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Uvjetovanost sezonosti spolnog
ciklu
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Uvjetovanost sezonosti spolnog
o | VR

» sezonski poliestricne
» fotoperiod — glavni cimbenik okolisa

» aktivhost gonada i spolna akt. variraju ovisno o
duzini dana —

» svjetlost — zivc. vlakna - epifiza —melatonin (lucenje
tijekom noci) — djelovanje na hptl. i hipofizu



Prijenos svjetlosne informacije : epifiza : melatonin

blokirani pg /mL
signali SZS-a 500 —
vietla 0 L=

nema sekrecije melatonina

'I]'i———-——v-

E sekrecija melatonina




Sezonost spolnhog ciklusa

» Sezonost ovisi 0 geografskoj Sirini
» veca geo Sirina — duze trajanje sp. inaktivnosti!

» Sjeverna hemisfera — vrlo kratko razdoblje
sp.aktivnosti (11.-2.)

» Umjereno podrucje — sezonost izrazena, max
aktivhost tijekom razdoblja opadanja svjetla

» Sredozemlje — anestrus od 3. — 6.

» Tropi — slabe varijacije fotoperioda, ciklicka
aktivnost tijekom cijele godine



Sezonost spolnog
ciklusa

» sezonost uvjetuje
povezanost datuma
rodenja | dobi ulaska u
pubertet

» rodenje prije ozujka —
Ssazriju vec u jesen (dob

8— 11myj) SomnK i
NG SN

> rOde I"I_] € Na kO N Oi UJ ka — WELSH MOUNTAIN 53N

tek sa 18 mj. | mw
» pripust ovisno o el %
tjelesnoj gradi I masi o 2

(45kg)
» Ne prerano pripustati!



Vaznost fotoperioda

Umjetna inverzija svjetlosti - nastaje pomak sp. aktivnosti od 6 mj.

smanjenje fotoperioda - aktivacija sp. akt.

povecanje fotoperioda - inhibicija sp. akt.
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Vaznost fotoperioda

Semestralni svjetlosni ritam stvara godisnji efekt svako 6 mj.

smanjenje fotoperioda - stimulacija sp. akt.
povecanje fotoperioda - inhibicija sp .akt.

l‘] - ‘or"' -
: \ umjetni fotoperiod

.
i

fotoperiod (h)

10 -
prirodni fotoperiod
8
I [ I | l i
D K A J A w8 D
7 N } razdoblja sp. akt.
R IS



[zmjena DD 1 KD svako 3 mj. inducira pojavu razdoblja jajnicke
aktivnosti 1 neaktivnosti
prijelaz s KD na DD — inhibicija ovulatorne akt. nakon 20 — 35d
prijelaz s DD na KD — pocetak ovulatorne akt. 40 — 50d nakon pocetka
protokola

Actividad ovarica

Actividad ovarica
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Sezonost muzjaka?

» Spermiogeneza se ne zaustavlja,
ali se smanjuje isto kao i masa

testisa

jesen 12 x 10°spz.

proljece 9 x 106spz.

8.mj. >300g

5.mj. 200g

9.mj. >150g

5.mj. <100g




Sezonost muzjaka? DA

» Ovan — u proljece do 70% anormalnih sp.

» Jarac — smanjen motilitet | plodnost

» \/ ejakulata veci u sezoni

» Conc manja u sezoni — vise plazme

» Slabiji libido u proljece — dulje vrijeme
opasivanja; kod redovitog poluCivanja
manje izrazeno



Spolni ciklus malih prezivaca

» REGRUTACIJA vise folikula (@2mm)
pocinje rasti (FSH) tijekom luteolize -
SELEKCIJA | atrezija - DOMINACIJA |
Zavrsno Sazrijevanje

» 2-3 0d njih do preovulatornog stadija
-



Metode sinkronizacije

———

SEVENTH FRAMEWORK
PROGRAMME

» Prirodne: svjetlosni rezim, utjecaj muzjaka

» Farmakoloske: implantati melatonina,
vaglnalne spuzwce prostagland|n|
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Svjetlosni rezim

» pojava spolne akt. van sezone

» izmjena rezima dugih i kratkih dana (4 h
razlike!)

» tretman svjetlom ili zamracenje zastorima
» short day effect — implantati melatonina



Svjetlosni rezim

Za parenje u proljece
(svibanj)

1) DD (16h/dan) tijekom zime

(70-90d, prosinac—ozujak)
2) povratak na prirodno svjetlo (KD —

) je stimulatorni signal i razlog
boljeg odgovora na uvodenje muzjaka (60d
nakon kraja DD) u svibnju



Svjetlosni rezim

Za parenje u ljeto
1) DD (16h/dan) tijekom proljeca
(70-90d, veljaca-svibanj)
2) melatonin ili KD (90d) jer je dan

predugacak (samo 2h razlike) + uvesti
muzjaka (60d nakon kraja DD)



4 mmi

2 mnie
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Froporcionan una liberacion continua
de melatonina




Protokol koristenja implantata
melatonina (Melovine)

odvajanje muZjaka
aplikacija 3 implantata

Nije protokol

+ sinkronizacije estrusa!
do d40 d75-85
Prirodni skokovi
y kao utjecaj muzjaka
Zenkama )
1 implantat uvuvf.len]e
muzjaka

7 mjeseci prije pocetka
sezone poroda

_>




Utjecaj muzjaka

» Ovan I jarac mogu pred pocetak rasplodne
sezone U zenki stimulirati  sekreciju
gonadotropina | tako pokrenuti spolnu
aktivnost

» bez utjecaja u dubokom anestrusu
» ovulacije unutar 50h

» uvjeti: prethodna medusobna odvojenost (4
tjedna — zvuk, vid, miris, dodir)



\ X
» OVCE: plodni estrusi 20-
25d po uvodenju;

za plodnost potreban
jedan normalni CL ciklus

» KOZE: 2 "peak-a”:
/-11d i1 27/-35d po
uvodenju




Vaginalne v i
spuzvice + eCG -

» progestagenske poliuretanske spuzvice
B> : 12d van sezone / 14d u sezoni
+ 500-700 i.j. / 400-500 i.j. eCG
prilikom vadenja
» estrus za 36-48h (Siljezice ranije)
» uvesti ovha 36-40h (1:10, van sezone
1:5)
» U.O. 55h (u siljezica 50) — 1x
50 1 60h - 2x
i/ut 60-66h




> tretman16-21d + eCG (48h
prije zavrsetka)
11d + PG i eCG (48h prije
zavrsetka)

>3,5L : 600-700 i.j. van sezone / 500-600 u
sezonl

<3,5L : 500-600 / 400-500 i.j.
» estrus za 24-72h
» U.O. 36-43h nakon vadenja (60% jarenja)



» ponovljena uporaba eCG — Anti eCG At — smanjena
ucinkovitost protokola i smanjena plodnost

» eCG je purificiran iz animalnog tkiva — mogucnost
prisutstva patogena u pripravku

» uporaba progestagena utjece na MRL (maximum residue
limits) u mlijeku — u FRA ne smije mlijeko na trziste 15
dana (11d protokol + 4d ili 30 muznji) — od 2008 nove
spuzvice s manjom koliCinom gestagena na trzistu u FRA

» EU trendovi izbjegavanja hormona i sint. pripravaka



prostaglandini

» Samo tijekom sezone spolne aktivhosti
» slabija plodnost u odnosu na spuzvice (67%
: 80%)
» cl refrakterno 4d
» protokol: 2 injekcije PG u razmaku 9-11d
» pojava estrusa 36-48h u ovaca,
/2-96h u koza



Intracervikalno UO — 1-2cm
Intrauterino UO- ne siliti

Sjeme se polaze na ulaz u cerviks (ovce, vecina koza) ili
u uterus (10-30-50% koza; blizu ovulacije).

Pajete otopiti 37-38°C, 15-30s.



& K ' - cerviks — vulkan,
., 4 pupoljak, roze boje

3 " ¥4 - raditi brzo= izbjedi stres!







U.O. protokoli

1xUO 2xU0
OVCE 55h 50 i 60h
KOZE 45 30 i 48h
(Sanske, prije
15.6.)




OVCE

» svjeze sjeme 400x10° 0,25mL  1UO 50%
» smrznuto  900x10° 2x0,25mL 1-2U0

(laparoskopski — 10x manja doza, plodnost 60%)

» UO bez sinkronizacije: 2x/dan detekcija, UO 15-
17h od prve detekcije



KOZE (mlijecne, poznatih karakteristika)

» svjeze sjeme 150x10° 0,25mL 1UO

/0%
» smrznuto 100x10% 0,25mL 1UO
40% 2x200x10°% 0,5mL 2UO

(Sanske, prije 15.6.)

» UO bez sinkronizacije: 2x/dan detekcija,
UO 12 i 24h od prve detekcije



Superovulacija I transfer zametaka

» porast genetskog utjecaja vrijednih zenki,

sSmanjen trosa

karantene, prij

k transporta zivih jedinki,
enosa bolesti, aklimatizacije

» /P je barijera

drijenosu bolesti

» aplikacija visokih doza FSH — stimulacija
rasta puno predovulatornih FOL:

1) oocite za IVP zametaka
2) in vivo produkcija zametaka



Progesteron

Regrutiranje

Selektirani

Dominantni

Atrezija
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Visestruka ovulacija za embrio transfer

Upotreba eCG (PMSG):

Spuzvica Progestagen

» Jeftin, jednostavna upotreba

Jedna injekcija eCG 48 h prije
vadenja spuzvice

» Negativne strane
Razlicit odgovor
Jako steroidno djelovanje
Visak estrogena > neplodnost
Aktivnosti LH i FSH vode do preuranjene
luteinizacije
Luteinizirani folikuli imaju abnormalnu
produkciju hormona u lutealnoj fazi

FSH CG (1000-1200iu)

- vadenje spuzvice + PG

- estrus (za 24h)+ parenje

ESTRUS

Rani pocetak
intenzivan



Visestruka ovulacija za embrio transfer

Upotreba FSH (Hipofizarni ekstrakt)
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8 Spuzvica Progestagen
"1 > Skup

6 - = \/isestruka aplikacija s

£ . pocetkom 48 h prije vadenja

z spuzvice

S 4 -

;—: 3 4 | » Nema jako steroidno djelovanje

= Nema preuranjene luteinizacije
« Tek nekoliko lutein. folikula
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FSH + Egzogeni FSH
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ESTRUS

pFSH 6 aplikacija u padaju¢im dozama
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DANI

Protokol superovulacije koza

®

(Folltropine —pFSH) ministarstvoznanostiobrazovanja Sporta
pPFSH 50 mg 25 mg 25 mg
8:00
pFSH 50 mg 25 mg 25 mg

Al
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vadenje spuzvice

vaginalna spuzvica







Ultrazvucna pretraga jajnika

» transrektalni pregled (7,5 MHz)
» Vizualizacija i mjerenje jajnika i ciklickih
struktura na jajniku:

- od malih antralnih folikula (2-3mm) do
ovulatornih (6-8mm)

- Zuta tijela



UZV pregled

* Prije pregleda neophodno je:
- sputati zivotinju

- aplicirati gel s lokalnim anestetikom

b




Jltrazvucni prikaz jajnika — dobar odgovor
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jajnika nakon 4 aplikacije pFSF

31 Dir 4] Capture 51 Del b1 Del All
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Ultrazvucni I)J”JJLJ'/ ja Jmm — uspjesna

ovulacija - neme OJ Kula = 5 mm

i
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11Prev  21Next 31 Dir 41 Capture 5

11 Distawe 21 Ellipse 31 Trace 41 H Joint 51 Uolme




Parenje

» 12. dan - nakon
detekcije estrusa (DO)
kozu pripustamo jarcu
(“parenje iz ruke”)

» Ako koza odbije jarca — Y sk
ponavljati svaka 4 h - '

» 13. dan - ponoviti
parenje ako je koza jos u
estrusu



Izvodenje zahvata




Izvodenje zahvata

» Anestezija: Xylazine
0,1mg/kg IM; za 5 -10 min.
Ketamine 11 mg/kg IM

» kirurski set, kuter, brizgalice
20 ml, epruvete, trokar za
maternicu, kateter (igla 18G
zatupljena I zarezana na 2 ili
3 mjesta), medij za ispiranje
(PBS+2g/L BSA + ATB),
vodena kupelj za PBS/BSA na
37 CO, silikonski nastavci za

ISpirak




Ispiranje (lavaza,
flushing) maternice

» Ispiranje sedmi dan
nakon prvog
parenja (D7)

» U pravilu se zametci
transferiraju prije

izvale (hatching) koja

slijedi od 8. dana na
dalje




Ispiranje maternice

» Medioventralna
laparotomija

» Vadenje maternice i
jajnika

» Prebrojavanje i ocjena
zutih tijela



Ispiranje maternice

» Punkcija baze i vrha roga
nomocu troakara te
nostavljanje katetera

» Svaki rog se ispire 2 x 20mL
medija PBS+BSA+ATB

» Lagana masaza roga potice
ISpraznjavanje










Pretrazivanje
ISpirka
| 0Cjena
Zametaka

» Pretrazivanje ispirka

» Zametci se ocjenjuju
te svjezi transferiraju
U sinkronizirane
primateljice ili
smrzavaju




Smrzavanje

» Krioprezervacija 1,5M etilen gliko

» [spiranje zametaka kroz nekoliko ku
rastucim koncentracijama

(=6),
oki EG u

» Punjenje zametaka u 0,25 mL pajete (po 2
zametka) u 20-30puL u sredisnji dio pajete,
ostatak hapunjen sa 1,5 M EG ili galaktozom

0,85 M (direktni transfer)



Smrzavanje

COMPALL

» Programiranje aparata za
Smrzavanje

» Pad temperature od 25 C°
do -7 CO (4-5 C%/min)
» Stabilizacija 10min

» Indukcija kristalizacije
(,,seeding”)

» -/ do -30 C° (0,3 CO/min)
» Stabilizacija 10-15 min na -
30 C°

» uranjanje u tekuci dusik




» Po jednoj kozi u prosjeku:

14 ovulacija (od 0 do 40)

11 oplodenih jajnih stanica
/ zametaka pogodnih za transfer
4 jareta (svjezi transfer)

3 jareta (ako su zameci prethodno
smrznuti)




Poteskoce

» Parcijalna ili totalna
rana luteoliza CL (10-
35% koza)

» Losa sinkronizacija
ovulacija u FSH
tretiranih koza

To rezultira ....>>%
retardiranih i
degeneriranih
Zametaka




Poteskoce

» Opadanje ovulacijskog odgovora nakon 3. ili
4. tretmana sa pFSH zbog stvaranja

anti-pFSH-At u 70-80% koza

» slabija oplodnja u zenki s visokim
ovulacijskim odgovorom

» Priraslice na jajhicima i maternici nakon
visekratnih ispiranja smanjuju plodnost |
uspjesnost ispiranja




Priprema primateljica

* izbor koza — maksimalno 1-2 prethodnih poroda, od kojega
je proteklo barem 5, a ne vise od 12 m;.

* Siljezice — min. 60% t.m. odrasle jedinke ili minimalno 8 mj.
starosti

* na 1 pajetu treba pripremiti 1,2 koze

;
e |

|
e !




Protokol primateljica

» DO stavljanje spuzvice tijekom 11d

» D9 500-600 i.j. eCG + prostaglandin (50ug
cloprostenola)

» D11 vadenje spuzvica

» D12 (D0) detekcija
estrusa (jarac s prega-
com) | ,

» D7 transfer zametaka |




Pregled primateljica prije transfera

» UZV pregled
jajnika




Pregled primateljica prije transfera

» kvaliteta | Dbroj CL -
optimalna doza eCG
(sezona, pasmina, geo =
Sirina




UZV pregled primateljica

» Zuto tijelo sa Supljinom




Transfer zametaka

» otapanje (37 C — 20s) i transfer u roku 1min

» Direktni transfer — sadrzaj pajete nakon
otapanja izravho se ubacuje u vrh roga
maternice (primjena - terenski uvjeti)

mjehur zraka 0.85 M galaktoza

0.85 M galaktoza

» Klasicni transfer — zametci se nakon otapanja
nasiraju kroz padajuce koncentracije otopina
Krioprotektora I zatim transferiraju




METODE TRANSFERA

» l[aparotomski
» | aparoskopski
» Semilaparoskopski

» transcervikalno



Semilaparoskopija — nasa metoda
izbora

» Jednostavna, brzo izvediva, neinvazivna
» Skupa oprema




Izvodenje zahvata

FORCEPS
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Poteskoce
transfera

» Stres znacajno umanjuje
rezultate;

[ZBIECI GAIl!

» Sinkronizacija razvojnog
stadija zametka koji se
transferira i primateljice




Poteskoce
transfera

» individualne razlike u
odgovoru na hormonalni
protokol (ciste,
luteolizirana CL)




Dijagnostika gravidnosti

» Uzv prikaz nakon transfera

: 83-12-02
13/168/05 |, | 11:11:85
85:10:47 F Conves
C 5.8 MHZ 5.0 MHz

g K ﬂm ka
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