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POPIS KORISTENIH KRATICA

CIDR- controlled internal drug release

eCG- konjski korionski gonadotropin (equine chorionic gonadotropin)
FSH- folikulostimuliraju¢i hormon

FTAI- umjetno osjemenjivanje u to¢no odredeno vrijeme (fixed timed artificial

insemination)

GnRH- gonadotropin releasing hormone

hCG- humani korionski gonadotropin (human chorionic gonadotropin)
HSP90- protein toplinskog stresa 90 (heat shock protein 90)

IGF- inzulinu nalik ¢imbenik rasta (insulin-like growth factor)

IGFBP 2- vezujuéi protein inzulinu nalik ¢imbenika rasta 2 (insulin-like growth

factor binding protein 2)

LH- luteinizirajuc¢i hormon

PGF2a- prostaglandin F2a

PRID- progesterone releasing intravaginal device

TAI- vremenski planirano umjetno osjemenjivanje (timed artificial insemination)
TGF2- transformiraju¢i Cimbenik rasta 2 (transforming growth factor)

UO- umjetno osjemenjivanje
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1. UVOD

Dobra plodnost preduvjet je uspjesnog mlijecnog govedarstva. DugogodisSnja selekcija krava na
visoku mlije¢nost rezultirala je osjetnim padom plodnosti. Nadalje, intenzifikacija proizvodnje
onemogucava jednostavnu i pravovremenu detekciju estrusa, $to povecava ionako negativan
ucinak na plodnost. Razumijevanjem fiziologije spolnog ciklusa krava, uz kontrolu dinamike
folikula na jajnicima pomocu ultrazvuka, omogucéeno je koriStenje hormonalnih sinkronizacijskih
protokola koji imaju za cilj inducirati i sinkronizirati estrus i sinkronizirati ovulaciju. Najcesce
koriSteni pripravci su sintetski analozi gonadotropnog releasing hormona (GnRH) u kombinaciji s
prirodnim ili sintetskim analozima prostaglandina F2q (PGF2,). Ukratko, GnRH ima ulogu
potaknuti rast i razvoj folikula, dok PGF2,, djelujuéi luteoliticki, omogucéava razvoj novog spolnog
ciklusa. Upravo se ova dva hormona najc¢esc¢e koriste u raznim protokolima sinkronizacije koji
omogucéuju umjetno osjemenjivanje u tocno odredeno vrijeme, minimizirajuéi i eliminiraju¢i
potrebu za detekcijom estrusa, ali i u programima resinkronizacija, nakon rane detekcije
negravidnih krava. Navedeni postupci u konacnici imaju za cilj povecati plodnost, skra¢enjem
servis perioda 1 medutelidbenog razdoblja, unato¢ reproduktivnim problemima koji su prateca
pojava mlijenog govedarstva. Takoder, njihova primjena je nasla i mjesto u lije¢enju odredenih

stanja neplodnosti u mlije¢nih krava.

Cilj ovog rada je dati pregled dostupne literature o primjeni GnRH 1 PGF», za indukciju estrusa i

sinkronizaciju ovulacije u mlije¢nih krava.



2. SPOLNI CIKLUS KRAVA
2.1. FAZE SPOLNOG CIKLUSA

Spolni ciklus je razdoblje od pocetka jednog do pocetka drugog estrusa (ROBINSON i
NOAKES, 2019). U normalnim uvjetima krave su poliestri¢ne zivotinje kroz cijelu godinu. Poslije
puberteta ciklicka aktivnost ¢e se kontinuirano odvijati osim za vrijeme graviditeta, 3 do 6 tjedana
poslije poroda, tijekom perioda ozbiljnog negativnog energetskog balansa (vidljivo tijekom
vrhunca proizvodnje mlijeka) i kod odredenih patoloskih poremecéaja (ROBINSON i NOAKES,
2019). Junice ulaze u pubertet za vrijeme prvog estrusa kojem zatim slijedi normalna lutealna faza
ciklusa. Poznato je da se pocCetak puberteta i prva ovulacija ne moraju dogoditi istovremeno kod
vecine junica. Nakon prve ovulacije Cesto se javljaju kratki ciklusi i estrusi bez ovulacije prije nego
Sto reproduktivni sustav postane potpuno funkcionalan (JAINUDEEN i HAFEZ, 2000). Vrijeme
kada junice ulaze u pubertet pod utjecajem je ¢imbenika kao $to su: tjelesna masa i kondicija,
pasmina, prehrana, genetika i doba godine (ESTILL, 2015). Kod junica mlijecnih pasmina
hranjenih preporucenim koli¢inama hrane pubertet u prosjeku zapocinje s 10 do 12 mjeseci
(JAINUDEEN i HAFEZ, 2000). Spolni ciklus krava u prosjeku traje 20 dana (moze trajati u
rasponu od 18-22 dana), dok kod junica spolni ciklus prosjecno traje 21 dan (mozZe trajati u rasponu
od 18-24 dana) (ROBINSON i NOAKES, 2019). Estrus je razdoblje spolnog ciklusa koje se
periodicki javlja kod krava koje nisu steone. To je razdoblje karakterizirano pojacanom spolnom
aktivnosS¢u i u tom vremenu krave i junice prihvacaju skokove bikova (VANN, 2015). Dugo se
godina smatralo da je prosjecna duljina trajanja estrusa oko 15 sati s varijacijama od 2 do 30 sati.
Medutim danas postoje dokazi da je vrijeme estrusa kod modernih Holstein krava mnogo krace te
se vjeruje da je kod njih prosjecna duljina estrusa oko 8 sati (ROBINSON 1 NOAKES, 2019).
Mnogo je ¢imbenika koji utjecu na duljinu trajanja estrusa. Neki od njih su: pasmina, doba godine,
prisutnost bika, prehrana, mlije¢nost, na¢in drzanja te broj drugih krava u estrusu (ROBINSON i
NOAKES, 2019). Krave su jedinstvene u usporedbi s drugim farmskih Zivotinja zato $to ovulacija
kod njih nastupa 10 do 12 sati nakon prestanka znakova estrusa, odnosno u prosjeku 30 sati nakon
prvih znakova estrusa (JAINUDEEN i1 HAFEZ, 2000). Spolni se ciklus tradicionalno dijeli u
nekoliko faza. Folikularna faza ciklusa obuhvaca proestrus i estrus. U toj se fazi na jajnicima odvija
rast folikula uz odsutnost zutog tijela. Glavni hormon ove faze spolnog ciklusa je estrogen

(ROBINSON 1 NOAKES, 2019). U folikularnoj fazi ciklusa predovulatorni folikul pojac¢ano raste



1 za to vrijeme proizvodi velike koliine estrogena koji je odgovoran za estrusno vladanje i
pulzatorni val luteiniziraju¢eg hormona. U jednom trenutku koli¢ina estrogena dosegne dovoljnu
koncentraciju §to onda potakne pulzatorni val luteiniziraju¢eg hormona (LH) nakon kojeg slijedi
ovulacija za 24 do 32 sata (WILTBANK i sur., 2002). Folikularna faza ciklusa kod krava najcesce
traje 3 do 6 dana (HAFEZ i HAFEZ, 2000). Nakon ovulacije iz preostalih folikularnih stanica
razvija se Zzuto tijelo te dolazi do porasta koncentracije progesterona u krvi kako Zuto tijelo
postupno raste. Povecana koncentracija progesterona prisutna za vrijeme zivota Zutog tijela
kljucna je za embrionalni razvoj i ¢uvanje graviditeta. Visoka koncentracija progesterona takoder
blokira pulzatorni LH val 1 ovulaciju (WILTBANK 1 sur., 2002). Faza ciklusa u kojoj postoji
funkcionalno Zuto tijelo naziva se lutealna faza ciklusa i kod krava traje naj¢eS¢e izmedu 16 do 17
dana (HAFEZ i HAFEZ, 2000). Do regresije zutog tijela dolazi kada maternica negravidnih krava
pocinje izluivati PGFz, (PGF2,) (WILTBANK 1 sur., 2002). Nakon Iluteolize razina
folikulostimulirajuéeg hormona iz hipofize poéinje rasti te zapo&inje novi ciklus (LOJKIC, 2016).
Budu¢i da je kod vecine nasih domacih zivotinja estrus jedina vidljiva faza ciklusa postoji

tendencija da se ciklus podjeli na estrus i interestrus (ROBINSON i NOAKES, 2019).

i Follicula : Follicula
Fhase i T SR

Slika 1. Spolni ciklus krave (izvor: animalbiosciences.uoguelph.ca)



2.2. PUBERTET

Pubertet je proces kroz koji jedinke postaju spolno zrele. Ukljucuje promjene u ponasanju
te fizioloske promjene koje su uzrokovane aktivacijom gonada (AMSTALDEN i WILLIAMS,
2015). Za vrijeme puberteta koncentracija progesterona u krvi ukazuje na ciklicku aktivnost jajnika
prije pojave prvog vidljivog estrusa. Zbog toga pubertet mozemo definirati kao prvi dan kada
koncentracija serumskog progesterona prede 1 ng/mL. Smatra se da je kod junice pubertet zapoceo
nakon prvog estrusa poslije kojeg je uslijedila normalna lutealna faza. Kod junica pubertet
zapocinje kada osovina hipotalamus-hipofiza-jajnici izgubi senzitivnost na negativnu povratnu
spregu estrogena Sto onda omogucava pulzatorni val luteinizirajuéeg hormona (ESTILL, 2015).
Kada Zenka ude u pubertet genitalni organi postaju ve¢i. U vrijeme razvoja prije puberteta rast
genitalnih organa sli¢an je rastu svih ostalih organa u tijelu. Za vrijeme puberteta rast genitalnih
organa se ubrza te maternica i jajnici povecaju svoju masu u prosjeku za 72% odnosno 32%. Krave
u pubertet najcesce ulaze izmedu sedmog i osamnaestog mjeseca starosti (LEA i ENGLAND,
2019). Folikularni valovi ne javljaju se samo kod ciklickih krava (WILTBANK i sur., 2002).
Prihvacena je spoznaja da se pubertet i prva ovulacija ne moraju dogoditi u isto vrijeme. Kod
vecine junica uobiCajene su “tihe” ovulacije s kratkim lutealnim fazama koje se dogadaju u
vremenu prije puberteta (ESTILL, 2015). Ponavljana ultrazvu¢na snimanja jajnika zenske teladi 1
junica starih izmedu 2 1 36 tjedana pokazali su folikularni razvoj u obliku folikularnih valova od
kojih svaki traje izmedu 7-9 dana. Kako zivotinje rastu tako raste promjer dominantnog folikula
te raste razlika izmedu dominantnog folikula i najve¢eg subordinantnog folikula (DRIANCOURT,
2000).

2.3. FOLIKULARNA DINAMIKA

Bez obzira na fiziolosko stanje u kojem se nalaze, jajnici svih vrsta Zivotinja posjeduju
veliku zalihu primordijalnih folikula, neSto manju populaciju preantralnih folikula (100-1000) te
oko 50-300 antralnih folikula (DRIANCOURT, 2000). Tkiva zenskog reproduktivnog sustava
poput jajnika i Zutog tijela neka su od najbrze rastuc¢ih tkiva u odraslih Zenskih Zivotinja te su
takoder jedna od rijetkih tkiva koja se odlikuju periodi¢kim rastom 1 regresijom (FRICKE, 2001).
U zadnjih tridesetak godina ultrazvucna je dijagnostika uvelike pomogla u istrazivanju razvoja

folikularnih valova te sazrijevanja folikula do predovulatorne veli¢ine (DRIANCOURT, 2000).
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Transrektalna ultrazvu¢na dijagnostika omogucava neinvazivno proucavanje i mjerenje folikula
veli¢ine od 3 mm neovisno o njihovoj poziciji na jajniku (FRICKE, 2001). Istrazivanja su
pokazala da postoje zivotinje koje pokazuju cikluse s dva folikularna vala kao i s tri folikularna
vala. Kod zivotinja s dva folikularna vala prvi val zapocinje prvog dana ciklusa dok se drugi javlja
devetog ili desetog dana ciklusa. Kod zivotinja s tri folikularna vala valovi se javljaju prvog, osmog
1 Sesnaestog dana ciklusa (ROBINSON i NOAKES, 2019). Kod zivotinja ¢iji ciklus ima dva
folikularna vala do luteolize dolazi ranije (16. dana) za razliku od zivotinja s tri folikularna vala
(19. dana). Regresija zutog tijela direktno utjeCe na duljinu ciklusa pa tako zivotinje s dva vala
imaju ciklus koji traje 20 dana dok one s tri vala imaju ciklus koji traje 23 dana. Zbog toga se
uzima da uobiCajeni ciklus kod krava traje 21 dan, to je zapravo prosjek duljine trajanja ciklusa

zivotinja koje imaju dva ili tri folikularna vala (ADAMS i SINGH, 2015).

——  Dwoeminant Follicles Corpus Luteum
——  Bubordinate Folkicles FRegressing Folicles

Diametar

Diameter

Slika 2. Spolni ciklus s dva folikularna vala vs. spolni ciklus s tri folikularna vala (izvor:

ADAMS i SINGH, 2015)



Ubrzo nakon ovulacije grupa malih folikula zapocCinje svoj rast na jajniku i to ozna¢avamo kao
pocetak folikularnog vala. 1z te grupe folikula izabire se jedan, dominantni folikul koji nastavlja
rasti dok ostali folikuli iz te grupe podlijezu regresiji. Medutim u to vrijeme ciklusa prisutno je
funkcionalno Zuto tijelo te visoka koncentracija progesterona Sto onemogucava pulzatorni LH val,
estrusno ponasanje te ovulaciju. Prvi dominantni folikul postat ¢e nefunkcionalan i oko sredine
ciklusa zapocet ¢e drugi folikularni val. Dominantni folikul iz drugog folikularnog vala doseze
ovulatornu veli¢inu za vrijeme regresije zutog tijela Sto omogucava njegovu ovulaciju
(WILTBANK i sur., 2002). Faza folikularnog vala u kojem zapocinje rast kohorte folikula naziva
se faza regrutacije. Kod goveda je to najces¢e skupina od 5 do 10 folikula. Regrutiraju se samo
folikuli ovisni o gonadotropnim hormonima, odnosno oni ¢iji je promjer vec¢i od 2 mm. Svi folikuli
odabrani u ovoj fazi potencijalno mogu biti ovulatorni folikuli (DRIANCOURT, 2000). U vrijeme
faze selekcije odabire se dominantni folikul. Ostali folikuli iz kohorte postaju subordinatni folikuli
1 podlijezu atreziji Sto se oCituje kao prestanak rasta i postojano smanjenje njihove veli¢ine.
Parametri koji utjeCu na prezivljavanje odabranog folikula opsezno se istrazuju. Pretpostavlja se
da najveci folikul iz kohorte ima najvecu vjerojatnost da bude odabran te da ovulira, ali proces je
ipak mnogo kompleksniji. Vrlo je znacajno to Sto kod velikog broja domacih Zivotinja pa tako i
kod krava, folikul koji prvi razvije receptore za luteiniziraju¢i hormon bude odabrani folikul u fazi
selekcije (DRIANCOURT, 2000). Za vrijeme faze dominacije odvija se maturacija i rast
preovulatornog folikula. U ovoj fazi ostali folikuli iz kohorte potpuno atreziraju te nema
regrutacije nove kohorte folikula. Postoji direktna veza izmedu prisutnosti dominantnog folikula i
prestanka regrutacije zato Sto je dokazano da kauterizacijom dominantnog folikula odmah
zapocinje novi val regrutacije (DRIANCOURT, 2000). Pod utjecajem progesterona (za vrijeme
diestrusa ili graviditeta) dominantni folikuli prvog ili prvog i drugog folikularnog vala kod
zivotinja s tri folikularna vala podlijezu atreziji. Dominantni folikul koji je prisutan u vrijeme
luteolize postaje ovulatorni folikul 1 pocetak novog folikularnog vala odgoden je sve do njegove

ovulacije (ADAMS i SINGH, 2015).



Day Follicles CL

- i L Fgditcd *a e 4
-.. ... - -O. oy 0 PR RN R RR R RN AR PR RN
® .o 0@
f0 T PR R T
-..... - .OI ... 2

086806

i e

12 O GPcovsessavenssss

1 4 D ..l-uvum

e o .. .......
8 . .....

o &
® v
w

.

®,

*. - t' .'.. ..

20/0 2 sssssssssssssssesass

Slika 3. Folikularna dinamika na jajnicima. Tamno plava to¢ka-dominantni folikul koji raste,
svijetlo plava to¢ka-dominantni folikul koji atrezira, crne tocke-subordinarni folikuli, narancasti

oblik-zuto tijelo (izvor: ADAMS i SINGH, 2015)

2.4. HORMONALNA REGULACIJA

Neuroendokrina kontrola spolnog ciklusa ukljucuje integraciju mnogih regulatornih
signala. Ti signali tvore kompleksnu mrezu koja omogucava preciznu kontrolu izlucivanja

hormona potrebnih za razvoj folikula, steroidogenezu i ovulaciju. Izlu¢ivanje gonadotropnog
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releasing hormona (GnRH) u portalni krvotok osovine hipotalamus-hipofiza (adenohipofiza)
smatra se primarnim endokrinoloskim mehanizmom koji regulira sintezu 1 otpuStanje
gonadotropina. Unutarnji ¢imbenici poput metabolickih hormona te hormona gonada, faktori rasta
te signalne molekule i vanjski ¢imbenici poput okoliSnih kemikalija, fotoperiod i stresori
percipiraju se u srediSnjem ziv€anom sustavu te direktno ili ¢eS¢e indirektno kontroliraju
izlu¢ivanje GnRH. Zbog stimulacije GnRH hipofiza izluCuje 1 otpusta folikulostimulirajuci
hormon (FSH) i LH (AMSTALDEN i WILLIAMS, 2015). Nastanak folikularnih valova potaknut
je blagim porastom cirkuliraju¢eg FSH. Ako do tog porasta ne dode ili porast FSH bude odgoden,
folikularni val nece zapoceti ili ¢e biti odgoden (ROBINSON i NOAKES, 2019). Velicina folikula
koji ulaze u fazu regrutacije usko je povezana s trenutkom kada je kod njih prvi puta moguce
detektirati aromatazu. Kod goveda je to naj¢es¢e veli¢ina izmedu 3-4 mm. To je kljucan korak u
sazrijevanju folikula zato Sto aromataza omogucava da folikuli stvaraju estradiol iz androgenih
prekursora iz theca stanica (DRIANCOURT, 2000). Opcenito je prihvaceno da je FSH glavni
hormon zaduzen za regulaciju regrutacije kod vecine zivotinja (DRIANCOURT, 2000). Glavni
ucinci FSH su induciranje aktivnosti aromataze u granuloza stanicama, $to objaSnjava zasto
folikuli postaju sposobni proizvoditi estradiol, stimulirati proizvodnju inhibina i folistatina te
zapoceti sprjeCavanje genskog kodiranja za vezajuci protein inzulinu nalik ¢imbenika rasta 2 (eng.
insulin-like growth factor-binding protein 2, 1GFBP2) (DRIANCOURT, 2000). Promjena
koncentracije FSH za vrijeme ciklusa ima bitnu ulogu u odredivanju uzorka rasta folikula. Svim
folikularnim valovima prethodi porast koncentracije FSH (WILTBANK i sur., 2002). Porast
koncentracije FSH ubrzo nakon ovulacije povezan je s pojavom prvog folikularnog vala i u vrijeme
kada folikuli dosegnu veli¢inu od 4 mm koncentracija FSH je na vrhuncu. Nakon S§to folikularni
val zapocne, folikuli pocinju rasti, a koncentracija cirkuliraju¢eg FSH pocinje padati te doseze
najnize koncentracije u vrijeme selekcije dominantnog folikula (WILTBANK i sur., 2002).
Luteiniziraju¢i hormon ima minimalnu ulogu u fazi regrutacije (DRIANCOURT, 2000). Dva
lokalno proizvedena spoja takoder imaju ulogu u procesu regrutacija: inzulinu nalik ¢imbenici
rasta (insulin-like growth factors, 1GF) i folistatin (DRIANCOURT, 2000). Selekcija se moze
definirati kao proces u kojem postoji najveca razlika u stopi rasta izmedu najveceg folikula i
drugog najveceg folikula u folikularnom valu (WILTBANK 1 sur., 2002). U procesu selekcije
dominantnog folikula postoje dvije teorije koje objasnjavaju uklju¢ene mehanizme. Prva teorija

tvrdi da je mehanizam selekcije kontroliran jedino endokrinim mehanizmima (smanjenje



raspolozivosti FSH) dok druga teorija tvrdi da najveci folikul stvara spojeve koji direktno
inhibiraju razvoj ostalih folikula u kohorti. Budu¢i da te dvije teorije ne iskljucuju jedna drugu
smatra se da kod krava oba mehanizma imaju ulogu u procesu selekcije. Teorija koja govori da je
pad koncentracije FSH, koji se dogada 2 do 3 dana nakon regrutacije, klju¢ni mehanizam u procesu
selekcije poduprta je opservacijom da postoji ¢vrsta veza izmedu pada koncentracije FSH i pocetka
selekcije. Pad koncentracije FSH uzrokovan je kombiniranim u¢inkom inhibina i estradiola koje
proizvode folikuli ve¢i od 5 mm te negativhom povratnom spregom djeluju na hipofizu
(DRIANCOURT, 2000). Folikuli izlu€¢uju dva spoja koji imaju inhibitorni u¢inak na FSH, inhibin
1 estradiol. Smatra se da inhibin izlucuju folikuli svih veli¢ina, dok estradiol izlucuje samo
dominantni folikul. FSH doseZe svoju maksimalnu koncentraciju u vrijeme regrutacije zato Sto je
tada prisutna mala koli¢ina inhibina i estradiola. Kako folikularni val napreduje, ve¢i folikuli
pocinju proizvoditi inhibin koji ima inhibitorni u€inak na izlu¢ivanje FSH, a svoju najniZu razinu
FSH doseze u vrijeme selekcije dominantnog folikula, kada je on velik oko 8.5 mm. Razina
estradiola takoder raste u vrijeme selekcije i to je zasluzno za dodatnu inhibiciju izlu¢ivanja FSH.
Estradiol je sam vrlo slab inhibitor izlu¢ivanja FSH, medutim u sinergiji s inhibinom ima vrlo jak
ucinak (WILTBANK i sur., 2002). Medutim postoje podaci da FSH nije jedini ¢imbenik u
mehanizmu selekcije. Dokazan je smanjen ucinak egzogeno apliciranih gonadotropnih hormona
na subordinantne folikule kod krava koje imaju dominantni folikul, §to pokazuje da dominantni
folikul posjeduje mehanizam da smanji osjetljivost manjih folikula prema apliciranim hormonima.
Direktan inhibitorni u¢inak folikularne tekuéine na rast i sazrijevanje folikula dokazan je u in vivo
1 in vitro pokusima Sto dokazuje prisutnost bio-aktivnih tvari u folikularnoj tekuéini. Neke tvari
koje bi mogle stvarati opisane efekte su transformirajuci Cimbenik rasta o (transforming growth
factor a, TGFa), inhibin, superoksid dizmutaza ili protein toplinskog Soka 90 (heat shock protein
90, HSP 90. Sve navedene tvari imaju sposobnost smanjiti aktivnost aromataze. Potrebno je
dodatno istraziti izlucuju li dominantni folikuli sve navedene tvari u dovoljnoj koli¢ini da utjecu
na proces selekcije (DRIANCOURT, 2000). Opce je prihvacena teorija da je luteinizirajuci
hormon kljuéni hormon ukljucen u zavrs$ni rast dominantnog folikula za vrijeme dok ostali folikuli
iz kohorte podlijezu atreziji. Postoje brojna istrazivanja koja podupiru ovu teoriju
(DRIANCOURT, 2000). Kod pothranjenih krava, niska frekvencija pulseva LH bila je povezana
sa smanjenom veli¢inom dominantnog folikula. Nadalje, tretiranje krava s GnRH agonistima, koji

suprimiraju LH pulseve, blokira rast folikula u fazi kada on postaje dominantan, odnosno kada



doseze 8-9 mm. Kod GnRH imuniziranih krava kojima je suplementiran rezim gonadotropnih
hormona, aplikacija LH bila je potrebna tek kada folikul dosegne veli¢inu od 8 mm kako bi mogao
narasti do ovulatorne veli¢ine. Ovo posljednje istrazivanje potvrduje podatke da folikuli koji
dosegnu 8 mm, u svojim granuloza stanicama, posjeduju poruku u mRNA za kodiranje LH
receptora ili LH receptore same. Ovi podaci dokazuju da je razvoj LH receptora u granuloza
stanicama usko povezan s nastankom folikularne dominacije (DRIANCOURT, 2000). Da je razvoj
LH receptora vrlo usko povezan s nastankom folikularne dominacije potkrepljuje istrazivanje koje
je dokazalo da je razliku u ekspresiji mRNA za kodiranje LH receptora moguce dokazati u dva
najveca folikula 8 sati prije nego se moze uociti razlika u veliCini ili detektirati razlika u
koncentraciji estradiola izmedu ta dva folikula (WILTBANK 1 sur., 2002). Pokazalo se da neke
promjene u dominantnom folikulu, osim stvaranja LH receptora u granuloza stanicama,
omogucavaju da izlucuje vece koli¢ine estradiola i da napreduje brze od subordinantnih folikula.
Dominantni folikul stvara dominaciju tako $to negativnom povratnom spregom smanjuje koli¢inu
cirkuliraju¢eg FSH, ali u isto vrijeme mora razviti mehanizme za nastavak rasta u uvjetima
smanjene koncentracije FSH. Povecava se broj dokaza koji ukazuju da IGF vjerojatno igra ulogu
u selekciji dominantnog folikula. Vjeruje se da IGF igraju bitnu ulogu u rastu folikula stimulirajuci
proliferaciju stanica granuloze i djeluju¢i sinergisticki s gonadotropinima da promoviraju
diferencijaciju folikularnih stanica (FORTUNE 1 sur., 2001). Dominantni folikuli izrazito su
osjetljivi na LH, stoga promjene u pulzatornoj sekreciji LH utje¢u na njihov razvoj odnosno
prestanak dominacije. Prestanak dominacije moguce je inducirati udvostru¢enjem koncentracije
cirkuliraju¢eg progesterona $to uzrokuje smanjene frekvencije pulseva luteiniziraju¢eg hormona
za 50%. Takvi uvjeti podudaraju se s viemenom prestanka dominacije u prvom folikularnom valu,
kada je izmedu sedmog i desetog dana koncentracija progesterona na vrhuncu, a frekvencija LH
pulseva je minimalna (DRIANCOURT, 2000). Dominantni folikul zavr$nog folikularnog vala
(drugog ili tre¢eg) odgovara na smanjenu koncentraciju progesterona zbog luteolize i posljedi¢no
povecanje frekvencije LH pulseva tako Sto pojacano luci estrogen. Pojacano luCenje estrogena
uzrokuje zavrs$ni pulzatorni val luteiniziraju¢eg hormona $to dovodi do ovulacije dominantnog
folikula (FORTUNE i sur., 2001). Folikuli ovuliraju kada dosegnu veli¢inu izmedu 12 i 20 mm
(ROBINSON i NOAKES, 2019). Zuto se tijelo stvara ubrzo nakon ovulacije, a formira se iz
granuloza i theca stanica Graafovog folikula koji je ovulirao. Intenzivna angiogeneza omogucava

da se za 10 do 12 dana, masa zutog tijela poveca do dvadeset puta (ROBINSON i NOAKES,
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2019). Hormoni koji su vjerojatno najzasluzniji za formiranje Zutog tijela su prolaktin i
luteiniziraju¢i hormon medutim, stimulans za formiranje i odrZzavanje zutog tijela varira od vrste
do vrste (ROBINSON i NOAKES, 2019). Prisutstvo funkcionalnog Zutog tijela i njegova
proizvodnja progesterona inhibira pojavu estrusa pomocu negativne povratne sprege progesterona
na hipotalamus. To je prvenstveno vidljivo za vrijeme graviditeta. Kod negravidnih Zivotinja,
estrus 1 ovulacija dogadaju se u prilicno regularnim intervalima i glavnu kontrolu u toj cikli¢koj
aktivnosti ima zuto tijelo (ROBINSON I NOAKES, 2019). Ranih sedamdesetih godina proslog
stoljeca otkriveno je da PGF2, prirodni luteoliziraju¢i hormon kod krava (ADAMS i SINGH,
2015). Pulzatorno ispustanje PGF», iz maternice koje zapoc€inje luteolizu deSava se 4 do 6 dana
prije ovulacije. Studije su pokazale da prvih 5 do 6 dana nakon ovulacije egzogeni PGF2, nece
uzrokovati luteolizu. S druge strane, egzogeno aplicirani PGF2, nakon Sestog dana uzrokuje
luteolizu kod vecine zutih tijela. Smatralo se da zuto tijelo prvih 5 do 6 dana ne odgovara na PGF»,
zato Sto nezrela Zuta tijela nemaju receptore za PGF2,. Ta teorija je pobijena zato Sto je otkriveno
da nezrela zuta tijela posjeduju receptore za PGF2, ve¢ s 2 dana starosti. Razlozi otpornosti
nezrelog zutog tijela ostaju nerazjasnjeni, ali neki znanstvenici pretpostavljaju da zrelo Zuto tijelo
pozitivnom povratnom spregom pomocu lutealnog oksitocina utjeCe na oslobadanje PGFy, iz

endometrija Sto onda uzrokuje luteolizu (ADAMS i1 SINGH, 2015).
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(izvor: ROBINSON I NOAKES, 2019)

11



3. METODE OTKRIVANJA ESTRUSA KOD KRAVA 1 UMIJETNO
OSJEMENIJIVANIJE

Mnogi uzgajivaci goveda svake godine u svojim stadima koriste umjetno osjemenjivanje
(UO). Medutim jedan nedostatak takve tehnologije proizvodnje je potreba za otkrivanjem estrusa
(VANN, 2015). Tradicionalna metoda detekcije estrusa promatranjem vremenski je vrlo
neucinkovita metoda (NOWICKI i sur., 2017). Jo$ jedan nedostatak ovakvog nacina proizvodnje
je taj Sto se kod krava moze javiti tiho gonjenje ili neke zivotinje mogu vrlo slabo iskazivati
znakove estrusa (VANN, 2015). Mnogi faktori skrac¢uju trajanje i smanjuju znakove iskazivanja
estrusa. Povecana mlijeCnost, nekvalitetna prehrana, stres koji moze nastati zbog visokih
temperatura i smanjene dobrobiti su neki od najbitnijih ¢imbenika slabijeg iskazivanja znakova
estrusa. U svijetu postoji tendencija da farme povecavaju broj grla, §to dodatno stvara poteskoce
za radnike koji otkrivaju zivotinje u estrusu (NOWICKI 1 sur., 2017). Postoje brojne metode
kojima se moZze poboljsati 1 olaksati detekcija estrusa. To su pomoéne metode otkrivanja s kojima
se radnicima pokusava olaksati detekcija zivotinja u estrusu (PARKINSON, 2019). Te metode
ukljucuju: detektore opasivanja, oznake na korijenu repa i sakralnom dijelu leda (boja, kreda 1
druge), bikove probace s markerima vezanim oko vrata i neke sofisticiranije metode koje se koriste
elektronickim uredajima za detekciju estrusa (VANN, 2015). Uz sve navedene pomo¢ne metode i
dalje nije moguce jamciti da ¢e svaka krava u estrusu biti pronadena i osjemenjena. Posljednjih

desetljeca uspjesnost otkrivanja krava u estrusu pala je na 60% (NOWICKI i sur., 2017).

Slika 5. Metoda bojenja korijena repa i sakralnog dijela leda. Kravama koje su u stojecem

estrusu boju pobrisu krave koje ih naskakuju (izvor: PARKINSON, 2019)
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Kako se moguénost otkrivanja estrusa sve vise komplicira sve se vise poc¢inju koristiti metode koje
sinkroniziraju cijelo stado i zaobilaze potrebu za vizualnom detekcijom estrusa (PARKINSON,
2019). Kako bi otkrivanje estrusa postalo u¢inkovitije i zahtijevalo manje vremena za radnike, u
reproduktivhom menadzmentu su se poceli koristiti hormonalni protokoli. Implementacija takvih
protokola istodobno olakSava posao farmera i minimalizira troSkove umjetnog osjemenjivanja.
Hormonalni programi omogucavaju sinkronizaciju estrusa i ovulacije te uz koriStenje vremenski
planiranog umjetnog osjemenjivanja (timed artificial insemination, TAI) uklanjaju potrebu za
otkrivanjem estrusa (NOWICKI i sur., 2017). Medutim potrebno je spomenuti da je postotak
graviditeta kod raznih sinkronizacijskih protokola redovito nizi, nego kod otkrivanja prirodnog
estrusa 1 osjemenjivanja. Mnoga istrazivanja izvjeStavaju o poboljSanim reproduktivnim
performansama kod sinkroniziranih stada, ali to poboljSanje nastaje zbog lakseg otkrivanja estrusa,
a ne bolje plodnosti stada. Cilj svih hormonalnih protokola je izjednaciti stopu gravidnosti s onom
koja se postize osjemenjivanjem i otkrivanjem prirodnog estrusa (XU, 2002). Takoder razni
protokoli vrlo su ovisni o tome koliko folikularnih valova u jednom ciklusu iskazuju pojedine
zivotinje. Zivotinje koje iskazuju dva folikularna vala (primipare i multipare) sinkroniziraju se
mnogo bolje nego one koje iskazuju tri folikularna vala (nulipare) i zbog toga velik broj protokola
s TAI daje bolje rezultate kod visoko produktivnih mlije¢nih krava nego kod junica mlije¢nih

pasmina (FRICKE, 2001).
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4. INDUKCIJA ESTRUSA I SINKRONIZACIJA OVULACIE

4.1. HORMONI

GnRH, kojeg sintetiziraju stanice hipotalamusa je neurohormon odgovoran za kontrolu
izlu¢ivanja hormona adenohipofize (LAVEN, 2019). Hipotalami¢ni hormoni su hormoni koje
proizvode neuroni u hipotalamusu. Njihova je uloga potaknuti izluCivanje hormona iz
adenohipofize. Primarni otpustaju¢i hormon reproduktivnog sustava je GnRH. Neuropeptidi
hipotalami¢nog podrijetla su vrlo male molekule koje se sastoje od manje od dvadeset
aminokiselina (SENGER, 2012). Sedamdesetih godina proslog stoljeca zapocela je proizvodnja
sintetickih analoga GnRH te su provedena mnoga istrazivanja o u¢inku GnRH 1 njegovih analoga
na kontrolu reprodukcije (LAVEN, 2019). Aplikacija GnRH inducira brz porast koncentracije FSH
1 LH neovisno o koncentraciji progesterona ili faze folikularnog vala. U¢inak GnRH na postojeci
folikularni val ovisan je o prisutnosti dominantnog folikula. GnRH apliciran nakon selekcije
dominantnog folikula uzrokovat ¢e njegovu ovulaciju i pocetak novog vala 1.5 do 2 dana kasnije.
Medutim ako se GnRH aplicira prije selekcije dominantnog folikula nece biti uc¢inka na postojeci
folikularni val vjerojatno zato $to u to vrijeme folikuli jo$ ne posjeduju LH receptore u granuloza
stanicama (KASIMANICKAM, 2015). Kod krava su se GnRH i njegovi analozi koristili za
tretiranje cisticne bolesti jajnika, odgodu luteolize i stimulaciju ovulacije. Danas se GnRH koristi
kao neizostavni dio hormonalnih programa koji kontroliraju vrijeme ovulacije kao sto je Ovsynch

(LAVEN, 2019).

Prostaglandini su lipidi koji se sastoje od 20 uglji¢nih hidroksi nezasi¢enih masnih kiselina
te nastaju iz arahidonske kiseline. Postoji najmanje Sest prostaglandina i velik broj razli¢itih
metabolita koji imaju Siroki spektar metabolickih aktivnosti. Na primjer prostaglandin E» (PGEz)
snizuje krvni tlak, dok PGF2, povisuje krvni tlak. Prostaglandini jo§ stimuliraju glatke miSice
maternice, sudjeluju u metabolizmu lipida i posreduju u procesu upale. Sto se reproduktivnog
sustava tice, dva najbitnija prostaglandina su PGF2, i PGE> (SENGER, 2012). Prostaglandini
odnosno egzogeni PGF2, 1 njegovi analozi mogu se koristiti za indukciju luteolize i manipulaciju
ciklicke aktivnosti jajnika (LAVEN, 2019). Jednokratna aplikacija prostaglandina uzrokuje
regresiju zutog tijela starog izmedu 7 i1 18 dana. Regresija Zzutog tijela uzrokovat ¢e pad
koncentracije cirkulirajueg progesterona. Pad koncentracije progesterona omogucava niz

fizioloskih i endokrinoloSkih promjena koji ¢e na posljetku uzrokovati pojavu estrusa i ovulaciju.
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Medutim prostaglandini nisu u¢inkoviti u svim fazama spolnog ciklusa. Njihova aplikacija nema
ucinka ako je ve¢ zapocela prirodna luteoliza. Takoder, mlada Zuta tijela, starosti od 1 do 5 dana
nisu osjetljiva na prostaglandine te njihova aplikacija ne¢e uzrokovati luteolizu u tom periodu
spolnog ciklusa (XU, 2002). Potrebno je jo$ naglasiti da prostaglandini uzrokuju pobacaj. Zbog
toga se ne smiju koristiti kod zivotinja koje bi mogle biti gravidne. Ako postoji bilo kakva sumnja,
uvijek je potrebno provesti dijagnostiku graviditeta prije aplikacije prostaglandina (LAVEN,
2019). Budu¢i da je dokazano da nece sve krave iz stada odgovoriti na jednu aplikaciju
prostaglandina razvijeno je nekoliko pristupa kako bi se zaobiSao taj problem. Najces¢i je pristup
aplikacija dvije doze prostaglandina s razmakom od 11 do 14 dana. Takav pristup osigurava da su
sve zivotinje sposobne odreagirati na drugu aplikaciju prostaglandina neovisno o tome jesu li
odgovorile na prvu aplikaciju (XU, 2002). Vecina ¢e krava uéi u estrus za 3 do 5 dana nakon druge
aplikacije prostaglandina (LAVEN, 2019). Kada se koriste zasebno prostaglandini ne uspijevaju
stvoriti usku sinkronizaciju stada. Razlog tome je taj Sto je vrijeme izmedu aplikacije
prostaglandina i pojave ovulacije ovisno o fazi razvoja dominantnog folikula. U¢inak dominantnog
folikula na program sinkronizacije prostaglandinima je vjerojatno glavni razlog zbog cega
dodavanje progesterona poboljSava rezultate sinkronizacije. Progesteron u ovom slu¢aju kontrolira
razvoj folikula. Razvoj Ovsynch programa je takoder potaknut ovisnoS¢u sinkronizacijskih

protokola s prostaglandinima o fazi razvoja dominantnog folikula (LAVEN, 2019).

Steroidni  hormoni  imaju  zajednicki molekularni nukleus koji se zove
ciklopentanoperhidropbenantbren. Ta je molekula sastavljena od Cetiri prstena (A, B, C i D).
Steroidi se sintetiziraju iz kolesterola kroz niz kompleksnih puteva koji uklju¢uju mnoge enzimske
pretvorbe. Steroidne molekule su seksualni promotori i uzrokuju promjene u muskom i Zenskom

reproduktivnom sustavu (SENGER, 2012).
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Slika 6. Proces stvaranja steroidnih hormona iz kolesterola (izvor: SENGER, 2012)

Progesteron 1 sinteticki progestageni mogu se koristiti za kontrolu spolnog ciklusa, posebno za
sinkronizaciju estrusa unutar grupe zivotinja. Egzogeni progestageni oponasaju ulogu zutog tijela,
odnosno pomocu negativne povratne sprege prema adenohipofizi suprimiraju ciklicku aktivnost
supresijom izlucivanja gonadotropina. Kada se egzogeni progestageni uklone, inhibicija nestaje i
ponovno se vraca uobicajena ciklicka aktivnost (LAVEN, 2019). Kod skupine krava u razli¢itim
fazama spolnog ciklusa, tretman progestagenima koji traje vise od 14 dana, uzrokovat ¢e pojavu
estrusa unutar 2 do 3 dana nakon Sto se prekine davanje progestagena. KoriStenje progestagena
sprjecava pojavu estrusnog ponaSanja kod krava ¢ija ¢e zuta tijela pro¢i kroz proces luteolize za
vrijeme trajanja sinkronizacije sve do prestanka tretmana. Kod zivotinja koje se nalaze u ranoj fazi
ciklusa tretman progestagenima sprjeCava stvaranje zutog tijela ili skrac¢uje Zivotni vijek novo
stvorenog zutog tijela (XU, 2002). Upotreba progestagena za sinkronizaciju estrusa kod mlije¢nih
krava unaprijedena je razvojem naprava za aplikaciju progestagena koje uklju¢uju implantante

norgestometa za uho, PRID (progesterone-releasing intravaginal device) 1 CIDR (controlled
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internal drug release) spirala (XU, 2002). PRID spirale se umecu u vaginu pomocu aplikatora od
kuda se progesteron otpusta i apsorbira u krvotok stvaraju¢i koncentraciju od 3 do 5 ng/mL u
perifernoj krvi (LAVEN, 2019). Najces¢a negativna posljedica sinkronizacije krava s
progestagenima je smanjenje uspjeha koncepcije. Sto je duZe vrijeme trajanja procesa
sinkronizacije to ¢e Zivotinja biti bolje sinkronizirane, ali postotak koncepcije bit ¢e sve nizi.
Istrazivanja su pokazala da do smanjenja stope koncepcije dolazi zbog stvaranja perzistentnih
dominantnih folikula. Doze progestagena koje se koriste u programima sinkronizacije dovoljno su
visoke za supresiju estrusa i ovulacije, ali nisu efikasne za supresiju razvoja perzistentnih
dominantnih folikula koji nastaju zbog nedostatka funkcionalnog zutog tijela (XU, 2002). Buduc¢i
da je ovulacija inhibirana najc¢esc¢e 14 dana, folikuli koji ovuliraju su stari 1 zbog toga su smanjene
plodnosti (KASIMANICKAM, 2015). Problemi smanjene plodnosti su rijeSeni kombiniranjem
progestagena s nekim dodatnim hormonima (LAVEN 2019). U danasnje vrijeme najCesée se
koristi kombinacija progestagena i PGF», pogotovo nakon zabrane koriStenja estrogena u

Europskoj Uniji (LAVEN, 2019)

Estrogeni aplicirani u vrijeme kada je prisutan folikul ovisan o FSH uzrokuju regresiju tog
folikula zbog negativne povratne sprege (DRIANCOURT, 2000) prema hipofizi i hipotalamusu
(KASIMANICKAM, 2015). Novi folikularni val pojavit ¢e se kada koncentracija estrogena padne
na bazalnu razinu i dode do pojave novog vala FSH. Estrogeni aplicirani u vrijeme kada je prisutan
folikul ovisan o LH ne uzrokuju regresiju folikula, ali sprjecavaju pojavu novog folikularnog vala
sve dok njihova koncentracija ne padne na bazalnu razinu. Estrogeni su se pokazali najuspjesniji
u kombinaciji s progestagenima. Estrogeni uzrokuju regresiju folikula ovisnih o FSH dok
progestini uzrokuju regresiju folikula ovisnih o LH. To znaci da ¢e neovisno o fazi ciklusa u kojoj
je tretman zapoceo, kombinacija ovih hormona uzrokovati pojavu novog folikularnog vala
otprilike 4 dana nakon aplikacije (DRIANCOURT, 2000). Hormonalni tretman estrogenima
pokazao se kao najbolji izbor prilikom sinkronizacije folikularnih valova kod krava. Medutim,
upotreba estrogena sve je ¢esSce zabranjena u velikom broju drzava i zbog toga je potrebno potraziti
alternativne nacine sinkronizacije (KASIMANICKAM, 2015). Europska Unija je 1999. godine
donijela odluku kojom zabranjuju koristenje estrogena kao promotora rasta jer je dokazano da
posjeduju kancerogena svojstva. Sedam godina kasnije zabranjeno je koriStenje estrogena kod svih

zivotinja namijenjenih za proizvodnju hrane. Zabrana je potaknula velik broj ostalih drzava da
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zabrane koriStenje estrogena kod zivotinja namijenjenih za proizvodnju hrane, medutim u SAD-u,

Kanadi 1 nekim juznoamerickim drzavama estrogeni se koriste joS i danas (LAVEN, 2019).

Spojevi koji zamjenjuju hipofizne gonadotropine. Proizvodi bazirani na procis¢enim
ekstraktima hipofize koji sadrze FSH 1 LH dostupni su na trzistu, medutim relativno su skupi. Iz
tog se razloga u vecini slucajeva koriste alternativni hormoni sa slicnim svojstvima. Kod domacih
se zivotinja najCeS¢e koriste konjski korionski gonadotropin (equine chorionic gonadotropin,
€CG) 1 humani korionski gonadotropin (human chorionic gonadotropin, hCG). Dobiven iz seruma
gravidnih kobila, eCG vec¢im djelom posjeduje ucinak slican kao FSH, a u manjem djelu posjeduje
ucinke slicne onima LH. S druge strane hCG, dobiven iz urina trudnih Zena posjeduje ucinak slican
kao LH, a u manjem dijelu ucinak slican FSH (LAVEN, 2019). Kod krava se eCG koristi za
stimulaciju razvoja folikula 1 stimulaciju ovulacije. Vece se doze koriste u embriotransfer
programima kako bi se potaknula superovulacija, a manje se doze koriste u multi hormonalnim
programima sinkronizacije kako bi se povecala veli¢ina folikula i njegova vitalnost tijekom
osjemenjivanja. Humani korionski gonadotropin (hCG) se najce$¢e koristi kao alternativa za

GnRH (LAVEN, 2019).

4.2. SINKRONIZACIJA OVULACIIE

Najpoznatiji sinkronizacijski protocol koji se bazira na apliciranju GnRH I PGF2a je
svakako Ovsynch (PURSLEY i sur., 1995). Ovsynch protokol razvijen je s ciljem da omoguci
sinkronizaciju folikularnih valova kako bi se ovulacija dogodila u dovoljno kratkom periodu da se
omoguci jedno TAI s prihvatljivim postotkom koncepcije (LAVEN, 2019). Protokol ukljucuje
injekciju GnRH u nasumicnoj fazi ciklusa nakon koje slijedi injekcija PGF2, sedam dana kasnije.
Druga injekcija GnRH daje se dva dana nakon injekcije PGF2,. Ova metoda je dizajnirana da se
uz nju koristi UO u tocno vremenski odredeno vrijeme (fixed timed artificial insemination, FTAI)

koje slijedi 16 (8-24) sata nakon posljednje injekcije GnRH (KASIMANICKAM, 2015).
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Slika 7. Ovsynch protokol (izvor: KASIMANICKAM, 2015)

Ovaj program predvida da prva injekcija GnRH inducira ovulaciju folikula prisutnog na jajniku
Sto dovodi do razvoja zutog tijela. U¢inkovitost indukcije ovulacije prve injekcije GnRH varira
izmedu 66% 1 85% 1 ovisi o tome u kojoj su fazi razvitka folikuli u vrijeme aplikacije. Ultrazvukom
je moguce vidjeti prve folikule u razvoju dva dana nakon prve injekcije GnRH. Jedan od tih
folikula iskoristit ¢e se za umjetno osjemenjivanje na kraju Ovsynch protokola. Sedmog dana
protokola aplicira se PGF2,. Njegova je uloga da inducira luteolizu i omogu¢i daljnji razvoj
dominantnog folikula novog folikularnog vala. Devetog dana protokola aplicira se druga doza
GnRH (NOWICKI i sur., 2017) koja sinkronizira vrijeme ovulacije dominantnog folikula koji je
zapoceo rast nakon prve aplikacije GnRH (FRICKE, 2001). Osjemenjivanje se izvodi 16-24 sata
nakon druge aplikacije GnRH (NOWICKI i sur., 2017). Ovaj program najucinkovitiji je kod krava
u laktaciji, manje je uspjesan kod krava u anestrusu te je joS manje uspjesan kod nulipara odnosno
junica (LAVEN, 2019). Najvaznija prednost Ovsynch programa je vrlo uska sinkroniziranost
estrusa kod krava S$to omogucava osjemenjivanje bez prethodnog otkrivanja estrusa
(KASIMANICKAM, 2015). Manjak znakova estrusa sve je veci problem na farmama mlijecnih
krava i u danaSnje vrijeme taj problem pogada 10-40% farmi. Razlog tihog gonjenja moze biti
slaba detekcija estrusa, ali s druge strane, skracivanje estrusa i slabljenje znakova estrusa
potvrdeno je kod visoko produktivnih mlije¢nih krava. Pretpostavlja se da su glavni razlozi tihog
gonjenja negativni energetski balans i s njime povezani endokrini poremecaji poput nizih
koncentracija LH i estrogena. Kao rjeSenje tih problema namecu se sinkronizacijski protokoli
poput Ovsynch-a. Takvi protokoli omoguéavaju precizno FTAI bez potrebe za detekcijom estrusa
(NOWICKI i sur., 2017). Toplinski stres jos je jedan uzrok smanjenog reproduktivnog ucinka na
nekim farmama i takve bi farme rjeSenje mogle pronaci u Ovsynch protokolu (NOWICKI 1 sur.,
2017). Toplinski stres uzrokuje smetnje u ciklickoj aktivnosti jajnika, smanjuje koncentraciju
progesterona u krvi, moze uzrokovati nastanak cisti i smanjuje izlu¢ivanje LH u predovulatornom
periodu za pola. Takoder je uocena smanjena kvaliteta oocita ovuliranih za vrijeme toplinskog

stresa. Reproduktivne smetnje 1 smanjena plodnost nastale zbog toplinskog stresa mogu biti
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prisutne 1 do nekoliko mjeseci nakon prestanka vru¢ih dana. Pretpostavlja se da dugo razdoblje
uzastopnih vruc¢ih dana ostavlja trajne posljedice na antralne folikule koji se kasnije razvijaju u
dominantne folikule. Kako bi se smanjio negativan ucinak vru¢ine na izlu¢ivanje hormona i
sazrijevanje oocita predlaze se upotreba hormonalnih protokola (NOWICKI i sur., 2017). U
jednom se istrazivanju usporedivala u¢inkovitost inseminacije krava tretiranih s GnRH 1 krava
koje nisu primile nikakav tretman za vrijeme visokih temperatura. Kod grupe koja je primila
GnRH, 28.6% krava bilo je gravidno dok je u grupi bez tretmana zabiljezen graviditet kod 17.7%
krava (ULLAH i sur., 1996.). Druga su istrazivanja takoder potvrdila hipotezu da aplikacija GnRH
za vrijeme toplinskog stresa ima pozitivne u¢inke na razvoj folikula i kvalitetu oocita (NOWICKI
isur., 2017). Medutim ovaj program pokazuje neke nedostatke ¢ak 1 kod krava u laktaciji gdje oko
40% zivotinja ne odgovara na program. Kljuc¢ni problemi su nedovoljna sinkronizacija folikularnih
valova i neuspjela luteoliza. U prvom slucaju problem su krave ¢iji dominantni folikuli ne
odgovore na prvu dozu GnRH, to su najc¢esc¢e folikuli stari 3-4 dana u vrijeme aplikacije. Takvi
dominantni folikuli mogu podlije¢i atreziji prije aplikacije PGF2, 1 ako se to dogodi, novi
dominantni folikul nece biti dovoljno zreo da odgovori na drugu aplikaciju GnRH. RjeSenje ovog
problema je presinkronizacija kako bi sve krave bile izmedu 5. 1 9. dana ciklusa u vrijeme pocetka
Ovsynch programa. (LAVEN, 2019). Drugi problem koji moze smanjiti u¢inkovitost Ovsynch
programa je izostanak luteolize nakon aplikacije PGF2.. Kao posljedica izostanka luteolize do¢i
¢e do supresije drugog folikularnog vala $to ¢e sinkronizaciju ovulacije i uciniti FTAI nemoguc¢im
(NOWICKI i sur., 2017). Postotak krava kod kojih se ne javlja luteoliza je izmedu 10% 1 11% 1 taj
se broj moze znacajno smanjiti ako se u protokol ukljuci druga injekcija PGF2, koja slijedi 24 sata
nakon prve (LAVEN, 2019). Ovsynch daje najbolje rezultate kada se koristi za cijelo stado. Takva
strategija omogucava istovremeno osjemenjivanje velikog broja krava postpartum i poboljSava
postotak gravidnosti u cijelom stadu. Naprotiv, Ovsynch ne pobolj$ava postotak graviditeta u stadu
kada se koristi samo za problemati¢ne krave (NOWICKI 1 sur., 2017). Jo$ jedan nedostatak
Ovsynch protokola je taj Sto takav program sinkronizacije znac¢ajno smanjuje uspjeh koncepcije
kod junica, ako to usporedimo s osjemenjivanjem nakon uocenog estrusa. Zbog toga se za

osjemenjivanje junica koriste izmijenjeni programi (LAVEN, 2019).
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Tablica 1. Prednosti i nedostaci Ovsynch protokola (izvor: NOWICKI i sur., 2017)

Prednosti

Nedostaci

Moguca primjena kod svih krava

Moguc¢e umjetno osjemenjivanje krava s

reproduktivnim poremecajima

Smanjena potreba za detekcijom estrusa i

ginekoloskim pregledima

Za najbolju ucinkovitost, protokol bi trebao

zapoceti izmedu 5. 1 9. dana ciklusa

Skra¢eno medutelidbeno razdoblje 1 razdoblje

uvodenja

Povecana embrionalna smrtnost

Sinkronizacija posla u stadu

Cijena hormona

Mogu¢i terapeutski ucinci

Razli¢it odgovor na hormonalni tretman

Plodnost je usporediva s drugim metodama

Losa plodnost kod junica

Jedna modifikacija Ovsynch protokola naziva se Cosynch. Jedina razlika izmedu Ovsynch i

Cosynch protokola je ta Sto krave nakon aplikacije druge doze GnRH budu odmah umjetno

osjemenjene. Upotreba Cosynch protokola omogucava farmerima jednu manipulaciju sa

zivotinjama manje u usporedbi s originalnim Ovsynch protokolom. Iako je jedna manipulacija

manje vrlo znaCajna s glediSta menadZmenta treba napomenuti da se Cosynch protokolom ne

ostvaruju optimalan postotak koncepcije kod mlije¢nih krava (FRICKE, 2001).

G
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Slika 8. Cosynch protokol (izvor: FRICKE, 2001)

Presinkronizacijski protokoli su razvijeni kao modifikacija originalnog Ovsynch protokola

zato §to je dokazano da faza ciklusa u kojoj se zapocne sa sinkronizacijom utjeCe na uspjesnost

protokola (FRICKE, 2001). Ovsynch protokoli koji zapocinju prerano (1 do 4 dana nakon
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ovulacije) ili prekasno (13 do 20 dana nakon ovulacije) imaju smanjen uspjeh sinkronizacije.
Nadalje, ako se prva injekcija GnRH aplicira kada je dominantni folikul u fazi prije pocetka
dominacije ili u fazi poslije dominacije moZze se dogoditi da ne dode do ovulacije i zbog toga nece
do¢i do sinkronizirane pojave novog folikularnog vala. Taj problem se nastoji rijesiti tako da
zivotinje posjeduju dominantni folikul odgovarajuée starosti prilikom aplikacije prve doze GnRH.
Krave ¢e najbolje odgovoriti na program sinkronizacije ako se prva doza GnRH aplicira izmedu 5
1 12 dana ciklusa. Iz ovog je razloga razvijeno nekoliko protokola koji osiguravaju da se krave
nalaze izmedu 5. i 12. dana spolnog ciklusa u vrijeme pocetka Ovsynch protokola
(KASIMANICKAM, 2015). Jedan od presinkronizacijskih protokola zasniva se na aplikaciji
PGF», kako bi se ujednacili ciklusi za pocetak Ovsynch protokola. Presynch protokol zapocinje
davanjem injekcije PGF2, 12 dana prije pocetka Ovsynch protokola §to uzrokuje sinkronizaciju
ciklicke aktivnosti jajnika. Zbog toga postoji veca vjerojatnost da ¢e za vrijeme prve aplikacije
GnRH, u Ovsynch protokolu, na jajniku postojati folikuli drugog folikularnog vala koji ¢e se moci
razviti. Druga istrazivanja predlazu da se presinkronizacija pomocu PGF», treba sastojati od dvije
injekcije PGF24 u razmaku od 14 dana i da Ovsynch protokol treba zapoceti 11 do 12 dana nakon
druge injekcije (EL-ZARKOUNY i sur., 2008; NAVANUKRAW i sur., 2004). Takoder postoji
misljenje da bi se s Ovsynch protokolom moglo zapoceti 7 dana nakon druge aplikacije PGF2,
(DIRANDEH i sur., 2015). U istrazivanju EL-ZARKOUNY i sur. (2008) koristili Presynch prije
Ovsynch programa te su zabiljezili porast postotka graviditeta od 48.8% nakon prvog
osjemenjivanja dok su koriste¢i samo Ovsynch zabiljezili postotak graviditeta od 37.5%. U jo$
jednom sli€énom istraZivanju zabiljeZzen je porast uspjeSnosti osjemenjivanja za 8% prilikom

koristenja Presynch protokola (GUMEN i sur., 2012).

Presynchronization
Day - 26 Day-12 Day 0 Day 7 Day 8@ Day 10
L & 4 * —0
PGFa:a PGFaa GnEH PGFonn. GmRH TAI

Slika 9. Shema Presynch protokola (izvor: NOWICKI i sur., 2017)
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G6G protokol zapocinje s aplikacijom PGF2q Cija je zadaca da inducira luteolizu funkcionalnog
zutog tijela. Dva dana nakon aplikacije PGF2,, aplicira se GnRH ¢ija je zadaca inducirati ovulaciju.
Zajedno, te dvije injekcije G6G protokola imaju ulogu su da zapo¢nu novi spolni ciklus. Ovsynch
protokol zapocinje 6 dana nakon aplikacije GnRH zato §to se krava tada nalazi u 6 danu ciklusa i
postoji velika moguénost da ima razvijeni dominantni folikul koji je sposoban ovulirati nakon prve

aplikacije GnRH u Ovsynch protokolu (KASIMANICKAM, 2015).
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Slika 10. Shema G6G protokola (izvor: semanticscholar.org)

Jo$ jedna modifikacija osnovnog Ovsynch programa naziva se Double Ovsynch. Ovaj protokol
sastoji se od dva Ovsynch protokola izmedu kojih postoji sedam dana pauze. Nakon drugog
Ovsynch protokola slijedi FTAIL Rezultati su pokazali da Double Ovsynch postize veci postotak
graviditeta u usporedbi s Presynch protokolom (49.7% u usporedbi s 41%). Razlog tome moze biti
taj da krave s neaktivnim jajnicima poslije poroda ne odgovaraju na aplikaciju PGF», tijekom
Presynch protokola. S druge strane dvije dodatne doza GnRH u Double Ovsynch protokolu
stimuliraju jajnike da povrate ciklicku aktivnost. Double Ovsynch protokol nije pokazao negativne
posljedice kod krava s aktivnim jajnicima. Zanimljivo je primijetiti da Double Ovsynch ima veci
ucinak kod junica nego kod krava (65.2% u usporedbi s 37.5%). Zbog toga se Double Ovsynch
protokol preporucuje za upotrebu kod junica dok se Presynch protokol ili drugi protokoli s PGF2,

preporucuju za upotrebu kod krava (NOWICKI i sur., 2017).
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Slika 11. Shema Double Ovsynch protokola (izvor: NOWICKI i sur., 2017)

Suplementacija progesterona u trajanju od sedam dana izmedu prve aplikacije GnRH 1 prve
aplikacije PGF2, u Ovsynch protokolu moze potaknuti estrus i sinkronizaciju ovulacije kod krava
1 junica. Takvi se protokoli najcesce koriste kod anestri¢nih krava i junica i kod krava s cisticnim
jajnicima (KASIMANICKAM, 2015). Kada se apliciraju u vaginu CIDr ili PRID spirale otpustaju
odredenu koli¢inu progesterona Sto onda inhibira pojavu estrusa kod krava (FRICKE, 2001). U
jednom istrazivanju napravljenom na 2000 krava velik broj krava nije pokazivao znakove estrusa
na pocetku proljetne sezone i 73% krava nije imalo detektibilno Zuto tijelo na pocetku programa.
Dokazano je da Ovsynch i Ovsynch program uz dodatak progesterona skrac¢uju vrijeme potrebno
za koncepciju. Medutim Ovsynch program uz dodatak progesterona skracuje vrijeme potrebno za
koncepciju dodatnih 6 dana u usporedbi s bazi¢nim Ovsynch programom. Tako je dokazano da je
Ovsynch program uz dodatak progesterona vrlo dobro rjeSenje za stada u kojima je anestrus

znacajan problem (LAVEN, 2019).

G P G
Ovsynch + CIDR Device s o P i o TAl12h

Slika 12. Shema Ovsynch protokola s dodatkom progesterona (izvor: FRICKE, 2001)

Resinkronizacijski protokoli mogu se koristi kod krava koje nisu postale gravidne nakon
prethodnog umjetnog osjemenjivanja (PARKINSON, 2019). Identifikacija krava koje nisu ostale
gravidne nakon umjetnog osjemenjivanja igra klju¢nu ulogu u reproduktivnom menadZzmentu
komercijalne mlije¢ne farme. Prilikom rane dijagnostike graviditeta naglasak se treba staviti na
krave koje nisu ostale gravidne. Odluka da se ne gravidna krava brzo podvrgne ponovnom
postupku umjetnog osjemenjivanja pospjesuje reproduktivnu uc¢inkovitost i stopu graviditeta. Na

taj se naCin uspjesno smanjuje vrijeme izmedu dva umjetna osjemenjivanja (FRICKE, 2001). Osim
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presinkronizacije, postoji moguc¢nost da se Ovsynch iskoristi kao metoda resinkronizacije krava.
Protokol podrazumijeva brzo osjemenjivanje nakon §to je krava dijagnosticirana kao ne gravidna
izmedu 30 i 32 dana nakon prvog umjetnog osjemenjivanja. Novi Ovsynch protokol moze zapoceti
odmah nakon $to je dokazano da Zivotinja nije gravidna. Medutim, moguce je skratiti vrijeme
izmedu dva umjetna osjemenjivanja ako se injekcija GnRH aplicira sedam dana prije dijagnostike
graviditeta. Na taj se naCin omogucava aplikacija PGF2, na dan dijagnostike graviditeta ako
zivotinja nije gravidna Sto omogucava ponovno osjemenjivanje Zzivotinja tri dana kasnije.
Ucinkovitost resinkronizacije zapocete izmedu 23. 1 25. dana nakon osjemenjivanja varira izmedu
23% 1 50% dok kod resinkronizacije zapocete izmedu 30. i 32. dana ucinkovitost pada na 25.2%
do 33.6% (NOWICKI 1 sur.,, 2017). PRID 1 CIDR spirale takoder se mogu koristiti za
sinkronizaciju estrusa kod krava koje nisu ostale gravidne nakon prvog osjemenjivanja. U Fastback
protokolu spirale se apliciraju 14 dana nakon osjemenjivanja, uklanjaju se 21. dan i tretirane krave
se izmedu 22. i 25. dana promatraju pokazuju li znakove estrusa. Takav program povecava broj
negravidnih krava koje se osjemenjuju u prvom estrusu nakon neuspjelog prvog umjetnog
osjemenjivanja (LAVEN, 2019). Kako bi se unaprijedila ucinkovitost resinkronizacijskih
programa predlaze se kombinacija Ovsynch programa, CIDR i PRID spirala, dodatnih injekcija
GnRH. Razmatraju se i kra¢i hormonalni protokoli. Medutim treba napomenuti da su rezultati

istrazivanja koja su koristila gore navedene kombinacije nekonzistentni (NOWICKI i sur., 2017).
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5. RASPRAVA

5.1. PRIMJENA U JUNICA I KRAVA

Ovsynch program znacajno smanjuje stopu koncepcije kod junica koje nisu u laktaciji u
usporedbi s osjemenjivanjem nakon uocCenog estrusa. Zbog toga su za sinkronizaciju junica
potrebni izmijenjeni programi (LAVEN, 2019). Mali broj farmera koristi FTAI kod junica. Razlog
tome je taj Sto je vidljiva smanjena stopa gravidnosti (30-40%) kada se koristi standardni Ovsynch
protokol u usporedbi s osjemenjivanjem nakon uocenog estrusa (50-60%). Zbog razlika u
folikularnoj dinamici izmedu krava i junica dogada se da junice pokazuju estrus ubrzo nakon
aplikacije PGF2, $to dovodi do asinkroniciteta u vrijeme vremenski tempiranog umjetnog
osjemenjivanja (RISCO, 2015). Jedno je istrazivanje usporedilo postotak gravidnih krava i junica
nakon protokola koji koriste tempirano umjetno osjemenjivanje. Uocena je velika razlika izmedu
junica koje su bile sinkronizirane s Ovsynch protokolom i kontrolne grupe kod koje se koristio
PGF2q (35.1% u usporedbi s 74.4%). S druge strane kod krava nije uoCena znacajnija razlika
izmedu Ovsynch grupe 1 kontrolne grupa (37.8% naspram 38.9%). Ove razlike dogadaju se zato
Sto se kod junica javlja smanjen postotak ovulacije nakon prve aplikacije GnRH. Ovaj nalaz se
podudara s utvrdenom smanjenom koncentracijom progesterona u krvi na dan aplikacije PGF2q
kod junica u usporedbi s kravama. Koncentracija progesterona je kod 86.2% krava bila uobicajena
za lutealnu fazu ciklusa (> Ing/mL) dok je samo 59.5% junica doseglo tu koncentraciju. Ovaj nalaz
sugerira da bi se za bolju reproduktivnu u¢inkovitost kod junica treba koristiti neki drugi program,
na primjer Double Ovsynch (NOWICKI i sur., 2017). Pokazalo se da kombinacija PRID ili CIDR
spirala s modifikacijom Ovsynch programa rezultira s ve¢im postotkom graviditeta nego umjetno
osjemenjivanje nakon uocenog estrusa koji je sinkroniziran s PGF2, (57% naspram 48%). Takav
je ucinak postignut nakon osjemenjivanja junica devetog dana programa uz istovremenu aplikaciju
GnRH (LAVEN, 2019). Modificirani Cosynch protokol u kojem se prilikom prve aplikacije GnRH
stavlja CIDR spirala koja se vadi petog dana protokola prilikom aplikacije PGF2, ostvario je
postotak graviditeta kod junica izmedu 50 1 60%. Sedamdesetidva (72) sata nakon aplikacije PGF2q
vr$i se UO uz drugu aplikaciju GnRH (RISCO, 2015).
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Slika 13. Shema modificiranog Cosynch protokola (izvor: RISCO, 2015)

Standardni protokol koji kombinira PRID ili CIDR spirale i PGF2, takoder se koristi za
sinkronizaciju junica i krava. PRID ili CIDR spirala stavlja se na pocetku protokola. Nakon toga,
PGF, se aplicira Sestog dana protokola, a spirala se uklanja jedan dan kasnije. Osjemenjivanje

moze biti pojedinacno, 56 sati nakon uklanjanja spirale ili dvostruko, 48 1 72 sata nakon uklanjanja

spirale (LAVEN, 2019).
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Slika 14. Shema protokola koji kombinira progesteron i PGF4 (izvor: LAVEN, 2019)

Jedno je istrazivanje usporedilo gore spomenute Cosynch i1 progesteron-PGF», programe. Velika
razlika u postotku graviditeta izmedu ta dva programa nije pronadena (52.4% u usporedbi s
54.8%). Potrebno je napomenuti da je progesteron-PGF2, program znatno jeftiniji od Cosynch
programa. Medutim progesteron-PGF», program zahtjeva da se sa zivotinjom rukuje minimalno

cetiri puta dok s druge strane Cosynch program zahtjeva samo tri rukovanja sa zivotinjom. Zbog
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toga je odabir programa potrebno donijeti za svaku farmu zasebno uzimajuci u obzir cijenu rada i

cijenu hormona (LAVEN, 2019).

5.2. LIECENJE NEPLODNOSTI

Spolni ciklus i znakovi estrusa prestaju za vrijeme graviditeta i ne javljaju se odmah nakon
poroda. Visoka koncentracija progesterona koja je prisutna za vrijeme graviditeta negativnom
povratnom spregom suprimira os hipotalamus-hipofiza $to uzrokuje minimalnu aktivnost jajnika
kod gravidnih krava. Ponovna uspostava sekrecije gonadotropina i ciklicke aktivnosti jajnika javlja
se u postpartalnom periodu nakon cega se spolni ciklus vra¢a u normalu. Kada se javi nakon
poroda, anovulatorni anestrus je uobicajeno stanje u reprodukciji krava. Medutim anestrus postaje
problem ako potraje do vremena kada Zivotinja ponovno treba biti osjemenjena. U tom se slucaju
anestrus smatra patoloSkim stanjem 1 zahtjeva terapiju (PARKINSON, 2019). Prilikom
hormonalnog lijeCenja anestricnih zivotinja pokusava se posti¢i takozvani “rebound” ucinak na
hipofizu kako bi se spolni ciklus ponovno pokrenuo te se za postizanje tog efekta najcesce koriste
progestageni. Za ponovnu uspostavu spolnog ciklusa jo§ se mogu koristiti hormoni koji uzrokuju
sekreciju gonadotropina ili hormoni koji sami imaju gonadotropni u¢inak (PARKINSON, 2019).
Ovsynch program je manje ucinkovit kod anestricnih krava, nego kod krava s fizioloSkom
funkcijom jajnika. Razlog tome je taj Sto folikuli ne reagiraju na prvu aplikaciju GnRH, smanjena
je koncentracija progesterona (djelomi¢no zbog toga Sto izostaje reakcija na prvu aplikaciju GnRH,
ali 1 zbog toga §to anestricne krave nemaju endogeno zuto tijelo) i postoji rizik od vrlo kratke
lutealne faze caki i ako je ovulacija sinkronizirana. Neki presinkronizacijski programi poput G6G
su pokazali bolji odgovor anestri¢nih Zivotinja na Ovsynch program koji je uslijedio. Najcesce
koriSteni program koji se primjenjuje kod anestricnih krava je Ovsynch program s dodatkom
progesteronskih implantanata u obliku spirala ili umetaka izmedu nultog i sedmog dana programa.
U jednom se istrazivanju usporedio u¢inka Ovsynch programa s Ovsynch programom uz dodatak
progesterona kod paSno drzZanih krava koje nisu pokazivale znakove estrusa 10 dana prije pocetka
proljetne rasplodne sezone. Utvrdeno je da oba protokola skrac¢uju vrijeme potrebno za koncepciju
u usporedbi s netretiranim Zzivotinjama. Dokazano je da Ovsynch protokol s dodatkom
progesterona skracuje vrijeme potrebno za koncepciju dodatnih 6 dana u usporedbi s bazicnim

Ovsynch protokolom. U tom istrazivanju 73% krava nije imalo detektibilno Zuto tijelo na pocetku
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sinkronizacije. Istrazivanje je obavljeno na viSe od 2000 krava te je potvrdeno da upotreba
Ovsynch programa s dodatkom progesterona u stadima u kojima je anestrus znacajan problem
moze biti vrlo dobro rjesenje. Upotreba eCG u isto vrijeme kada se aplicira PGF», stimulira rast
dominantnog folikula. Taj ucinak, usporedno sa sinkronizacijom Zzivotinja pomo¢u Ovsynch
programa s dodatkom progesterona, pokazao se vrlo uc¢inkovitim kod anestri¢nih zivotinja koje

nemaju optimalnu tjelesnu kondiciju (LAVEN, 2019).

Jajnicke ciste su folikularne strukture koje su nastale zbog izostanka ovulacije i najcesce
su vece 1 na jajniku se zadrzavaju dulje od normalnih folikula §to uzrokuje smanjenu reproduktivnu
funkciju (PARKINSON, 2019). Ciste na jajnicima su tekué¢inom ispunjene strukture koje ne
ovuliraju i ¢iji je promjer ve¢i od 25 mm ili se na jajniku nalaze duze od deset dana bez prisustva
zutog tijela (NOWICKI 1 sur., 2017). Cisticna bolest jajnika je bolest koja se manifestira
izostankom ovulacije dominantnog folikula. Ciste na jajnicima mogu se pojaviti zbog razlicitih
smetnji u funkciji jajnika koje se mogu ocitovati kao niz anovulatornih folikularnih valova
normalnog trajanja, stvaranja privremenih cisti¢nih struktura koje se razvijaju i nestaju u ciklusima
ili razvoj anovulatornih cisti koje ostaju na jajnicima dulje vrijeme. Velik broj krava moze razviti
velike, teku¢inom ispunjene strukture na jajnicima tijekom postpartalnog perioda, medutim one
najcesce spontano nestaju. Medutim kada ciste uzrokuju promjene i poremetnje u spolnom ciklusu
smatraju se klinickim problemom (PARKINSON, 2019). Potrebno je napomenuti da je uoceno
kako se krave spontano mogu oporaviti od folikularnih cisti i do danas nije potpuno jasan
mehanizam oporavka. U jednom je istraZivanju dokazano da se gotovo polovica krava (48%)
oporavila od folikularnih cisti bez prethodne terapije (WILTBANK 1 sur., 2002). Kod krava s
cisti‘cnom boles¢u jajnika predovulatorni LH val je oslabljen ili odsutan $to onda uzrokuje
izostanak ovulacije dominantnog folikula. Posljedica neuspjele ovulacije najceS¢e je cisticna
struktura koja zadrzava granuloza stanice 1 nastaje folikularna cista ili struktura u kojoj se zbog
neuspjele ovulacije odvila luteinizacija in situ te je nastala lutealna cista (PARKINSON, 2019).
Folikularne ciste su fluktuirajuce strukture tanke stijenke koje se nalaze pojedinacno ili u grupama.
Luteinske ciste su strukture s debelom stijenkom koje naj¢esée dolaze pojedinacno (PARKINSON,
2019). Aplikacija GnRH uzrokuje povecanu sekreciju LH iz hipofize $to dovodi do luteinizacije
cisticnih folikula ili potice ostale folikule da ovuliraju. Ponekad se moze dogoditi i ruptura ciste.
Sljede¢i korak u ovoj hormonalnoj terapiji je aplikacija PGF2, koja ¢e uzrokovati luteolizu

lutealnog tkiva. Druga aplikacija GnRH trebala bi stimulirati folikule drugog folikularnog vala na
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ovulaciju §to onda omogucéava umjetno osjemenjivanje tretirane zivotinje. Budu¢i da ovaj klasi¢ni
protokol za tretman cisti 1 Ovsynch protokol koriste iste hormone, Ovsynch protokol moze se
koristiti za lijeCenje cisti na jajnicima zbog slicnih hormonalnih promjena koje uzrokuje
(NOWICKI i sur., 2017). U jednom je istrazivanju usporeden ucinak standardnog Ovsynch
protokola s modificiranim Ovsynch protokolom. U tom modificiranom protokolu nulti su dan
aplicirani GnRH 1 PGFy,, zatim je Cetrnaesti dan apliciran PGF», 1 onda Sesnaesti dan ponovno
GnRH. Zakljuceno je da krave tretirane modificiranim protokolom u usporedbi sa zdravim
kontrolnim zivotinjama pokazuju slicne rezultate u detekciji estrusa, postotku koncepcije na prvo
UO 1 ukupnom postotku graviditeta. Standardni Ovsynch protokol pokazao je loSije rezultate u
svim gore navedenim parametrima. IzraCunato je da je ekonomski benefit prilikom koriStenja
modificiranog Ovsynch protokola 132 eura u usporedbi sa standardnim protokolom. U jo§ je
jednom istrazivanju dokazano da samo 19% krava s cisticnom bole$¢u jajnika ostaje gravidno
nakon standardnog Ovsynch protokola, dok gravidno ostaje 35% krava kada se koristi modificirani
protokol (PARKINSON, 2019). U standardnom Ovsynch protokolu postoji mogucénost zamjene
druge injekcije GnRH s injekcijom hCG. U istrazivanju provedenom na mlijecnim kravama, kod
krava koje su primile hCG umjesto druge aplikacije GnRH (DE RENSIS i sur.,2008) zabiljezeno
je da ciste na jajnicima nestaju brze. Sli¢ni rezultati zabiljezeni su i u nekim drugim istrazivanjima
Sto znaci da bi zamjena druge injekcije GnRH s hCG mogao biti nacin kako unaprijediti uc¢inak
Ovsynch protokola prilikom tretmana jajnickih cisti kod mlije¢nih krava. Bolji rezultatu prilikom
koriStenja hCG vjerojatno su vidljivi zato §to hCG djeluje duze i uzrokuje bolji klini¢ki u€inak u
PGF2, (PARKINSON, 2019). U istrazivanju provedenom u nekoliko drzava zabiljezeno je da kod
preko 80% krava dolazi do nestanka cista i pojave estrusa za 3 do 5 dana nakon aplikacije PGF 2.
Zabiljezeno je da najmanje 60% krava ostane gravidno, a u veéini slucajeva taj se broj penje do
90%. Postoji velik broj istrazivanja koji potvrduje navedene podatke. Najcesce se kod Zivotinja
koje ne odgovore na tretman s PGF»,, a pretpostavlja se da imaju lutealnu cistu ustanovi da je

dijagnoza lutealne ciste bila pogresna (PARKINSON, 2019).
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6. ZAKLJUCAK

Implementacija hormonalnih protokola koji omoguc¢avaju sinkronizaciju estrusa otvara
mnogo prilika za reproduktivni menadzment. Najveca prednost nekih protokola je mogucénost
koriStenja umjetnog osjemenjivanja u unaprijed definirano vrijeme, §to omogucava rjede
rukovanje sa zivotinjama $to je vremenski vrlo u€inkovito. Dodatna prednost takvih protokola je
smanjenje problema koji nastaju prilikom nezapazanja estrusa. Ovsynch je jedan od
najpopularnijih hormonalnih protokola koji se bazira na primjeni GnRH i PGF2a. Ova je metoda
mnogo ucinkovitija kada se koristi kod krava nego kod junica. Kako bi se unaprijedio postotak
graviditeta poslije Ovsynch protokola istrazuju se neke modifikacije bazicnog protokola. Takve
modifikacije trebale bi rijesiti probleme koji nastaju kada folikuli u razvoju ili zuto tijelo ne
odgovaraju na aplikaciju GnRH ili PGF»,. Jo$ jedna mana protokola koja se treba istaknuti je slab
ucinak na Zuto tijelo, no tome bi se moglo doskociti koriStenjem progesteronskih implantanata u
obliku spirala ili umetaka (NOWICKI i sur., 2017). Osim za rutinsku sinkronizaciju ciklusa,

protokol se moze koristiti 1 u lijeCenju cisti¢ne bolesti jajnika, tthog gonjenja i toplinskog stresa.
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8. SAZETAK

Uzgajivaci mlijeCnih goveda u svojim krdima redovito koriste postupak umjetnog
osjemenjivanja. U danaSnje se vrijeme tradicionalna metoda detekcije estrusa promatranjem
pokazala vremenski vrlo neu¢inkovitom zato §to se javlja tendencija za pove¢anjem broja Zivotinja
u stadu, kod krava se sve ¢esce javlja tiho gonjenje ili znakovi estrusa budu slabo izrazeni. Kako
bi se smanjila potreba za vizualnom detekcijom estrusa sve se ¢eSc¢e koriste hormonalni protokoli
koji omogucavaju sinkronizaciju velikog broja zivotinja i vremenski tempirano umjetno
Ovsynch. U tom se protokolu u bilo kojoj fazi ciklusa aplicira GnRH, sedam dana nakon toga
slijedi aplikacija PGF2,, dva dana kasnije druga aplikacija GnRH te vremenski tempirano umjetno
osjemenjivanje uslijedi 8-24 sata nakon posljednje aplikacije GnRH. Nedostatak ovog protokola
je taj Sto zivotinje razliito mogu odgovoriti na hormonalni tretman. Tako na primjer Ovsynch
protokol pokazuje losije rezultate kod junica i kod krava s tri folikularna vala. Ovom se problemu
pokusava doskociti razli¢itim modifikacijama originalnog Ovsynch protokola. Tako je na primjer
razvijen Double Ovsynch protokol koji pokazuje bolje rezultate kod junica ili Ovsynch protokol
uz suplementaciju progesterona koji se ¢esce koristi kod anestri¢nih krava ili krava s cisticnim
jajnicima. Kako bi se povecala stopa sinkronizacije unutar stada koriste se presinkronizacijski
protokoli koji zbog duljeg trajanja homogenije sinkroniziraju stado. Resinkronizacijski protokoli
koriste se kod krava koje nisu postale gravidne nakon prethodnog osjemenjivanja. Takvi protokoli
omogucavaju brzo ponovno osjemenjivanje negravidnih krava. Nadalje, primjena navedenih

hormona uspjesno se koristi i u lijecenju odredenih stanja neplodnosti u mlije¢nih krava.

Kljucne rijeci: mlije¢ne krave, GnRH, PGF, Ovsynch, neplodnost

36



9. SUMMARY

MEGLIC, P.: Application of GnRH and PGF for estrus induction and synchronization of

ovulation in dairy cows

Dairy cattle breeders regularly use the process of artificial insemination in their herds.
Nowadays, the process of visual heat detection has proven to be very time consuming because
there is tendency to increase the number of animals in herds. Furthermore, silent estrus is more
often observed and sings of estrus are becoming weaker. In order to reduce the need for visual
detection of estrus, hormonal protocols are increasingly used, which enable the synchronization of
a large number of animals and timed artificial insemination. Most commonly used hormonal
protocol that uses GnRH and PGF, is called Ovsynch. In this protocol, GnRH is applied at any
stage of the cycle, followed by PGF», application seven days after, and another GnRH application
two days after the application of second GnRH. Timed artificial insemination is preformed 8-24
hours after the second GnRH application. The disadvantage of this protocol is that animals respond
differently to hormonal treatment. Thus, for example, the Ovsynch protocol shows poorer results
in heifers and in cows with cycles with three follicular waves. Various modifications of the original
Ovsynch protocol are attempted to resolve this problem. For example, the Double Ovsynch
protocol was developed, which shows better results in heifers. Another modification is
supplementation of Ovsynch protocol with progesterone, which is more commonly used in anestric
cows or cows with cystic ovaries. In order to increase the synchronization rate within the herd,
presynchronization protocols are used, which, due to their longer duration, synchronize the heard
more homogeneously. Resynchronization protocols are used in cows that have not become
pregnant after previous insemination. Such protocols allow rapid reinsemination of non-pregnant
cows. Furthermore, these hormons are effective in treatment of some fertility-related problems in

dairy cows.

Key words: dairy cow, GnRH, PGF, Ovsynch, infertility
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