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ISTRAZIVANJE USPJESNOSTI SUPEROVULACIJE I
SUPEROVULACILJSKOG ODGOVORA, TE BROJA DOBIVENIH
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Sazetak

IstraZivanja uspjeSnosti superovulacije i superovulacijskog odgovora te broja do-
bivenih zametaka kao i uspjeha transfera svjezih i duboko zamrznutih i kasnije
odmrznutih zametaka goveda izvodili smo u 35 plotkinja. Superovulaciju smo
inducirali s pripravnicima SZK (Fo!ligonR), odnosno FSH (Folltropin™) u 27
plotkinja. Rezultate superovulacije i superovulacijski odgovor 7. dan poslije in-
ducirane ovulacije i U.O.-a pratili smo rektalnom i ultrasonografskom pretragom
Jajnika (ALOHA ECHO CAMERA SSD-210, DX II s transrektalnom sondom od
5 MHz-a) te utvrdili 154 (x = 5,70 + 0,69) Zutih tijela. U 23 plotkinje isprali smo
ukupno 15 zametaka, od kojih smo kao sposobne za transfer ocijenili 10 te smo
Jjednoga odmah transferirali u odabranu primadicu. Ostalih 9 duboko smo smrznuli
pomocu aparata za smrzavanje zametaka (LE NICOOBAC MS 21). Nakon
odredenog vremena zametke smo odmrznuli i nakon ponovne ocjene 7 zametaka
smo transferirali u 7 sinkroniziranih primatica. U 3 primacice pojavio se opet estrus
25. dan, u jedne 30. dan, a u 3 primacice 35. dana od prethodnog estrusa, dok smo
u jedne 34. dan ultrazvu¢no utvrdili gravidnost.

Uvod

Multipla ovulacija i embriotransfer (MOET) su biotehnoloski postupci kojima se
postiZe bolja kvaliteta stada i pasmina, povecanje broja potomaka po Zivotinji od
genetski vrijednih krava, ubrzanje postupka progenog testiranja muskih potomaka,
mogucnost da slabo plodne ili neplodne junice ili krave mogu imati potomstvo i dru go.

*Ovaj rad je izraden u okviru projekta "Embriotransfer u goveda”, broj 3-03-480 Ministarstva znanosti i
tehnologije Republike Hrvatske
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Prvo rodenje teleta postupkom transfera duboko smrznutog zametka (Wilmuth i
Rowson, 1973.;cit. Thonon isur. 1994.) dalo je kona¢an poticaj za daljnju primjenu
embriotransfera.

Duboko smrzavanje zametaka goveda danas je u praksi u velikoj mjeri izmijenilo
program embriotransfera. Posto se superovulacijom dobiva razliciti broj jajnih stanica,
moZe se visak zametaka (koji se odmah ne transferiraju) duboko smrznuti i saCuvati.
Niemann (1991.) navodi da razina preZivljavanja smrznutih zametaka nakon
odmrzavanja moze biti 90 - do 100%, a nakon transfera tih zametaka postignuta je
koncepcija od 50 do 60%, §to je gotovo razina koncepcije kao i kod transfera svjezih
zametaka. Stoga je duboko smravanje govedih zametka otvorilo nove mogucnosti
trgovine najkvalitetnijim pasminama goveda u svjetskim razmjerima. Takoder postoji
moguénost pricuve gena pomo¢u duboko smrznutih zametaka kao npr. Cuvanje genet-
skog materijala izumirajucih ili ugroZenih te autohtonih pasmina goveda.

U okviru MOET (multipla ovulacija i embriotransfer) programa i in vitro oplodnje
jajnih stanica moZe se izvoditi mikromanipulacija zametcima, kao Sto je splitting
(presjecanje zametka), odredivanje spola te kloniranje. Provodenje MOET programa
unaprijeduje razvoj govedarstva, a prema tome otvara moguénosti novih radnih mjesta
za veterinare.

Sto se ti¢e sadainjeg stanja MOET-a kod goveda u Hrvatskoj nema podataka o
provodenju tog postupka, osim §to Mikuli¢ i sur. (1986.) navode da su u suradnji sa
stru¢nom grupom Besamungvereina Neutstadt/Aisch-a transferirali u sinhronizirane
junice duboko smrznute zametke, ali koje je ta strufna grupa donijela iz Neus-
tadt/Aisch-a.

Ponukani takvim stanjem MOET-a u Hrvatskoj odluéili smo istraZiti razlicite
postupke superovulacije i superovulacijskog odgovora te dobiti zametke goveda, a
zatim ih transferirati svjeZe ili ih duboko smrznuti te nakon odredenog vremena
odmrznuti i transferirati u pripremljene primacice.

Materijal i metode

Istrazivanja multiple ovulacije i embirotransfera (MOET) obavili smo u 35 plot-
kinja (21 krava i 14 junica) u dobi od jedne do 12 godina, koje su bile u tipu simentalca
odnosno hol3tajnske pasmine, a potjecale su iz seljackih domacinstava i dvije govedar-
ske farme. Zbog financijskih poteskoéa imali smo ograni¢ene moguénosti pri odabiru
tih plotkinja tako da nismo mogli odabrati reprodukcijski najkvalitetnije Zivotinje. Sve
odabrane plotkinje bile su dobrog zdravstvenog stanja s urednim spolnim ciklusom,
nisu bile posebno priprf:mane niti sinhronizirane za embriotransfer, nego je svaka
plotkinja bila zasebno pracena i tretirana za superovulaC1_|u

Superovulaciju smo inducirali na dva nacina s pomocu FolllgonR-al Folltropm -a
u 27 plotkinja.

1. Indukacija superovulacije primjenom F o!!igonR-a:

U 8 junica aplicirali smo i.m. 2000 i.j. FolligonR—a (Werft-Chemie Austria; 1
ampula sadrzi 1000 i.j. serum gonadotropina u liofoliziranom stanju s konzervansom)
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te u 12 krava 25001.j. Folli gonR-a 9.1li 10. dana poslije estrusa kada smo ginekoloskim
i ultrazvu¢nim pregledom utvrdili Zuto tijelo na jajniku. Nakon 48 sati krave i junice
primile su i.m. jo§ 2 ml (800 n g) Cloprosina-g (Krka, Novo Mesto, Slovenija; 1 ml
sadrZi 400 p g sinteti¢kog analoga prostaglandinna PgF2 o), a 72 sata nakon toga ako
je bio utvrden estrus sa superovulacijom, umjetno su osjemenjene.

II. Indukcija superovulacije primjenom F olfrropfnR—a:

U 7 plotkinja, 5 junica i 2 krave, inducirali smo superovulaciju FolltmpinR—om
(Vetrepharma inc. London, Ontario Canada; | bocica od 20 ml sadrzi 20 mg liofoliziranog
svinjskog FSH. Kada se otopi u diluentu 1 ml sadrZi | mg FSH, a 20 mg FSH odgovara
aktivnosti od 35 mg NIH standarda FSH-a) 9. ili 10. dana poslije estrusa kada smo utvrdili
Zuto tijelo na jajniku ginekoloSskom pretragom i ultrasonografijom. Tijekom 4 dana
aplicirali smo i.m. dva puta dnevno u razmaku od 12 sati po 2,5 ml (4,4 mg) FolltropinR~a,
a treéi dan uz Fa:JIltnerinR aplicirano je poslije podne i.m. 2 ml (800 p g) Cloprosin-G.
Dvadeset i Cetiri sata poslije zadnje aplikacije Folltropin™- a, odnosno 48 sati nakon
aplikacije Cloprosina-G plotkinje smo pregledali kako bi utvrdili superovulaciju i umjetno
smo ih osjemenili. Svih 27 plotkinja umjetno smo osjemenili 4 puta u razmaku od 12 sati
sa spermom bikova dokazane plodnosti, a 7. dan poslije inducirane superovulacije nakon
ginekoloSkog i ultrazvuénog pregleda ispirali smo zametke u 23 plotkinje, jer kod 4 nismo
utvrdili na jajnicima niti jedno Zuto tijelo.

Cijeli tijek postupka superovulacije (utvrdivanje Zutog tijela 9. ili 10. dana ciklusa,
induciranje superovulacije i superovulacijski odgovor 7. dana poslije superovulacije)
pracen je rektalno i ultrazvu¢no (ALOHA ECHO CAMERA SSD-210, DX 11 transrek-
talnom sondom od 5 MHz-a).

Ispiranje smo proveli s PBS medijem IMV (Instruments de Medicine Veterinaire,
L,Aigle France) i kateterom za ispiranje (IMV). Svaki uterusni rog ispiran je s 500 ml
PBS medija koji je staklenom brizgalicom od 50 ml kroz kateter apliciran u maternicu
i odmah ispustan van ili je ispiranje obavljano zatvorenim sistemom gravitacija-infuz-
ija. Ispirak maternice sakupljen je u staklenu posudu i drZan na embriotermu na
temperaturi od 37°C. Poslije talodenja, ispirak je pregledavan lupom uz poveéanje od
10 do 50 puta i na taj na€in pronadeno je 15 zametaka. Kao dobre ocijenili smo 10
zametaka (slika 1) prema shemi IETS-a, dok je 5 bilo loSe kvalitete te ih nismo uzeli
u postupak embriotransfera.

Od tih 10 dobro ocijenjenih zametaka, jedan smo odmah uvukli s medijem (IMV) u
mikro pajetu (IMV) i transferirali u kranijalni dio ipsilateralnog roga maternice primacice
(krava holStajnske pasmine). Duboko smo smrznuli 9 zametaka. Za sakupljanje i duboko
smrzavanje zametaka upotrijebili smo gotove medije i mikropajete (IMV). Prije dubokog
smrzavanja zametke smo 3 do 5 puta isprali u PBS mediju. Nakon toga smo ih prebacili
u PBS medij za smrzavanje koji sadrZi 10% glicerola i navukli u mikropajete (IMV) tako
da se zametak nalazio u mediju izmedu 2 mjehuric¢a zraka. Napunjenu pajetu zaCepili smo
i poloZili na pomi¢ni stalak za smrzavanje prethodno ohladenog aparata za smrzavanje
zametaka (LE NICOOLBAC MS 21). SniZavanje temperature u aparatu je programirano
i odvija se automatski po 0,3°C u minuti, sve do temperature od -30°C. Nakon toga pajete

STOCARSTVO 48:1994 (11-12) 435-442 437



Z. Makek i sur.: IstraZivanje uspje$nosti superovulacije i superovulacijskog odgovora, te broja
dobivenih zametaka i rezultata njihovog transfera u krava i junica

smo smrznuli na -196°C uranjanjem u tekuéi dusik. Ovako smrznute pajete pohranili smo
u kontejner s tekuéim dusikom.

Prije transfera u primacice pajete s duboko smrznutim zametcima izvadili smo iz
tekuéeg dusika i brzo uronili u vodu temperature 37°C. Nakon 30 sekundi pajetu smo
izvadili i protresli kako bi se mjehurici zraka izdvojili na povr§inu. Tada smo skinuli
¢ep i ispustili zametak u medij za transfer (IMV). Nakon uklanjanja krioprotektora i
ocjene odbacili smo dva zametka koji nisu bili sposobni za transfer, a 7 zametaka
ponovno smo uvukli u pajete te ih pojedinaéno pomocu pistoleta za transfer zametaka
(IMV) transferirali u kranijalni dio ipsilateralnog roga maternice. Za primacice smo
odabrali 6 krava hol$tajnske pasmine i jednu junicu tipa simentalca. Kod tih Zivotinja
proslo je 7 dana od prirodnog estrusa. Rezultate transfera zametaka u primacice
kontrolirali smo ginekoloSkom pretragom (vaginalno i rektalno) u svih plotkinja, a u
4 primacice i ultrasonografijom.

Rezultati i diskusija

Superovulacija (ehogram 1) je jo§ uvijek najvazniji ¢imbenik koji utje€e na
dobivanje zametaka, a njezin uspjeh mjeri se brojem Zutih tijela, brojem ispranih
zametaka te brojem zametaka valjanih za transfer u primacice. Stoga smo superovu-
lacijski odgovor na jajnicima 27 plotkinja pratili ginekoloSkom i ultrazvu¢nom pre-
tragom 7. dan poslije inducirane superovulacije, odnosno na dan ispiranja zametaka.
Naroéitu paznju obratili smo na utvrdivanje broja Zutih tijela utlrazvu¢nom pretragom
(ehogram 2) §to je u skladu s istraZivanjima Piersona i Ginthera (1988.), Botza
(1991.) te Arie i sur. (1992.) koji smatraju da ehografija jajnika u vrijeme ispiranja
zametka odredivanjem broja Zutih tijela, a time i broja ovuliranih folikula moZe dati
maksimalni broj sakupljenih zametaka.

Ukupno smo dijagnosticirali 154 (x = 5,70 + 0.69) Zutih tijela, dok u 4 plotkinje
nismo nasli niti jedno Zuto tijelo. Zabiljezili smo najmanje 2, a najviSe 14 Zutih tijela
po plotkinji. Ovakav rezultat pokazuje da je reakcija na superovulacijski postupak
nepredvidiva, §to su zamijetili Guay i1 Bedoya (1981.), Kad¢marik i sur.
(1987.), Mapletoft i sur. (1988.), Wu i sur. (1988.) te Purwantara 1i sur.
(1994.). Oni su takoder inducirali superovulaciju Folligon™-om, odnosno FolltrOpinR-
om i utvrdili rektalnom i ultrazvu¢nom pretragom, odnosno laparoskopijom i pre-
tragom jajnika nakon klanja razli¢ite superovulacijske odgovore, od 2 pa sve do 22,9
Zutih tijela po plotkinji. Ako usporedimo prosjecan broj Zutih tijela po plotkinji, onda
je nas rezultat neSto slabiji od rezultata navedenih autora.

Tab. 1. - PROSJECNI BROJ ZAMETAKA DOBIVEN RAZLICITIM PRIPRAVCIMA ZA INDUKCIJU
SUPEROVULACIJE

3 i Ukupni broj Prosjecni broj
i superoviiacie Dobivenih zametaka Ispranih davagica zametaka
| Folligon® 2 16 0,12
Il Folltropin®™ 13 7 1,86
Ukupno (1+11) 15 23 0,65
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Ehogram 1:

Superovu&aaija: 4. dan poslije prve aplikacije
Folltropin™-a.

Echogram 1:

Superovulation: Day 4 following the first appli-
cation of the Fo1|tropinﬁ‘, mark (x) denotes the
boundaries of a follicle.

Slika 1.:
Morula 7. dan - zametak sposoban za transfer.
Figure 1:
Bovine morula on Day 7 - the transferrable
embryo.

Ehogram 2:

Superovulacijski odgovor: zuta tijela nastala
na mjestu folikula 7. dan poslije superovu-
lacije (oznacena strelicama).

Echogram 2:

Superovulatory response: corpora lutea on Day
7 following superovulation (outlined by arrows).
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Ehogram 3:

Graviditet 34 dana poslije transfera svjezeg
zametka. E = embrij.

Echogram 3:

Pregnancy established 34 days after fresh
embryo transfer. E = embryo.
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Dobiveni rezultati od 0,65 zametaka po Iglotkinji (tablica 1) u usporedbi s rezulta-
tima drugih autora vrlo su slabi. S Folligon™-om dobili smo samo 0,12 zametaka po
plotkinji. Gonzalez isur. (1990.) tvrde da gonadotropini u serumu Zdrebnih kobila
(SZK - Folligon™) imaju relativno izraZeno i LH d}f:lovan_]e koje djeluje inhibirajuce
na superovulacijski odgovor. Takoder spominju i Stetni ucinak predoziranja SZK u
indukciji superovulacije. Boland i sur. (1991.) navode da je primjena SZK bila
povezana s velikim brojem neovuliranih folikula zbog njegovog dugog poluzivota u
krvi, dok FSH preparati sa svojim kra¢im poluzivotom ukoliko se daju ¢e$ce rezultiraju
jednakim brojem ovulacija, no opéenito daju "bolju” reakciju jajnika Sto se ocituje
manjim folikulima i ve¢im brojem zametaka sposobnih za transfer. Danas se superovu-
lacija uglavnom inducira s pripraveima FSH (Folltropin) u kojima je znatno smanjeno
biolo3ko djelovanje LH.

Primjenom Fo]ltropinR-a dobili smo 1,86 zametaka IEO plotkinji (tablica 1).
Malpletoft i sur. (1988.) s ukupnom dozom Folltropin™a od 5 do 40 mg dobili
su od 0,8 do 6,3, a s ukupnom dozom od 20 mg (doza Folltropin-a koju smo i mi
upotrebljavali) 6,8 zametaka. Wu i sur. (1988.) razli¢itim dozama FolltropinR a
postiZzu od 4,5 do 7,7, a dozom od 20 mg 9,9 zametaka. Gonzalez isur. (1990.)s
dozama od 5 do 40 mg Fo]]tropm -a ispiru od 1,3 do 8,9, a s dozom od 20 mg 6,1
zametak. Purwantara i sur. (1994.) s razli¢itim dozama Folltrome a poluéuju
4.9 do 5,2 zametka po plotkinji.

Boland i sur. (1991.) tvrde da je jedan od glavnih problema superovulacije
Siroka varijabilnost ovulacijskog odgovora s relativno visokim udjelom Zivotinja kod
kojih se ne uspije dobiti niti jedan zametak sposoban za transfer. Buduéi da zbog
financijskih mogucnosti nismo mogli izabrati najbolje plotkinje smatramo da je i to
jedan od razloga slabih rezultata dobivanja zametaka.

Ukupno smo transferirali 7 duboko smrznutih zametaka u 7 primacica. U 3
primacice pojavio se opet estrus 25. dan, a u jedne 30 dana od prethodnog estrusa.
Prema navodima Sreenan i Diskina (1986.)icit. Kastelic i sur. (1991.)
pojavai vrijeme embrionalne smrtnosti veoma se razlikuje te smatraju da se najveéim
dijelom dogada izmedu 15.1 18. dananakonestrusa. Kastelic isur. (1991.)tvrde
da se ultrazvuénom pretragom do 22. dana (19. do 27. dana) ne mogu utvrditi otkucaji
srca te se ve€ina embrionalnih smrtnosti vjerojatno dogada prije nego se ultrazvuéno
moze utvrditi iktus embrija. U 3 primacice nije bilo znakova estrusa nakon 35 dana od
prethodnog estrusa. Kod dvije od tih primacica nismo utvrdili graviditet rektalnom i
ultrazvuénom pretragom, dok smo u jedne primacice rektalnom pretragom utvrdili Zuto
tijelo na desnom jajniku i neznatnu asimetriju desnog roga maternice. Ultrazvu¢nom
pretragom zamijetili smo nepravilno ehogeni¢no podrugje pri vrhu roga maternice, Sto
je donekle u skladu s istrazivanjima Kastelica isur. (1991.) koji su u junica kod
kojih je smrt embrija prethodila lutealnoj regresiji utvrdili ehografijom degeneraciju
zametka, premda su naizgled bile sacuvane plodove vode i tkivo embrija. U jednu
primacicu kod koje je proslo 7 dana od prirodnog estrusa transferirali smo zametak
odmah nakon ispiranja. Nakon 27 dana od transfera zametka starog 7 dana, gineko-
loSkom i ultrazvu¢nom pretragom utvrden je graviditet (ehogram 3). Ponovnim pregle-
dom nakon 18 dana nismo viSe dijagnosticirali gravidnost. Wilson i Zalesky
(1988.) utvrdili su 25. dan poslije embriotransfera 18% plodovih mjehura koji nisu bili
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prisutni kod ponovnog pregleda 39. dan. Za razliku od toga kod umjetno osjemenjenih
krava 25. dan dijagnosticirali su 8% plodovih mjehura koji se nisu mogli ultrazvu¢no
potvrditi 39. dan.

Premda smatramo da je posrijedi embrionalna smrtnost, rezultati nasih istraZivanja
transfera zametaka ne mogu nas zadovoljiti jer Cseh (1986.) tvrdi da je postotak
gravidnosti poslije transfera duboko smrznutih embrija 40 do 60, Nelson i sur.
(1988.) 61, Hauschulte (1988) 24,2 do 47,0, dok Richard isur. (1988.) navode
33 do 45% gravidnih primacica. Jo§ bolji rezultati postiZu se transferom svjeZih
zametaka.

Zakljucak

1. Postupkom superovulacije utvrdili smo bolji uéinak s FolltropinR~orn nego s
FolligonR-om.

2. Ispiranjem davacica ukupno smo dobili 0,65 zametaka po plotkinji i to
primjenom FolltropinR-a 1,85,a FolligonR-a 0,12 zametaka.

3. Rezultati transfera zametaka nisu bili zadovoljavajuéi.
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INVESTIGATION ON THE EFFICIENCY OF THE SUPEROVULATION AND SUPEROVULATORY
RESPONSE AND THE NUMBER OF RECOVERED EMBRYOS AND THE RESULTS OF THEIR
TRANSFER IN COWS AND HEIFFERS

Summary

Investigations on the efficiency of the superovulation and superovulatory response and the number
of recovered embryos and also the transfer results of fresh and cryopreserved/thawed bovine embryos
were performed on 35 females. Superovulation was induced using PMSG (FolligonR) or FSH
(FolltropinR) preparations in 27 females. The results of the superovulation and superovulatory respons
on day 7 after induced ovulation and A.l. were followed up by rectal and ultrasonographic examination
of the ovaries (ALOHA ECHO CAMERA SSD-210, DX Il with 5 MHz transrectal transducer) and 154
(X = 5.70 + 0.69) corpora lutea were established. In 23 females a total of 15 embryos were received
and 10 embryos were classified as transferable and then one embryo was instantly transferred into the
selected recipient. The other 9 embryos were cryopreserved using freezing machine (LE NICOOBAC
MS 21). After some time embryos were thawed and following classification 7 were transferred into 7
synchronized recipients. In 3 recipinets estrus reappeared after 25 days, in one after 30 days, and in
3 recipients 35 days after the previous estrus, whereas the pregrancy was ultrasonically established
in one recipient on the 34th day.
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