus buvo vadovautasi Sheldon ir kity mokslininky
(2006) teiginiu, kad gyvuliai gali biiti apibiidinami kaip sergantys klinikiniu
metritu, jei neturi sisteminiy susirgimo pozymiy, taciau iki 21 paros po
apsiverSiavimo 1§ padidéjusios jy gimdos per makst] iSteka piilingos
i8skyros. Eksperimento metu visose tiriamyjy ir kontroliniy karviy grupése
buvo fiksuojami klinikiniy metrity, gimdos atonijy, mastity ir viSkinimo
sistemos sutrikimy atvejai.

Visos eksperimentinés karvés, kurioms 10-15 parg po apsiversiavimo
buvo nustatyti klinikinio metrito pozymiai, buvo gydomos skirtingas
antiseptines ir antibakterines veikligsias medZiagas turinCiais preparatais,
nurodytais 3 lenteléje. Veterinariniai preparatai buvo leidziami vieng kartg
per parg kas 7 paras, kiekvieng kitg kartg imant kitas veikligsias medziagas
turinCius  preparatus. Klinikiniu metritu sergancioms karvéms tarp
antiseptiniy ar antibakteriniy preparaty leidimo papildomai j raumenis buvo
leidziamas PGF2a analogas ir oksitonas. Gydymas tegsiamas tol, kol
atsistatydavo gimdos tonusas ir nebuvo nustatomos pilingos isskyros i§
gimdos.

Umiy metrity atvejais, kai temperatiira karvéms pakildavo vir§ 39°C,
zenkliai sumazédavo primelZziamo pieno kiekis ir matydavosi gausios
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pulingos iSskyros i§ gimdos, gydymas buvo pradedamas antiseptiniais
preparatais. Lengvesniais atvejais gydyti buvo pradedama antibakteriniais
vaistais. Eksperimento metu buvo fiksuojama metrity gydymo trukme
(laikas nuo pirmy metrito pozymiy pasirodymo iki klinikiniy pozymiy
i$nykimo).

antiseptiniai  ir

3 lentele. Klinikiniy metrity gydymui naudoti

antibakteriniai preparatai

Eil. Veterinarinio

3. FATROXIMIN

Nr preparato Preparato forma Kokybiné ir kiekybiné sudétis
' pavadinimas
Antiseptinés 0,2 g jodo; 0,4 g kalio jodido;
1. IODOFOAM purskiamosios gimdos | 45,2 g pagalbiniy medziagy
putos
5 JODOUTER Antiseptinis gimdos 100'ml tirpalo 10 g (10 %) jodo
' tirpalas povidono
Antibakterinés, 4 g ovuléje yra 300 mg

putojancios gimdos
ovulés

rifaksimino; iki 4 g pagalbiniy
medziagy

Antibakterinis

1 ml tirpalo yra 200 mg tilozino;

4, PHARMASIN L S .
injekcinis tirpalas pagalbiniy medziagy
5 CLAMOXYL Antibakteriné gimdos | Viename Svirkste (21,3 g) yra
' METRITIS suspensija 0,84 g amoksicilino (trihidrato)

Tiriamyjy ir kontroliniy karviy reprodukciné funkcija vertinta pagal
kompiuterinéje bandos valdymo programoje DairyPlan C21 (Vokietija)
fiksuotus reprodukcijos rodiklius. Analizuojami reprodukcijos rodikliai ir jy
vertinimo reik§més pateikti 4 lenteléje.
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4 lentelé. Reprodukcijos rodikliai ir jy reiksmé

Eil. Reprodukcijos Mato
Nr. rodikliai vienetas

Reprodukcijos rodikliy reikSmé

Laikotarpis nuo apsiverSiavimo iki
pirmojo séklinimo
Laikotarpis nuo pirmojo séklinimo

1. | Pirmo séklinimo laikas paros

2. | Servis periodas paros | iki apsivaisinimo (Dayyani et al.,
2013)
3 S?rsr:galsmlmoseklininpq)g % A.psivai.sin}ls.iq karviy skai¢ius po
' pirmo séklinimo
indeksas
4. | Séklinimo indeksas kartai Sekvl.l my - skaiCius vienam
verSingumui
5 Versiavimosi— paros Laikotarpis nuo apsiverSiavimo iki
" | apsivaisinimo periodas apsivaisinimo
6. | VerSingumo indeksas % Versingomis tapusiy karviy skaicius
Brokavimo  indeksas ISbrokuoty karviy skaicius dél
7. | del reprodukciniy % reprodukciniy sutrikimy, atsiradusiy
sutrikimuy, po paskutinio apsiverSiavimo

2.3. Antro tyrimy etapo eksperimento vykdymo metodika

2.3.1. Tiriamos karves, tiriamy karviy grupiy sudarymo principai

Tiriamosios (n=32) ir kontrolinés karvés (n=32) eksperimentui buvo
atrenkamos po ultragarsinio karviy gimdos ir kiausidziy tyrimo. Kiausides
tyréme ultragarsiniu skeneriu Digital Diagnostic Ultrasound Devices (HG
9300, Caresono Technology Co., Kinija, Ltd) 7 Mhz dazniu, naudodami
linijinj rektinj keitiklj.

Tiriant ultragarsu buvo jsitikinta, kad yra jvykusi gimdos involiucija,
gimdoje néra uzdegiminio skyscio, kiauSidése — cisty ar kity patologiniy
pakitimy, kiauSintakiuose — néra sgaugy ar uzdegiminiy procesy.
Eksperimentui buvo atrinktos tik kliniskai sveikos karvés, be funkciniy
reprodukciniy sutrikimy, jei jy kiauSidése buvo didesnis nei 10 mm dydzio
geltonkiinis ir nebuvo didesniy nei 10 mm dydzio folikuly.

Ultragarsu buvo iSmatuotas kiausidziy plotis, ilgis ir nustatytas jy dariniy
(geltonktniy ir folikuly) skai¢ius. Kiausidziy dydj (plota) nustatéme pagal
ju plocio ir ilgio sandauga, ir apskai¢iavome tiriamyjy ir kontroliniy karviy
vidutinius kiausidziy dydzius pries§ superovuliacijg (5 lentelé).
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5 lentelé. Tiriamy ir kontroliniy karviy (Nn=64), vidutinis kiausidziy
dydis(mm?) pries superovuliacijq

Vidutinis kairés pusés
kiauSidziy (n=64) dydis
(mm’)

Vidutinis deSinés pusés
kiauSidziy (n=64) dydis
(mm?)

Vidutinis kairés ir deSinés
pusés kiausidziy (n=128)
dydis (mm?)

)_(imx;c

Ximx;c

)_(imx;c

792,22 £ 44,24, 353,89

987,63 + 64,07; 512,59

889,92 + 39,73; 449,54

Superovuliacijos efektyvumo pagal kiauSidziy dydj nustatymui,
atsizvelgiant j vidutinj vyraujanciy deSinés pusés kiausidziy dydj (987,63
mm?) Visas tiriamasias ir kontrolines karves suskirstéme j 3 grupes. Pirmos
grupés karviy deSinés puses kiausidés buvo 25 % maZesnés, o 3 grupés 25
% didesnés uz vidutinio dydzio (987,63 mm?) desinés pusés 2 grupés karviy
Kiausides (6 lentelé).

6 lentelée. Karviy grupés pagal vyraujanciy desinés pusés kiausidziy dydj
pries superovuliacijq

Karviy grupé DeSinés pusés kla.us1‘(.izu; dy;lls pries
superovuliacijg (mm?)
I <7410
(karvés, turin¢ios mazas kiausidés) (987,63 mm? - 25 %)
I
. R "y 741,0-1235,0
(karves, turln(.no%.Vldutlmo dydzio (987,63 mm?+ 25 %)
kiausides)
i >1235,0
(karvés, turinios dideles kiausides) (987,63 mm? + 25 %)

Superovuliacijos efektyvumo ir embriony iSsivystymo bei kokybés
jvertinimui sudaryty tiriamyjy ir kontroliniy karviy grupiy struktiira pateikta
7 lentel¢je. Tiriamy ir kontroliniy karviy skirtumai nurodyti 2.3.2. ir 2.3.3.
skyriuose.

7 lentelé. 11 eksperimento tiriamy ir kontroliniy karviy grupiy struktira

11 eksperimento Karviy grupés

karveés I grupé II grupé III grupé
Tiriamoji (n=32) n=14 n=12 n=6
Kontroliné (n=32) n=12 n=13 n=7
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2.3.2. Superovuliacijos sukélimo be stimuliacijos ZILS metodika

Superovuliacija be stimuliacijos ZILS sukéléme kontroliniy grupiy
karvéms (n=32) preparatu PLUSET (Laboratorios Calier, S.A., Barselona,
Spain) iSgautu i$ kiauliy hipofizés, turin¢iu folikulus FSH ir LH santykiu
1:1, karencijos laikas pienui — 0 pary.

Superovuliacijg atlikome pagal 8 lenteléje nurodyta superovuliacijos
protokolo schemga (Lafri et al., 2002, Seidel et al., 2003), neatsizvelgiant ]
karvés lytinio ciklo fazg¢. Pirmg superovuliacijos parg karvéms buvo
aplikuojamas intravagininis implantas CIDR (CIDR®, Pfizer, Inc., Belgija),
turintis 1,38 g progesterono, karencijos laikas pienui — 0 pary. Keturias
paras i§ eilés, nuo 6 iki 9 superovuliacijos protokolo paros j raumenis
leidome preparatg PLUSET du kartus per para (ryte ir vakare) su 12 valandy
intervalu, mazéjanéia koncentracija. Sesta superovuliacijos protokolo parg
ryte ir vakare buvo leidziama po 4 ml PLUSET tirpalo (140 VV), septintg
parag —po 3 ml (105 VV), astuntg — po 2 ml (70 VV) ir devintg para 1 ml (35
VV).

Viename mililitre preparato buvo po 35 VV FSH ir LH. Bendra preparato
PLUSET dozé 1 tiriamajai karvei sudaré 700 VV FSH ir LH.

Rujos sinchronizacijai astuntg superovuliacijos parg papildomai j
raumenis leidome PGF2, analoga — kloprostenolj (Bioveta, Plc., Cekijos
Respublika), karencijos laikas pienui — 0 dieny, po 2 ml ryte ir vakare, su 12
val. pertrauka. Devintg superovuliacijos sukélimo parg ryte iSéméme
intravagininj implantg ir 10-11 para séklinome praé¢jus 12 valandy nuo
pirmy rujos pozymiy pasirodymo (2 kartus su 12 val. pertrauka). Praéjus
168 valandoms nuo pirmo sé¢klinimo (18-19 para pagal superovuliacijos
protokolg) embrionus isgavome nechirurginiu badu (2.3.4. skyr.).

Superovuliacijos protokolo schema pateikta 8 lenteléje.
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8 lentelé. Superovuliacijos protokolo schema

Eil. Superovuliacijos Atliktos procediiros
Nr. protokolo paros
Ivedamas intravagininis implantas CIDR, turintis 1,38
1. 1 para
g progesterono.
] raumenis suleista: 4 ml PLUSET (140 VV FSH ir
Rytas LH)
2 6 para | raumenis suleista: 4 ml PLUSET (140 VV FSH ir
Vakaras LH)
| raumenis suleista: 3 ml PLUSET (105 VV FSH ir
Rytas LH)
3 | 7para ] raumentis suleista: 3 ml PLUSET (105 VV FSH ir
Vakaras
LH).
] raumenis suleista:
Rytas - 2 ml kloprostenolio;
-2 ml PLUSET (70 VV FSH ir LH).
4. 8 para : - fa
| raumenis suleista:
Vakaras | - 2 ml kloprostenolio;
-2 ml PLUSET (70 VV FSH ir LH).
- ISimamas intravagininis implantas CIDR;
Rytas - | raumenis suleista: 1 ml PLUSET (35 VV FSH ir
5. 9 para LH):
Vakaras | I raumenis suleista: 1 ml PLUSET (35 VV FSH ir LH).
6. 10-11 para Atlickamas dirbtinis séklinimas.
7. 18-19 para Vykdomas embriony plovimas.

2.3.3. Superovuliacijos sukélimo su ZILS stimuliacija metodika

Superovuliacija su ZILS stimuliacija tiriamyjy grupiy karvéms (n=32)
sukéléme vadovaudamiesi superovuliacijos protokolo schema (zr. 8 lent.), 0
embrionus iS§gavome nechirurginiu badu (2.3.4. skyr.).

Superovuliacijos sukélimo metu tiriamyjy grupiy karvéms papildomai
buvo vykdoma kiausidziy stimuliacija lazerio aparatu Laser STP—99, kurio
skleidziamy $viesos bangy ilgis 870970 nm, spinduliuotés galia — 65,93
J/em?, daznio diapazonas nuo 20 iki 2000 Hz, impulsy trukmé — apie 1
sekundg.

Tiriamy karviy kiausidziy stimuliacija ZILS in vivo buvo pradedama nuo
pirmos superovuliacinio gydymo paros, Svitinant vieng kartg per parg po 3
minutes, 10 pary i$ eilés. Stimuliacija buvo vykdoma létai keiciant prietaiso
padétj 40x50 cm (2000 cm?) 0s sacrum srities plote, 5 cm atstumu nuo odos
pavirsiaus (4 pav.). Paskutinj karta stimuliuojama ZILS buvo rujos metu
pragjus valandai po séklinimo.
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4 pav. Tiriamyjy karviy stimuliacijos ZILS plotas

2.3.4. Embriony iSgavimo metodika

18-19 superovuliacijos protokolo para (zr. 8 lent.) embriony plovimo
metu karvés fiksuotos specialiose staklése, kuriose priekinéms kojoms buvo
jrengta 20 cm paaukStinta platforma. Karviy tarpvietés sritis ir vulva
nuplauti $iltu vandeniu ir dezinfekuoti 0,1 % kalio permanganato tirpalu.
Siekiant isvengti raumeny spazmy ir defekacijos embriony plovimo metu
karvéms atlikta zemoji epiduriné sakriné anestezija (j stuburo kanalg tarp I ir
Il uodegos slankstelio leista po 4 ml (20 mg/ml) lidokaino hidrochlorido,
(Sanitas, Lietuva).

Embrionai iSplauti nechirurginiu biidu naudojant 70 cm ilgio sterily
guminj dviejy kanaly Rush kateterj (Minitube, Vokietija). Kiekvieng karve
pradédavome plauti nuo desiniojo gimdos rago, todél kateteris per makstj
pirmiausia buvo jvedamas j deSinjjj gimdos ragg. Kateterio galui esant
gimdos rago viduringje dalyje, per oro kanala $virkstu buvo pripuc¢iama oro
] kateterio balionélj. Balionéliui i$siptitus buvo uzdaromas rago spindis, kad
pro kateterio galg leidZziama embriony plovimo terpé negrjzty j makstj. Kitu
embriony plovimo kanalu ] plaunamg gimdos raga buvo
suleidZziama/iSleidZiama embriony plovimo terpé. Embriony plovimui
naudojome BoviFlush (su galvijy serumo albuminu ir antibiotikais) terpg
(Minitube, Vokietija). Vienai karvei sunaudojome 1000 ml terpés (po 500
ml kiekvieno gimdos rago plovimui).
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Pirmus 3 kartus kiekvieng kartg buvo suleidziama/iSleidziama iki 30 ml
plovimo terpés. Véliau terpés kiekis buvo didinamas iki 40-60 ml. Plovimo
metu, suleidus | gimdos raga plovimo terpe, rektiskai rankos pirstais buvo
Svelniai masazuojamas gimdos ragas ir stebima, kad po kiekvieno terpés
suleidimo buty surinkta tiek pat terpés, kiek jos buvo suleista. Analogiska
procediira buvo atlickama ir plaunant embrionus i§ kairiojo gimdos rago.

Embriony plovimo terpé su iSplautais embrionais buvo filtruojama per 70
um skersmens pory filtrg (Minitube, Vokietija), kuris sulaiko 150-200 pum
skersmens embrionus ir praleidzia kai kurias somatines Igsteles ir
nereikalingus likucius. Filtro turinys buvo perpiltas j specialig Petri 1ékstele
(Minitube, Vokietija), kurios isorinis dugno pavirsius padalytas j 10x10 mm
tyrimo plotelius. Embriony plovimo terpés filtras dar 3 kartus po 20 ml buvo
praskalaujamas embriony laikymo BoviHold (Minitube, Vokietija) 37°C
temperatiros terpe, kuri surinkta j antrg Petri 1ékStel¢. Uzdengtos Petri
Iekstelés su turiniu buvo laikomos ant 37°C temperatiira palaikancios
termostatinés plokStés 30 min. Po sedimentacijos ant dugno nusédusiy
embriony ieSkojome 15-20x padidinimu stereomikroskopu (Stereo-zoom
microscope, with phototube, factor 7x - 45x, Minitube, VokKietija),
perziurédami Petri 1éksSteliy dugno tyrimo plotelius. Surasti embrionai
mikropipete buvo perkelti i 37°C temperatiiros embriony laikymo terpe
BoviHold tolesniam embriony kokybés jvertinimui. Kiekvieng Petri 1ékstele
su embriony plovimo terpe tikrino du tyréjai po du kartus.

2.3.5. Superovuliacijos efektyvumo nustatymo metodika

Superovuliacijos efektyvumas tiriamyjy ir kontroliniy karviy grupése
buvo nustatomas 18-19 superovuliacijos protokolo (zr. 8 lent.) para
embriony plovimo metu siekiant jvertinti:

—  ZILS stimuliacijos in vivo poveikj superovuliacijai;

— sgsajas tarp kiau$idziy dydzio, jy padéties kiino pusés atzvilgiu pries
superovuliacija ir superovuliacijos rezultaty.

ZILS stimuliacijos poveikio superovuliacijos efektyvumui tyrimas
vykdytas analizuojant ir lyginant tarpusavyje tiriamyjy ir kontroliniy grupiy
karviy superovuliacijos efektyvumo rodiklius:

1. KiausidZiy dydZio prie$/po superovuliacijos skirtuma;

2. Folikuly ir geltonkiiniy skai¢iy po superovuliacijos;

3. Embriony iSeiga.

Sasajos tarp kiauSidziy dydzio, jy padéties kiino pusés atzvilgiu pries
superovuliacija ir superovuliacijos rezultaty nustatytos lyginant visus tris
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superovuliacijos efektyvumo rodiklius tarp kontroliniy karviy grupiy ir
nustatant statistinj ry$] tarp kiauSidziy dydzio prie§ superovuliacijg ir
kiauSidziy dydzio, geltonkiiniy, folikuly ir embriony skaiciaus po
superovuliacijos.

Pirmyjy dviejy superovuliacijos efektyvumo rodikliy nustatymui
embriony plovimo metu ultragarsu buvo matuojamas kiausidziy dydis ir
skai¢iuojami didesni nei 10 mm geltonkdainiai ir folikulai.

Superovuliacijos efektyvumas pagal kiausidziy dydj po superovuliacijos
buvo vertinamas lyginant karviy kairés ir deSinés pusés kiausidziy
vidutinius dydZius prie$/po superovuliacijos.

Superovuliacijos efektyvumas pagal geltonkiiniy ir folikuly skaiciy buvo
vertinamas lyginant kairés ir deSinés pusés kiausidziy vidutinj geltonkiiniy ir
folikuly skai¢iy po superovuliacijos kontroliniy karviy grupése ir tarp
tiriamyjy ir kontroliniy karviy grupiy.

Embriony iSeiga nustatyta skaiCiuojant iSplauty ir transplantacijai
tinkamy embriony skai¢iy (zr. 2.3.4. ir 2.3.6. skyr.).

2.3.6. Embriony i$sivystymo, kokybés ir iSeigos nustatymo metodika

ZILS stimuliacijos jtaka embriony i$sivystymui, kokybei ir iSeigai
tirlamyjy ir kontroliniy karviy grupése buvo nustatoma 18-19
superovuliacijos protokolo (zr. 8 lent.) parg embriony plovimo metu.

ISplauty embriony kokybé buvo nustatoma vadovaujantis Bo ir Mapletoft
(2013) embriony kokybés vertinimo metodika, pagal kurig embrionai yra
klasifikuojami skaitmeniniy kody sistema, atsizvelgiant j vystymosi stadija
(nuo 1 iki 9 stadijos) ir kokybe (nuo 1 iki 4 klasés). Galvijy embriony
kokybés vertinimas atliktas 45x padidinimu stereomikroskopu (Stereo-zoom
microscope, with phototube, factor 7x—45x, Minitube, Vokietija). Vertinami
embrionai i§ Petri 1ékstelés mikropipete buvo perkeliami | sterilig embriony
kultivavimo 1ékstele, kurios Sulinéliai pripildyti embriony laikymo terpe
BoviHold (Minitube, Vokietija). Neastriomis stiklinémis mentelémis buvo
atskiriamos prie skaidriojo embriono apvalkalo prilipusios somatinés
lastelés ar pasalinés dalelés ir mikropipete embrionai buvo perkeliami j kita
Sulinélj su $varia BoviHold terpe.

Vertinant embriono kokybe buvo kreipiamas démesys | tai, kad bendras
galvijy embriono skersmuo (150-190 pum, jskaitant ir skaidriaja zona, kurios
storis biina nuo 12 iki 15 pm) turi islikti beveik nepakitgs embrionui
vystantis nuo neapvaisintos kiauSialgstés iki blastocistos stadijos.

Vertinant embriony iSsivystymg ir gyvybingumg, pirmiausia buvo
nustatyta, kurioje vystymosi stadijoje yra vertinamas embrionas. Embriony
vystymosi stadijos pateiktos 9 lenteléje.
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9 lentelé. Galvijy embriony vystymosi stadijos

Embriony vystymosi
stadijos, pavadinimas

PoZymiai

Visa vienos lastelés vidaus erdvé uzpildyta skaidrigja zona.

1. Neapvaisintas Po apvaisinimo vienos lastelés embrionas yra Siek tiek
ovocitas atitrauktas nuo skaidriosios zonos, kuri i§ visy pusiy supa
embriono masg.
2. Zigota Embriono masé sudaryta i§ besidalijanciy 2—12 Igsteliy.
Embriono masé¢ sudaryta i§ nemaziau kaip 16 Iasteliy.
3. Morulé Blastomerus vieng nuo kito sunku atskirti. Lasteliné embriony

masé uzima didziaja dalj perivitelinio tarpo.

Blastomerai susilieja, suformuodami vientisag (kompaktiska)
mase. Lasteliné embriony masé¢ uzima nuo 60 iki 70 %
perivitelinio tarpo.

Embrionas suformuoja skyséio uzpildyta ertme ar blastocele.
Masé uzima 70-80 % perivitelinio tarpo. Sunku atskirti viding
lasteliy mase nuo trofoblastiniy Iasteliy maseés.

Ryskus skirtumas tarp iSorinio trofoblasto sluoksnio ir
tamsesnés labiau vientisos vidinés lasteliy masés. Blastocelés
6. Blastocista Siame etape gerai matomos, jos su embriono mase uzima
didziajg perivitelinio tarpo dalj. Galima diferenciacija tarp
trofoblasto ir vidinés Igsteliy masés.

Stipriai padidéja bendras embriono skersmuo, tuo paciu metu
lygiagre€iai retéja skaidrusis apvalkalas | mazdaug vieng
trecdalj savo pradinio storio.

Embrionai Sioje vystymosi stadijoje gali biiti visiS8kai prarade
skaidrigja zona. ISsivysCiusios blastocistos gali biiti sferinés
8. Issivystiusi (angl. | su gerai apibrézta blastocele arba gali biti suirusios.
hatched) blastocista | Identifikuoti i$sivys¢iusias blastocistas gali bati sudétinga, jei
jos 1§ naujo nesiplecia ir jei nepasirodo akivaizdus Ziedas Su

4. Kompaktiska
morulé

5. Ankstyvoji
blastocista

7. Isplésta (angl.
expanded) blastocista

antspaudu.
9. Ispléstai iSsivysciusi
(angl. expanding ISsivyséiusios blastocistos paliecka skaidrigja zong ir patenka i
hatched) gimdos spindj.

blastocista

Atsizvelgiant ] embriony vystymosi stadijy ypatumus, embriony kokybé
buvo nustatyta pagal 10 lenteléje apraSomus morfologinius embriony
vientisumo pozymius.
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10 lentelé. Galvijy embriony kokybés klasés
Embriony kokybés
klasés Nr., PoZymiai
pavadinimas

Turi simetri$kg sferine mase su atskirais blastomerais, kurie
yra vienodo dydzio, spalvos ir tankio. Embriono i$sivystymas
atitinka vystymosi stadijai budingus poZymius, embriono
lasteliné masé turi buti gyvybinga. Pazeidimai turéty buti
1. Puikiis arba geri nedideli, sveikos lastelinés masés turi buti ne maziau kaip 85
%. Skaidrioji zona yra lygi, negali turéti jgaubty arba ploks¢iy
pavirsiy.

Sios klasés embrionai tinkami uz$aldymui/atsildymui.
Rekomenduojama juos naudoti komerciniais tikslais.

Sie embrionai turi vidutinio sunkumo pazeidimy bendroje
formoje, maséje, dydyje, spalvoje. Gali bati randami
pakitimai atskiry lasteliy tankyje. Ne maziau kaip 50 % Vvisos
2. Patenkinami embriono masés turéty buti nepaZeista. Siy embriony
iSgyvenimas po uzSaldymo/atSildymo procediiry yra maZzesnis
nei 1 klasés embriony, taciau gauty verSingumy procentas yra
pakankamas, jei embrionai perkeliami §vieZas.

Tokie embrionai turi dideliy embriono formos, masés arba
dydzio, spalvos ir atskiry lasteliy tankumo pazeidimy. Ne
maziau kaip 25 % embriono masés turi biti nepaZeista. Sie

3. Prasti embrionai neigyvena uz8alimo/atSildymo procedtiros metu ir
gauty verSingumy procentas yra Zemesnis nei naudojant
§viezius embrionus.
4. Negyvi arba Tai gali bati ovocity ar vienos lgstelés embrionai. Jie néra
degeneruoti gyvybingi ir turi bati sunaikinti.

ZILS stimuliacijos jtaka embriony i$sivystymui buvo analizuojama
iSplautus (7 parg po séklinimo) tiriamyjy ir kontroliniy grupiy karviy
embrionus suskirs¢ius pagal Sias iSsivystymo stadijas:

1. Neapvaisintas ovocitas.

2. Kompaktiska morulé.

3. Ankstyvoji blastocista.

4. Blastocista.

Analizuojant gautus duomenis tiriamyjy ir kontroliniy karviy grupése
buvo lyginami i$plauty embriony skaiciai pagal jy iSsivystymo stadijas ir
pagal kiekvienos embriony iSsivystymo stadijos embriony dalj, tenkancia
vienam iSplautam embrionui.

ZILS stimuliacijos jtaka embriony kokybei vertinta lyginant tiriamyjy ir
kontroliniy grupiy karviy vidutinj embriony skai¢iy pagal jy kokybés klases
(10 lentele).

Skai¢iuojant embriony iSeigg buvo vertinami du rodikliai:
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1. I3plauty embriony skaicius (1-4 kokybés klasés suminis iSplauty
embriony skaicius);

2. Transplantacijai tinkamy embriony skaicius (1-2 kokybés klasés
iSplauty embriony skaicius).

2.4. Statistinio duomeny jvertinimo metodika

Eksperimenty tyrimy duomenys buvo analizuojami SPSS programiniu
paketu (SPSS for Windows 15, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Rezultatai
laikyti patikimais jei p<0,05.

Duomeny analizei panaudota apraSomoji ir daugiafaktoriné statistika
(ANOVA), koreliacijos koeficientas apskaiCiuotas pagal Pearson.
Apskaiciuoti kiekybiniy kintamyjy reikSmiy aritmetiniai vidurkiai (),
aritmetiniy vidurkiy paklaidos (my) ir vidutiniai kvadratiniai nuokrypiai (o).
Kiekybiniy kintamyjy reikSmiy aritmetiniy vidurkiy skirtumo patikimumas
(p) nustatytas Stjudento t-testu (Juozaitiené, Kerziené, 2001).
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3. TYRIMU REZULTATAI

3.1. ZILS stimuliacijos poveikis reprodukcinei karviy funkcijai

3.1.1. Tiriamy ir kontroliniy karviy sergamumas metritais ir metrity
gydymo trukmé

Pagal 11 lenteléje pateiktus duomenis matosi, kad kiekvienoje tiriamojoje
ir kontrolinéje karviy grupéje buvo nustatyta klinikiniy metrity. Daugiausiai
metritu sirgusiy karviy (vir§ 65 %) nustatyta 1V kontrolinéje neigiamoje
karviy grupéje, maziausiai — Ill tirlamojoje grupéje karviy, gydyty
antibiotikais ir stimuliuoty ZILS (58,4 %). Tadiau gauti rezultatai parode,
kad sergamumo metritais skirtumas tarp tiriamyjy ir kontroliniy karviy
grupiy néra statistikai reik§mingas (p=0,705).

11 lentelé. Karviy sergamumas metritais ir jy gydymo trukmé

Sergamumas Metrity gydymo trukmé
Karviy grupés metritais (paromis)
n % X c My
I# (n = 95) 57 60.0 14.0"2 5.23 1.67
(kontroliné teigiama)
11° (n = 55) 34 61.8 19.4°° 7.46 2.33
(tiriamoji)
11° (n = 65) 38 58.4 12.3"¢ 2.40 0.75
(tiriamoji)
IV¢ (n = 55) 36 65.45 20.0"¢ 5.31 1.64
(kontroliné neigiama)

*p<0,05 (a:b, a:c, b:c, c:d)
*p>0,05 (a:d, b:d)

Trumpiausias vidutinis metrity gydymo laikas nustatytas profilaktiSkai
antibiotikais gydytoje ir papildomai ZILS stimuliuotoje III tiriamyjy karviy
grupéje. Jis buvo 62,6 % (p<0,05) trumpesnis nei |V kontrolinéje
neigiamoje, 13,8 % (p<0,05) trumpesnis nei | kontrolingje teigiamoje
grupéje ir 57,7 % (p<0,05) trumpesnis nei II tiriamojoje karviy grupg¢je.
Metrity gydymo trukmé Il tiriamojoje karviy grupéje buvo 3,1 % (p>0,05)
trumpesné nei IV kontrolinéje neigiamoje, taciau 38,6 % ilgesné (p<0,05)
nei | kontrolingje teigiamoje karviy grupéje. | kontrolingje teigiamoje karviy
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grupéje metrity gydymo trukmé buvo 42,9 % (p>0,05) trumpesné nei 1V
kontrolinéje neigiamoje karviy grupéje.

3.1.2. Tiriamy ir kontroliniy karviy reprodukcijos rodikliy analize

Vidutinis pirmo séklinimo laikas po apsiverSiavimo (5 pav.) buvo
ilgiausias | kontrolingje teigiamoje ir IV kontrolingje neigiamoje karviy
grupése. Trumpiausias — Il tiriamojoje karviy grupéje, kuris lyginant su 1V
kontroline neigiama karviy grupe buvo vidutiniskai 34,7 % (16,0 pary)
trumpesnis (p<0,05) ir 36,9 % (17 pary) trumpesnis (p<0,05) nei |
kontrolinéje teigiamoje grupéje. Il tiriamojoje karviy grupéje pirmo
séklinimo laikas buvo 13,9 % (7,6 paros) trumpesnis (p>0,05) lyginant su
IV kontroline neigiama karviy grupe.
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S pav. Tiriamy ir kontroliniy karviy grupiy pirmo séklinimo laikas

Teigiamas stimuliacijos ZILS poveikis nustatytas lyginant kontroliniy ir
tirilamyjy karviy grupiy servis perioda (6 pav.). Il tiriamos karviy grupés
servis periodas buvo atitinkamai 30,3 % (14,3 paros) ir 27,5 % (13 pary)
(p>0,05) trumpesnis lyginant su IV kontroline neigiama ir | kontroline
teigiama karviy grupe. Dar rySkesnis stimuliacijos ZILS poveikis pagal
servis periodo trukme nustatytas Il tiriamyjy karviy grupéje. Sios grupés
karviy vidutiné servis periodo trukmé buvo atitinkamai 44,4 % (18,9 paros)
(p>0,05) ir 41,3 % (17,6 paros) (p>0,05) trumpesné lyginant su IV
kontroline neigiama ir | kontroline teigiama karviy grupe ir 10,8 % (4,6
paros) (p>0,05) trumpesné uz II tiriamos karviy grupés viduting servis
periodo trukme.
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6 pav. Tiriamy ir kontroliniy karviy grupiy servis periodas

Apsivaisinimo po pirmo séklinimo indeksas (7 pav.) | kontrolinéje
teigiamoje ir Il tiriamojoje karviy grupése buvo vienodas. Jis buvo 9,5 %
(p>0,05) didesnis nei IV kontrolinéje neigiamoje karviy grupéje, bet 10,9 %
(p>0,05) mazesnis nei III tiriamojoje karviy grupéje. RySkiausias
stimuliacijos ZILS poveikis apvaisinimo po pirmo s¢klinimo rodikliams
matomas lyginant I11 tiriamosios ir IV kontrolinés neigiamos karviy grupiy
duomenis. III tiriamojoje karviy grupéje Sis rodiklis 21,4 % (p>0,05) yra
didesnis nei kontrolingje neigiamoje karviy grupéje. Tac¢iau tyrimo metu
nenustatyta statistiSkai patikimos koreliacijos (p=0,806) tarp tiriamy,
kontroliniy karviy grupiy ir apsivaisinimo po pirmo séklinimo indekso.
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7 pav. Tiriamy ir kontroliniy karviy apvaisinimo po pirmo séklinimo
indeksas
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Stimuliacija ZILS turéjo teigiama, tadiau statistikai nepatikimg poveikj
seéklinimo indeksui. Abiejose tiriamosiose karviy grupése séklinimo
indeksas buvo mazesnis nei IV kontrolinéje neigiamoje ar | kontrolingje
teigiamoje karviy grupése (8 pav.). Ryskiausias stimuliacijos ZILS
teigiamas poveikis pagal séklinimo indeksa matomas |ll tiriamojoje karviy
grupéje. Lyginant su IV kontroline neigiama ir | kontroline teigiama karviy
grupémis séklinimo indeksas Sioje grupéje buvo atitinkamai 30 % (p>0,05)
ir 20 % mazesnis (p>0,05).
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8 pav. Tiriamy ir kontroliniy karviy séklinimo indeksas

Statistikai  reikmingas stimuliacijos ZILS poveikis nustatytas
versiavimosi—apsivaisinimo periodui, kuris buvo beveik vienodas abiejose
kontroliniy karviy grupése, taciau zenkliai ilgesnis nei Il ar Il tiriamyjy
karviy grupése (9 pav.).

DidZiausias stimuliacijos ZILS teigiamas efektas nustatytas III
tiriamojoje grupéje, kurios karviy verSiavimosi—apsivaisinimo periodas
buvo 34,17 % (31,4 paros, p<0,05) trumpesnis nei I kontrolin¢je teigiamoje
ir 34,39 % (31,6 paros, p<0,05) trumpesnis nei IV kontrolin¢je neigiamoje
karviy grupéje. Il tiriamosios karviy grupés vidutinis verSiavimosi—
apsivaisinimo periodas buvo daugiau kaip 21 para (21 %) (p>0,05)
trumpesnis lyginant su abiejomis kontrolinémis karviy grupémis.

Didziausias karviy skai¢ius su optimaliu 80-100 pary periodu nuo
apsiverSiavimo iki apsivaisinimo buvo nustatytas III tiriamojoje karviy
grupéje. Sioje grupéje nenustatyta atvejy, kad periodas nuo apsiversiavimo
iki apsivaisinimo biity ilgesnis nei 160 pary. Maziausiai, iki 100 pary po
apsiverSiavimo, apvaisinty karviy buvo nustatyta IV kontroling¢je neigiamoje
karviy grupéje.
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9 pav. Tiriamy ir kontroliniy karviy versiavimosi — apsivaisinimo periodas

Versingumo indeksas buvo beveik vienodas (skyrési 3 %) tiriamyjy ir
kontroliniy karviy grupése (10 pav.). Tyrimo metu nenustatyta statistiS$kai
patikimos (p=0,904) koreliacijos tarp tiriamy, kontroliniy karviy grupiy ir
verSingumo indekso.
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10 pav. Tiriamy ir kontroliniy karviy versingumo indeksas

Brokavimo indeksas dél reprodukciniy sutrikimy (atsiradusiy po
paskutinio apsiverSiavimo) buvo didziausias IV kontrolinéje neigiamoje
karviy grupéje (11 pav.). Eksperimento metu nustatyta, kad dél
reprodukciniy sutrikimy maziausiai karviy buvo isbrokuota Il tiriamojoje
karviy grupéje, taciau nebuvo nustatyta statistiSkai patikimos koreliacijos
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(p=0,701) tarp tiriamy, kontroliniy karviy grupiy ir brokavimo indekso dél
reprodukciniy sutrikimy.
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11 pav. Tiriamy ir kontroliniy karviy brokavimo indeksas dél reprodukciniy
sutrikimy

Analizuojant tiriamy ir kontroliniy karviy grupiy duomenis papildomai
buvo pastebétas teigiamas stimuliacijos ZILS poveikis. Lyginant su 1V
kontroline neigiama karviy grupe abiejy tiriamyjy grupiy karvéms,
profilaktiskai stimuliuotoms ZILS, buvo nustatyta maZiau mastity, gimdos
atonijy ir virSkinimo sutrikimy: 21,1 % (p<0,05) Il tiriamojoje ir 27,5 %
(p<0,05) — 11 tiriamojoje karviy grupése.

3.2. Superovuliacijos efektyvumas pagal kiausidZiy dydzio pries ir po
superovuliacijos skirtumg

Tiriamy (superovuliacijos metu stimulivoty ZILS) ir Kkontroliniy
(superovuliacija sukelta be ZILS stimuliacijos) karviy vidutinis kairés pusés
kiausSidziy dydis prie$ superovuliacijg buvo 24,7 % (p<0,05) mazesnis uz
vidutinj desinés puseés kiausidziy dydj.

Vidutinis tiriamyjy karviy deSinés pusés kiauSidziy dydis prie§
superovuliacijg buvo 22,8 % (p>0,05), o kontroliniy 26,6 % (p>0,05)
didesnis uz tiriamyjy ir kontroliniy karviy kairés pusés kiausidziy vidutinj
dydi. Tiriamyjy ir kontroliniy I ir II grupiy karviy kairés ir deSinés pusés
kiauSidziy dydis prie§ superovuliacija buvo panaSus, taciau III grupés
desinés ir kairés pusés kiausidziy dydziai zenkliai skyrési. Tiriamosios Il
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grupés karviy deSinés pusés kiausidés buvo 28,5 % (p<0,05) didesnés uz
kairés pusés kiauSides, o kontrolinés Il grupés karviy atitinkamai — 54,6 %
(p<0,001) (12, 13 Ientelés).

12 lentelé. Vidutiniai tiriamy karviy grupiy kiausidziy dydziai pries ir po
superovuliacijos

Prie§ superovuliacija Po superovuliacijos
'g‘j‘,f;;‘; e | Detine kiautide ot | Deiné kiauside
Xt My G Xt My G Xt My G XtMyG
I grupé 454,8+41,62 565,3+46,01 1991,8+50,96! 2355,1+72,35°
155,64 172,15 190,67 270,69
II grupé 922,5+44,54° 1086,0+36,039 2301,8+70,79% 2899,5+84,55P
154,31 124,81 245,22 292,89
1l 1372,0+93,37° | 1762,5+118,19" | 3006,7+138,68' | 3588,0+76,32"
grupé 228,7 289,51 339,70 186,94
Vidut. 802,2+68,46¢ 985,0+85,14! 2298,3+78,01™ 2790,4+93,56°
387,29 481,64 441,3 529,24
IS viso 893,6+55,4¢ 2544,4+67,91"
vidut. 443,23 543,29

(p<0,001) — e:n, d:m, i:s, j:0, a:j, .0, kip, bik, g:p, c:l, h:r, j:I, o:p, o:r, p:r, m:s; (p<0,01) —
lr, j:k, k:I; (p<0,05) — c:h

Kiausidziy dydZzio skirtumas tiriamosiose ir kontrolinése karviy grupése
iSliko ir po superovuliacijos. Vidutinis tiriamyjy karviy deSinés pusés
kiausidziy dydis po superovuliacijos buvo 21,4 % (p<0,001) didesnis uz
vidutinj kairés pusés kiausidziy dydj, o kontroliniy karviy grupése skirtumas
tarp deSinés ir kairés pusés vidutinio kiausidziy dydzio buvo beveik 6 %
ryskesnis ir sudaré¢ 27,3 % (p<0,01). Nepriklausomai nuo padéties kiino
pusés atzvilgiu, tiriamyjy karviy kiauSidziy dydis po superovuliacijos
vidutiniskai padidéjo 2,9 karto (p<0,001), taiau kontroliniy karviy
kiausidziy reakcija i superovuliacija buvo 16,5 % intensyvesné, jos
vidutiniskai padidéjo 3,2 karto (p<0,001).
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13 lentelé. Vidutiniai kontroliniy karviy grupiy kiausidziy dydZiai pries ir
po superovuliacijos

Prie§ superovuliacija Po superovuliacijos
Karviy Kairé Desiné Kairé Detiné kiaugids
grupes kiauSidé kiausidé kiausidé
X+ My, o Xt My o X+ My o Xt My o
I grupé 449,1+43,56% 503,5+55,83" 2083,5+81,50! 2612,8+114,75°
150,91 193,41 282,32 270,69
11 grupé 852,1+30,51° 953,8+£37,319 2303,2+134,38 | 2818,9+135,27°
110,00 134,53 484,52 487,74
i 1223,9+43,01° 1892,3+64,86" | 3454,3+200,88' 4674,7+97,41"
grupé 113,78 171,60 531,47 257,72
Vidut. 782,3+57,10¢ 990,2+97,141 2472,6+£120,17™ | 3147,6+162,37°
322,98 549,53 679,77 918,48
Vidut. 886,3+57,41° 2810,1+108,84"
karveés 459,25 870,75

(p<0,001) —e:n, d:m, i:s, I, azj, f:0, c:h, bik, g:p, c:, hir, j:1, kI, o:r, pir;
(p<0,01) —j:0, m:s; (p<0,05) —k:p

Pagal kiauSidziy dydzio pokycCius pries/po superovuliacijos |
superovuliacijg intensyviausiai reagavo vidutiniskai 4-5 kartus padidéjusios
maziausias kiauSides prie§ superovuliacijg turéjusiy tiriamyjy ir kontroliniy
I grupés karviy kairés ir deSinés pusés kiausidés. Tiriamyjy II ir III grupés
karviy kiauSidés po superovuliacijos vidutiniskai padidéjo 2-2,7 Kkarto, o
kontroliniy II ir IIT grupés karviy kiausidziy padidéjimas po superovuliacijos
svyravo nuo 2,5 iki 3 karty.

Visose tiriamyjy karviy grupése deSinés pusés kiausidziy reakcija |
superovuliacija pagal vidutinius jy dydzio skirtumus (mm?) pries/po
superovuliacijos buvo intensyvesné uz kairés pusés kiausidziy, vidutiniSkai
20,7 % (p<0,001) (ryskiausia IT grup¢je — 31,5 % (p<0,01), silpniausia 11
grupéje — 11,7 % (p>0,05)). Intensyviausiai j superovuliacijg reagavusios III
grupés tiriamy karviy deSinés pusés kiausidés padidéjo 32,4 % (p<0,05)
daugiau uz silpniausiai j superovuliacijg reagavusiy Il grupés tiriamy karviy
kairés pusés kiausides (12 pav.).
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12 pav. Kiausidziy reakcija j superovuliacijq tiriamy karviy grupése pagal

Jy dydzio skirtumq (mm?) pries/po superovuliacijos

Kontroliniy karviy grupése deSinés
superovuliacija pagal vidutinius jy dydzio skirtumus (mm?) prie$/po
superovuliacijos buvo intensyvesné uz kairés pusés kiausidziy vidutiniskai
27,63 % (p<0,001) (ryskiausia IT grupéje — 28,5 % (p<0,05), silpniausia |
grupéje — 12,8 % (p<0,001)). Intensyviausiai j superovuliacijg reagavusios
I grupés kontroliniy karviy deSinés pusés kiauSidés padidéjo 91,8 %
(p<0,001) daugiau uz silpniausiai j superovuliacijg reagavusiy II grupés

pusés kiausidziy reakcija i

kontroliniy karviy kairés pusés kiausides (13 pav.).
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13 pav. Kiausidziy reakcija j superovuliacijq kontroliniy karviy grupése

pagal jy dydzio skirtumg (mm?) pries/po superovuliacijos
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Palyginus tiriamyjy ir kontroliniy karviy kiauSidziy reakcijg |
superovuliacija pagal vidutinj kiausidziy dydzio skirtuma (mm?) pries/po
superovuliacijos nustatyta, kad kontrolinés karvés j superovuliacijg reagavo
vidutiniskai 16,5 % (p<0,001) intensyviau. Didziausias skirtumas nustatytas
tarp tiriamy ir kontroliniy karviy III grupés deSinés pusés kiausSidziy, kurios
kontroliniy karviy grupéje padidéjo vidutiniskai 52,4 % (p<0,001) daugiau
nei tirlamyjy karviy. Kontroliniy karviy deSinés pusés kiauSidés
superovuliacijos metu padidéjo vidutiniSskai 19,5 % (p<0,001) intensyviau
uz tiriamyjy karviy tos pacios pusés kiausides, o kontroliniy karviy kairés
pusés kiausidés buvo vidutiniskai 13 % (p<0,05) didesnés uz analogiSkas
tirlamyjy karviy kiausides.

Lyginant tiriamyjy ir kontroliniy karviy grupes pagal karvés abiejy
kiausidziy vidutinio dydzio pokytj pries/po superovuliacijos nustatyta, kad
superovuliacija tiriamyjy karviy grupése nors ir buvo maziau intensyvi,
taciau ji buvo zenkliai tolygesné nei kontroliniy karviy grupése.

Pagal §j rodiklj daugiausiai padidéjusios tiriamyjy III grupés karviy
kiauSidés buvo vidutiniSkai 8,4 % (p>0,05) didesnés uz maziausiai
padidé¢jusias tiriamyjy Il grupés karviy kiauSides. Kontrolinése grupése
daugiausiai ir maziausiai padidéjusios kiausidés atitinkamai III ir 1l
kontroliniy karviy grupése vidutiniskai skyrési 51,2 % (p<0,001) (14 pav.).
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14 pav. Tiriamy ir kontroliniy karviy abiejy kiausidziy vidutinio dydzio
skirtumai (mm?) pries/po superovuliacijos pagal karviy grupes

Nustatyta, kad tiriamy ir kontroliniy karviy kiauSidziy dydis prie$
superovuliacijg stiprial ir statistiSkai reikSmingai siejasi su kiausidziy dydziu
po superovuliacijos (14 lentel¢). Tiriamy karviy kairés ir deSinés pusés
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kiausidziy dydis prie§ superovuliacijg atitinkamai 9,1 % (p<0,01) ir 3,2 %
(p<0,01) stipriau siejasi su deSinés pusés kiauSidés dydziu po
superovuliacijos nei su kairés, taciau skirtumas minimalus ir statistiskai
nereik§mingas. Kontroliniy karviy kairés pusés kiauSidés dydis pries
superovuliacijg 1,2 % (p<0,01) stipriau siejasi su kairés pusés kiauSidés
dydziu po superovuliacijos nei su desinés. Tiriamyjy ir kontroliniy karviy
deSinés pusés kiauSidés dydis prie§ superovuliacijg atitinkamai 3,2 %
(p<0,01) ir 4,7 % (p<0,01) stipriau siejasi su deSinés pusés tiriamyjy ir
kontroliniy karviy kiausidés dydziu po superovuliacijos nei su kairés. Kairés
pusés kiausidés dydis po superovuliacijos 7,86 % (p<0,01) stipriau
koreliuoja su kontroliniy karviy deSinés pusés kiausidés dydziu po
superovuliacijos nei su tiriamyjy karviy desinés pusés kiausidés dydziu.

14 lentelé. Statistinis rysys tarp tiriamy ir kontroliniy karviy kiausidzZiy
dydzio pries ir po superovuliacijos

KiauSidziy dydis po superovuliacijos
Tiriamu/kontro- Pearson Tiriamyjy karviy Kontroliniy karviy
kil;lllélil dlzzr(;,lléis koreliacija Kaireés Desinés Kaireés Desinés
y pusés pusés pusés pusés
kiausidé kiausidé kiauSidé | KkiauSidé
Kairés puses
kiausidés dydi « « « «
1ausides aydis r 0,835 0,911 0,843 0.833
pries
superovuliacija
Desinés pusés
kiauSidés dydis . 0,884" 0912" | 0875" | 0916"
pries
superovuliacija
Kairés pusés
kiausidés dydis x *
0o r - 0,840 - 0,906
superovuliacijos

*— koreliacijos koeficiento reik§mingumas (p<0,01);

3.3. Superovuliacijos efektyvumas pagal folikuly ir geltonkiiniy skaiciy
po superovuliacijos
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3.3.1. Superovuliacijos efektyvumas pagal folikuly skaiciy po
superovuliacijos

Vidutinis folikuly skai¢ius kair¢je kiauSidéje po superovuliacijos buvo
20,12 % (p>0,05) mazZesnis uz vidutinj tiriamyjy karviy deSinés pusés
kiauSidziy folikuly skaiciy ir 26,29 % (p<0,05) mazesnis uz vidutinj
kontroliniy karviy folikuly skaiciy deSin¢je kiausidéje. Daugiausiai folikuly
po superovuliacijos rasta maziausiose tiriamyjy ir kontroliniy I grupés
karviy deSinés pusés kiauSidése. Maziausiai — tiriamyjy ir kontroliniy II
grupés karviy desinés pusés kiausidése. Tiriamyjy I grupés karviy desinés
pusés kiausidése nustatyta 86,9 % (p<0,01), o kontroliniy I grupés karviy
desinés pusés kiausidése 94 % (p<0,001) daugiau folikuly nei atitinkamai
tirlamyjy ir kontroliniy II grupiy karviy deSinés pusés kiauSidése.
StatistiSkai patikimas skirtumas nustatytas lyginant tiriamyjy ir kontroliniy I
grupés karviy kairés ir desinés pusés kiausidziy folikuly skai¢iy. Tiriamyjy I
grupés karviy desinéje kiauSidéje nustatyta 72,3 % (p<0,01), o kontroliniy
tos pacios grupés karviy — 79,3 % (p<0,01) daugiau folikuly nei atitinkamai
tirlamyjy ir kontroliniy I grupés karviy kairés pusés kiausidése (15 lentelé).

15 lentelé. Folikuly skaicius tiriamy ir kontroliniy grupiy karviy kairés ir
desinés pusés kiausidése po superovuliacijos

Tiriamosios karvés Kontrolinés karvés
Karv%q Kairé Desiné Kairé Desiné
grupes kiauSidé kiauSidé kiauSidé KiauSidé
Xt My G Xt My G XtMxo X+t My o
| 3,07+0,508 5,29+0,56° 3,58+0,509 6,42+0,66f
grupé 1,86 2,09 1,73 2,27
. 3,25+0,49 2,83+0,52°¢ 3,38+0,37 3,31+0,389
Il grupe 1,71 1,80 1,33 1,38
m 4,33+0,49 3,67+0,67 4,43+0,69 4,1440,51"
grupé 1,21 1,63 1,81 1,35
Vidut. 3,38+0,30 4,06+0,38 3,69+0,28° 4,66+0,39
1,72 2,17 1,60 2,22

(p<0,001) - f:g; (p<0,01) — a:b, d:f, b:c; (p<0,05) — e:i, f:h.

Tiriamosiose karviy grupése nustatyta vidutiniskai 12,1 % (p>0,05)
maziau folikuly nei kontrolinése karviy grupése. Vidutinis folikuly skai¢ius
i§ vienos karvés kiausidziy po superovuliacijos Visose kontroliniy karviy
grupése buvo didesnis nei tiriamyjy karviy (15 pav.). Pagal § rodiklj

71



tirlamyjy ir kontroliniy I grupés karviy kiauSidése buvo nustatyta
atitinkamai 37,5 % (p<0,05) ir 49,2 % (p<0,01) daugiau folikuly nei
tirlamyjy ir kontroliniy II grupés karviy kiausidése.

’ O Tiriamoji 0 Kontroliné ‘
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15 pav. Vidutinis folikuly skaicius is vienos karves kiausidziy po
superovuliacijos tiriamyjy ir kontroliniy karviy grupése

Nustatytos silpnos statistinés koreliacijos tarp tiriamy ir kontroliniy
karviy kiausidziy dydzio prie§ superovuliacijg ir folikuly skaiciaus po
superovuliacijos. Kuo didesnés tiriamyjy ir kontroliniy karviy kairés ar
desinés pusés kiauSidés prie§ superovuliacijg, tuo daugiau rasta folikuly
kairéje ir tuo maziau folikuly deSinéje kiausidéje po superovuliacijos. Si
tendencija kontrolinés grupés karviy statistiSkai patikima. Atlikus
superovuliacija, tiriamyjy ir kontroliniy karviy grupése pastebima panasi
tendencija: kuo didesnés abiejy pusiy kiausidés po superovuliacijos, tuo
daugiau folikuly randama kairéje kiauSidéje ir tuo maziau deSinéje.
Kontroliniy karviy 8i tendencija iSreiksta silpniau (16 lentelé).

72



16 lentelé. Statistinis rysSys tarp tiriamy ir kontroliniy karviy kiausidziy
dydzio pries/po superovuliacijos ir folikuly skaiciaus kiauSidése po
superovuliacijos

Folikuly skaicius po superovuliacijos
Tiriamu/kontro- Pearson Tiriamujy karviy Kontroliniy karviy
ki:lliléli! dl:slr(;;g is koreliacija Kairés DeSinés Kairés Desinés
pusés pusés pusés pusés
kiauSidé | Kkiausidé kiauSidé | kiausidé
Kairés pusés
kiausidés dydis r 0,330 -0,338 0,190 -0,490™
pries superovuliacija
Desinés pusés
kiausidés dydis r 0,350" -0,317 0,235 -0,388"
pries superovuliacija
Kairés puseés
kiausidés dydis r 0,341 -0,144 0,364~ -0,149
po superovuliacijos
Desinés pusés
kiausidés dydis r 0,228 -0,401" 0,179 -0,172
po superovuliacijos

*— koreliacijos koeficiento reik§mingumas (p<0,05);
“ koreliacijos koeficiento reik§mingumas (p<0,01);

3.3.2. Superovuliacijos efektyvumas pagal geltonkiiniy skaiéiy po
superovuliacijos

Vidutinis geltonkiiniy skaiCius tiriamyjy ir kontroliniy karviy deSinés
pusés kiausidése po superovuliacijos buvo didesnis uz vidutinj geltonkiiniy
skai¢iy kairés pusés kiauSidése atitinkamai 60 % (p<0,001) tiriamosiose
grupése ir 44,5 % (p<0,01) kontroliniy karviy grupése. Visy tiriamyjy ir
kontroliniy grupiy karviy deSinés puseés kiauSidése po superovuliacijos buvo
nustatytas didesnis vidutinis geltonkiiniy skai¢ius nei kairés pusés
kiauSidése ir tendencija, kad kuo didesné deSinés pusés kiausidé pries
superovuliacija, tuo daugiau joje bus randama geltonkliniy po
superovuliacijos. DidZiausiose tiriamy karviy III grupés deSinés pusés
kiausidése rasta 38,7 % (p>0,05) ir 71,5 % (p<0,05) daugiau geltonkiiniy nei
atitinkamai II ir I grupés tiriamy karviy deSinés pusés kiauSidése, o
kontroliniy IIT grupés karviy deSinése kiausidése buvo 40,5 % (p>0,05) ir
110,75 % (p<0,05) daugiau geltonkiiniy nei atitinkamose II ir I grupés
kontroliniy karviy desinés pusés kiausidése (17 lentelé).
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17 lentelé. Geltonkiniy skaicius tiriamy ir kontroliniy grupiy karviy kairés
ir desinés pusés kiausidése po superovuliacijos

Tiriamosios karvés Kontrolinés karveés
Karviy Kaireé Deginé Kairé Desiné
grupés kiaugidé kiaugidé kiaugidé kiaugidé
X+ My o X+ My o X+ My G X+ My G
I 4,29+0,512 5,93+0,80f 3,500,231 4,00+0,48°
grupé 1,90 3,00 0,80 1,65
I grupé 3,83+0,78° 7,33+0,439 3,54+0,72% 6,00+0,54P
2,69 1,50 2,60 1,96
n 6,500,76° 10,17+1,25" 5,71+0,61' 8,43+1,23"
grupé 1,87 3,06 1,60 3,26
Vidut. 4,53+0,429 7,2540,52! 4,00+0,36™ 5,78+0,48°
2,37 2,92 2,05 2,71
Vidut. i§ 5,89+0,37¢ 4,89+0,32"
karveés 2,97 2,55

(p<0,001) — d:i; (p<0,01) — m:s, b:g, j:I; (p<0,05) — k:p, c:h, i:s, o:p, or, kil, a:c, f:h, b:c,
e:n

Tiriamyjy I grupés karviy kairés pusés kiauSidése geltonkiiniy rasta
vidutiniskai 69,7 % (p<0,05) ir 51,5 % (p<0,05) daugiau nei atitinkamai
tiriamyjy II ir I grupiy karviy kairés pusés kiausidése, o kontroliniy III
grupés karviy kairés puses kiausidése geltonktiniy buvo vidutiniskai 61,3 %
(p<0,05) ir 63,1 % (p<0,01) daugiau nei atitinkamai kontroliniy II ir I grupiy
karviy kairés pusés kiausidése.

Tiriamy III grupés karviy deSinés pusés kiauSidése buvo nustatyta
vidutiniSkai 56,5 % (p<0,05) daugiau geltonkiiniy nei tos pacios grupés
kairéje kiausidéje, o tiriamojoje II grupéje vidutiniskai 91,4 % (p<0,01)
daugiau geltonktiniy desinéje nei kairéje kiausidése.

Tiriamyjy karviy grupése po superovuliacijos vienos karvés kiauSidése
vidutiniskai nustatyta 20,5 % (p<0,05) daugiau geltonkiiniy nei kontroliniy
karviy kiauSidese. Tiriamy karviy deSin¢je kiauSidéje rasta vidutiniskai 25,4
% (p<0,05) geltonkiiniy daugiau nei desinéje kontroliniy karviy kiausidéje.
Kairéje tiriamyjy karviy kiausidéje nustatyta vidutiniskai 13,25 % (p>0,05)
daugiau geltonktiniy nei kontroliniy karviy kairés puseés kiausidése.

Vidutinis geltonkiiniy skaiius 1§ vienos karves kiauSidZiy po
superovuliacijos visose tiriamyjy karviy grupése buvo didesnis nei
kontroliniy karviy (16 pav.). Didziausias ir maziausias vidutinis geltonkiiniy
skaiCius 1§ karvés nustatytas atitinkamai III ir I grupiy karviy kiauSidése,
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kuris tiriamyjy karviy grupése skyrési 63 % (p<0,01), o kontroliniy — 88,5
% (p<0,001).

’ O Tiriamoji @ Kontroliné ‘
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16 pav. Vidutinis geltonkiiniy skaicius is vienos karveés kiausidziy po
superovuliacijos tiriamyjy ir kontroliniy karviy grupése

Nustatyta, kad tiriamy ir kontroliniy karviy kairés ir deSinés pusés
kiausidziy dydis prie§ ir po superovuliacijos vidutiniskai ir statistiSkai
reik§mingai siejasi su geltonkiiniy skai¢iumi po superovuliacijos tiriamyjy
karviy deSinés pusés kiauSidése ir kontroliniy karviy abiejy pusiy
kiauSidése.

Desinés pusés kiauSidés dydis prie§ superovuliacijg 48,6 % (p<0,05)
stipriau siejasi su deSinés kiausidés geltonktiniy skai¢iumi nei su kairés
kiausidés geltonkiiniais po superovuliacijos tiriamyjy karviy grupése ir
atitinkamai 44,6 % (p<0,01) stipriau kontroliniy karviy grupése. Kairés
pusés kiausidés dydis prie§ superovuliacijg irgi stipriau koreliuoja su desinés
kiausidés geltonkiiniy skai¢iumi nei su kairés kiauSidés geltonkiiniais po
superovuliacijos tiriamyjy karviy grupése 45,7 % (p>0,05) ir atitinkamai
57,7 % (p<0,05) stipriau kontroliniy karviy grupése.

Desinés ir kairés kiausidés dydis prie$ superovuliacija atitinkamai 25,3 %
(p<0,01) desinés ir 42,7 % (p<0,01) kairés kiausidés stipriau siejasi su
deSinés kiausidés geltonkiiniais po superovuliacijos kontroliniy karviy
grupése nei tiriamyjy ir atitinkamai 28,9 % (p<0,05) desinés ir 31,9 %
(p>0,05) kairés kiausidés stipriau su kairés kiauSidés geltonktiniais po
superovuliacijos kontroliniy karviy grupése nei tiriamyjy.

Desinés pusés kiausidés dydis po superovuliacijos 53,6 % (p>0,05)
stipriau siejasi su deSinés kiauSidés geltonkliniy skai¢iumi nei su kairés
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kiauSidés geltonkiiniais po superovuliacijos tiriamyjy karviy grupése ir
atitinkamai 20,8 % (p<0,01) stipriau kontroliniy karviy grupése. Kairés
kiausidés dydis po superovuliacijos 34,5 % (p<0,05) stipriau siejasi su
desSinés kiauSidés geltonkiiniais nei su kairés kiauSidés geltonkiiniais po
superovuliacijos tiriamyjy karviy grupése ir atitinkamai 13,6 % (p<0,01)
stipriau kontroliniy karviy grupése (18 lentelé).

18 lentelé. Statistinis rysys tarp tiriamy ir kontroliniy karviy kiausidziy
dydzio pries/po superovuliacijos ir geltonkiniy skaiciaus kiausidése po
superovuliacijos

Geltonkiiniy skaicius po superovuliacijos
Tirl'ii::il;ui:::‘tli;ro- Pea rson Ti.riflmqjq karv\iiq. Kor‘ltf'oliniq k?tl:Vi.l!
Kiaugides dvdis koreliacija Kairés Desinés Kairés Desinés
iauSidés dy . . . .
pusés pusés pusés pusés
kiausidé kiau§idé | kiausidé | KiauSidé
Kairés pusés
kle.luvmdes dydis r 0,326 0,475™ 0,430" 0,678™
prie§
superovuliacija
Desinés pusés
kl?quIdeS dydis r 0,364" 0,541 0,469™ 0,678™
prie§
superovuliacija
Kairés pusés
kiausidés dydis r 0,406 0,546™ 0,516™ 0,586
po superovuliacijos
Desinés pusés
kiausidés dydis r 0,349 0,536™ 0,559 0,675™
po superovuliacijos

*— koreliacijos koeficiento reik§mingumas (p<0,05);
“~ koreliacijos koeficiento reiksmingumas (p<0,01).

3.4. Superovuliacijos efektyvumas pagal embriony iSeiga

Daugiausia embriony iSplauta 1§ didZiausias kiauSides prie§
superovuliacijg turéjusiy Il grupés tiriamyjy ir kontroliniy karviy. IS
tirlamyjy III grupés karviy vidutinis iSplauty ir transplantacijai tinkamy
embriony skai¢ius buvo atitinkamai 61,7 % (p<0,001) ir 47,4 % (p>0,05)
didesnis nei i$ tiriamy II grupés karviy ir atitinkamai 194,8 % (p<0,001) ir
150,9 % (p<0,01) didesnis nei i§ tiriamy I grupés karviy. IS kontroliniy III
grupés karviy iSplauty ir transplantacijai tinkamy embriony vidutiniskai
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gauta atitinkamai 88,5 % (p<0,001) ir 60,5 % (p<0,05) daugiau nei i$
kontroliniy II grupés karviy ir atitinkamai 269,3 % (p<0,001) ir 214,5 %
(p<0,001) daugiau nei i$ kontroliniy I grupés karviy (19 lentelé).

19 lentelé. Vidutinis isplauty ir transplantacijai tinkamy embriony skaicius
is tiriamy ir kontroliniy grupiy karviy

Tiriamosios karvés Kontrolinés karvés
KarVi‘! ISplauta Transplantacijai ISplauta Transplantacijai
grupes embriony | tinkami embrionai embriony tinkami embrionai
X+ My o Xt My, G Xt My G X+ My o
I 4,07+0,252 2,79+0,32¢ 2,6740,36' 2,00+0,44™
grupé 0,92 1,19 1,23 1,54
.| 7,42£0,29° 4,75+0,68f 5,2340,38! 3,9240,55"
Il grupé 1,00 2,34 136 1,08
T 12,0+0,68° 7,000,869 9,86+0,34% 6,29+0,71°
grupé 1,67 2,10 0,90 1,89
Vidut. 6,81+0,561 4,31+0,42" 5,28+0,52' 3,72+0,42P
3,15 2,40 2,96 2,39

(p<0,001) — d:h; iz}, i:k, j:k, m:0, a:b, a:c, b:c; (p<0,01) - ko, a:e, b:f, c:g, e:qg;
(p<0,05) — e:p, d:I, m:n, n:o, e:f.

I8 tiriamyjy karviy vidutiniskai 29 % (p<0,05) iSplauta daugiau embriony
nei i$ kontroliniy ir gauta daugiau transplantacijai tinkamy embriony — 15,9
% (p>0,05). Ryskiausias vidutinis iSplauty ir transplantacijai tinkamy
embriony skirtumas tarp tiriamy ir kontroliniy karviy grupiy nustatytas |
karviy grupéje, kurioje i§ tirlamyjy karviy iSplauta 52,4 % (p<0,001)
daugiau embriony ir gauta 39,5 % (p>0,05) daugiau transplantacijai tinkamy
embriony nei i§ kontroliniy karviy. Maziausias vidutinis iSplauty ir
transplantacijai tinkamy embriony skirtumas nustatytas III karviy grupégje: is
tiriamyjy karviy iSplauta vidutiniskai 21,7 % (p<0,05) daugiau embriony ir
gauta 11,3 % (p>0,05) daugiau transplantacijai tinkamy embriony nei i§
kontroliniy karviy.

Visais atvejais vidutinis iSplauty ir transplantacijai tinkamy embriony
skaiCius tirlamyjy karviy grupése yra didesnis nei kontroliniy karviy
grupése.

Tiriamy ir kontroliniy karviy kairés ir deSinés pusés kiausidziy dydis
prie§ superovuliacijg stipriai ir statistiSkai reik§mingai siejasi su tiriamy
karviy iSplauty, kontroliniy karviy iSplauty ir transplantacijai tinkamy
embriony skai¢iumi po superovuliacijos, o su transplantacijai tinkamy
embriony skai¢iumi tiriamy karviy statistinis rySys yra vidutinis, statistiskai
reik§mingas. Tiriamy ir kontroliniy karviy kairés ir deSinés pusés kiausidziy
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dydis prie$ superovuliacija atitinkamai 12,7 % (p<0,01) kairés ir 10,6 %
(p<0,01) deSinés kiauSidés stipriau siejasi su kontroliniy karviy
transplantacijai tinkamy embriony skai¢iumi nei SU tiriamyjy, taciau
skirtumas nedidelis ir statistiskai nereikSmingas (20 lentelé).

20 lentelé. Tiriamy ir kontroliniy karviy statistinis rysys tarp kiausidziy
dydzio pries/po superovuliacijos ir isSplautyltransplantacijai tinkamy
embriony skaiciaus

Embriony skaicius
Tiriamy/kontro- Pearson Tiriamyjy karviy Kontroliniy karviy
kil:llll;il dlzzrglgis koreliacija Transplan- Transplan-
y I$plauti tacijai I$plauti tacijai
tinkami tinkami

Kairés puses
kiausides dydis r 0,825* | 0622 | 0810° | 0,701"
pries
superovuliacija
Desinés pusés
kiausides dydis r 0,861 | 0644 | 0871 | 0,712"
pries
superovuliacija
Kairés pusés
:jf““des dydis r 0,826 | 0661* | 0654* | 0,580"
superovuliacijos
Desinés puseés
1;?“5“1“ dydis r 0,817 | 0513* | 0754* | 0,618"
superovuliacijos

*— koreliacijos koeficiento reik§mingumas (p<0,01);

Kairés ir deSinés pusés kiauSidés dydis po superovuliacijos stipriai ir
statistikai reikSmingai siejasi su tiriamyjy karviy iSplauty embriony
skai¢iumi ir vidutiniSkai ir statistikai reikSmingai su tiriamy ir kontroliniy
karviy transplantacijai tinkamy embriony skai¢iumi. Kairés ir deSinés pusés
kiausidziy dydis po superovuliacijos atitinkamai 26,3 % (p<0,01) ir 8,4 %
(p<0,01) stipriau siejasi su tiriamyjy karviy iSplauty embriony skai¢iumi nei
su kontroliniy.

78



3.5. Embriony iSsivystymas ir jy kokybé

3.5.1. Tiriamy ir kontroliniy karviy embriony skaicius pagal iSplauty
embriony i$sivystymo stadijas

Tiriamyjy ir kontroliniy karviy iSplauty embriony procentiné iSraiska
pagal embriony i$sivystymo stadijas pateikta 17 pav.

l O Tiriamosios karvés 0 Kontrolinés karves
45 7700
40 ITTTT]
35,30
35 ™ 3210
30 m 7,20
T
c 25 M
Q
(5]
o 20 S gvas M 470
o 15,10
15 - — 13.60
10 + — —
5 4 — —|
0 T T T
Nepvaisintas Kompaktiska Ankstyvoji Blastocista
ovocitas morulé blastocista

17 pav. Tiriamyjy ir kontroliniy karviy isplauty embriony procentiné
iSraiska pagal embriony issivystymo stadijas

I$ 17 pav. matosi, kad daugiausiai tiriamyjy ir kontroliniy karviy grupése
iSplauta kompaktiskos morulés stadijos embriony, maziausiai — neapvaisinty
ovocity i$ tiriamyjy karviy ir blastocisty — i§ kontroliniy. Faktas, kad
tirlamyjy karviy grupése kompaktiSky moruliy iSplauta maZiau, o
ankstyvosios blastocistos ir blastocistos stadijos embriony daugiau nei
kontroliniy karviy grupése, rodo, kad kiaugidziy stimuliacija ZILS
superovuliacijos metu sinchronizuoja (paankstina ir suvienodina) ovocity
subrendimg ir ovuliacijos procesa.

Vidutinis embriony skaiCius pagal iSsivystymo stadija tiriamy ir
kontroliniy karviy grupése 7 para po séklinimo pateiktas 21 lenteléje.
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21 lentelé. Vidutinis embriony skaicius pagal issivystymo stadijq tiriamy
ir kontroliniy karviy grupése 7 parq po séklinimo
Embriony iSsivystymo stadija

Neapvaisintas Kompaktiska Ankstyvoji

Karvi ! \ .
'l! ovocitas morulé blastocista Blastocista
grupés - | | :
X;imx;(f X;imx;O' X;imx;O' X;imx;O'
T K T K T K T K

0,50 | 0,42¢ 1,217 | 1,50m 1,57 | 0,67 0,793 | 0,082
| +0,14 | +0,19 +0,19 | +0,29 +0,29 | +0,26 +0,26 +0,08
0,52 0,67 0,70 | 1,00 1,09 0,89 0,97 0,29
1,08b 0,77f 2,50 2,08" 2,508 1,54Y 1,331 | 0,85%
1 +0,19 | +0,26 +0,51 +0,33 +0,36 | +0,22 +0,40 | 0,41
0,67 0,93 1,78 1,19 1,24 0,78 1,37 1,46
2,17¢ 2,009 5,00k 3,71° 3,008 2,57% 1,831 | 1,579
1 +0,60 | +0,62 +0,52 +0,52 +0,63 | +0,48 +0,40 | +0,30
1,47 1,63 1,26 1,38 1,55 1,27 0,98 0,79
1,03 0,91h 2,41 2,22P 2,19t 1,447 1,199 | 0,72
Vidut. | +0,18 | 40,21 | +0,33 | +0,25 | +0,24 | +0,21 | 0,21 | +0,20
1,00 1,17 1,88 1,41 1,33 1,16 1,18 1,14
(p<0,001) — p:h1, d:l, d:t, h:p, i:k; (p<0,01) —e:d1, j:k, m:o, u:z, I:t, t:d1, el:g1;

(p<0,05) — z:hl, t:7, r:u, al:el, s:v, a:b, a:c, i:j, al:cl, e:g, n:0, p:Z, w:v

T — tiriamosios karvés; K — kontrolinés karvés

Vidutinis neapvaisinty ovocity skaiius tiriamyjy karviy grupése buvo
13,2 % (p>0,05) didesnis nei kontroliniy karviy (21 lentelé). Taciau
neapvaisinty ovocity tiriamyjy karviy grupése iSplauta 2,02 % (p>0,05)
maziau nei kontroliniy karviy grupése.

Vidutinis kompaktiskos morulés stadijos embriony skai¢ius tiriamyjy
karviy grupése buvo vidutiniskai 8,6 % (p>0,05) didesnis nei kontroliniy
karviy. Sios i§sivystimo stadijos embriony tiriamyjy karviy grupése isplauta
6,69 % (p>0,05) maziau nei i§ kontroliniy karviy.

Tiriamy karviy grupése ankstyvosios blastocistos stadijos embriony
vidutinis skai¢ius buvo 52,1 % (p<0,05), o blastocistos stadijos — 65,3 %
(p>0,05) didesnis uz S$iy stadijy embriony vidurkius kontroliniy karviy
grupése. Ankstyvosios blastocistos ir blastocistos stadijos embriony i$plauta
atitinkamai 4,89 % (p<0,05) ir 3,82 % (p>0,05) daugiau nei kontroliniy
karviy grupése. Analizuojant karviy grupiy jvairiy stadijy embriony
vidurkius, ryskiausias stimuliacijos ZILS efektas matomas lyginant
tirlamyjy ir kontroliniy I grupés karviy ankstyvosios blastocistos ir
blastocistos stadijy embriony skai¢iy. Vidutinis ankstyvosios blastocistos
stadijos embriony skaiCius I tiriamyjy karviy grupéje buvo 1343 %
(p<0,05) didesnis nei analogiSkoje kontroliniy karviy grup¢je. | tiriamyjy
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karviy grupéje iSplauta 11 blastocistos stadijos embriony, 0 | kontroliniy
karviy grup¢je — 1, todél Sios stadijos embriony vidurkiy palyginimas
statistikai nepatikimas. II tiriamyjy karviy grupéje ankstyvosios blastocistos
stadijos vidutinis embriony skaicius buvo 62,3 % (p<0,05) didesnis, o
blastocistos stadijos —56,5 % (p>0,05) didesnis uz vidutinj atitinkamy
stadijy embriony skaiciy II kontrolinéje karviy grupé¢je.

Il tiriamyjy karviy grupéje abiejy blastocisty stadijy embriony iSplauta
vidutiniskai 17 % (p>0,05) daugiau nei III kontroliniy karviy grupéje.

3.5.2. Tiriamy ir kontroliniy karviy embriony skaicius pagal iSplauty
embriony kokybés klases

Tiriamyjy ir kontroliniy karviy iSplauty embriony procentiné iSraiska
pagal embriony kokybés klases pateikta 18 pav.

l O Tiriamosios karvés O Kontrolinés karvés
60
50 A0
40 27,60
©
5
8 30 75,70
& 22,50 21,60
20 1 175,10
12,40 H
10 + <‘ | k
0 T T T
1 2 3 4
Embriony kokybés klasés

18 pav. Tiriamyjy ir kontroliniy karviy isSplauty embriony procentiné
iSraiska pagal embriony kokybés klases

Tirlamyjy ir kontroliniy karviy grupése daugiausia iSplauta 2
(patenkinamos) kokybés klasés embriony (18 pav.). Teigiamas ZILS
stimuliacijos efektas matomas lyginant 1§ tiriamy ir kontroliniy karviy
iSplauty auksciausios kokybés (1 klasé) ir pras¢iausios 4 kokybés klasés
(neapvaisinty ar degeneravusiy ovocity) embriony skaiciy.
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22 lentelé. Vidutinis embriony skaicius pagal kokybés klases tiriamy ir
kontroliniy karviy grupése

Embrionu kokybés klasés

Karviy 1 kla_sé 2 klﬁf‘Sé . 3 klas_é (n‘é;)}:is,ear

grupés (puikas) (patenkinami) (prasti) degeneruoti)
i;imxvﬂ i;imxyo- i;imxyo- ’_(;imx'O'
T K T K T K T K

1,292 0,50¢ 1,509 | 1,50 0,79 0,25 0,50" 0,42"
| +0,30 | +0,23 +0,20 | +0,31 +0,26 | +0,13 +0,14 +0,19
1,14 0,80 0,76 1,09 0,97 0,45 0,52 0,67
2,08P 1,08¢ 2,67 2,85 1,58 0,54 1,08° 0,77
1 +0,34 | +0,26 +0,48 +0,41 +0,48 | +0,27 +0,19 | +0,26
1,16 0,95 1,67 1,46 1,68 0,97 0,67 0,93
2,50¢ 2,57f 450" 3,71k 2,83 1,57 2,17° 2,008
1 +0,22 +0,57 +0,89 +0,29 +1,08 | +0,57 +0,60 | +0,62
0,55 1,51 2,17 0,76 2,64 151 1,47 1,63
1,81° 1,19t 2,50 2,53 1,47 0,66™ 1,03 0,91
Vidut. | +020 | +0,23 | 0,32 | +0,26 | +0,31 | +0,19 | 40,18 | +0,21
1,15 1,28 1,80 1,46 1,76 1,07 1,00 1,17
(p<0,001) — a:c; (p<0,01) — d:f; (p<0,05) — I:m, be, r:s, iij, i:k, e:f, n:o, n:p, g:h,
a:b; §:t

T — tiriamosios karvés; K — kontrolinés karvés

Vidutinis 2 kokybés klasés iSplauty embriony skaiCius tiriamyjy Ir
kontroliniy karviy grupése buvo beveik vienodas (tiriamyjy karviy 1,2 %
didesnis (p>0,05)), taciau Sios kokybés klasés embriony tiriamyjy karviy
grupése iSplauta 11,23 % (p>0,05) maziau nei i$ kontroliniy.

Vidutinis 3 kokybés klasés (prasty) embriony skaiéius tiriamyjy karviy
grupése buvo 1227 % (p<0,05) didesnis nei kontroliniy karviy. Sios
kokybés klasés embriony tiriamyjy karviy grupése isplauta 9,13 % (p<0,05)
daugiau nei 1§ kontroliniy karviy.

Negyvy ovocity ar degeneruoty embriony (4 kokybés klasés) vidutinis
skaiCius tiriamyjy karviy grupése buvo 13,2 % (p>0,05) didesnis nei
kontroliniy karviy. Taciau §ios kokybés klasés embriony tiriamyjy karviy
grupése iSplauta 2,02 % (p>0,05) maZiau nei i§ kontroliniy karviy.

Ryskus stimuliacijos ZILS efektas matomas lyginant tiriamyjy ir
kontroliniy grupiy karviy 1 kokybés klasés vidutinj embriony skai¢iy. I ir Il
tiriamyjy karviy grupése 1 kokybés klasés embriony buvo atitinkamai 158,0
% (p>0,05) ir 92,6 % (p<0,05) daugiau nei analogiskose kontroliniy karviy
grupése.
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Transplantacijai tinkamy (1 ir 2 kokybés klasés) embriony skaicius

tiriamy ir kontroliniy karviy grupése nurodytas 23 lenteléje.

23 lentele.

Transplantacijai
kontroliniy karviy grupése

tinkamy embriony skaicius tiriamy

Embriony kokybés klasés
Karviy 1 klasé (puikds) 2 Kklasé (patenkinami)
grupés — - n) = — - (n) =y
Tiriamosios Kontrolinés Tiriamosios Kontrolinés
karvés karvés karveés karvés

[ 18 6 21 18

1 25 14 32 37

11 15 18 27 26
IS viso: 58 38 80 81

Tiriamyjy ir kontroliniy karviy grupése didesne transplantacijai tinkamy
embriony dalj sudaré 2 kokybés klasés embrionai, atitinkamai 58,0 %
(p<0,01) tiriamyjy ir 68,1% (p<0,05) kontroliniy karviy. Transplantacijai
tinkamy 1 kokybés klasés embriony i§ tiriamyjy karviy iSplauta 52,63%
(p>0,05) daugiau nei i§ kontroliniy, o 2 kokybés klasés tiriamyjy ir
kontroliniy karviy embriony kiekis beveik vienodas, skirtumas statistiskai
nepatikimas.

83



4. REZULTATU APTARIMAS

Sveikatingumo atzvilgiu karvéms sunkiausias metas yra periodas po
versiavimosi (pp — post partum). VerSiavimasis — tai sudétingas karvés
fiziologinis procesas, kai intensyviai persitvarko neuroendokrininé sistema,
keiciasi medziagy apykaita, pakinta lytiniy organy fiziologija. VerSiavimasis
susieja laikotarpj pries atvedima su periodu po apsiverSiavimo, kurio metu
sparciai didéja karviy pieningumas. Sis periodas trunka iki 6070 laktacijos
paros, kol karvé pasiekia savo produkciniy galimybiy fiziologinj
maksimuma. Siuo tarpsniu lengviausiai yra pazeidziamos karvés organizmo
reguliacijos ir atsparumo sistemos, tod¢l daznai po atvedimo karvés suserga
medziagy apykaitos ligomis, pieno liaukos ar gimdos uzdegimu — metritu.
Karvéms gimdos infekcijos yra vienas svarbiausiy sutrikimy po
verSiavimosi (Azawi, 2008). Didelis karviy sergamumas metritu yra aktuali
problema daugelyje pasaulio Saliy. Po apsiverSiavimo S§is susirgimas
pasireiSkia 25-83,3 % karviy. Lietuvos tikiuose metritais serga 11 %, 0 kai
kuriose stambiose fermose — net 33,2-48,6 % karviy (Spakauskas ir kt.,
2005). Gimdos wuzdegima sukeliantys patogeniniai mikroorganizmai
gamindami toksinus pazeidzia gimdos gleiving ir sukelia uzdegima. Ar
karvé susirgs gimdos uzdegimu priklauso nuo jos organizmo imuninio
atsako ] patekusius mikroorganizmus, mikroorganizmy riisies ir jy kiekio.
Vykstant normaliam procesui po apsiverSiavimo, gimda, iSskirdama
lochijas, pati iSsivalo nuo mikroorganizmy ir uzdegimas nesukeliamas
(Azawi et al., 2007).

Metrity  etiologijoje  svarbiausi faktoriai yra mikroorganizmai,
nespecifiné mikroflora, kuri j gimda patenka per pirmajg savaite po
apsiverSiavimo (BonDurant, 1999). Ji yra labai jvairi: Actynomyces
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp., Streptococcus
spp. ir Pasteurella spp. (Noakes et al., 1991; Sheldon, Dobson, 2004). Pagal
Petit ir kolegas (2009), apsiverSiavusioms karvéms metrita daZniausiai
sukelia Escherichia coli, Staphylococcus spp., ir Streptococcus spp.
Williams ir kolegy (2005) duomenimis, labiausiai paplit¢ metrito sukéléjai
yra E. coli (37 %) ir A. pyogenes (49 %). Be to, issivyséiusi E. coli infekcija
sudaro tinkamas sglygas A. pyogenes infekcijos atsiradimui (Williams et al.,
2007). Lietuvoje atlikty tyrimy duomenimis, vienas i§ reikSmingiausiy
metrity sukéléjy yra auksinis stafilokokas (S. aureus) (Masiulis ir kt., 2003).
Vykstant fiziologinei involiucijai, infekcija organizmas eliminuoja ir pragjus
45 paroms po apsiverSiavimo gimdos turinio meéginiuose dazniausiai
mikroorganizmy nenustatoma (Dohmen et al., 1995). Ypac atspari
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antimikrobinéms medZziagoms infekcija nustatoma véliau nei 21 parg po
apsiver$iavimo, paprastai siejama su Actynomyces pyogenes, Bacterioides
spp. Sios infekcijos gali slopinti neutrofily fagocitinj aktyvuma, todél
endometritas jgauna persistuojancig formg (Anderson et al., 1996).

Pagal Sheldon ir bendraautorius (2008), pogimdyminai metritai po
atsivedimo pasireiskia iki 21 dienos po apsiversiavimo. Karviy gimda btina
be tonuso, drebli, labai padidéjusi, iSskyros 1§ gimdos vandeningos, raudonai
rudos spalvos, nustatoma didesné nei 39,5°C temperatiira, karvés apatiskos,
galimi toksemijos pozymiai, mazéja primelziamo pieno kiekis. Karvés,
kurios neturi sisteminio susirgimo poZymiy, taciau jei jy gimda yra be
tonuso, drebli ir labai padidéjusi, o i§ maksties teka pulingos gimdos
iSskyros iki 21 dienos po apsiverSiavimo, gali biiti laikomos kaip sergancios
klinikiniu metritu. Klinikiniam endometritui yra biidingos ptlingos gimdos
iSskyros:

— >21 d. po apsiversSiavimo — daugiau kaip 50 % i$skyry sudaro piliai;

— > 26 d. po apsiverSiavimo — iSskyras sudaro: 50 % paliai ir 50 %
gleivés (Sheldon et al., 2008).

Septinj metritg sukelia Corynabacter pyogenes, Hemolytic staphylococci,
Psedomonas aeruginosa, Hemolytic streptococci, o retais atvejais —
klostridijos. Dazniausiai metritg sukelia nespecifiné¢ mikloflora, tokia kaip
Trueperella pyogenes ir Eseherihia coli (Lewis, 2003).

Involiucijos metu ir esant uzdegimui gimdos turinyje ypac pagauséja
makrofagy (Zilaitis ir kt., 2004). Gimdos infekcijos ilgina periodo po
apsiverSiavimo trukme ir daZniausiai tampa endometrity ir nevaisingumo
priezastimi. Manoma, kad tikslinga taikyti antibiotiky terapija karvéms,
kurioms po atvedimo diagnozuotas nuovaly uzsilaikymas (Cairoli et al.,
1993).

Metritas taip pat yra susijes su maksties, iSoriniy lytiniy organy ir gimdos
vélesniu atsistatymu. Nustatyta, kad ankstyvame pp laikotarpyje aukstesné
nei +39°C kiino temperatiira yra gimdos uzdegimo poZzymis (Palenik et al.,
2009). Tod¢l gamybingje praktikoje karvéms, kuriy temperatiira aukStesné
nei +38,9°C, yra skiriama antibiotiky terapija, kaip metrity profilaktikos
priemoné ankstyvajame periode po atvedimo. Kristula su kolegomis (2001)
teigia, kad sveiky karviy ankstyvajame pp laikotarpyje temperatira 10 pary
nepadidéja daugiau nei +38,9°C. Padidéjusi rektiné temperatiira esant
metritui daZniausial yra nustatoma 3-6 para pp (Benzaquen et al., 2007).

Nors randama mikroflora yra pagrindinis gimdos uZzdegimo etiologinis
faktorius, tac¢iau metrity etiologijoje itin svarbus yra neigiamas energijos
balansas (Cicioli et al., 2003). Po apsiverSiavimo sparciai did¢jant pieno
kiekiui daugelis auksStos produkcijos karviy pereinamuoju laikotarpiu patiria
energijos trikumg, lemiant] prast¢jancius karviy reprodukcijos rodiklius
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(Carvalho et al., 2014). Galima teigti, kad energijos deficitas ankstyvuoju pp
periodu yra viena i§ gimdos uzdegimy priezaséiy, todél labai svarbu §iuo
laikotarpiu laiku diagnozuoti susirgimus ir efektyviai juos iSgydyti.

Gydant metritus, pasaulyje yra placiai naudojamos antimikrobinés
medziagos ir tai yra labai svarbi efektyvaus gydymo dalis (Foldi et al.,
2009). Reikia atkreipti démesj ] tai, kad gydymas turi biti efektyvus ir ne
per daug brangus. Preparatai neturi slopinti nattraliy gimdos imuniniy-
gynybiniy mechanizmy, traumuoti endometriumo. Antimikrobiniai
preparatai neturéty visiSkai sunaikinti bakterijy gimdoje, jie turéty tik
sumazinti jy kiekj iki tokio lygio, kad karvés gimdos apsaugos barjerai
galéty patys sunaikinti patogenines bakterijas ir kad karvé jgyty imuniteta
(LeBlanc, 2008). Taciau daugeliu atvejy neadekvatus antimikrobiniy
preparaty  naudojimas ir dozavimas sudaro salygas mutuoti
mikroorganizmams. Netinkamai gydomi Gimus metritai gali pereiti ] 1éting
forma (Masiulis ir kt., 2003; Kaczmarowski et al., 2004). Gimdos uzdegimu
sergan¢ioms karvéms neatlikus lochijy mikrobiologinio tyrimo ir
nenustacius sukéléjy jautrumo antibiotikams, naudojami preparatai nebus
veiksmingi ir efektyviis, bakterijos prisitaikys ir iSsivystys jy atsparumas
antibiotikams.

Antimikrobiniy medziagy panaudojimas karviy metrity gydymui turéty
biiti ribojamas dar ir todél, kad involiucijos procesas yra septinis, o vykstant
fiziologiniam gimdos atsistatymo procesui gimdos gleivése natiiraliai
mazéja mikroorganizmy rasiy, yra aktyvinamos apsauginés organizmo
imuninés sistemos (Kuntze, Aurich, 1995). Kai kuriais duomenimis,
nespecifiné mikroflora gimdoje yra teigiama aplinkybé, nes suaktyvina
lastelinj imuniteta — neutrofily migracijg 1 gimdos ertm¢ (Hussain et. al.,
1990).

Net ir laiku pasiSalinus nuovaloms, metritais suserga 31,8 % karviy, o
nuovaloms uzsilaikius — 82,5 %, po normalaus apsiverSiavimo metritais
daZniausiai suserga 10—15 parg pp (Barlund et al., 2008). Istirta, kad po
apsiverSiavimo sveiky ir serganciy karviy gimdoje yra nustatomos tos
pacios mikroorganizmy rasys (Kaczmarowski et al., 2004). Todél yra
daroma prielaida, kad pp periodu, sumazéjus organizmo rezistentiSkumui ir
nusilpus gimdos tonusui, susidaro palankios salygos mikrofloros
dauginimuisi ir sglyginai patogeniniai mikrobai tampa patogeniniais. Tuo
paaiskinami karviy metritai, diagnozuojami net ir tuo atveju, jei
verSiavimasis buvo normalus. Yra nustatyta, kad pirmaverSes Kkarves
perkélus | tvarta, kuriame anks¢iau masiSkai pasireik§davo karviy metritai,
pastarosios taip pat susirgo. Metritai yra daZnesni tose fermose, kuriose
karvéms néra taikomas aktyvus mocionas. Gydant antimikrobiniais
preparatais randama ir dar keletas kity trikumy.
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Neracionaliai juos naudojant iSsivysto antibiotikams atspariis
mikroorganizmai ir darosi sunkiau i§gydyti infekcinius gyvuliy susirgimus.
Vis dazniau skelbiami duomenys apie bakterijy atsparuma penicilinams,
tetraciklinams, aminoglikozidams ir kity grupiy antibiotikams (Spakauskas,
ir kt., 2005). Viena i§ svarbiausiy priezas¢iy, skatinanciy ieSkoti naujy
gydymo budy ir atsisakyti antibiotiky bei hormony naudojimo, yra ta, kad
Sios medziagos iSsiskiria i§ organizmo su pienu ir mésa.

Pieno supirkéjai nesuperka pieno ir mésos, jei randama antibiotiky ar kity
inhibitoriniy medziagy ne tik dél jy zalos zmogaus sveikatai, bet ir dél to,
kad toks pienas yra netinkamas pramoniniam perdirbimui. D¢l didéjanéiy
apribojimy naudoti antibiotikus ir hormoninius preparatus maistui
auginamiems gyvuliams (Drillich et al., 2005) yra ieSkoma naujy,
inovatyviy ir netradiciniy terapijos metody (Arlt, 2006).

Perspektyviausias gimdos susirgimy prevencijos metodas — imuninés
sistemos stiprinimas. Uzdegimo pradzioje vyrauja nespecifinés organizmo
reakcijos, o véliau yra inicijuojami specifiniai imuniniai mechanizmai.
Pirmin¢é reakcija i infekcija — neutrofily antpludis, kuris mazina uzdegima
(Galvao et al., 2011). Neutrofilai prasiskverbia i tus€ias audinio vietas ir
naikina mikroorganizmus. Kai jie patenka ] gimdos ertme, jvyksta
mikroorganizmy, toksiny ir lizuoty audiniy opsonizacija, sustiprinama
fagocitozeé. Cirkulivojantys neutrofilai sugeba fagocituoti ir nuzudyti
bakterijas, gamindami superoksido anijonus. Taciau gramneigiamos
bakterijos dél jose esanciy lipopolisacharidy geba silpninti neutrofily
aktyvuma, todél kai kurios karvés endometritu serga itin ilgai.

Metrity gydymo taktikoje ypatingos reikSmés turi prostaglandinai ir
estrogenai. PGF2, yra naudojamas gydymui tais atvejais, kai karvé serga
metritu ir yra uzsilaikes geltonkiinis. Geriausi rezultatai gaunami
prostaglandinus derinant su antibiotikais. Nustatyta, kad 5-10 mg
estradiolio dozés buvo tokios pat efektyvios, kaip ir PGF2,. Vis délto
laikotarpis nuo gydymo pradzios iki apvaisinimo gydant estradioliu yra
ilgesnis, nei gydant PGF2, kartu su antibiotikais, leidziamais j gimda.
Praktikoje daZnai yra taikomi jodo preparatai, kurie gerina kraujo apytaka,
mazindami kraujo klampumg ir kraujagysliy tonusa, gerai rezorbuojasi,
halogenina ir oksiduoja mikroorganizmy gyvybei svarbias struktiiras, todél
sukelia baktericidinj, sporocidinj, protozoocidinj ir virusocidin} poveikj.
Jodas veikia baktericidiskai gramteigiamas ir gramneigiamas bakterijas ir
patogeninius grybelius.

D¢l gimdos uzdegimy polietiologinés kilmes, gydomy karviy pieno
panaudojimo apribojimy, Sios ligos gydymas yra vertinamas prieStaringai
(Drillich et al., 2001; LeBlanc et al., 2002). Ilga laikg taikyta perspektyvi
terapijos Kkryptis — homeopatija — gimdos uzdegimy gydyme pasirodé
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neefektyvi (Arlt et al., 2009). Todél vienas i§ perspektyviy gimdos
uzdegimo profilaktikos ir gydymo budy gali biti fizioterapija ZILS.

Pastaraisiais metais pasaulyje plintant ekologiskumo idé¢jai ieSkoma
naujy, efektyvesniy ir ekologisky terapijos metody, todél vis placiau
kalbama apie Sviesos terapija. Gydymas lazeriu grindziamas skirtingo
intensyvumo Sviesos sgveika su bioobjektais, panaudojant dviejy tipy
lazerius: auks$to ir zemo intensyvumo (Calin, Coman, 2011). Lazerio
generuojama energija jsiskverbia j audinj skirtingu gyliu, priklausomai nuo
bangos ilgio. Sviesos terapijos gydomasis poveikis pasiekiamas dienos
Sviesa arba specialaus bangos ilgio, poliarizacijos ar spektro S$viesa.
Daugelyje bandymy su gyviinais naudojami ultravioletiniai, maziau tyrimy
atlickama su infraraudonaisiais lazeriais. Pastebéta, kad gyviny audiniai
geba praleisti tam tikro ilgio bangos §viesa. Sviesos absorbcija ir skverbtis
priklauso nuo audinio chemingés sudéties. Atsimenant, kad lastelé ar audinys
yra sinergetiSka sistema, t. y. gali keistis, jei veikia iSoriné¢ energija, lazerio
spinduliy taikymas siekiant teigiamai paveikti biologing sistemg yra
pakankamai pagristas. Lazerio spinduliuot¢ nuo paprastos S$viesos
pirmiausia skiriasi tuo, jog yra koherentiné, kitaip sakant, jos skéstis yra
nedidelé ir S$viesa sklinda siauru spinduliu, todél yra lengviau
sufokusuojama. Kitas lazeriy privalumas, jog jy imituojama Sviesa yra
vienspalvé. Dar viena labai svarbi savybé — lazeriné spinduliuoté gali bati
itin dideliy galiy.

Paprastai naudojami lazeriai, Sviesos diodai, fluorescencinés dichroinés
lempos (skaidancios monochromating Sviesg j sudedancias spektro dalis).
Sviesos terapijoje yra derinamas biologinis makroorganizmo ritmas ir
terapijos trukmé, $viesos bangos ilgis, daznis, fazé ir intensyvumas. Sviesa
gydomas platus spektras susirgimy: dienos S$viesa — nervy sistemos
sutrikimai, fluorescencinémis lempomis — odos ligos, stabdomas
mikroorganizmy vystymasis. Bakteriocidinis trumpy, artimy violetiniam
spektrui, bangy poveikis siejasi su deguonies aktyviy formy susidarymu
mikroorganizmo aplinkoje ir Sviesai jautriy struktiry (turin€iy porfiriniy
ziedy) aktyvavimu paciame mikroorganizme. Matomojo spektro trumpos
bangos sensibilizuoja mikroorganizmus ir jie tampa jautresni ultratrumpy
Sviesos bangy poveikiui. Ilgos matomo spektro bangos pasiZymi
fotobiomoduliaciniu veikimu — stimuliuoja lasteles, padidindamos ATP
koncentracija. Fotomoduliaciniu veikimu pasizyminéios $viesos bangos
taikomos onkologiniy ligy gydyme, nes geba skatinti apoptoze. Kai kuriy
Sviesos Saltiniy poveikis iki galo neatskleistas. Pavyzdziui, pastebéta, kad
Sviesos diody generuojama $viesa teigiamai veikia kai kuriy gyviiny lytines
lasteles. Poliarizuota Sviesa (bangos amplitudé orientuota erdveje) didina
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eritrocity membrany receptoriy aktyvumg ir citokininy koncentracija, bei
mazina lipidy kiekj kraujyje (llic-Stojanovic et al., 2008).

Pagal spinduliavimo intensyvuma lazerius galima suskirstyti | zemo ir
auksto intensyvumo. Mediciningje praktikoje taikomos abi lazerio riisys.
Taciau kaip fotomoduliaciné priemoné vis placiau naudojami Zemo
intensyvumo arba Saltieji lazeriai. Tai prietaisai, generuojantys nedidelio
intensyvumo koherenting (vienos bangos ilgio, daznio ir fazés) Sviesa. Taip
vadinamas Zzemo intensyvumo lazeris yra taikomas chirurgijoje,
dermatologijoje, ortopedijoje. Sviesos bangos priklausomai nuo bangos ilgio
gali jsiskverbti j audinj. Pavyzdziui 660 nm bangos jsiskverbia apie 8§—10
mm, o infraraudonosios — 30-40 mm. Sviesos absorbcija ir skverbtis
priklauso nuo audinio cheminés sudéties. Oda ir jos dariniai gerai sugeria
raudono spektro bangas, o kalcio ir fosforo turintys dariniai — praktiskai bet
kokio ilgio bangas. 780-830 nm infraraudonosios bangos taikomos
sausgysliy ir jy maks¢iy patologijoms gydyti, skausmui mazinti, padeda
rezorbuotis hematomoms, naudojamos kaip priemoné giliajai akupunktarai.
630-700 nm bangos stimuliuoja zaizdy regeneracijg, gali biti taikomos kaip
pavirsiaus akupunktiiros priemoné.

Lazerio Sviesa gali buti suardomos sensibilizuoty Sviesai jauny lasteliy
struktiiros. Siuo principu paremta neoplastiniy susirgimy diagnostika ir
gydymas. Praktikoje lazerio terapija naudojama uzdegimo slopinimui
(Huang et al., 2009). Pastebétas teigiamas poveikis lasteliy regeneracijai
(Shanyfelt et al., 2008). Lazerio terapijos profilaktinis panaudojimas metrity
profilaktikoje siejasi su Zhevago ir kolegy (2006) pastebéjimais, kad Sviesa
turi reguliuojamajj poveikj lasteliniam imunitetui.

Misy tyrimy rezultatai patvirtina auks¢iau aprasyty autoriy pastebe¢jimus
dél teigiamo ZILS efekto stiprinant imunine sistemg. Manome, kad biitent
dél $io poveikio stimulivoty ZILS ir gydyty antibiotikais bei stimuliuoty
ZILS karviy grupése, lyginant su kontrolinémis, buvo nustatyta atitinkamai
21,1 % (p<0,05) ir 27,5 % (p<0,05) maziau karviy pp periodu susirgusiy
reprodukcijos organy ir virSkinimo trakto ligomis.

Ankstesniais tyrimais buvo nustatyta, kad lazerio spinduliai pasizymi
baktericidiniu veikimu (Zilaitis et al., 2006), tadiau mums nepavyko to
jrodyti. Tyrimo metu gimdos ir kiausidziy stimuliacija ZILS in vivo neturéjo
ryskaus terapinio efekto, nes stimuliacijos ZILS jtakoje karvés, sirgusios
metritais pasveiko tik 0,6 paros (3 %, p>0,05) grei¢iau nei intaktiniy karviy
grup¢je. Taciau miisy tyrimo metu buvo nustatytas sinerginis stimuliacijos
ZILS ir antibiotiky terapijos poveikis: dél profilaktikos antibiotikais ir
stimuliacijos ZILS poveikio karvés, sirgusios metritais, pasveiko 1,7 paros
(13,8 %, p<0,05) greiciau nei gydant vien tik antibiotikais.
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Vertinant stimuliacijos ZILS poveikj pagal karviy reprodukcijos rodiklius
pastebéta, kad karvés, profilaktigkai stimuliuotos ZILS ar stimuliuotos ZILS
derinyje su antibiotikais, apsivaisino zenkliai grei¢iau, nei gydytos
antibiotikais ar negydytos. Ryskiausias teigiamas stimuliacijos ZILS
poveikis nustatytas palyginus tiriamyjy ir kontroliniy karviy ver$iavimosi—
apsivaisinimo periodo trukme¢. Sis rodmuo yra objektyvus karviy
reprodukcinés funkcijos biiklés nustatymo rodiklis (Kuhn et al., 2004), todél
gali biiti vertinamas kaip vienas 1§ pagrindiniy rodikliy nustatant
stimuliacijos ZILS efekta karviy reprodukcinei funkcijai.

Tyrimo rezultatai atskleidé, kad verSiavimosi—apsivaisinimo periodas
gydyty antibiotikais ir stimulivoty ZILS karviy grupéje buvo 31,4 paros
(34,17 %, (p<0,05) trumpesnis nei vien tik antibiotikais gydyty karviy ir
31,6 paros (34,39 %, (p<0,05) trumpesnis nei profilaktiskai negydyty karviy
grupéje.

D¢l stimuliacijos ZILS poveikio statistiskai patikimai sutrumpéjo
laikotarpis nuo apsiverSiavimo iki pirmo séklinimo (pirmojo séklinimo
laikas), kuris antibiotikais gydyty ir stimulivoty ZILS karviy buvo vid. 17
pary (36,9 % (p<0,05) trumpesnis lyginant su vien tik antibiotikais gydyty
karviy grupe.

Remiantis §iais rezultatais galima daryti iSvada, kad profilaktiné karviy
stimuliacija ZILS ankstyvuoju pp periodu turéjo teigiamos jtakos
greitesniam  kiauSidziy funkcijos atsistatymui ir visavertiSkam ovocity
subrendimui. Manome, kad teigiamas ZILS poveikis ankstyvuoju pp
periodu gali biiti siejamas su aktyvesniu citokiny prieSuzdegiminiu poveikiu
(pagreitéja granuliocity ir monocity stimuliacija) (Zhevago, Samoilova,
2006) ir su imunings sistemos stimuliacija in vivo (Novoselova et al., 2006).
Be to, stimuliacija ZILS suaktyvina lasteliy poliferacija (Shanyfelt et al.,
2008), tod¢l yra skatinamas ir optimizuojamas ovocity augimas ir
visavertikas jy subrendimas. Vadinasi, stimuliacija ZILS gali biti
naudojama kaip efektyvi fizioterapijos priemoné optimizuoti periodo po
atvedimo komplikacijy gydyma.

Pastebéta, kad grupéje karviy, apdoroty lazeriu ir antibiotikais, buvo
daugiausia tokiy, kuriy verSiavimosi—apsivaisinimo periodas svyravo tarp
80 ir 100 pary. Sioje grupéje nenustatyta karviy, kuriy servis periodas biity
ilgesnis kaip 160 pary. Tuo tarpu neapdoroty lazeriu pavieniy karviy servis
periodas sieké iki 300 pary. Tai pagrindzia stimuliacijos ZILS universaluma,
todel galime teigti, kad §i fizioterapijos priemoné yra tinkama jvairaus
produktyvumo ir amziaus karviy metrity ir kity reprodukciniy susirgimy
profilaktikai.

Siekiant pagerinti gyviiny genetinj potenciala bei iSsaugoti gyviiny
genetinius iSteklius, mokslininkai sukliré metoda greitam i$skirtiniy
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genotipy gyviny padauginimui — embriony transplantacija. Tal naujas
produktyviausiy veisliniy galvijy veisimo modelis, kuris labai greitai
iSpopuliaréjo visame pasaulyje ir sékmingai buvo pradétas naudoti pieningje
galvijininkystéje. Galimybé i$ produktyvios karvés per metus gauti daugiau
kaip vieng palikuonj paskatino §j metodg pradéti placiai naudoti
komerciniams tikslams.

Embriony tranplantacijos kertinis momentas — superovuliacijos
efektyvumas. Siuo metu superovuliacijai sukelti naudojami preparatai,
skatinantys antraliniy folikuly vystymasi: tai egzogeniniy gonadotropiny,
GnRH ir steroidy deriniai. Tac¢iau superovuliacijos efekto nenuspéjamumas,
lemiantis didelius embriony savikainos skirtumus, iki Siol varzo embriony
transplantacijos metodo platesnj praktinj pritaikomuma.

Pagal Siuolaikinius superoviliacijos protokolus superovuliacija gali biti
efektyviai atlickama donoréms kas 30 dieny. Atsizvelgiant j galimybes,
numatoma, kad superovuliacija gali biiti pradedama pirmg parg po rujos
(pirmosios folikuly bangos metu), 8-12 parg (antrosios folikuly bangos
metu) ir neatsizvelgiant ] lytinj cikla — atlikus folikuly augimo
sinchronizacija (Bo, Mapletoft, 2014).

Nustatyta, kad kiausidziy funkciniai dariniai, jy dydis siejasi su
superovuliacijos rezultatu (Maciel et al., 1995). Pavyzdziui, nurodoma, kad
dominuojantis folikulas slopina kiausidziy atsaka | egzogeninius
gonadotropininus (Kanitz et al., 2002). Slopinant dominuojantj folikulg ir
skatinant naujos folikulo augimo bangos susidaryma, superovuliacijg galima
sukelti norimu laiku (Mapletoft et al., 2009). Karviy folikului pasiekus apie
10 mm jis jgauna galimybe ovuliuoti (Sartori et al., 2001). Ovuliacinis
folikulas yra didesnis uz dominuojantj ir siejasi su lytinio ciklo pabaiga
(Savio et al., 1988). Paprastai folikulai auga keliomis bangomis, geltonkiinio
fone, kuris susidaro ovuliavus paskutinés lytinio ciklo folikuly augimo
bangos folikului. Dél Sios priezasties kiauSidése daznai nustatomi folikulai
arba geltonkiiniai, arba ir folikulai, ir geltonkiiniai. Ovuliaciniai folikulai
vystosi i§ antraliniy folikuly — mazy folikuly, jautriy gonadotropinams.
Dominuojancio folikulo likimas priklauso nuo geltonkiinio funkcijos. Esant
iSreikStam folikului ir auksStesnei progesterono koncentracijai, dominuojantis
folikulas tampa atreziskas dél neigiamos progesterono ir LH jtakos (Ireland
et al., 2000). Nykstantis folikulas parakrini$kai nustoja slopinti gretimy
folikuly vystymasi, o | egzogeninius gonadotropinus tuo metu sureaguoja
tam tikra antraliniy folikuly grupé. Tokia teorine prielaida buvo vadovautasi
Siame tyrime sukeliant donoréms superovuliacija, todeél eksperimentui
atrinkome karves, kuriy kiauSidése nebuvo didesniy nei 10 mm dydzio
folikuly.

Karvés reprodukcinis pajégumas yra nulemtas genetiskai. Abiejy pusiy
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kiauSidése yra panaSus germinaliniy lgsteliy skaicius ir jy kiekis gali biiti
viena i§ reprodukcinio pajégumo variacijos priezasCiy (Erickson, 1966).
Antraliniy (augimo sluoksnio) arba tercialiniy (tretiniy) (Stroebech et al.,
2015) folikuly skaicius kiausidése yra praktisSkai pastovus dydis ir nulemtas
genetiskai (Burns et al.,, 2005). Cushman ir bendraautoriy duomenimis
(1999), nustatyta, kad karvés, turéjusios maziau pirminiy-tretiniy folikuly,
ne taip efektyviai atsaké ] superovuliacijg. Jos taip pat turé¢jo maziau
antraliniy folikuly (Cushman et al., 1999). Superovuliacijos metu 18§
antraliniy folikuly formuojasi keli dominuojantys folikulai. Tuo pagristas
superovuliacijos fenomenas (Campbell et al., 2013). Kai kuriy karviy
kiausidése folikuly augimo bangos kilimo metu gali pradéti vystytis tik 8, o
kity — net 56 folikulai (Burns et al., 2005).

Antralinai folikulai i$sivysto i§ dalies pirminiy 3—4 mm dydzio folikuly.
Kiau$idziy dydj lemia antraliniai folikulai: didesnéje kiauSidéje randama
daugiau antraliniy folikuly (Ireland et al., 2007). Jy skaicius gali biti
naudojamas norint nuspéti, kaip gyviinas reaguos ] superovuliacija.
Pastebéta, kad prastai reagave | superovuliacijg gyvinai turéjo maziau
folikuly prie§ superovuliacija, nei reagave vidutiniskai ar gerai. Karvés su
didesniu mazy folikuly skai¢iumi gali daugiau jy uzauginti bei subrandinti
iki tretiniy folikuly ir buti geresnémis donorémis. Nustatyta, kad
superovuliacija yra efektyvesné esant didesniam vidutiniy folikuly skaiciui
(Gong, Webb, 1996). Apskritai atlikti tyrimai jrodo, kad superovuliacija tuo
efektyvesné, kuo daugiau prie§ superovuliacijg yra germinaliniy Igsteliy ir
jvairiy brendimo stadijy folikuly.

Misy tyrimo duomenimis nustatyta stipri koreliacija tarp kiausidziy
(kairés kiausidés r=0,843, p<0,05, desinés r=0,916, p<0,05) dydzio prie§
superovuliacijg ir atlikus ja, todél galima teigti, kad folikuly skaicius,
nulemiantis kiausidés dydj prie$ superovuliacija, gali buti vertinamas kaip
vienas i§ superovuliacijos efektyvumo rodikliy.

Tiksliai nustatyti mazy folikuly kiekj ultragarsiniu tyrimu yra sudétinga.
Zymiai paprastesnis biidas — i¥matuoti kiaugides, kadangi antraliniy folikuly
skai€ius to pacio individo yra pastovus dydis. Nustacius sasajg tarp karves
kiausidés dydzio ir jos atsako j superovuliacijg jmanoma kiausidziy dydj
vertinti kaip prezumpcinj donorés tinkamumo pozymj. Misy tyrimas
atskleide, kad kiauSidés dydis iki superovuliacijos turi Zenklios jtakos ne
vien tik kiau$idZiy dydziui po superovuliacijos, bet ir kiausidziy funkciniy
dariniy skai€iui. Gauta vidutinio stiprumo statistiné koreliacija tarp
kiausidziy dydzio ir geltonkiiniy skaic¢iaus nurodo Siy rodikliy bendruma.

Embriony iSgavimo dieng ovuliavusiy folikuly vietoje nustatomi
geltonktiniai. Remiantis misy tyrimo duomenimis, didesnéje pries
superovuliacijg kiauSidé¢je bus nustatoma daugiau geltonkiiniy po
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superovuliacijos. Tai sutampa su pasteb¢jimais, kad nuo antraliniy folikuly
skaiciaus (vadinasi ir nuo kiau$idziy dydzio) priklauso koks bus atsakas j
kiauSidziy stimuliacija gonadotropinais, t. y. koks bus superovuliacijos
efektyvumas (Cushman et al., 1999).

Tikeétina, kad mazo dydzio kiauSidése yra maziau antraliniy folikuly, bet
primordialiniy folikuly (nesivystanciy) kiekis, i§ kuriy vystosi antraliniai
folikulai, yra biidingas riiSiai. Mechanizmas, kaip folikulai i§ nesivystanciy
pereina ] besivystanciy sluoksnj (pirminiy, antriniy ir tretiniy), yra iki Siol
diskutuotinas (Webb et al., 1999). Visiems besivystantiems folikulams yra
butinas gonadotropino poveikis.

Miusy tyrimo metu nustatyta, kad ] superovuliacijg intensyviausiai
reagavo karves, pries superovuliacijg turé¢jusios maziausias kiausides, kurios
po superovuliacijos padidé¢jo 4-5 kartus, taciau pagal absoliuty dydj
daugiausiai padidéjo didziausios pries superovuliacija III grupés kiausideés.
I$analizavus misy atlikto tyrimo duomenis nustatyta, kad ZILS
nestimuliuoty karviy kiausidés vidutiniSkai padidéjo 3,2 karto (p<0,05).
Pazymétina, kad ZILS stimuliuoty karviy kiausidés atlikus superovuliacija
padidé¢jo vidutiniskai 2,9 karto (p<0,05) ir tai buvo 16,5 % (p<0,05) maZziau
lyginant su ZILS nestimuliuotomis karvémis. Manome, kad stimuliuoty
ZILS karviy maZesnés kiaugidés po superovuliacijos rodo, kad stimuliacija
ZILS sinchronizavo ovocity brendimg ir ovuliacija, nes ZILS stimuliuoty
karviy grupéje po superovuliacijos buvo nustatyta 12,1 % (p>0,05) maziau
folikuly ir buvo rasta 20,5 % (p<0,05) daugiau geltonkiiniy nei
nestimuliuoty karviy grupése.

Ieskant budy kaip padidinti embriony iSeigg kiausidziy stimuliacijos
metu, buvo bandoma didinti gonadotropiny doze, tafiau nustatyta, kad
didinant FSH doz¢ nepavyksta padidinti ovuliavusiy folikuly skai¢iaus. Dél
padidintos FSH dozés po ovuliacijos gana aktyviai vystosi antriné folikuly
banga ir embriony plovimo metu geltonkiiniy nepadaugéja, bet randama
daugiau neovuliavusiy folikuly, todél susidaro didelis estrogeny fonas,
(Saumande, 1980) duodantis neigiama Salutinj efekta. Tai ypa¢ akivaizdu
superovuliacijai  sukelti naudojant chorioninj gonadotroping. Kity
mokslininky nuomone, nekintanti embriony iSeiga (daznai net mazéjanti
didinant FSH doz¢) didinant gonadotropiny doze, gali buti aiSkinama
dominuojancio folikulo efektu — egzogeninis FSH gali slopinti ovuliacija
(Saumande, Chuppin, 1986; Kanitz et al., 2002). Teigiama, kad naudojant
FSH, bet ne chorionin; gonadoroping, gaunamas didesnis geltonkiiniy ir
transplantacijai tinkamy embriony kiekis (Elsden et al., 1978). Taliau
Barros ir kolegos (2008) atlike tyrimus teigia, kad gydymas su eCG zymiai
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padidino ovocity ir embriony skai¢iy. Optimalus estrogeny fonas garantuoja
didesne transplantacijai tinkamy embriony iSeigg (Dieleman et al., 1989).

2013 metais publikuoty tyrimy duomenimis (Mapletoft, Bo, 2013) buvo
pastebéta, kad pailgintas FSH gydymo protokolas, nepadidinus naudojamo
FSH bendro kiekio, padidina procentinj ovuliavusiy folikuly ir ovuliacijy
skaiiy, taip pat buvo pastebimas padidintas vidutinis visy
ovocity/embriony, apvaisinty ovocity ir transplantacijai tinkamy embriony
skaicius. Buvo padaryta iSvada, kad pratestas FSH gydymo protokolas gali
biti efektyvi priemoné papildant folikuling banga mazais folikulais dél
papildomo laiko, bttino Siy folikuly augimui iki ovuliuojanc¢io folikulo
dydzio. Sie rezultatai parodo, kad tradiciniai 4 dieny superovuliacijos
protokolai galbut yra per trumpi, nes ne visi folikuly bangoje augantys
folikulai jgyja gebéjima ovuliuoti, todél gali biiti gaunama mazesné
embriony iSeiga (Mapletoft, Bo, 2013).

Otoi su kolegomis (2000) nepastebéjo teigiamo poveikio embriony
iSeigai ir kokybei, jei po séklinimo praéjus 1 parai yra sunaikinami dideli
folikulai. Sunaikinus folikulus praéjus 3 paroms po séklinimo, pastebétas
neigiamas poveikis embriony kokybei. Kiausidziy dydis (vadinasi esanéiy
folikuly skai¢ius) silpnai koreliuoja su folikuly skai¢iumi embriony
iSgavimo dieng. Superovuliacijos mechanizme svarby vaidmenj vaidina
theca ir granulosa lgsteliy proliferacija (Fricke et al., 1997). Bitent folikulo
mikroaplinka yra ypa¢ svarbi folikuly vystymosi procese (Fortune et al.,
2004). Kitais zodziais, reakcija ] superovuliacijg priklauso nuo jautriy
gonadotropinams folikuly kiekio pradedant gydyma (Driancourt, 2001).
Nataralu, kad kiauSidziy dydis prie§ superovuliacijg turi jtakos kiausidziy
dariniams, nustatytiems embriony i§gavimo metu.

Misy tyrimo duomenimis, yra vidutinio stiprumo statistiné koreliacija
tarp geltonkiiniy skaiCiaus ir kiauSidés dydzio prie§ superovuliacija. Jau
minéta, kad superovuliacijos atsaka galima prognozuoti pagal kiausidziy
dydi prie$ superovuliacija. Galima daryti iSvada, kad kiauSidziy atsakg |
stimuliacijg gonadotropinais jtakoja daugiau veiksniy, nes buvo publikuota
straipsniy, kad nenustatyta statistiSkai patikimos koreliacijos tarp folikuly
skaiCiaus (pagal musy prielaidg ir kiausidziy dydzio) pries§ superovuliacijg ir
geltonktiniy bei embriony iSeigos (Fernandes et al., 2002).

Taciau misy tyrimo duomenimis ir kairés (r=0,810, p<0,05), ir deSinés
(r=0,871, p<0,05) kiausidés dydis prie§ superovuliacija statistiskai stipriai
koreliuoja su iSplaunamy embriony skai¢iumi. Daug autoriy pastebi, kad 3—
6 mm folikuly kiekis prie§ superovuliacija koreliuoja su superovuliacjos
atsaku (Romero et al., 1991, Kawamata, 1994). Vyraujan¢ig nuomong, kad
prie§ superovuliacija didesnés apimties kiauSidés lemia didesne
transplantacijai tinkamy embriony iSeiga, patvirtina miisy tyrimo rezultatai.
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Tyrimo metu nustatéme stipry ir statistiSkai patikimg koreliacinj rysj tarp
abiejy pusiy kiausidziy dydzio prie§ superovuliacija ir transplantacijai
tinkamy embriony skaiciaus (kairés kiausidés r=0701, p<0,05, deSinés —
r=0,712, p<0,05). Nustatyta, kad kuo didesn¢ kiausidé pries superovuliacija,
tuo didesnis bus transplantacijai tinkamy embriony skaicius. Miusy
eksperimento metu 1§ didziausias kiauSides prie§S superovuliacijg turéjusiy
karviy iSplauta 3,7 karto (p<0,05) daugiau embriony ir gauta 3,1 karto
(p<0,05) daugiau transplantacijai tinkamy embriony lyginant su maziausias
I grupés kiauSides tur¢jusiomis karvémis. Tyrimo metu nustatyta, kad
embriony iSeiga Zenkliai padidina kiaugidziy stimuliacija ZILS
superovuliacijos metu. ZILS stimuliuoty karviy grupéje buvo isplauta
vidutiniSkai 29 % (p<0,05) embriony daugiau ir gauta vid. 15,9 % (p>0,05)
daugiau transplantacijai tinkamy embriony, nei nestimuliuoty karviy
grupeése.

Sprendziant pagal antimiulerinio hormono koncentracija, kuris yra
daugeliui pateliy rasiy kiauSidziy reprodukcinio pajégumo zZymuo, karviy
gebéjimas reaguoti | superovuliacijg yra nevienodas (llha et al., 2016).
Nustatyta, kad analogiska gonadotropiny dozé sukelia skirtingg atsaka, todeél
embriony iSeiga skiriasi. Karvéms su mazesniu reprodukciniu pajégumu
taikoma per didel¢ gonadotropiny dozé sukelia netinkamg ovocitams
vystymosi aplinka, blogina ovocity kokybe ir embriony iSeiga.

Misy duomenimis kiauSidziy reakcija i superovuliacijg priklauso nuo
kiausidziy padéties kiino pusés atzvilgiu. Reprodukcinio aparato funkcinis
asimetriSkumas pastebétas daugumos tyréjy. Gere$ su kolegomis (2011)
atliko tyrimg su holSteiny-fryzy veislés pieninémis karvémis, buvo
nustatyta, kad embrionas daZzniau vystosi deSiniajame gimdos rage.
Teigiama, kad pirmoji ovuliacija po atsivedimo dazniau jvyksta priesingoje
kiausid¢je, nei buvo verSingumas, o apséklinus ] prieS§inga nei vystési
embrionas ragg, karvés dazniau tapdavo verSingos, nei séklinant j ta patj.
Patvirtinti ir pastebéjimai, kad spermos depozicijos vieta ir buvusio
verSingumo pusé turi jtakos apsivaisinimo efektyvumui (Lopez-Gatius,
1996) ir kad desinioji kiauSidé yra aktyvesné uz kairigja (Alvarez et al.,
2005). Atlikti tyrimai patvirtina, kad ovuliacija dazniau jvyksta deSinéje
kiauSidéje nei kair¢je, taip pat embrionai daZniau vystosi deSiniajame
gimdos rage (Lopez-Gatius, 1997; Giraldo et al., 2010). DeSiniajame
gimdos rage i$sivysto ir yra atvedami sunkesni verseliai nei kairiajame rage.
Pusé, kurioje vystési embrionas, reikSmingos jtakos verSingumo trukmei
neturi. PraneSama, kad i§ desiniojo gimdos rago gauti embrionai dazniausiai
yra buliukai (Hylan et al., 2009).

Misy duomenimis, deSinioji kiausidé yra didesné ir | superovuliacija
reagavo labiau nei kairioji. Prie§ superovuliacija nustatytas kiauSidZiy
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dydzio skirtumas (deSinés pusés kiausSidés vid. 24,7 % (p<0,05) didesnés)
iSliko ir po superovuliacijos — deSinés pusés kiauSidés buvo didesnés
vidutiniskai 21,4 % (p<0,05) stimuliuoty ZILS ir 27,3 % (p<0,05)
nestimuliuoty karviy grupése.

Misy gauti rezultatai sutampa su kity tyréjy duomenimis, kurie teigia,
kad desinés pusés kiausidé paprastai yra ne tik didesné savo dydziu, bet ir
aktyvesn¢ (Pierson, Ginther, 1987). Miusy duomenimis deSinés pusés
kiauSidése nustatyta vidutiniSkai 26,29 % (p<0,05) daugiau folikuly ir vid.
44,5 % (p<0,05) daugiau geltonkiiniy.

GereS ir kolegy (2011) gauti rezultatai patvirtino melziamy karviy
reprodukciniy organy fiziologinj asimetriSkuma, atsirandantj dél kiausidziy
veiklos ir kiauSidziy struktiiros skirtumy. Nustatyta, kad reprodukcnio
aparato asimetrija siejasi ir su nevienoda gimdos ragy atzvilgiu tam tikry
angliavandeniy, baltymy ir progesterono koncentracija. Alvarez su
kolegomis (2005) pasteb¢jo, kad atlikus superovuliacija inbridingas turi
jtakos skirtingam geltonkiiniy skaiciui kairés ir deSinés pusés kiausidése.

Daugelio mokslininky straipsniuose pastebéta, kad jau nuo pereito
Simtmecio VIII deSimtmeCio mazéja pieniniy karviy vaisingumas.
Pagrindiné S§io reiskinio priezastis — prastéjanti ovocity ir ankstyvyjy
embriony kokybé, bei padidé¢jes embrioninis mirtingumas. Siekiant
sumazinti neigiamg energijos balansg, pieninés karvés yra Seriamos gausiai
angliavandeniais prisotintu racionu. Tokia insulinogenin¢ dieta turi
neigiamos jtakos angliavandeniy — riebaly apykaitai. Baltymingi pasarai
padidina organizme amoniako — §lapalo koncentracija. Siuolaikiniy pieniniy
karviy mityboje didele reikSme turintys riebalai keicia steroidy apykaitg ir
jtakoja ovocito-embriono mikrooaplinkg (Leroy et al., 2008; Leroy et al.,
2014).

Misy tyrimui buvo naudojamos auk$to produktyvumo pieninés karvés
75-90 laktacijos parg. Didelé pieno produkcija gali biiti viena priezasciy,
paaiSkinan¢iy didesnj nei 33 % skirtumg tarp iSplauty ir transplantacijai
tinkamy embriony skaiCiaus. Didelis pieningumas siejasi su zema
progesterono koncentracija 5-7 para po apvaisinimo ir prastesnémis
salygomis ankstyviesiems embrionams iSgyventi (Stronge et al., 2005).
Pavyzdziui, telycios, atlikus superovuliacija, produkuoja daugiau ir geresnés
kokybés embriony, nei pieninés karves. Tai siejama su gebéjimu produkuoti
daugiau progesterono. Pastebima, kad didesné progesterono koncentracija
nesiejama su intensyvesne ovuliacija ir geltonkiiniy skai¢iumi (Chagas e
Silva et al., 2002). Angliavandeniy apykaitos reguliacijoje dalyvauja IGF.
Jis skatina mitoze ir pasizymi anti-apoptotiniu veikimu. Biitent Sis faktorius
turi didelés jtakos ovocity kokybei ir gebéjimui apsivaisinti (Velazquez et
al., 2009).
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Embriony transplantacijoje budinga, kad atlikus superovuliacijg gauty
embriony kokybé ir i§sivystymo stadija skiriasi. Gyvybingi embrionai pagal
iSsivystyma dazniausiai skiriasi 24—48 valandomis, bet jy prigijimui didesne
reikSme turi kokybé (Lindner, Wright, 1983). Ovocito, i§ kurio gali vystytis
embrionas, kokybé priklauso nuo hormoninés stimuliacijos budo, laiko,
dozés, superovuliacijos schemos (Sirard et al., 2006). Ovocity kokybé
embriony transplantacijoje yra itin svarbi, todé¢l Siuo metu ieSkoma naujy
budy jy kokybei gerinti. Bandomi jvairiis alternatyviis gonadotropinams
stimuliacijos metodai (McNatty et al., 2014).

Misy tyrimais nustatytas teigiamas ZILS stimuliacijos poveikis
embriony i$sivystymui ir jy kokybei. Nustatyta, kad kiausidziy stimuliacija
ZILS sinchronizuoja ovuliacija, nes i§ stimuliuoty karviy iSplovéme
nezymiai maziau neapvaisinty ovocity ir 4,89 % (p<0,05) gavome daugiau
ankstyvyjy blastocisty ir 3,82 % (p>0,05) blastocisty lyginant su
nestimuliuoty karviy grupe. Be to, i§ ZILS stimuliuoty karviy i$plauta 4,12
% (p<0,05) daugiau puikiy (I kokybés klasés) embriony ir 2,02 % (p>0,05)
maziau negyvy ar degeneruoty (IV kokybés klasés) embriony nei 18
nestimuliuoty karviy.

Pastaryjy mety duomenimis teigiamas S$viesos poveikis lytinéms
lasteléms yra siejamas su mitochondrijy citochromoksidazés fotoreceptorine
funkcija (laffaldano et al., 2016). Bandymais su in vitro produkuojamais
embrionais, apSvitinus lazeriu pastebéta, kad Zenkliai padidéja kumuliuso
lasteliy mitochondrijy membrany potencialas. Kartu padidéja ir lastelés
cikla reguliuojancio baltymo — ciklino B koncentracija. Ovocituose padidé¢ja
mitozés aktyvatoriaus — proteinkinazés aktyvumas. Daroma iSvada, kad
lazerio Sviesa yra efektyvi priemoné, taikytina reguliuojant granulioziniy
lasteliy ir ovocito metabolizmg (Soares et al., 2014). Tyrimai rodo, kad
sgveika tarp lazerio spinduliuotés ir lasteliy vyksta dél fotony absorbcijos
fotoreceptoriuose. Yra sukeliamos cheminés reakcijos, tokios kaip
gliukolizé ir oksidacinis fosforilinimas. Kaip vienas i§ galimy
fotoreceptoriy, galin¢iy sgveikauti su lazerio Sviesa, yra citochromoksidaze
C. Sios sgveikos metu mitochondrijy vidinés membranos didina ATP
sinteze. Sie procesai pagreitina RNR transkripcija ir DNR replikacija, todél
ZILS stimuliacija yra veiksminga priemoné moduliuoti griidétyjy lasteliy ir
ovocito metabolizmg (Moreno-Millan, Ocana-Quero, 2009). Naudojant
Zemo intensyvumo lazerius yra sukeliamas teigiamas poveikis greitesniam
ovocity brendimui, apvaisinimui ir tinkamam embriono iSsivystymui
(Abdel-Salam, Harith, 2015). Lazerio S§viesos poveikis oocitams yra
nevienareikSmis. Nesubrendusiems ovocitams in vitro lazerio Sviesa
padidina degeneracijos ir nepilnaveréio vystymosi (diploidiniai ovocitai)
tikimybe (Ocana-Quero et al., 1998; Ebner et al., 2005).
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Literatiroje nurodoma, kad vienas i§ embriono kokybés Zymeny yra
mitochondrijy biiklé (Wang, Sun, 2007). Todé¢l pagrindinis lazerio Sviesos
poveikis yra siejamas su mitochondrijy funkcijos pagerinimu stimuliuojant
ZILS kiausidziy folikuluose besivystandiy ovocity granuliozines lasteles
pirmomis jy brendimo valandomis (Passarella et al., 1984). Po tokios
stimuliacijos mitochondrijose padidéja ATP sinteze, dél vykstanciy reakcijy
ovocitas greiciau subresta ir palieka folikulg (Soares et al., 2014).

Kadangi miisy eksperimento metu paskutinj karta stimuliacija ZILS buvo
atlickama praéjus 1 val. po séklinimo, todél manome, kad didesne¢ ir
statisti$kai reik§minga ZILS stimuliuoty karviy embriony ideiga galéjo lemti
sékmingas ovocity apvaisinimas. Sig prielaida grindziame tuo, kad daugeliu
ankstesniy tyrimy buvo nustatytas teigiamas stimuliacijos ZILS poveikis
spermatozoidy judrumui ir apvaisinimo galiai. Nustatyta, kad lazerio
stimuliacija padidina ATP gamybg mitochondrijose, todél dél jo poveikio
lastelése padidéja energijos kiekis. Kadangi spermatozoidy judrumas ir
ovocity brendimas priklauso nuo lasteléje esancios energijos, todél dél
lazerio Sviesos poveikio padidéjes energijos kiekis yra labai svarbus Siems
procesams (Abdel-Salam, Harith, 2015).

Taigi, lazerio Sviesa optimizuojamas lytinés lastelés ciklas (Zhang et al.,
2014) galéty biiti pagrindinis veiksnys, siejamas su teigiamu lazerio Sviesos
poveikiu embriony kiekiui ir kokybeli.

Vertinant, koks lazerio poveikis stimuliuojamy kiausidziy funkciniams
dariniams ir embriony iSeigai, buvo nustatyta, kad Svitinty lazeriu donoriy
grup¢je embriony iSplovimo dieng nustatyta maziau folikuly, nei
kontrolin¢je. Lazeriu S$vitintoje grupéje didesnis geltonkiiniy skai¢ius
siejamas su optimaliu gonadotropino poveikiu. Sinchronizuotos rujos metu,
lazeriu paveiktoje grupéje ovuliavo folikuly daugiau, nei kontrolinéje. Apie
tai liudija didesnis geltonkiiniy skaiCius ir daugiau iSgauty embriony. Tai
gali buti grindziama tuo, kad dél gonadotropiny poveikio intensyvéja
mitochondrijy aktyvumas. Lazerio Sviesos akceptorius — Igsteléje esantys
mitochondrijos fermentai — kvépavimo grandiné (Karu, 1989, 2010).

98



ISVADOS

1. Profilaktiné karviy stimuliacija Zemo intensyvumo lazerio Sviesa
(ZILS) ankstyvuoju pp periodu turéjo teigiamos jtakos greitesniam
kiauSidziy funkcijos atsistatymui ir visavertiSkam ovocity subrendimui.
Nustatytas teigiamas ZILS stimuliacijos poveikis pieniniy karviy
reprodukcijos rodikliams:

1.1. pirmo séklinimo laikui (laikotarpiui nuo apsiverSiavimo iki pirmo
séklinimo);

1.2. verSiavimosi—apsivaisinimo periodui (laikotarpiui nuo
apsiversiavimo iki apsivaisinimo).

2. Kiau$idZiy stimuliacija ZILS superovuliacijos metu turéjo jtakos
kiauSidZiy dydZiui po superovuliacijos, geltonkiiniy, folikuly skaiciui ir
embriony iSeigai:

2.1. ZILS stimuliuoty karviy kiausidés atlikus superovuliacija padidéjo
maziau nei ZILS nestimuliuoty karviy;

2.2. stimuliacija ZILS superovuliacijos metu gerina superovuliacijos
efektyvuma pagal folikuly ir geltonkiiniy skaiGiy. ZILS stimuliuoty karviy
kiausidése nustatyta maziau folikuly ir daugiau geltonkiiniy nei
nestimuliuoty karviy grupéje;

2.3. superovuliacijos metu ZILS stimuliuoty karviy grupéje i$plauta vid.
29 % (p<0,05) embriony daugiau ir gauta vid. 15,9 % (p>0,05) daugiau
transplantacijai tinkamy embriony nei nestimuliuoty karviy grupéje.

3. Nustatytos sgasajos tarp kiauSidziy dydzio, ju padéties kiino pusés
atzvilgiu pries superovuliacija ir superovuliacijos rezultaty:

3.1. pagal kiausidziy dydj prieS superovuliacija galima prognozuoti
busima jy dydi po superovuliacijos. Nustatytas stiprus koreliacinis rySys
tarp kiausidziy dydzio pries ir po superovuliacijos.

3.2. pries superovuliacijg nustatytas kiausidziy dydzio skirtumas i$liko ir
po superovuliacijos — desinés pusés kiauSidés buvo didesnés vidutiniskai
21,4 % (p<0,001) stimuliuvoty ZILS ir 27,3% (p<0,01) nestimuliuoty karviy
grupése;

3.3. nustatytas efektyvesnis deSinés pusés kiausidziy atsakas |
superovuliacijg pagal funkciniy dariniy skaiciy po superovuliacijos;

3.4. silpniausiai ] superovuliacija pagal geltonkiiniy skaifiy reaguoja
maziausias (I grupés), o efektyviausiai — didziausias (III grupés) kiausides
pries superovuliacijg turincios karves;

3.5. nustatytas stiprus Kkoreliacinis rySys tarp kiausidziy dydzio pries
superovuliacijg ir iSplauty ir transplantacijai tinkamy embriony skaiciaus.
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4. Nustatytas teigiamas stimuliacijos ZILS poveikis embriony
iSsivystymui ir jy kokybei:

4.1. kiausidziy stimuliacija ZILS efektyviau sinchronizuoja ovuliacija. I3
ZILS stimuliuoty karviy i$plauta maZiau neapvaisinty ovocity ir daugiau
ankstyvyjy blastocisty, ir blastocisty lyginant su nestimuliuoty karviy grupe;

4.2. 1§ ZILS stimulivoty karviy i$plauta daugiau puikiy (I klasés) ir
maziau negyvy ar degeneruoty embriony (IV kokybés klas¢) nei iS
nestimuliuoty karviy.

100



REKOMENDACIJOS

1. Remiantis gautais rezultatais siilome naudoti stimuliacija Zemo
intensyvumo lazerio §viesa (ZILS), kaip papildoma, ekologiska ir efektyvia
priemong reprodukciniy sutrikimy gydymui ir profilaktikai.

2. Siekiant sumazinti superovuliacijos nenuspé¢jamuma
rekomenduojame 9500-10 500 kg pieno per praeitg laktacija davusioms 2—4
laktacijos Lietuvos juodmargéms 75-90 parg pp ultragarsu pries
superovuliacijg iSmatuoti kiauSides ir superovuliacijg sukelti tik tokioms
donoréms, kuriy kiausidése néra didesniy kaip 10 mm folikuly, yra didesnis
nei 210 mm geltonkiinis, o deSinés pusés kiausSidés yra didesnés nei 1235
mm-.

3. Norint padidinti transplantacijai tinkamy embriony skai¢iy ir
pagerinti jy kokybe reikia superovuliacijos metu stimuliuoti karviy
kiaugides ZILS. Kiaudidziy stimuliacija tikslinga pradéti pirma
superovuliacijos protokolo dieng lazerio prietaisu, kurio skleidziamy Sviesos
bangy ilgis yra 870-970 nm, spinduliuotés galia — 65,93 J/cm?, daznio
diapazonas nuo 20 iki 2000 Hz, o impulsy trukmé — apie 1 sek.
Rekomenduojame stimuliuoti 1 karta per parg po 3 min., 10 pary i$ eilés.
Stimuliacijos metu 1étai keisti lazerio padétj, Svitinant 40x50 cm (2000 cm?)
kryZiaus srities plota, 5 cm atstumu nuo odos pavirSiaus. Paskutine
stimuliacija ZILS turi biti atlikta rujos metu pragjus 1 val. po séklinimo.
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ABSTRACT

The aim of the study was to compare the efficiency of low-intensity laser (LIL) irradiation, antibiotic
injections and a combination of both methods in the prophylaxis and treatment of metritis in cows. Examinations
were carried out on 290 freshly calved cows with a rectal temperature on the second day after parturition above
38.9 °C. Cows from group I (n = 95) were given an intramuscular injection of ceftiofur hydrochloride (600 mg)
for three days, commenced from the second day after parturition. Group II consisted of 55 cows, the sacroiliac
area of which was irradiated for 10 days consecutively with LIL. Group III (n = 65) were given an intramuscular
600mg injection of ceftiofur for three days and the sacroiliac area was irradiated 10 times consecutively, once
a day with LIL. The control group I'V (n = 55) were not given antibiotics or laser irradiation. A number of
cows, ranging from 57.1% (group III a) to 65% (group IV), developed clinical metritis which was treated with
antiseptics. The longest recovery time from metritis (21 + 6.12 d) was found in the I'V group. Cows from group
III recovered from metritis 11.5 days more quickly than the cows from the I'V (negative control) group (P<0.05)
and 4 days more quickly than cows from the I (positive control) group. Fertility indices such as: calving-first
insemination, service period, conception rate, insemination index and the calving-pregnancy period, were better
in cows treated prophylactically with the combined method (antibiotic and LIL physiotherapy) in comparison
to the other groups.
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Introduction

In the treatment of metritis/endometritis antibiotics (GOSHEN and SHPIGEL,
2006), enzymes (DRILLICH et al, 2001), hormones (SHELDON et al., 2006) and an
immunomodulator (KACZMAROWSKI et al., 2004), in addition to other medicines
(PAISLEY et al., 1986; MALINOWSKI, 1995) have been used. A rectal temperature (RT)
above 39 °C is considered to be a valid indication for the start of uterus inflammation
(PALENIK etal., 2009). KRISTULA et al. (2001) reported that cows experiencing no clinical
problems at calving or during early postpartum had an average RT below 38.9 °C for
each day during the first 10 days postpartum. However, cows with metritis may have
rectal temperatures within the normal range and may not necessarily develop a fever.
BENZAQUEN et al. (2004) found that over half of the cows diagnosed with metritis during
the first week postpartum did not have a fever. Programs for the prevention or reduction
of uterine infections included the local or systemic administration of antibiotics and/or the
application of hormones (DOBSON and NOAKES 1990; CAIROLI et al., 1993; LEWIS 1997;
ARLT et al., 2009). In recent years, while searching for new, more efficient and organic
methods for treatment and prophylaxis, light therapy and the promising method of low-
intensity laser irradiation have been widely discussed. Low-intensity laser irradiation
affects cell metabolism, stimulates regeneration, and reduces pain and inflammation
(HUANG et al., 2009). The objective of the study was to compare the efficiency of low-
intensity laser (LIL) irradiation versus antibiotics and a combination of them in the
prophylaxis and treatment of metritis in cows.

Materials and methods

Examinations were carried out on 290 cows calved physiologically in the period
between January -June of 2008, without obvious clinical traits of disorders immediately
after parturition, in which the RT was higher than 38.9 °C on the second day after
parturition. The cows belonged to the Lithuanian Black-and-White, Danish Black-and-
White, and German Black-and-White cattle breeds. The age of the cows ranged from
two to eight years, and the average milk yield amounted to 6850 kg per lactation. The
animals were allocated into 4 groups (Table 1). The first group of 95 fresh dairy cows
received prophylactically an intramuscular injection of 12 mL of Excenel RTU® (ceftiofur
hydrochloride -50mg, Pfizer animal health, Belgium) for three consecutive days, from
the second day after parturition. The second group comprised 55 cows. Their sacroiliac
area was irradiated for 10 days consecutively with LIL STP-99 as the only prophylactic
action. The exposure to LIL therapy amounted to three minutes per day. The third group
comprised 65 fresh dairy cows which were given an intramuscular injection of 1mL
of Excenel RTU® for three consecutive days (as in group I). Their sacroiliac area was
irradiated 10 times consecutively, once a day, with LIL. For the control (group IV) 55
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similar cows were selected. This group did not receive antibiotic or laser irradiation, but
were 1.m. injected with 12 mL of saline for three days consecutively.

Table 1. The structure of examinations

Group Name of group Number of cows Method of treatment
I Positive control 95 Excenel RTU® 12 mL*; 1 x d for 3d
11 Experimental 55 Laser STP-99; 1 x dfor 10d

Excenel RTU®12 mL; 1 x d for 3d +
Laser STP-99; 1xd for 10 d

v Negative control 55 12 mL of saline; 1 x d for 3d

*ceftiofur hydrochloride 50 mg/1 mL

111 Experimental 65

The morbidity from metritis and other diseases of cows from each group were
recorded. Animals that are not systemically sick but have an abnormally enlarged uterus
and a purulent uterine discharge detectable in the vagina, within 21 days postpartum, may
be classified as having clinical metritis (SHELDON et al., 2006). The cows that showed
signs of metritis 10-15 days after parturition were treated with antimicrobials Jodofoam®
(iodine 0.2 g; potassium iodine 0.4 g; solvent and gas carrier ad 45.2 g, Biofactor, Poland),
Jodouter® (Povidonum iodinatum 10%) -10 g in 100 mL of carrier substance (Bioveta,
the Czech Republic), Fatroximin® (rifaksimini 300 mg, Fatro, Italy), Pharmasin® (tylosin
5 g Actavis AB, Sweden), Clamoxyl metritis® (amoxicillin 0.84 g, Pfizer animal health,
Belgium) intrauterinely once a week. Intramuscular injections of oestrophan and oxytocin
were administered between intrauterinal applications. These therapies were continued
with the changing of the antimicrobial agent every seven days until the uterus recovered
its tone and pathological discharges had ceased. The recovery time from metritis (the time
until the eradication of the signs of metritis; or the duration of treatment) was recorded.

For all groups the fertility indices as: days open (time from calving to the first
insemination), service period (time from the firstto the effective insemination), conception
rate (percentage of pregnancies as an effect of the first insemination), insemination index
(number of inseminations for each pregnancy), calving-pregnancy period (time from
the last to the subsequent pregnancy), pregnancy rate (percentage of cows that became
pregnant) and culling rate from infertility were calculated.

The test data was processed using the SPSS statistical package, (Chicago, IL, USA,
2006). Data are considered to be statistically reliable when P<0.05.

Results

From Table 2 it can be observed that a number of cows from each group developed
clinical metritis. The highest percentage of cows (over 65%) treated for metritis was noted
in the negative control group (IV), and the lowest in group III. The results demonstrate
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that the group of cows did not have a significant influence on the morbidity from metritis
(> =1.401, DF =3, P=0.705).

Table 2. Percentages of metritis and recoveries following combined treatment with regard to the
prophylactic methods applied after calving

Bisiii Morbidity of metritis Time to recovery (days)

of cows n % x c m
I*(n=95) 57 60.0 14.0"=* 523 1.67
I (n=55) 34 61.8 194 7.46 2.33
III° (n = 65) 38 58.4 1235 2.40 0.75
IV (n=55) 36 65.45 20.0 5.31 1.64

* P<0.05 (a:b, c:d)

The time of recovery from inflammation was slightly shorter in the group treated
with LIL than in the negative control group. The recovery time from metritis for the cows
treated with antibiotics (group I) was 5.4 days (27.8%) less than the cows from group IT
which were treated with LIL alone (P<0.05). The duration of recovery from metritis of
the cows that were treated with LIL and antibiotics after parturition (group IIT) was 7.1
days less than the group treated solely with laser irradiation (P<0.05). The recovery time
of the cows treated with ceftiofur (group I) was indicated to be 6 days (30.0%) less than
the cows from group IV. The shortest recovery time from metritis was noted in group II1.
This was 7.7 days (38.5%) less than cows from the negative control (IV) group and by 2
days (on average) in comparison to the first group.

Table 3 presents the fertility indicators of the experimental and control cows. The
time from calving to the first insemination (days open) was the longest in cows from
the negative control group and from the positive control group, and the shortest in cows
treated with the antibiotic and LIL. Compared to the negative control, it was, on average,
16.0 days shorter (P<<0.05). Laser alone decreased this period by 7.6 days (P=0.05) when
compared to the negative control group. There was a common trend observed in the
groups that were only treated with the LIL therapy, in that the period from the first to
effective insemination had decreased, while the conception rate at the first insemination
had increased. This longer time of LIL therapy did not have any significant impact on the
fertility indices. LIL treatment had a positive, however statistically insignificant, effect on
conception rate and the insemination index. A significant effect in the use of laser therapy
was found regarding the calving-pregnancy period. The maximal change in this rate was
observed under the treatment using both antibiotics and LIL irradiation. Compared to the
negative control, the calving-pregnancy period was reduced by about 31.6 days (P<0.05).
The group treated with LIL and antibiotics included the highest number of cows for which
the calving-pregnancy period was between 80 and 100 days. This group did not contain a
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significant number of cows for which the calving-pregnancy period was longer than 160
days. From Table 3 it is also discernible that pregnancy rates were almost identical in all
groups. The culling rate from infertility was the highest in the negative control group.
However, the differences between the groups were not statistically significant.

Table 3. Fertility indicators of cows treated prophylactically with different methods after calving

Groups
= I I 111 v
Fertility _ _ _ _

indicators X +£o6,m X +6,m X +o6,m X +06,m
S 63.1+£83,259 | 545+92;2.92 | 46.1+9.6,3.01 | 62.1"+10.4;327
insemination (d)

3 : =102
Service period (d) 60'23 1}/,0 % 472+82;2.53 |426+7.3;2.33| 61.5+10.2;3.02
Conception rate (%) 46.0 46.0 51.0 42.0
Inseminationindex |2.4+1.13;035| 22+1.2;037 | 2.0+1.2;033 | 2.6+1.51;030
Calving-pregn. 1233 +28.1; 102.1+£10.7; 01.9+17.4; 123:5%93.2;
period (d) 9.00 3.44 5.04 7.29
Pregnancy rate (%) 90.5 88.0 90.4 87.5
Culling from
infertility (%) 42 4.0 3.6 1.5

* P<0.05 (a:b,c:d)

The research showed that there was no significant relationship between the group of
cows and conception rate (%* = 0.98, DF = 3, P = 0.806), pregnancy rate (3> = 0.567, DF =
3, P=0.904) and culling for infertility of cows (3* = 1.419, DF =3, P=0.701).

In addition, the irradiation of cows with LIL, as well as a combination of antibiotic
and laser treatment affected other cases of pathology (such as uterine atony, mammary
gland inflammations, and digestive system disorders). Compared to the negative control,
the necessity for treatment of these pathologies was reduced by 21.1% with regard to
earlier LIL therapy alone, and by 27.5% (P<0.05) with regard to LIL treatment combined
with antibiotics.

Discussion

According to the data found in various literatures, the treatment of metritis is
controversial (LEWIS, 1997; DRILLICH et al., 2001; LeBLANC et al., 2002) and prevention
is difficult because the causes cannot be clearly defined (LEWIS, 1997). The species
of bacteria found in the uterus after parturition are similar in healthy and sick cows
(KACZMAROWSKI et al., 2004). However, it has been noted that early intrauterine
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antibiotic treatment significantly reduces the complications caused by Actinomyces
pyogenes (DOBSON and NOAKES, 1990). Thus, the demand for alternative therapies
has been increasing inthe last several years (ARLT, 2006). For the treatment of septic
inflammation it is appropriate to use antibiotics. A rectal temperature above 39 °C is
considered to be a valid indication of the start of uterus inflammation (PALENIK et al.,
2009). In this study cows with a rectal temperature above 38.9 °C were selected for the
prophylaxis of clinical metritis. KRISTULA et al. (2001) recorded that cows experiencing
no clinical problems at calving or during early postpartum had an average rectal
temperature below 38.9 °C each day throughout the first 10 days postpartum. Daily
average temperatures of 38.9 °C or higher in cows with purulent lochia occurred only
on Day 4, while these temperatures persisted from Day 1 to Day 7 postpartum in cows
with putrid lochia (PALENIK et al., 2009). KRISTULA et al. (2001) and BENZAQUEN et al.
{(2004), observed the highest occurrence of fever in cows with puerperal metritis between
Day 3 and 6 postpartum. Independently of the method used for prophylaxis (antibiotics,
laser irradiation or a combination of both these methods) the following indicators usually
changed: the duration of recovery from metritis, and the calving-pregnancy period. The
duration of treatment of metritis that developed in cows prophylactically treated with
LIL and antibiotic was less than of those treated with antibiotics alone. The period from
parturition to the successful insemination of cows is an objective indicator of reproductive
function and it is considered to be the key indicator in assessing fertilization (KUHN et
al., 2004). It was noted that the calving-pregnancy period of cows treated prophylactically
with LIL immediately after calving was shorter in comparison to the negative control
cows. This indicator was also better in the cows treated prophylactically with antibiotic
injections in conjunction with LIL irradiations than in cows treated with antibiotics alone.
In comparing fertility indicators a direct relationship was obtained: the most effective
prevention method was found to be laser treatment and antibiotics, antibiotics alone
were moderately effective, and the least effective was laser treatment alone. The use of
low levels of visible or near infrared light for reducing pain, inflammation and oedema,
promoting the healing of wounds, deeper tissues and nerves, and preventing cell death
and tissue damage has been reviewed by HUANG et al. (2009). The positive influence of
laser irradiation on the uterus in cows immediately after parturition is probably connected
with the regulatory effect on pro-and anti-inflammatory human cytokines in vivo and in
vitro (ZHEVAGO and SAMOILOVA, 2006), and with the stimulation of the immunological
system in vivo (NOVOSELOVA et al., 2006). This kind of light stimulates the proliferation
of different kinds of cells (PINHEIRO et al., 2003, SHANYFELT et al., 2008), increases cell
growth for cells stressed by nutritional deficits in vitro (EDUARDO et al., 2007) as well
as the inhibition of apoptosis in cells participating in the process of skin regeneration
(CHYCZEWSKI et al., 2010). The bactericidal effect of LIL irradiation (ZILAITIS et al.,
2006) can also be considered.
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In conclusion, prophylactic LIL physiotherapy shortly after parturition reduces
the need for metritis treatment and improves some fertility indices in dairy cows. LIL
physiotherapy in conjunction with injections of cephalosporin is more prophylactically
effective than cephalosporin applied alone. The most clinically efficient method of LIL
therapy is one session per day for 10 consecutive days, immediately after parturition.
This method of treatment is suitable for cows with a wide range of productivity and ages.
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SAZETAK

U radu se usporeduje ucinkovitost slabijeg laserskog zracenja, primjene antibiotika i kombinacije
obiju metoda u profilaksi i lijeenju metritisa u krava. IstraZivanje je bilo provedeno na 290 netom oteljenih
krava s rektalnom temperaturom vigom od 38,9 °C drugog dana nakon teljenja. Kravama I. skupine (n = 95)
intramuskularno je bio primijenjen ceftiofur hidroklorid (600 mg) tijekom tri dana, pocevsi drugog dana nakon
teljenja. U II. skupini bilo je 55 krava koje su bile zradene laserskim zracenjem u sakroilijaénom podrudju
tijekom 10 uzastopnih dana. Kravama III. skupine (n = 65) intramuskularno je bio primijenjen ceftiofur
hidroklorid (600 mg) tijekom tri dana, a bile su zracene laserskim zracenjem u sakroilija¢nom podruéju tijekom
10 uzastopnih dana jedanput dnevno. Kontrolna skupina IV (n = 55) nije dobivala antibiotik niti je bila zracena.
U odredenog broja krava, od 57,1% (skupina IIIa) do 65% (skupina I'V), razvio se klinicki metritis, koji je bio
lijecen antisepticima. NajduZe vrijeme oporavka od metritisa (21 + 6,12 d) ustanovljeno je u skupini IV. Krave
skupine III oporavile su se od metritisa za 11,5 dana brZe od krava IV. (negativne kontrolne) skupine (P<0,05)
i ¢etiri dana brZe od krava I. (pozitivne kontrolne) skupine. Pokazatelji plodnosti poput prvoga osjemenjivanja
nakon teljenja, servisnog perioda, stope zaceca, indeksa osjemenjivanja i razdoblja od teljenja do bredosti bili su
bolji u krava kojima je bio profilakti¢ki primijenjen antibiotik u kombinaciji s laserskim zracenjem u usporedbi
s drugim skupinama.

Kjlu¢ne rijeci: krave, postpartalno razdoblje, antibiotik, lasersko zracenje
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ABSTRACT

The aim of this research was to determine the relation between the size of ovaries, their topographic
position, ovarian structures (follicles (F) and corpora lutea (CL)) before superovulatory treatment and the
superovulatory response and embryo yield. Holsteinized dairy cows (32) were treated for superovulation with
Pluset® (Laboratorios Calier, S.A., Barselona, Spain). On Day 1 of the superovulatory treatment and during the
procedure to recover the embryos, we examined the ovaries of donors with an ultrasound scanner. The ovaries
were divided into 3 groups according to their size. Group 1 ovaries (<668.0 mm?) were more than 25 % smaller
and Group 3 ovaries (>1112.0 mm? were 25 % larger than Group 2 ovaries, the area of which varied from
668.0 to 1112.0 mm? (mean, 890.0 mm? + 25 %). After superovulation, the mean area of the right side ovaries
(RSO) (3147.61 + 106.6 mm?) was by 27.3 % (P<0.05) larger than the mean area of the left side ovaries (LSO).
Irrespective of location, the ovaries after superovulation increased 3.2 times; however, the increase in the RSO,
except for Group 3, was 14 % more intense (P>0.05) compared with the LSO. The most intense response to the
superovulatory treatment by ovary size was observed in Group 1 ovaries: the RSO increased by 5.5 times and
the LSO by 4.8 times, but according to the absolute measure, the greatest increase was observed in Group 3,
where ovaries on both sides increased 2 4 times. According to the number of CL, Group 1 RSO donors showed
a 2.3 times (P<0.05) weaker response to the superovulatory treatment in comparison with Group 3 RSO donors.
The number of embryos recovered (9.8 + 2.2) was 3.6 times (P<0.05) higher among the donors with Group 3
RSO before superovulation, compared with the donors® Group 1 RSO (2.7 + 0.5). The number of transferable
embryos was 3.2 times (P<0.05) higher in cows with Group 3 (6.3 + 0.6) RSO in comparison with the donors’
Group 1 (2.0 = 0.3) RSO. Corpora lutea in the RSO demonstrated a significant impact of 85 % (P<0.05) on the
yield of embryos, compared with only 30 % (P<0.05) for the LSO.
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Introduction

Embryo transfer is usually performed in dry dairy cows. However, such cows are
subjected to stricter selection requirements, as milk production is one of the health risk
factors (MAILLO etal., 2012). The response of dairy cows to the superovulatory treatment
is hard to predict. Ovarian response to superovulatory treatment depends on a series
of factors: the milk production, negative energy balance, general health condition, and
individual characteristics of the animals (CABRERA et al., 2013; KUBOVICOVA etal., 2013;
TAMADON et al., 2011). According to SEIDEL et al. (2003), 27 % of all healthy donors
produce from 0 to 1 embryo, 54 % of donors from 2 to 10 embryos, and only 20 % of
donors produce 11 or more embryos. Similar data were presented by SCHATTEN and
CONSTANTINESCU (2007), who stated that not a single embryo was flushed from 24 %
of cow-donors and as much as 70 % of flushed embryos were obtained from 30 % of
donors. No unanimous opinion about the selection criteria for donors has been achieved
between researchers. Nevertheless, a certain correlation between ovarian structures
and the response to the superovulatory treatment has been noted (GRIZELIJ et al., 2013).
Ultrasound examinations of animals have become increasingly used in practice. Thus,
it should be analysed how cows - potential donors of embryos - are to be assessed and
selected for embryo production. The method described in this study may be used for this
purpose.

The size of ovaries is closely related to the wave-like manner in normal cycling
cattle (PENG etal., 2011). The size of an ovary is determined by functional formations, i.e.
follicles (F) and corpora lutea (CL) (CUSHMAN et al., 2010). The size of the CL correlates
with the concentration of progesterone (KAYACIK et al., 2005), and cows with increased
concentrations of progesterone demonstrate a more active and effective response at the
beginning of a superovulation scheme compared with cows with reduced concentrations
of progesterone (KUDLAC et al., 1991). The ovarian function in cows depends on the
presence of primordial follicles (SILVA-SANTOS et al., 2013). A large number of such
follicles in the contralateral ovary correlates with the number of CL after induction of
polyovulation (CUSHMAN etal., 1999). A cow is considered to be more suitable as a donor
cow and produce more embryos when there are no large F at the beginning of induction
of superovulation (HELEIL and EL DEEB, 2010). A certain morphological and functional
asymmetry of ovaries has been noted. Past gestations have demonstrated that the right
ovary is more active than the left one by 14 % (GERES etal., 2011).

The aim of this work was to assess by ovarian ultrasonography the relationship
between the size of ovaries, their left/right side position, ovarian structures (F and CL),
the superovulatory response, and embryo yield.
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Materials and methods

For the purposes of this study, we selected 32 clinically healthy holsteinized
Lithuanian Black and White cows, held in a loose-housing system and which had calved
75-90 days before; their productivity during the previous lactation was 9,500-10,500 kg.

The donors’ daily ration included corn silos (24 kg), haylage (11 kg), barley straw
(0.8 kg), molasses (0.5 kg), and composite feed (8.74 kg) composed of dried sugar-beet
slices (20.59 %), soy bean meal (17.16 %, of which 49 % protein content), triticale (34.32
%), rape cake (22.88 %), Bergophor CaProVit H mineral (2.29 %), fodder limescale (0.8
%), salt (NaCl, 0.34 %), monocalcium phosphate (0.69 %), and sodium bicarbonate (0.93
%).

For the study, only the cows with CL larger than 10 mm and no follicle larger than 10
mm in the right or left ovary were selected before starting the superovulatory treatment.

The donors were treated for superovulation with Pluset® (follicle stimulating
hormone (FSH) and luteinizing hormone (L.H) at the ratio 1:1; Laboratorios Calier, S.A.,
Barselona, Spain) at any time of the oestrus cycle. As for the solution, 1 mL of Pluset®
contained 35 TU FSH and 35 TU LH and the total dose per donor was 700 IU.

The superovulatory treatment was induced according to the following scheme (Table
1) (LAFRI et al., 2002; SEIDEL et al., 2003).

Table 1. Superovulatory treatment of donors

Days of
No superovulation Procedures performed
L Bay Introduction of intravaginal implant CIDR containing 1.38 g of
progesterone
5 Day6 Mo@ng I/m %n_j:ect?on of 4 mL of Pluset 140 IU
Evening I/m injection of 4 mL of Pluset 140 TU
3 Day 7 Morning | I/m injection of 3 mL of Pluset 105 [U
) Evening I/m injection of 3 mL of Pluset 105 IU
I/m injection of:
Morming |- 2 mL of Cloprostenol
- 2 mL of Pluset 70 [U
5 Bege I/m injection of:
Evening - 2 mL of Cloprostenol
- 2 mL of Pluset 70 [U
B | _rem.ovlal gf intravaginal implant CIDR
5. Day 9 - i/minjection of 1 mL of Pluset 35 IU
Evening I/m injection of 1 mL of Pluset 35 IU
6. Days 10-11 Artificial insemination
7. Day 18 Embryo recovery
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The insemination was performed on Days 10-11 according to the signs of the
oestrus (twice at an interval of 12 hours). Embryos were collected after 7 days, using a
nonsurgical embryo recovery method with a Rusch catheter. The embryos were flushed
with BoviFlush medium with BSA and antibiotics, manufactured by Minitube, Germany.
For each flushing we used 1000 mL of medium per donor.

On Day 1 of superovulatory treatment, before inserting the implant Pride of
Progesterone (CIDR®, Pfizer, Inc.), and on Day 18 when the embryos were recovered,
the length and width of the ovaries and the number of ovarian structures (F and CL) were
examined using Digital Diagnostic Ultrasound Devices (HG 9300, Caresono Technology
Co., Ltd) with a 7 MHz rectal transducer. On Day 18, the ovaries were examined by
ultrasonography and the efficiency of superovulation was determined according to the
number of CL and the ovary size. The sizes of the ovaries were calculated by multiplying
the widths and lengths, and the ovaries were divided into 3 groups according to the ovary
area. Group 1 (<668.0 mm?) ovaries were 25 % smaller and Group 3 ovaries (>1112.0
mm?) were 25 % larger than Group 2 ovaries (890.0 mm?=+ 25 %), with ovary areas
varying from 668.0to 1112.0 mm? (Table 2):

Table 2. Groups of ovaries based on their area (the product of width and length) before

superovulatory treatment
Ovaries size before superovulatory treatment
Ovaries groups (mm?)
No. 1 <668.0
No. 2 668.0 - 1112.0
No. 3 >1112.0

RSO- right ovary size; F-follicle; CL-corpus luteumThe data were statistically processed
using the SPSS statistical package (IBM SPSS for Windows 20.0 SPSS Inc., Chicago,
1L, USA, 2011). For the statistical analysis of the data, descriptive statistics and the
multifactor analysis ANOVA test were used. The data were considered statistically
significant when P<0.001; P<0.05.

Results

The mean ovary area (990.21 + 57.3 mm?) on the right side in the donors, before
starting superovulation, was 26.6 % (P<0.05) larger than the mean ovary area on the left
side (Table 3).

Before superovulation, the RSO were assessed in 62.5 % of Group 2 and LSO in 50
% of Group 1.
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Table 3. Ovary area (mm?) depending on the side of location before and after superovulatory

treatment
t t

- Before superovulatory treatment After superovulatory treatmen
groups Left ovary Right ovary Left ovary Right ovary
No.l 428.5+233 441.33 +84.6 2047.67+112.4 2410.67 +18.4
No.2 850.75+17.45 883.0+151.78 2334.0+53.7 2661.50 +123.2
No.3 1244.5+125.92 1825.0 +70.9 3036.0 +64.2 4370.67 +205.7
Average: 78229+ 37.72 990.21 + 57.3t 2472.6 £ 50.5¢ 3147.61 £ 106.6¢
AT 886.25+ 487.9 2810.08 + 133.7
in total:

a:b, c:d, rows with different superscript differ significantly (P<0.05)

After superovulation, the mean size of the RSO (3147.61 £+ 106.6 mm?) was 27.3 %
(P<0.05) larger compared with the LSO. Irrespective of location, after superovulation, the
ovaries increased on the average 3.2 times; however, the increase in the RSO, except for
Group 3, was 14 % (P=0.05) more intense compared with the 1.SO. It was determined that
in Group 1 the RSO increased by 5.5 times and the LSO by 4.8 times. In Group 2 ovaries
on both sides increased on average by 2.7-3.0 times. The smallest increase was observed
in Group 3 ovaries on both sides, of only about 2.4 times. According to the absolute
measure, the greatest increase after superovulation was observed in Group 3 RSO.

The results demonstrated a moderate but statistically significant correlation between
the sizes of the RSO and LSO (Table 4). In fact, if the ovaries are bigger on one side, they
will also be bigger on the other side. The ovary size is determined by the expression of
ovarian structures. No statistically significant or reliable relationship between the ovary
size and the number of CL was established. The size of the RSO showed (r = 0.865,
P<0.005) a 2.1 times (P<0.05) stronger correlation with the number of F in comparison
with the left ovary (r = 0.42, P<0.05). The number of F appeared to have an essential
impact on the size of the ovaries.

Table 4. Statistical relation between ovary size and ovarian structures before superovulatory

treatment
- Left ovary Right ovary
Structures of ovaries correlation Size F Size F

Right ovary size T 0.549" 0.287 1 0.865™
Right ovary follicles T 0.636" 0.625" 0.865™ 1
Right ovary corpora lutea T -0.236 -0.866 0.002 -0.322
Left ovary follicles T 0.42° 1 0.549" 0.636"
Left ovary corpora lutea T 0.631 0.24 0.287 0.625

rows with " coefficient of correlation significance (P<0.005); rows with *coefficient of correlation significance
(P<0.05); F-follicle
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The size of the RSO and LSO before superovulation correlated statistically reliably
with the size (right r = 0.648, P<0.05 and left r = 0.708, P<0.001), and with the CL (right
r=0.758, P<0.05 and left r = 0.723, P<0.05) of RSO after superovulation. The size of the
LSO before superovulation demonstrated a statistically reliable (P<0.05) correlation with
the number of F of LSO after superovulation.

Table 5. Statistical relation between sizes of ovaries before superovulatory treatment and ovarian
structures after superovulatory treatment

After superovulatory treatment
Before .
Left Right
superovulatory Pearson L L
treatment correlation Size F CL Size F L
Right ovary size T 0.15 0.58 0.055 | 0.648° 0.30 | 0.758"
Left ovary size T 0.430 0.686" | 0.066 0.708™ | 0.597 | 0.723"

row with " coefficient of correlation significancy (P<0.005); row with " coefficient of correlation significancy
{(P<0.05); F-follicle; CL-corpus luteum

According to the number of CL, the most effective superovulation was observed
in Group 3 ovaries. The number of CL in the RSO and LSO after the superovulatory
treatment depended on the group size. In Group 3 RSO, the number of CL (9.0 £ 3.0) was
2.3 (P<0.05) and 1.6 times greater in comparison with Group 1 and Group 2, respectively.
The number of CL in the LSO was similar (mean 3.5 CL) in the first and second group,
but in Group 3 the number (5.71 +0.8) of CL was 1.6 times greater compared with Group
1 and Group 2. The lowest number of F was observed in Group 2 in ovaries on both sides.

Table 6. Quantitative results of superovulation in relation to groups of ovaries before

superovulatory treatment
. Left ovary Right ovary
Ovaries
groups F number CL number F number CL number
No.1 3.50+0.5 3.52+0.1 6.30+0.1 4.00+0.1°
No.2 334+0.54 3.57+0.88 329+0,94 567+1.2
No.3 4.40+0.1° 571+08 412+2.02 9.00 £ 3.0¢

a:b, c:d, columns with different superseript differ significance (P<0.05); F-follicle; CL-corpus luteum

It was established that the greatest statistical impact (significance 85 %, P<0.05) on
the yield of embryos was demonstrated by CL found in the RSO after superovulation,
whereas CL on the LSO demonstrated an almost 3 times smaller impact (significance 30
%, P<0.05). Thus, a statistically reliable and significant impact (significance 38 %, P<0.05)
on the yield of embryos was demonstrated by CL in the RSO before superovulatory
treatment (Table 7).
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Table 7. Ovarian structures statistical significance to embryos yield

Factor Significance (%) P
Right ovary corpus luteum after superovulation 85 0.03
Left ovary corpus luteum after superovulation 30 0.04
Right ovary corpus luteum before superovulation 38 0.01
Left ovary corpus luteum before superovulation 0 0
Right ovary follicle before superovulation 21 0.02
Left ovary follicle before superovulation 23 0.17

Multifactorial analysis. Ovarian structures are dependent variables and embryo yield - fixed factor.

As shown in Table 8, Group 3 ovaries had more F before superovulation. It was
noted that the size of the ovary before superovulation had a direct effect on the yield of
embryos and the number of transferable embryos. The largest number of embryos was
obtained from Group 3 donors. The 3.6 times (P<0.05) larger number of embryos was
obtained from Group 3 RSO donors (9.8 & 2.2) compared with Group 1 RSO donors (2.7
+0.5) and 1.9 times more embryos compared with Group 2 RSO donors (5.2 +1.2). On
the average, Group 3 RSO donors yielded 6.3 transferable embryos, which were 3.2 times
(P<0.05) more compared with Group 1 RSO and 1.6 times more compared with Group
2 RSO donors.

Table 8. Differences between right ovary size and mean number of corpora lutea, mean number of
follicles before superovulation and mean number of recovered embryos

Mean number
Mean number of Mean number of Mean number of of transferable
Groups | CL (>10 mm)/donor | F (<10 mm)/donor | embryos recovered | embryos recovered
by RSO {(unit) (unit) per donor (unit) per donor (unit)
No.l 1.0+0.1 1.6+0.6 2.7+0.5° 2.0+0.3¢
No.2 1.6+03 2.4+0.8 52120 39+04¢°
No.3 1.25+0.3 33+1.1 08+22° 6.3+ 0.6f

a:c, d:f, columns with different superscript differ significance (P<0.05); a:b, d:e, b:c, e:f, columns with different
superscript differ not significantly (P>0.05)

Discussion

A major limitation to the development of embryo production in cattle is the strong
between-animal variability in ovulatory response to FSH-induced superovulation (RICO
etal., 2009).

The superstimulatory response can be predicted by an ultrasound-based test of
the ovaries (SINGH et al.,, 2004). Functional asymmetry of ovaries has been observed
(SCHNEEBELI and DOBELIL, 1991).
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ALVAREZ et al. (2005) noticed the asymmetry of ovarian function in their study on
the impact of inbreeding on the ovary response to superovulation. A cow’s embryo more
often develops in the right uterine horn (GIRALDO et al., 2010). The asymmetry of cow
reproduction physiology can be illustrated by the fact that embryos recovered from the
right uterine horn are mostly male (HYLAN et al., 2009). According to the data of other
authors, bilateral genital tract asymmetry in cows affects progesterone, proteins, and
hexoses, without altering pregnancy rates (TRIGAL et al., 2013). We estimated that the
right ovary was not only larger in its linear size but also that it reacts more actively
to the superovulatory treatment with gonadotropins. Group 1 RSO were less frequently
determined than Group 1 LSO. According to the size of ovaries after superovulation,
Group 1 RSO donors demonstrated a 1.8 times weaker response to the superovulatory
treatment compared with Group 3 RSO donors. According to the number of CL, Group 1
RSO donors showed a 2.3 times (P<0.05) weaker response to the superovulatory treatment
in comparison with Group 3 RSO donors. Group 1 RSO (smaller than 668.0 mm?) were
found in one third of all the selected donors. Small Group 1 ovaries on both sides signal
a reasonable risk that the donor would demonstrate poor response to the superovulatory
treatment, and yield a small number of embryos. The functional asymmetry needs to be
taken into account for assessment of ovarian condition.

During the cycle of reproduction, follicles are constantly found in the ovaries (SIROIS
and FORTUNE, 1988). The number of well expressed formations - CL and F - in an ovary
depends on the growth of follicles. The population of ovarian F is a permanent formation
present during the entire cycle of reproduction. Research has shown that the size of
an ovary mostly depends on the number and size of F (SIROIS and FORTUNE, 1988).
CUSHMAN et al. (1999) claimed that the ovarian response to the superovulatory treatment
was dependent on the population of small follicles in the ovary.

It has been noted that the smaller the CL, the larger the F (LUTTGENAU etal., 2011). It
has been previously described that the response to gonadotropin superstimulation depends
on the size of F: under the effect of chorionic gonadotropin, functional F (larger than 17.0
mm in diameter) mature and ovulate, whereas atretic F become luteinized (MONNIAUX
etal., 1983). Meanwhile, KOHRAM and POORHAMDOLLAH (2012) found that ovaries with
larger F (9.8 and 10.1 mm), found 4 days before superovulation, demonstrated a more
active response to the superovulatory treatment and produced a larger number of good
quality embryos.

The statistical significance of CL determined before superovulation for the yield
of embryos may be explained as the significance of a physiological marker showing
undisturbed steroid metabolism in cows. There is a high correlation between the diameter
of CL and the plasma progesterone concentration (RIBADU etal., 1994). CL is also a signal
showing that there is no dominating F in the ovaries of a healthy cow.
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Development of F is also affected by high productivity of cows and negative energy
balance (LUCY et al., 1992). According to MAPLETOFT et al. (2002), the response to
the superovulatory treatment depends on the growth of F, which may be controlled with
steroids.

Since it is known that progestogens inhibit the development of dominating F
and stimulate a new wave of follicular growth, which contributes to the response to
gonadotropin superstimulation (BO et al., 1995), only donors that had active CL larger
than 10 mm and smaller than 10 mm F in their ovaries were selected as the donors for
this study.

The size of the RSO and its ovarian formations before the superovulatory treatment
are of special importance for prediction of the efficiency of the superovulatory treatment
and the yield of embryos. For donors with average ovary areas (multiplied length and
width) larger than 1112.0 mm?, well-developed CL in the RSO (at least 10.0 mm in size),
and one F or several F (smaller than 10.0 mm) before superovulation, the chances for
successful superovulatory response are 1.8 times greater by size of the ovaries and 2.3
times (P<0.05) greater by number of CL after the superovulatory treatment, compared
with the RSO smaller than 668.0 mm?

The number embryos recovered from Group 3 RSO donors was 3.6 times (P<0.05)
larger compared with Group 1 RSO donors, and 1.9 times larger compared with Group 2
RSO donors. The donors with Group 3 RSO provided 3.2 times (P<0.05) more transferable
embryos compared with Group 1 RSO donors.
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SAZETAK

Cilj ovog istraZivanja bio je utvrditi povezanost veli¢ine, poloZaja i grade (folikuli F i Zuto tijelo CL)
jajnika prije superovulacijskog postupka te nakon superovulacijskog odgovora i dobivenih embrija. Kod 32
mlijeéne krave u tipu holdtajna, superovulacija je provedena primjenom Pluset® (Laboratorios Calier, S.A.,
Barcelona, Spanjolska). Tijekom 1. dana superovulacijskog postupka i oporavka embrija, jajnici davateljica
bili su pretraZeni ultrazvukom. S obzirom na veli¢inu jajnici su bili podijeljeni u tri skupine. Skupinu 2 ¢inili
su jajnici ¢ija je veli¢ina varirala od 668,0 do 1112,0 mm? (srednja vrijednost, 890,0 mm? + 25 %), skupinu 1
(<668,0 mm?) ¢inili su jajnici s vise od 25 % manjom velicinom od skupine 2, a skupinu 3 jajnici (>1112,0
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mm?) vise od 25 % veci od jajnika skupine 2. Nakon postupka superovulacije, srednja veli¢ina (3147,61 + 106,6
mm?) desnih jajnika (DJ) bila je 27,3 % (P<0,05) veca nego srednja veli¢ina lijevih jajnika (LJ). Neovisno od
polozaja, jajnici su nakon superovulacije bili povecani 3,2 puta, medutim povecanje je kod DJ, osim za skupinu
3, bilo 14 % izrazenije (P>0,05) u usporedbi sa LJ. Najintenzivniji superovulacijski odgovor s obzirom na
veli¢inu jajnika opaZen je u skupini 1: kod DJ povecanje je bilo 5,5, akod LT4,8 puta, ali s obzirom na apsolutne
mjere, najveci porast opaZen je u skupini 3 u kojoj su jajnici s obje strane povecani 2,4 puta. S obzirom na broj
CL, skupina 1 DI davateljica pokazala je 2,3 puta (P<0,05) slabiji superovulacijski odgovor u usporedbi sa
skupinom 3 DJ davateljica. Broj dobivenih embrija (9,8 + 2,2) bio je 3,6 puta (P<0,05) ve¢i medu davateljicama
3 DI skupine prije superovulacije u usporedbi sa davateljicama skupine 1 DJ (2,7 + 0.5). Kod krava skupine
3 DJ, broj prenosivih embrija (6,3 + 0,6) bio je 3,2 puta (P<0,05) veci u usporedbi s kravama davateljicama
skupine 1 DJ (2,0 + 0,3). Zuta tijela u DJ su pokazala signifikantni utjecaj od 85 % (P<0,05) na dobivanje
embrija u usporedbi sa samo 30 % (P<0,05) u LJ.
Kljué¢ne rijeci: davateljice, krave, superovulacijski postupak, superovulacijski odgovor, broj embrija
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SUMMARY

Introduction

Dairy industry is one of the most important branches of agriculture in
Lithuania, having generated, for a number of years, at least one fifth of the
total value of agricultural production in the whole country. Due to
fluctuation of milk purchase prices, many milk producers in Lithuania have
been lately working at a loss, therefore, in order to be competitive in the
common market of the dairy sector, they are compelled to modernise
technologically obsolete farms, improve the breeding value of dairy cows
and increase their productivity.

In the current century owners of the worldwide most productive dairy
herds in Israel, the USA and Canada focus on improvement of breeding
activities rather than on cow feeding and maintaining technologies. Dairy
producers in North America hold that transplantation of embryos is an
integral part of improvement of the breeding value and productivity of
dairy cows. In the US and Canadian breeding herds the highest amount of
heifers are obtained as a result of embryo transplantation procedures.

For a number of years on average 700 000 transferable embryos have
been worldwide collected in vivo yearly. Yet the widely varying and non-
prognosticated effectiveness of superovulation is known to be one of major
factors hindering a still wider application of this expensive technique for
breeding genetically prospective cattle worldwide (Keller, Teepker, 1990;
Kafi, McGowan, 1997). In his article (1984) Donaldson dwelled on the
problem of unpredictability of the effectiveness of superovulation and
stated that, out of 1263 donor cows, in 32.4% of cases no transferable
embryo was recovered, and the share of all good embryos, i.e. the
transferable ones, among all recovered embryos and unfertilised ovocytes
amounted to 45%, on average.

After Tonhati et al. (1999) established that the response of an animal‘s
body to superovulation is not inheritable and cannot be prognosticated
according to previous results of superovulation, attempts were made to
identify other factors that might influence the effectiveness of
superovulation and the yield of transplantable embryos.

European researchers and embryo transplantation experts, being not able
to administer estrogens to the donors for synchronisation of the growth of a
new wave of follicles, attempt at solving the problem of unprognosticated
superovulation response by a stricter selection of donors based on
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unltrasound data oriented at a possibly highest number of follicles before
ovulation (Mapletoft, Bo, 2012). This donor selection technique was
scientifically substantiated in 2004 (Jaiswal et al., 2004; Singh et al., 2004).

However, in research literature insufficient data is available on what
techniques could be used to assess or prognosticate the number of follicles
that will start growing. Therefore, it is important to conduct more scientific
studies in order to identify the basic indices of the ovary functional
condition, which would enable to prognosticate, before ovulation, the
prospective effectiveness of superovulation and the embryo yield.

Although in the past 30 years the yield of transferable embryos increased
from on average 45% (Donaldson (1984)) to 60% (Hussein et al., 2014;
Drillich et al., 2012), embryo transplantation experts and researchers inform
that still at present a larger percentage of unfertilised ovocytes as well as
poor quality, degenerated and untransferable embryos are often recovered
(Garcia Guerra et al., 2012). Thus, identification of embryo quality
improving factors would enable to increase the yield of transferable
embryos.

According to Blondin et al. (2012), ovocyte quality is influenced the
most while it grows and matures in the liquid of the follicle. Hence, in order
to increase their quality, we have to find efficient therapeutic or stimulation
means that would impact ovocytes at this stage of development.

In the search for new, more efficient and natural techniques of treatment
and prevention, discussions have increasingly been focused on the laser, a
tool for light therapy, as a prospective and ecological treatment technique.
Low intensity (up to 1500 mW) lasers (LIL) are most often used as
physiotherapeutic equipment, whose light emitted in the living body is
absorbed by different chematophores, enzymes, pigments, lipids,
dezoxyribonucleinic acids (Chung et al., 2012).

In 1996 Wenbin et al. proved that laser in vitro effect on sperm leads to
fermentation of fructose, intensified cell breathing processes, faster electron
transport, higher consumption of phosphorus and absorption of calcium,
and all these processes enhance the vitality and fertilising power of
spermatozoids (Wenbin et al., 1996). A positive LIL stimulation effect on
the reproduction function of animals was confirmed by facts published in
1915 proving that LIL ray waves with a typically photomodulative effect
may be applied in the stimulation for activation of animals’ sexual cells
(spermatozoids and ovocytes), enhancement of fertilisation and in embryo
production by using in vitro technique (Abdel — Salam, Harith, 2015). As in
literature the amount of data about the effect of LIL radiation on the
reproductive function of animals in vivo is scarce, the issue has to be
explored and, upon receiving a positive result, the impact of such radiation
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on the effectiveness of superovulation in vivo, embryo development, quality
and yield is to be established.

With respect to the above ideas and assumptions, the aim and objectives
of the study were formulated.

Aim and objectives

Aim: to assess the importance of the size of dairy cow ovaries in the
prognostication of superovulation results and the impact of LIL stimulation
in vivo on the reproductive function of cows.

Objectives:

1. To investigate the effect of LIL stimulation in vivo on the indices of
reproduction of dairy cows.

2. To establish the effect of LIL stimulation in vivo on the size of
ovaries after superovulation, yield of corpora lutea (CL), follicles and
embryos.

3. To assess the links between the ovary size, topographical position of
ovaries before superovulation and the result of superovulation.

4. To determine the effect of LIL stimulation on the development and
quality of embryos.

Scientific Innovativeness and Practical Importance of the Research

The undertaken investigation has supported the approach that LIL
stimulation is a promising and ecological technique of treatment and
prevention. It was the first time in Lithuania and worldwide that the effect
of LIL stimulation in vivo on the reproductive function of dairy cattle was
assessed and its favourable effect on the effectiveness of superovulation and
yield of transferable embryos was proved. The innovative method for the
prognostication of the effectiveness of superovulation and embryo yield
according to ovary size before superovulation will allow embryo transfer
experts to reduce non-prognosticability of superovulation.

All this will bring about a huge practical economic benefit, as with
decrease in non-prognosticability of superovulation and increase in the yield
of transferable embryos, the costs of embryo transplantation will be
markedly cut back, therefore this method will be more intensely and widely
applied worldwide as an advanced, rapid and economical technique of
breeding productive cattle.
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Methods employed in the study

This research study was performed from 2008 to 2015 at the Department
of Anatomy and Physiology and the Animal Reproduction Laboratory of the
Department of Non-communicable Diseases, at the Veterinary Academy of
the Lithuanian University of Health Sciences. The study was conducted in
two stages, two experiments were carried out.

During the first stage of research that lasted from 2008 to 2012 the first
experiment was carried out to investigate in vivo the effect of LIL
stimulation on reproduction indices of cows. The experiment was carried
out at an agricultural company that kept 700 dairy cows. Lithuanian, Danish
and German black white cows were investigated; they were 4 to 8 years old,
of 2-6 lactations (n=270), the average productivity over the last lactation
having been 6850 kg.

As during the experiment reproduction indices of cows that underwent
LIL stimulation were compared to those of cows of the control group, a
positive effect of LIL stimulation on the reproductive function of dairy cows
was established, therefore research into the effect of LIL stimulation
proceeded to the next stage.

During the second stage of research that lasted from 2013 to 2015
investigation of the effectiveness of superovulation and quality of embryos
was performed in a breeding dairy herd of 400 black white Lithuanian cows.
During the experiment clinically healthy Lithuanian black white cows were
investigated, they were 4 to 6 years old, of 2-4 lactations (n=64) that had
calved 75-90 days ago, whose average productivity over the last lactation
had been 9500-10500 kg.

In the course of both stages of research cows were unrestrained, kept in
cold cowsheds, and could drink from automatic dispensing facilities.
Feeding was regular and did not change all year round, they were fed mixed
fodder, chosen in respect of the physiological condition of the cows,
dispensed from automatic tractor dispensers.

During the experiment links were established between the ovary size, the
topographical position of ovaries before the onset of superovulation and the
results of superovulation, and the effect of LIL stimulation on the
effectiveness of superovulation, embryo quality and yield were assessed.

A schematic representation of the first and the second stages of research
is provided in Fig. 1.
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[ STAGES OF RESEARCH ]

/ Stage 1 (n=270) \

Lithuanian, Danish, German black
white cows of 2-6 lactations;

rectic temperature >38.9°C 2 days

after calving;
average productivity over lactation :
6850 kg.
Group 1 (n=95) treated with
antibiotics

Group 2 (n=55) stimulated with laser
Group 3 (n=65) treated with

antibiotics and stimulated with laser
Group 4 (n=55) control group.

/ Experiment 1 \

Investigation of LIL stimulation
effect according to reproduction
indices of dairy cows:

o the time of first insemination;
e service period;

e index of impregnation after first
insemination;

e insemination index;
e calving — impregnation period;
e calving capacity index;

e index of rejection as defective

K due to infertility.

!

Stage 2 (n=64)

Lithuanian black white cows of 2-4
lactations;

having calved 75-90 days ago;

average productivity over lactation : 9500—
10500 kg;

without functional reproductive disorders;

with yellow body present (>10 mm), and no
follicles (>10 mm) in ovaries.

Group 1 (study group) (n=32) LIL
stimulated during superovulation;

Group 2 (control group) (n=32)
superovulation without LIL stimulation.

/ Experiment 2 \

1. Assessment of the effectiveness
of superovulation according to :

« difference in ovary size
before/after superovulation;
o amount of follicles, yellow
bodies after superovulation;
e embryo yield.

2. Assessment of embryo
development, quality.

N /

\ 4

Assessment of the effect of LIL stimulation on the reproductive

function of cows and the prognostic value of ovary size for

superovulation results

Fig. 1. Schematic representation of experiments carried out in the first and

second stages of research
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Methods Employed in the Experimenatin the First Stage of Research

Cows selected for the experiment had not had dystocia during calving
and had a temperature higher than 38.9°C on the second day after calving.

Four study and control groups of cows were formed:

Group 1 — control positive group, treated with antibiotics (n=95);

Group 2 — study group stimulated with LIL (n=55);

Group 3 — study group treated with antibiotics and stimulated with LIL
(n=65);

Group 4 — control negative group (n=55).

Assessment of the effect of LIL stimulation on the reproductive
function of cows

Cows assigned to the control positive group and group 3 were given
intramuscular injection of 12 ml Excenel RTU (ceftiofur hydrochloride 50
mg/ml) on three consecutive days 2 to 4 days after calving. In cows of study
groups 2 and 3 LIL stimulation of uterus and ovaries was performed by
using laser equipment Laser STP—99 (country of origin — Russia), with 870—
970 nm emitted light wavelength, 65,93 J/cm? power of radiation, 20 to
2000 Hz frequency range, about 1 sec. pulse duration. Stimulation was
performed on 10 consecutive days from day 2 to day 11 after calving, once a
day for 3minutes, slowly altering the position of LIL equipment, stimulating
the area of 40x50 cm (2000 cm?) of the sacral region, 5 cm away from the
skin surface. Cows in the control negative group got intramuscular injection
of 12 ml physiological 0.9 % sodium chloride solution on day 2 to 4 after
calving.

In the study groups and control groups the method applied for metritis
prevention is provided in Table 1.
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Table 1. Methods employed for prevention of metritis in study cows and
control cows

Grou Number of
No P Group definition | studied cows | Method for prevention of metritis
' (n)
1 Control positive 95 Excenel RTU 12 ml once a day, on 3
group consecutive days
LIL stimulation for 3 minutes once a
2 Study group 55 day, on 10 consecutive days
Excenel RTU 12 ml once a day, on 3
consecutive days;
3 Study group 65 LIL stimulation for 3 minutes once a
day, on 10 consecutive days
Control neqative Physiological 0.9 % sodium chloride
4 rou 9 55 solution 12 ml once a day, on 3
group consecutive days

All experimental cows that had symptoms of clinical metritis on day 10—
15 after calving were treated with preparations containing different
antiseptic and antibacterial active substances. Veterinary preparations were
injected once a day, every 7 days, and each time preparations containing
different active substances were used. Cows with clinical metritis
additionally received intramuscular injections of oestrophan and oxyton
between injections of antiseptic and antibacterial preparations. Treatment
lasted till uterus tonus recovered and purulent discharge from uterus
stopped.

During the experiment the duration of metritis treatment (time from
appearance of the first signs of metritis to disappearance of clinical
symptoms) was recorded.

In the study and control groups the reproductive function of cows was
evaluated according to reproduction indices fixed in software for herd
management DairyPlan C21 (country of origin — Germany). Table 2
provides indices of reproduction and assessed values thereof.
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Table 2. Indices of reproduction and values thereof

No. Reproduction indices Units Values of reproduction indices
1. | First time of insemination Days Tlme _per'lod from calving to_first
insemination
. . Time period from first insemination to
2. | Service period Days impregnation
3 Index of impregnation % Amount of impregnated cows after

after first insemination first insemination
Number of inseminations in one

4. | Insemination index Times : .
calving capacity
Calving — impregnation Time period from calving to
5. : Days . :
period impregnation
6. | Calving capacity index % Amount of cows with calving capacity
7 Index of rejection due to % Amount of cows rejected due to

infertility infertility

Methods Employed in the Experiment at the Second Stage of Research

The study cows (n=32) and control cows (n=32) were selected for the
experiment after ultrasound testing of their uterus and ovaries. Ovaries were
investigated by using ultrasound scanner Digital Diagnostic Ultrasound
Devices (model — HG 9300) manufactured by Caresono Technology Co.,
China, Ltd., at 7 Mhz frequency, by using a linear rectic transformer.

Ultrasound testing was used to confirm that involution of uterus had
completed, there was no inflammatory liquid in uterus, there were no cysts
or any other pathology in ovaries and no commissures or inflammatory
processes in fallopian tubes. Only clinically healthy cows were selected for
the experiment, those that had no functional reproductive disorders, whose
ovaries contained no CL bigger than 10 mm and no follicles bigger than 10
mm.

Ultrasound testing was used to measure ovary width, length and the
amount of derivatives (CL and follicles), The size (area) of ovaries was
assessed by multiplying width by length, thus the average sizes of ovaries of
the study cows and the control cows before superovulation was calculated.

With reference to the average prevailing right ovary size (987.63 mm?),
all cows of the study and control groups were assigned to 3 groups (Table
3).

160



Table 3. Groups of cows according to the prevailing right ovary size before
superovulation

Group of cows Right ovary size before superovulation
(mm?)

1 <7410

(cows with small ovaries) (987.63 mm? - 25 %)

2 741.0-1235.0

(cows with ovaries of average size) (987.63 mm?+ 25 %)
3 >1235.0

(cows with big ovaries) (987.63 mm? + 25 %)

Methods employed to cause superovulation without LIL stimulation

In the control groups superovulation without LIL stimulation in cows
(n=32) was caused by preparation PLUSET (Laboratorios Calier, S.A.,
Barcelona, Spain) obtained from pig‘s hypophysis containing a hormone
that stimulates follicles (FSH) and a luteinising hormone (LH) at the ratio
1:1.

Superovulation was induced according to the superovulatory treatment
protocol (Lafria et al., 2002; Seidel et al., 2003) provided in Table 4, with
no regard to the phase of the sexual cycle of cows.

One millilitre of the preparation contained 35 VV FSH and LH. The total
dose pf preparation PLUSET amounted to 700 VV FSH and LH per one
investigated cow.

After 168 hours following the first insemination (on day 18-19 according
to the superovulation protocol) embryos were recovered nonsurgically. The
superovulatory treatment protocol is provided in Table 4.
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Table 4. Superovulatory treatment of donors

No | Days of superovulation Procedures performed
Introduction of intravaginal implant CIDR
1. Day 1 _
containing 1.38 g of progesterone
2 Day 6 Morning I.m. injection of 4 ml of Pluset 140 1U
' Evening I.m. injection of 4 ml of Pluset 140 1U
3 Day 7 Morning I.m. injection of 3 ml of Pluset 105 IU
' Evening I.m. injection of 3 ml of Pluset 105 IU
I.m. injection of:
Morning - 2 ml of Cloprostenol
n Day 8 -2 rn_l pf Rluset 70 18]
I.m. injection of:
Evening - 2 ml of Cloprostenol
- 2 ml of Pluset 70 1U
Morning - removal of intravaginal implant CIDR
5. Day 9 - i.m. injection of 1 ml of Pluset 35 IU
Evening I.m. injection of 1 ml of Pluset 35 IU
6. Days 10-11 Artificial insemination
7. Day 18 Embryo recovery

Methods employed to cause superovulation by LIL stimulation

Superovulation by LIL stimulation was caused in cows of the study
groups (n=32) with reference to the superovulatory treatment protocol (See
Table 4), and embryos were recovered nonsurgically.

When inducing superovulation, cows of the study groups were
additionally subjected to ovary stimulation by using laser equipment Laser
STP-99, with 870-970 nm emitted light wavelength, 65.93 J/cm? radiation
power, frequency range from 20 to 2000 Hz, about 1 sec. pulse duration.

LIL stimulation of the ovaries of study cows in vivo was started from the
first day of superovulatory treatment by 3 minutes of stimulation once a day,
on 10 days consecutive days. Stimulation was performed by slowly altering
the position of the equipment stimulating the area of 40x50 cm (2000 cm?)
of the sacral region, 5 cm away from the skin surface. Final LIL stimulation
was performed at estrus one hour after insemination.

Asessment of the effectiveness of superovulation
The effectiveness of superovulation in the study groups and control
groups was assessed on day 18-19 of the superovulation protocol (See

Table 4) during embryo recovery in order to establish:
— LIL stimulation in vivo effect on superovulation;
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— links between ovary size, topographical position of ovaries before

superovulation and superovulation results.

Investigation of the effect of LIL stimulation on the effectiveness of
superovulation was performed by analyzing and comparing in between
indices of superovulation effectiveness of cows in the study groups and
those in the control groups:

1. Difference in ovary size before/after superovulation;

2. Number of follicles and yellow bodies after superovulation;

3. Embryo yield.

Assessment of embryo development, quality and yield

The impact of LIL stimulation on the development, quality and yield of
embryos in the study groups and the control groups was assessed on day 18-
19 of superovulation protocol during recovery of embryos.

The quality of recovered embryos was assessed basing on the embryo
quality assessment technique suggested by Bé6 and Mapletoft (2013),
whereby embryos were classified according to a system of digital codes in
respect of the stage of development (stage 1 to 9) and quality (class 1 to 4).
Assessment of the quality of cattle embryos was carried out by using 45x
factor stereo microscope (Stereo-zoom microscope, with phototube, factor
7x—45x, Minitube, Germany).

Statistical Assessment of Data

Data of experiments of studies were analyzed by using SPSS software
(SPSS for Windows 15, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Results were held
statistically significant at p<0.05.

For data analysis, descriptive and multifactor statistics (ANOVA) and
Spearman correlative matrix were used. Arithmetic means of quantitative
variables (x), errors of arithmetic means (mx) and squared deviations from
the mean (o) were calculated. Student‘s test was used to establish statistical
significance (p) of arithmetic means of quantitative variables (Juozaitiené,
Kerziene, 2001).

Results
The effects of LIL stimulation on the reproductive function in cows

The greatest number of cows with metritis (over 65 %) was identified in
negative control group IV and the smallest number in experimental group I11
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of cows treated with antibiotics and stimulated with LIL (58.4 %). Yet the
obtained results showed that the difference of metritis incidence between the
experimental and control cows was statistically insignificant (p=0.705).

The shortest average curing time of cows with metritis was determined in
group |11 of cows treated with antibiotics and stimulated with LIL. It was by
62.6 % (p=0.05) shorter than in negative control group IV, by 13.8 %
shorter than in positive control group | and by 57.7 % (p=0.05) shorter than
in experimental group 1.

Analysis of reproductive indices of experimental and control cows

The average period between calving and the first conception was longest
in positive control group | and in negative control group IV. The shortest
period was in experimental group Ill: on the average by 34.7 % (16 days)
shorter than in negative control group IV and by 36.9 % (17 days) shorter
((p=0.05) than in negative control group I.

A positive effect of LIL stimulation was determined by comparison of
service periods of cows in control and experimental groups. The most
marked effect of LIL stimulation according to the service period was
established in experimental group Ill. The average service period in this
group of cows was respectively by 44.4 % (18.9 days) (p=0.05) and 41.3 %
(17.6 days) (p=0.05) shorter than in negative control group IV and positive
control group | and by 10.8 % (4.6 days) (p=0.05) shorter than in
experimental group I1.

The index of first conception in positive control group | and experimental
group Il was uniform. It was by 9.5 % (p=0.05) higher than in negative
control group 1V but by 10.9 % (p=0.05) lower tan in experimental group
I11. The most marked effect of LIL stimulation on the indices of conception
after first insemination was established by comparison of the data from
experimental group Il and negative control group IV. This index in
experimental group I11 even was by 21.4 % (p=0.05) higher than in negative
control group of cows.

Stimulation with LIL had a positive yet statistically unreliable effect on
the insemination index. In both experimental groups of cows, the
insemination index was lower than in negative control group IV and positive
control group I. The strongest positive effect of LIL stimulation according
to the insemination index was observed in experimental group IlI. In
comparison with control negative group 1V and control positive group I, the
insemination index in experimental group Il was lower by 30 % (p>0.05)
and 20 % (p=0.05) respectively.
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A statistically significant effect of stimulation with LIL was established
for the calving-conception period, which was almost equal in both control
groups of cows but considerably longer than in experimental groups Il and
I. The strongest positive effect of stimulation with LIL was established in
experimental group 111 where the service period was by 34.17 % (31.4 days,
p<0.05) shorter than in positive control group | and by 34.39 % (31.6 days,
p<0.05) shorter than in control negative group IV.

The biggest number of cows with an optimal 80-100-days service period
was established in experimental group Ill. In this group not a single case of
service period longer than 160 days was established. The smallest number
of cows with service period shorter than 100 days was established in control
negative group 1V.

The calving indices in the experimental and control groups of cows were
almost equal (the difference accounted for 3 %). During the trial, no
statistically significant correlation (p=0.904) between the calving index of
experimental and control groups of cows was established.

The index of culling due to reproductive disorders (which appeared after
the last calving) was highest in negative control group IV. During the
experiment, the smallest number of cows to be culled due to reproductive
disorders was in experimental group Ill. Yet no statistically significant
correlation (p=0.701) between the experimental and control groups of cows
and culling index due to low reproductive performance was established.

Analysis of of the data from experimental and control groups of cows
also showed a positive effect of stimulation with LIL. In comparison with
control negative group 1V, the cows of both experimental groups
preventively stimulated with LIL had fewer cases of mastitis, uterine atony
and digestive disorders: by 21.1 % (p<0.05) fewer in experimental group 11
and by 27.5 % (p<0.05) fewer in experimental group I1I.

Efficiency of superovulation according to the size of ovary before and
after superovulation

The average size of the left-side ovaries in experimental (stimulated with
LIL during superovulation) and control (superovulation induced without
LIL stimulation) cows before superovulation was by 24.7 % (p<0.05)
smaller than the average size of the right-side ovaries.

The average size of the right-side ovaries before superovulation was by
22.8 % (p<0.05) bigger in experimental cows and by 26.6 % (p<0.05)
bigger in control cows than the average size of left-side ovaries in
experimental and control cows.

165



The ovarian asymmetry in experimental and control groups of cows
persisted after superovulation. The average size of right ovaries of
experimental cows after superovulation was by 21.4 % (p<0.001) bigger
than the average size of left ovaries whereas the difference between the right
and left ovaries in control cows was by 6 % more marked and accounted for
27.3 % (p<0.01). Irrespective of the topographic position, the size of the
ovaries of experimental cows after superovulation increased by 2.9
(p<0.001) times on the average. The response of the ovaries of control cows
to superovulation was by 16.5 % more intensive; they increased by 3.2
times on the average (p<0.001).

The enlargement response of the right ovaries of cows from group IlI,
who most intensively responded to superovulation, was by 91.8 %
(p<0.001) stronger than the enlargement response of the left ovaries of cows
from control group I1, whose response to superovulation was weakest.

Comparison of ovary responses to superovulation in experimental and
control groups of cows according to the size (mm?) of ovaries before and
after superovulation showed that the response of the ovaries of control cows
was by 16.5 % (p<0.001) stronger.

It was determined that the size of ovaries of experimental and control
cows before superovulation strongly and statistically significantly correlate
with the size of ovaries after superovulation. The size of the right ovaries of
experimental and control cows before superovulation is by 3.2 % (p<0.01)
and 4.7 % (p<0.01) more strongly correlated with the size of the right
ovaries of experimental and control cows than with the left ones after
superovulation.

The efficiency of superovulation according to the number of follicles
and CL after superovulation

After superovulation, the average number of follicles in the left ovary by
20.12 % (p<0.05) exceeded the average number of follicles in the right
ovary of experimental cows and was by 26.29 % (p<0.05) smaller than the
average number of follicles in the right ovary of control cows.

In the experimental groups of cows, the number of follicles was on the
average by 12.1 % (p>0.05) smaller than in the control groups.

The statistical correlations between the size of experimental and control
cow ovaries before superovulation and the number of follicles after
superovulation were weak. The bigger is the size of of the left or right
ovaries of experimental and control cows before superovulation the greater
is the number of follicles in the left and the smaller is the number in the

166



right ovary after superovulation. This trend in the group of control cows is
statistically reliable.

The average number of CL in the right ovaries of experimental and
control cows after superovulation exceeded the average number of CL in the
left ovaries by 60 % (p<0.001) in the experimental groups and by 44.5 %
(p<0.01) in the control groups respectively. After superovulation, the
average number of CL in the right ovaries of experimental and control cows
exceeded the average number of CL in the left ovaries. A trend was
established that the bigger is the right ovary before superovulation the
greater will be the number of CL in it after superovulation (Table 1).

Table 5. The number of CL in the left and right ovaries of experimental and
control groups of cows after superovulation

G Experimental cows Control cows
roups Left ovary Right ovary Left ovary Right ovary
of cows
X+ My, o X+ My o X+ My o X My o
gr‘i“p 4.29+0.512 5.930.80 3.5040.231 4.00+0.48°
1.90 3.00 0.80 1.65
grﬂ“p 3.830.78P 7.33+0.439 3.54+0,72% 6.00-£0.54°
2.69 1.50 2.60 1.96
grﬁfp 6.50-£0.76° 10.17+1.25" 5.7140.61' 8,43+1,23"
1.87 3.06 1.60 3.26
Average | 4-33%0.429 7.25+0.521 4,00+0,36™ 5.78+0.48°
g 2.37 2.92 2.05 271
Average 5.89+0.37¢ 4.89+0.32"
per cow 2.97 2.55

(p<0.001) — d:i; (p<0.01) — m:s, b:g, j:I; (p<0.05) — k:p, c:h, i:s, o:p, o:r, ki, a:c, f:h, b:c,
e:n

It was determined that the size of the left and right ovaries of
experimental and control cows before and after superovulation moderately
and statistically significantly correlated with the number of CL after
superovulation in the right ovaries of experimental cows and in the left and
right ovaries of control cows.

The efficiency of superovulation according to the embryo yield
The greatest number of embryos was flushed from cows with the biggest

ovaries before superovulation from experimental group Il and control
group. The average number of flushed embryos suitable for transfer in
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experimental group Il was respectively by 61.7 % (p<0.001) and 47.4 %
(p>0.05) greater than in experimental group Il and by 194.8 % (p<0.001)
and 150.9 % (p<0.01) greater than in experimental group |.

The number of embryos flushed from experimental cows exceeded the
number of flushed embryos from control cows by 29 % (p<0.05) on the
average and the number of embryos suitable for transfer also was by 15.9 %
(p>0.05) greater. In all cases, the number of flushed and suitable for transfer
embryos was greater in the experimental groups of cows than in the control
groups (Table 6).

Table 6. The average number of flushed and suitable for transfer embryos
from experimental and control cows

Experimental cows Control cows
Groups N?ITS?]ee:jOf Embryos suitable N?ITS?]eerdof Embryos suitable
of cows embryos for transfer embryos for transfer
X T My 6 X+ My o X+ My o X My o

gr‘i“p 4.0740.252 2.79+0.32¢ 2.67+0.36 2.00£0.44m
0.92 1.19 1.23 1.54

group 7.42+0.29° 4.75+0.68" 5.23+0.38] 3.92+0.55"
1 1.00 2.34 1.36 1.98

group 12.0+0.68¢ 7.00+0.869 9.86+0.34K 6.29+0.71°
11 1.67 2.10 0.90 1.89

Av 6.81+0.56¢ 4.31+0.42" 5.28+0.52! 3.72+0.42P
g 3.15 2.40 2.96 2.39

(p<0.001) —d:h; i:j, ik, j:k, m:o, a:b, a:c, b:c; (p<0.01) — k:o, a:e, b:f, c:g, e:g;
(p<0.05) — e:p, d:I, m:n, n:o, e:f.

The size of the right and left ovaries in experimental and control cows
before superovulation strongly and statistically significantly correlated with
the number of flushed embryos from experimental cows and flushed and
suitable for transfer embryos from control cows after superovulation.
Meanwhile, the statistical correlation between the experimental cows and
the number of embryos suitable for transfer is moderate and statistically
significant.

Embryo development stages and quality
The greatest number of embryos flushed from experimental and control
groups of cows were compact morula stage embryos. The smallest number

of flushed embryos from experimental cows were unfertilized oocytes and
the smallest number of flushed embryos from control cows were of
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blastocyst stage. The fact that fewer compact morulae and a greater number
of early blastocysts and blastocyst stage embryos were flushed from
experimental groups of cows than from control groups of cows indicates
that ovary stimulation with LIL during superovulation synchronizes (puts
forward and equalizes) the oocyte maturation and ovulation process.

The average numbers of embryos of different development stages in
experimental and control groups of cows on the 7" day after insemination
are given in Table 7.

Table 7. The average number of embryos of different development stages
from experimental and control cows on the 7"" day after insemination
Embryo development stages

Unfertilized Early
Groups Compact morula Blastocyst
oocyte blastocyst
of cows
i;imxya i;imx'o- i;imx'O- i;imxyo-
T K T K T K T K

0.50* | 0.42° 1.21" | 1.50m 1.57" | 0.67 0.793¢ | 0.08%
I +0.14 | £0.19 | £0.19 | £0.29 +0.29 | £0.26 +0.26 | £0.08
0.52 0.67 0.70 | 1.00 1.09 0.89 0.97 0.29

1.08° 0.77f 2.50) 2.08" 2.50° 1.54Y 1.33% | 0.85%
I +0.19 | £0.26 | +0.51 +0.33 | £0.36 | £0.22 | +0.40 | £0.41
0.67 0.93 1.78 1.19 1.24 0.78 1.37 1.46
2.17° 2.009 5.00k 3.71° 3.00° 2.577 1.831 | 1.57%
11 +0.60 | £0.62 | £0.52 +0.52 | £0.63 | +0.48 | +0.40 | £0.30
1.47 1.63 1.26 1.38 1.55 1.27 0.98 0.79
1.03¢ | 0.91 2.41 2.22° 2.19¢ 1.44% 1.199 | 0.72M
Avg. +0.18 | £0.21 | £0.33 +0.25 | £0.24 | +0.21 | +0.21 | £0.20
1.00 1.17 1.88 1.41 1.33 1.16 1.18 1.14

(p<0.001) — p:h1, d:l, d:t, h:p, i:k; (p<0.01) —e:d1, j:k, m:o, u:z, I:t, t:d1, el:g1;
(p<0.05) — z:hl, t:7, r:u, al:el, siv, a:b, a:c, i:j, al:cl, e:g, n:o, p:Z, u:v
T — Experimental cows; K — Control cows

The majority of embryos flushed from experimental and control cows
were of grade 2 (satisfactory). A positive effect of stimulation with LIL is
observable by comparison of the number of highest (grade 1) and lowest
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(grade 4; unfertilized and degenerated oocytes) quality embryos flushed
from experimental and control cows.

A manifest effect of stimulation with LIL is obvious from comparison of
the average numbers of grade 1 embryos flushed from experimental and
control groups of cows. The embryos of grade 1 quality from experimental
groups Il and | exceeded the number of this kind of embryos from
analogous control groups by 158.0 % (p>0.05) and 92.6 % (p<0.05)
respectively (Table 8).

Table 8. The average number of embryos of different quality grades from
experimental and control groups of cows

Quality grades of embryos
Groups Grade 1 Grade 2 Grade 3 ((sd::z(cjjeo?
of Cows (excellent) (satisfactory) (bad) degenerated)
X; My o X; X My.o X; X My.o X; My o
T K T K T K T K
1.14% | 0.50¢ 1.649 | 1.50 0.79 0.25 0.50" 0.42'
I +0.23 | £0.23 | £0.17 | £0.31 +0.26 | +0.13 | £0.14 | +0.19
0.86 0.80 0.63 | 1.09 0.97 0.45 0.52 0.67
2.08> | 1.08° 2.67 2.85) 1.58 0.54 1.08° 0.77
1 +0.34 | £0.26 | +0.48 +0.41 | £0.48 | £0.27 | +0.19 | +0.26
1.16 0.95 1.67 1.46 1.68 0.97 0.67 0.93
2.50¢ | 2577 | 4.50" 3.71K 2.83 1.57 2177 | 2.00°
i +0.22 | +0.57 | +0.89 +0.29 | £1.08 | +0.57 | +0.60 | +0.62
0.55 1.51 2.17 0.76 2.64 151 1.47 1.63
1.75 1.19 2.56 2.53 1.47" 0.66™ 1.03 0.91
Avg. +0.19 | +0.23 | +0.31 +0.26 | £0.31 | +0.19 | +0.18 | +0.21
1.08 1.28 1.74 1.46 1.76 1.07 1.00 1.17

(p<0.001) — a:c; (p<0.01) — d:f; (p<0.05) — I:m, b:e, r:s, i:j, i:k, e:f, n:0, n:p, g:h, a:b;
T — Experimental cows; K — Control cows

Discussion

The time after calving (pp — post partum) has a direct and long-term
impact on cows‘ health. Calving is a complex physiological process in cows
during which neuroendocrine system, metabolism and physiology of
reproductive organs are strongly affected. At this time, the regulatory and
resistance systems in cows can be easily disrupted. This is why after calving
cows develop metabolic diseases or inflammation of the mammary gland or
uterus (metritis). After calving, the latter disease occurs in 25-83.3 % of
cows. In the Lithuanian farms, the prevalence of metritis in cows is 11 %
and in some large farms even 33.2-48.6 % (Spakauskas et al., 2005). The
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probability of developing metritis depends on the immune response of cows
to microorganisms and species and number of bacteria associated with
metritis.

It was determined that temperature higher than +39°C in the early pp
stage is indicative of inflammation of the uterus (Palenik et al., 2009).
Therefore, a common practice is to apply antibiotic therapy to cows with
temperature exceeding +39°C as a preventive measure in the early days pp.
Kristula and colleagues (2001) suggest that during the 10 days of the early
pp period the temperature in healthy cows does not exceed +38.9°C. A
higher rectal temperature caused by metritis usually is observed on the 39—
6" days pp (Benzaquen et al., 2007).

Strengthening of the immune system is the most promising preventive
method against uteral diseases. In the light of recently popular ecological
approach, efforts are put to find more efficient ecological therapy methods
including the light therapy. Treatment with laser is based on the exposure of
biological objects to light emitted by high and low intensity lasers (Calin,
Coman, 2011). Depending on the wavelength, the energy generated by
lasers penetrates the exposed tissue at a different depth. The prophylactic
use laser in metritis therapy is associated with Zhevago and her colleagues’
(2006) observations that light can be a useful therapeutic method to regulate
the cell immunity.

The results obtained during the present investigation support the findings
of other authors about the positive LIL stimulation effect on immune
system. In our opinion, namely the groups of cows stimulated with LIL
stimulation and treated with antibiotics had respectively by 21.1 % (p<0.05)
and 27.5 % (p<0.05) fewer cows who developed diseases of reproductive
organs and digestive tract in the pp period than the control groups.

It was previously established that laser light has a bactericidal effect
(Zilaitis et al., 2006) yet we failed to confirm this assumption. In our study,
stimulation of the uterus and ovaries with LIL stimulation in vivo had no
significant therapeutic effect. The period of recovery of cows with metritis
stimulated with LIL was only by 0.6 days shorter than that of intact cows.
Yet our study proved a synergic effect of stimulation with LIL and
antibiotic therapy: the recovery period of cows treated with antibiotic and
stimulated with LIL was by 1.7 days (13.8 %, p<0.05) shorter than that of
cows treated with antibiotics alone.

It was observed that the service period of cows prophylactically
stimulated with LIL or treated in combination with LIL stimulation and
antibiotics was considerably shorter than that of cows who received no
treatment of were treated with antibiotics alone. The most obvious positive
effect of stimulation with LIL was established by comparison of the length
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of calving—conception period in experimental and control cows. This index
is an objective indicator of the reproduction status of cows (Kuhn et al.,
2004) and can be regarded as one of the main indices revealing the
reproduction performance in cows.

The obtained results showed that the calving—conception period in cows
treated with antibiotics and stimulated with LIL was by 31.4 days (34.17 %,
(p<0.05) shorter than that of cows who received antibiotic treatment alone
and by 31.6 days (34.39 %, (p<0.05) shorter than that of cows who received
no prophylactic treatment.

Stimulation with LIL statistically significantly shortened the period
between the calving and the first insemination. In cows treated with
antibiotics and stimulated with LIL it was by 17 days (36.9 % (p<0.05)
shorter than in cows who received antibiotic treatment alone.

Based on the obtained results, we may conclude that prophylactic
stimulation of cows with LIL in the early pp period had a positive effect on
the regeneration of the ovary function and oocyte maturation and has
economic worth. Stimulation with LIL can be used as an effective
physiotherapeutic method for optimization of the treatment of pp
complications.

It was observed that the calving-conception period in most of the cows
stimulated with LIL and treated with antibiotics ranged between 8 and 100
days. In this group, service period of not a single cow exceeded 160 days.
Meanwhile, the service period of some cows not stimulated with LIL even
reached 300 days. This is a good proof of the universality of LIL
stimulation. This physiotherapeutic method is applicable in prophylactic
treatment of cows with metritis irrespective of their age and productivity
status.

In general, the obtained results confirm that superovulation is the more
effective the greater is the number of germinal cells and follicles of different
stages of development before superovulation.

Our data show that there is a strong correlation between the size of
ovaries (left ovary r=0.843, p<0.05, right ovary r=0.916, p<0.05) before and
after superovulation. Thus, we may assume that the number of follicles,
predetermining the size of ovaries before superovulation, can be regarded as
one of the indicators of superovulation efficiency.

Determining the number of small follicles with the aid of ultrasound test
IS not an easy task. Measuring the size of ovaries is a by far simpler task
bearing in mind that the number of antral follicles in an individual is a
constant. The knowledge of the correlation between the size of cow ovary
and its response to superovulation allows regarding the size of ovaries as a
presumptive indicator of donor compatibility. Our investigation showed that
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the size of ovary before superovulation not only affects the size of ovary
after superovulation but also the number of ovarian functional formations.
The obtained moderate statistical correlation between the size of ovaries and
the number of CL demonstrates the relationship between these indices.

On the day of embryo retrieval, CL is identified in the area of ovulated
follicles. According to our data, the number of CL after superovulation will
be greater in the bigger ovary before superovulation. This is in line with the
observations that the response to ovary stimulation with gonadotropins, i.e.
the efficiency of superovulation, depends on the number of antral follicles
(thus on the size of ovaries) (Cushman et al., 1999).

We determined that cows with the smallest ovaries before superovulation
most intensively responded to superovulation. Their ovaries after
superovulation enlarged 4-5-fold. Yet in terms of the absolute size, the
biggest before superovulation ovaries of cows in group Il enlarged most.
Analysis of obtained data showed that ovaries of cows not stimulated with
LIL enlarged on the average by 3.2 times (p<0.05). It should be pointed out
that after superovulation the ovaries of cows stimulated by LIL enlarged by
2.9 times (p<0.05), i.e. the enlargement was by 16.5 % (p<0.05) smaller
than in not stimulated cows. We assume that after superovulation the
smaller ovaries of stimulated cows are indicative of synchronization of
oocyte maturation and ovulation by stimulation with LIL. In the group of
cows stimulated with LIL, the number of follicles after superovulation was
by 12. % (p<0.05) lower and the number of CL was by 20.5 % (p<0.05)
higher than in the group of not stimulated cows.

According to our data, there is a moderate statistical correlation between
the number of CL and the size of ovary before superovulation. As was
pointed out above, the response to superovulation can be predicted
according to the size of ovaries before superovulation. We may assume that
there are more factors affecting ovarian response to stimulation with
gonadotropins. Some authors have reported that no statistically reliable
correlation between the number of follicles (and. according to our
assumption, the size of ovaries) before superovulation and the yield of CL
and embryos has been established (Fernandes et al., 2002).

Yet according to our data, the size of the left (r=0.810, p<0.05) and right
(r=0.871, p<0.05) ovaries before superovulation statistically strongly
correlates with the number of flushed embryos. Many authors have reported
that the number of 3-6 mm follicles before superovulation correlate with the
response to superovulation (Romero et al., 1991, Kawamata, 1994). The
common opinion that the bigger ovaries before superovulation predetermine
the greater yield of embryos suitable for transfer is supported by the results
of our investigation.
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We also established a strong and statistically reliable correlation between
the size of left and right ovaries before superovulation (left ovary r=0.701,
p<0.05, left ovary r=0.712, p<0.05) and the number of embryos suitable for
transfer. It was determined that the bigger is the ovary before superovulation
the bigger will be the number of embryos suitable for transfer. During our
experiment, the number of embryos flushed from the cows with the biggest
ovaries before superovulation was by 3.7 times (p<0.05) and the number of
embryos suitable for transfer by 3.1 times (p<0.05) greater than from cows
with the smallest ovaries of group I. It was determined that the yield of
embryos is considerably augmented by stimulation of ovaries with LIL
during superovulation. In the group of cows stimulated with LIL the number
of flushed embryos was on the average by 29 % (p<0.05) higher and the
number of embryos suitable for transfer was on the average by 15.9 %
(p>0.05) higher than in the groups of cows not stimulated with LIL.

According to our findings, the ovarian response to superovulation
depends on the topographic position of ovaries. Many reporters have
pointed out the functional asymmetry of reproductive organs. Based on our
data, the right ovary is bigger and its response to superovulation was
stronger than that of the left ovary. The asymmetry of ovaries established
before superovulation (right ovaries are on the average by 24.7 % (p<0.05)
bigger) persisted after superovulation. The right ovaries were on the average
by 21.4 % (p<0.05) bigger in cows stimulated with LIL and by 27.3 %
(p<0.05) bigger in the groups of not stimulated cows.

The obtained results are in agreement with the data of other authors who
state that the right ovaries usually are not only bigger in size but also more
active (Pierson, Ginther, 1987). According to our data, the right ovaries had
on the average by 26.29 % (p<0.05) more follicles and on the average by
44.5 % (p<0.05) more CL.

It is a common case in embryo transfer that after superovulation the
quality and development stage of flushed embryos vary. According to
development stages, the viable embryos usually differ by 24-48 hours. Yet
their compatibility strongly depends on their quality (Lindner, Wright,
1983). The quality of oocyte depends on the mode, time and dose of
hormonal stimulation and on superovulation scheme (Sirard et al., 2006).
The quality of oocytes is of paramount importance for for transfer.
Researchers are trying to find the new ways to improve the oocyte quality.
Various stimulation methods, alternative to gonadotropins, are tested
(McNatty et al., 2014).

Our research proved a positive effect of stimulation with LIL on the
development and quality of embryos. It was established that ovary
stimulation with LIL synchronizes ovulation because only a negligibly
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smaller number of unfertilized oocytes were flushed from stimulated cows.
The number o early blastocysts was by 4.89 % (p<0.05) and blastocysts by
3.82 % (p>0.05) greater than in unstimulated cows. Moreover, the yield of
excellent (I grade) embryos was by 4.12 % (p<0.05) higher and the number
of dead or degenerated embryos by 2.02 % (p>0.05) smaller in the cows
stimulated with LIL than in the unstimulated cows.

As during our experiment the last stimulation with LIL was conducted 1
hour after insemination the higher statistically significant yield of embryos
from cows stimulated with LIL might have been influenced by successful
fertilization of oocytes. This assumption is based on many previous
investigations reporting a positive effect of stimulation with LIL on
spermatozoa motility and better fertilization ability. It was determined that
laser stimulation intensifies adenosine triphosphate production in the
mitochondria and concurrently increases the amount of energy in cells. As
the spermatozoa motility and oocyte maturation depend on the energy
contained in a cell it is no surprise that the greater amount of energy induced
by exposure to laser light facilitate these processes (Abdel-Salam, Harith,
2015).

Conclusions

1. Prophylactic stimulation of cows using LIL stimulation in the
early pp period had a positive effect on fast regeneration of ovary
function and complete maturity of oocytes. The positive effect of LIL
stimulation was established for the following reproduction indices of
COWS:

1.1. The time of the first insemination (period between calving and the
first insemination) in the group of cows pp prophylactically treated with
antibiotics and subjected to LIL stimulation was on the average by 17 days
(36.9 %, p<0.05) shorter than in the group of cows treated with antibiotics
alone and on the average by 16 days (34.7 %, p<0.05) shorter than in the
group of cows not subjected to prophylactic treatment;

1.2. The calving—conception period (time between calving and
conception) in cows treated with antibiotics and stimulated using LIL was
by 31.4 days (34.17 %, p<0.05) shorter than than in the group of cows
treated with antibiotics alone and on the average 31.6 days (34.39 %,
p<0.05) shorter than in the group of cows not subjected to prophylactic
treatment;

1.3. Cows with metritis subjected to prophylactic treatment with
antibiotics and stimulation with LIL recovered by 1.7 days (13.8 %) faster
(p<0.05) than cows treated with antibiotics alone. As a result of prophylactic
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LIL stimulation, the number of cows with pp disorders of reproductive
organs and alimentary tract was smaller by 21.1 % (p<0.05) and after
combined treatment with antibiotics and stimulation using LIL by 27.5 %
(p<0.05) than the number of cows with these disorders who were not
subjected to prophylactic treatment.

2. Stimulation of ovaries using LIL during superovulation affected
the size of ovaries after superovulation, the number of CL and follicles
and the yield of embryos:

2.1. After superovulation, the enlargement of the size of ovaries in cows
stimulated with LIL was on the average by 16.5 % (p<0.001) smaller than in
unstimulated cows (in stimulated cows the ovaries enlarged by 2.9 times
(p<0.001) on the average and in unstimulated cows by 3.2 times (p<0.001
on the average);

2.2. Judging by the number of follicles and CL, exposure to LIL
stimulation during superovulation strengthens the efficiency of
superovulation. The ovaries of stimulated cows contained on the average by
12.1 % (p>0.05) fewer follicles and by 20.5 % (p<0.05) more CL than the
ovaries of unstimulated cows;

2.3. The number of flushed embryos during superovulation from cows
stimulated with LIL was on the average by 29 % (p<0.05) and the number
of embryos suitable for transfer by 15.9 % (p>0.05) higher than in the group
of unstimulated cows.

3. Correlation was determined between the size of ovaries and their
topographic position before and after superovulation:

3.1. According to the size of ovaries before superovulation, it is possible
to predict their size after superovulation. A strong correlation was
established between the size of ovaries (left ovary r=0.843, (p<0.05), right
ovary r=0.916, (p<0.05)) before and after superovulation. During
superovulation, the ovaries of control cows enlarged on the average by 3.2
times (p<0.001). The enlargement of the biggest right ovaries before
superovulation (group 111) exceeded the enlargement of the medium size
(group 1) left ovaries on the average by 91.8 % (p<0.001).

3.2. The asymmetry of ovaries before superovulation (right ovaries by
24.7 % (p<0.05) bigger) persisted after superovulation. The right ovaries
were on the average by 21.4 % (p<0.001) bigger in cows stimulated with
LIL and by 27.3% (p<0.01) bigger in unstimulated cows;

3.3. Based on the number of functional formations, it was determined
that the response of right ovaries to superovulation was more effective. The
right ovaries of unstimulated cows after superovulation contained on the
average by 26.29 % (p<0.05) more follicles and by 44.5 % (p<0.01) more
CL;
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3.4. Judging by the number of CL, the weakest response to
superovulation was characteristic of cows with the smallest (group 1)
ovaries before superovulation. The strongest response was characteristic of
cows (group 1) with biggest ovaries before superovulation. The number of
CL in the ovaries of cows from group Il was on the average by 88.5 %
(p<0.001) higher than in cows from group I. After superovulation, the right
ovaries of cows from group Il contained respectively by 110.8% (p<0.05)
and 40.5 % (p<0.05) more CL than the right ovaries of cows from groups |
and I1;

3.5. A strong correlation between the size of ovaries before
superovulation and the numbers of flushed (left ovary r=0.810, (p<0.05),
right ovary r=0.871, (p<0.05)) and suitable for transfer (left ovary r=0.701,
(p<0.05), right ovary r=0.712, (p<0.05)) embryos was established. The
number of embryos flushed from from cows of group Ill was respectively
by 1.9 (p<0.001) and 3.7 times (p<0.01) higher than from groups Il and I.
The number of embryos suitable for transfer in group 111 was on the average
by 1.6 (p<0.05) and 3.1 (p<0,001) times higher than in groups Il and I
respectively.

4. It was determined that stimulation using LIL had a positive effect
on the development and quality of embryos:

4.1. Ovary stimulation with LIL more efficiently synchronizes ovulation.
Fewer (2.02 %, p>0.05) unfertilized oocytes and more early blastocysts
(4.89 %, p<0.05) and blastocysts (3.82 %, p>0.05) were flushed from cows
stimulated with LIL than from unstimulated cows;

4.2. By 4.12 % (p<0.05) more excellent (I grade) and by 2.02 % (p>0.05)
fewer dead or degenerated embryos (grade IV) were flushed from LIL
stimulated cows than from unstimulated cows.

Recommendations

1. Based on the obtained results, we recommend using stimulation with
low-level laser therapy as an extra ecological and efficient measure for
treatment and prevention of reproductive impairments.

2. In order to avoid unpredictability of superovulation, we recommend
measuring ovaries on the 75"-90™ day pp in the 2""—4" lactation Lithuanian
black and white Holstein cows with milk yield during the last lactation
9500-10500 kg. Superovulation is feasible in donors whose ovaries contain
no follicles bigger than 10 mm, CL is bigger than 10 mm and right ovary is
bigger than 1235 mm?.

3. In order to increase the number of embryos suitable for transfer and to
improve their quality, during superovulation ovaries of cows should be
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stimulated using LIL. The stimulation of ovaries should be started on the
first day of superovulation protocol using laser with light wavelength 870-
970 mm, radiation power 65.93 J/cm?, frequency from 20 to 2000 Hz, and
impulse duration about 1 s. We recommend performing stimulation once a
day for 3 min 10 days in succession. During the stimulation, the laser
position should be slowly shifted to irradiate 40x50 (200 cm ?) sacroiliac
area 5 cm from the skin surface. The last stimulation should be performed
during oestrum 1 hour after insemination.
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