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· [bookmark: _Toc367349207]Inleiding
In 1936 vond de eerste succesvolle kunstmatige inseminatie plaats bij schapen. Door middel van Kunstmatige inseminatie kan men fokken zonder risico op overdracht van geslachtziekten en kan men genetisch materiaal over een groter aantal dieren en locaties verspreid worden zodat er makkelijker op specifieke eigenschappen gefokt kan worden. Vijfenzeventig jaar later is kunstmatige inseminatie echter nog steeds geen gemeengoed in de schapenfokkerij. De oorzaak hiervan heeft verschillende factoren. De anatomie van de cervix van het schaap verschilt zelfs binnen rassen waardoor de passage van de cervix niet eenvoudig is wanneer men KI wil toepassen. De binnenzijde van de cervix is sterk geplooid en kronkelig door de aanwezigheid van 4-7 cervicale ringen of plooien die in caudale richting wijzen (zie figuur 4, p21) .1 Het is moeilijk om een algemene methode te ontwikkelen die toepasbaar is bij alle schapen binnen alle rassen. Vandaag de dag zijn de slagingspercentages nog steeds niet voldoende betrouwbaar hoog om het voor alle boeren makkelijk toepasbaar te maken
In dit onderzoek zullen de factoren die van invloed zijn op het slagen van transcervicale inseminatie bij het schaap besproken worden. Bij transcervicale inseminatie moet de volledige cervix gepasseerd worden met het inseminatie pipet zodat het sperma intra uterien gedeponeerd kan worden. Deze passage is echter niet zondermeer mogelijk. De problemen worden in dit onderzoek in kaart gebracht. Daarnaast worden de huidige ontwikkelingen op het gebied van inseminatie materiaal en methode besproken en wordt er gekeken naar de mogelijkheid om op kunstmatige wijze een relaxatie danwel verweking van de cervix te bewerkstelligen. Dit zou de passage van het pipet door de cervix mogelijk kunnen bevorderen. 
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De anatomie van de cervix van een schaap is sterk variabel tussen verschillende dieren en is een aanwijzing waarom transcervicale inseminatie zo sterk kan verschillen in succes tussen verschillende dieren. Verder heeft ook de pariteit en de cyclus invloed op de anatomie. In het artikel van Kershaw worden vier verschillende anatomische eigenschappen benoemd die de penetratie van de cervix met een pipet beperken. We onderscheiden de volgende punten; 1: De vorm van de cervixmond. 2: Lengte van de cervix. 3: Aantal cervicale ringen. 4: Klassering van de ringen.1

Portio Cervices: 
In de literatuur wordt de cervixmond meestal ingedeeld in 6 verschillende typen.1,2,59 Zie figuur 6 (p.23).

1. Duckbill: 2 flappen van cervixweefsel puilen uit in de vagina met daarin de cervix opening in de vorm van een horizontale gleuf.
1. The Slit: geen uitpuiling en een opening in de vorm van een horizontale gleuf.
1. The Rose: een cluster van circulaire flappen cervixweefsel die uitstulpen in de vagina en de cervixmond verbergen.
1. The Papilla: een papil die uitstulpt in de vagina met op de punt de cervixmond.
1. The Flap: een plooi van cervixweefsel die uitstulpt in de vagina en als een flap de gehele of een deel van de cervixmond bedekt.
1. Spiral: Het cervixweefsel stulpt als een spiraal uit in de vagina.

Kanttekening is wel dat de cervixmond mogelijk van type kan veranderen door leeftijd en na partus waarbij het toeneemt in grootte en complexiteit. Het stadium van de cyclus had geen invloed op de typering van de cervixmond. Men zou dus kunnen verwachten dat het type genetisch bepaald wordt en beïnvloed wordt door mechanische factoren zoals de partus.

Cervix Lengte: 
De referentie waarde voor cervix lengte bij schapen is tussen 27.6 en 94.4 mm.1 Deze lengte is niet gerelateerd aan de leeftijd of het moment in de cyclus van het schaap volgens Kershaw1. Ook is er geen verband tussen de lengte en de vorm van de cervixmond of de plaatsing van de ringen. Wel neemt het gemiddelde aantal cervix ringen toe wanneer de cervix langer wordt.
De maximale lengte kan als indicatie gebruikt worden bij het insemineren; bij inseminatie van 94.4 mm door de cervix zal transcervicale inseminatie bereikt worden bij 95% van de ooien3. Bij onderzoek van Kaabi56 met Churra en Assaf rassen werd een gemiddelde lengte van respectievelijk 6.1 ± 0.15 cm en 7.4 ± 0.16 cm geobserveerd. Rasverschillen blijven dus wel een rol spelen56.

Cervicale ringen:
De cervix van het schaap heeft een aantal naar caudaal gerichte weefselplooien. Deze plooien noemt men de cervicale ringen. Het aantal ringen varieert van 2 tot 7 per cervix met een gemiddelde van 4,89. SD is 0,0581. Het aantal ringen was niet gerelateerd aan de vorm van de cervixmond of het moment in de cyclus. Wel was er een verband met de lengte van de cervix.
Ook was er een verband met de gradaties (zie volgende allinea) van de cervix. Klasse 1 had significant meer cervix ringen dan de Klasse 2 en 3. De diepte van penetratie is niet direct gerelateerd aan het aantal cervicale ringen of het type cervixmond maar er is wel aangetoond dat bij een hogere graad de penetratie minder diep is1. Verder is er vastgesteld dat de tweede en derde ring niet in lijn staan met de eerste ring5,6. Uit de data lijkt naar voren te komen dat de mate van het in lijn staan van de eerste ring met de daaropvolgende ringen bepalend is voor de diepte van inseminatie en daarmee de belangrijkste belemmering bij TCKI1.

Klassering van de cervix:
Op basis van de lengte, aantal ringen en volledigheid van deze ringen kunnen de cervixen gerangschikt worden in drie klassen1.

1. Klasse 1: serie van complete evenwijdige ringen langs een open lumen. Er is geen sprake van overlapping van verschillende ringen.
1. Klasse 2: aantal complete en een aantal incomplete cervicale ringen. Die elkaar deels overlappen. In dit onderzoek kwam deze klasse met 46 % het meeste voor.
1. Klasse 3: Voornamelijk incomplete ringen die elkaar voor een groot deel overlappen.

De diepte van penetratie bij KI is niet direct gerelateerd aan het aantal cervicale ringen of het type cervixmond maar er is wel aangetoond dat bij een hogere klasse de penetratie minder diep is1. Ook wordt de diepte van cervicale penetratie significant beïnvloed door het stadium in de oestrus. De maximale diepte werd minder bij ooien in luteale fase in vergelijking bij dieren in niet-luteale fase. Dit suggereert dat er een mate van natuurlijke relaxatie van de cervix is tijdens oestrus, mogelijk als gevolg van het direct of indirect effect van oestradiol. Aangezien de klassering van de cervix niet beïnvloed werd door het stadium van de cyclus kan je stellen dat de hormoon veranderingen niet zozeer een anatomische verandering veroorzaken maar waarschijnlijk een verweking veroorzaken van de cervix. Geen van de metingen van doordringbaarheid van de cervix werd beïnvloed door de leeftijd van de ooien1. Bij al deze gegevens moeten men wel onthouden dat het om een post-mortem proef gaat. Wanneer het sperma 10mm dieper in de cervix gedeponeerd wordt zou er een toename van ongeveer 10% zijn in het aantal afgelammerde dieren.3 Dit illustreert het belang van dieper in de cervix insemineren. 
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Een ooi is seizoensgebonden polyoestrisch met een cyclus van ongeveer 17 dagen. Tijdens KI moet de ooi in oestrus fase zijn. De oestrus wordt getypeerd door pieken van LH en FSH afgegeven door de hypofyse. Deze fase duurt 30-36 uur en ovulatie volgt na de LH piek welke getriggerd wordt door toenemende concentratie van oestrogeen. De ovulatie vind plaats 24-30 uur na het begin van seksuele ontvankelijkheid, de bronst.

Het stadium in de cyclus is van invloed op de passage mogelijkheid van de cervix; de penetratie van de cervix was bij het onderzoek van Kerhaw gemiddeld 4,6 mm dieper bij non-luteale tracti in vergelijking met tracti in de luteale fase1. Het aflammerpercentage zou met 10% stijgen wanneer het sperma 10 mm dieper in de cervix gedeponeerd kan worden3 waarmee het belang van de passage van de cervix benadrukt wordt.

De mogelijkheid tot het dieper penetreren van de cervix bij non-luteale tracti suggereert dat er een mate van natuurlijke relaxatie is van de cervix tijdens oestrus. Oestradiol zou hierin een rol kunnen spelen. De concentratie van oestradiol is hoog gedurende de oestrus. Dit stimuleert mogelijk de expressie van de cervicale oxytocine receptor (OTR) omdat de expressie van OTRen maximaal is tijdens oestrus7 en omdat aangetoond is dat oestradiol de cervicale OTR expressie stimuleert bij de rat8.
 
Verder heeft exogene oxytocine een relaxerende werking op de cervix wat ervoor zorgt dat deze dieper penetrabel is bij KI9. Daarnaast stimuleert oxytocine de afgifte van PGE2  bij het rund tijdens oestrus via lokale toename van cyclo-oxygenase-2 (COX-2)10. Bij de ooi ziet men een toename in expressie van COX-2 mRNA bij de cervix in oestrus in vergelijking met luteale cervices11. Mogelijk doet dit de PGE2 concentratie toenemen in de cervix van het schaap. PGE2 speelt een sleutel rol in cervicale relaxatie en modellering rond de partus bij het schaap en mogelijk ook rond de oestrus12,13, 60, 61.

Kershaw1 vat samen dat de diepere penetratie van de non-luteale tracti het resultaat is van natuurlijke cervicale relaxatie tijdens de oestrus wat veroorzaakt wordt door een toename van concentratie van oestradiol, oxytocine receptor , COX-2 en PGE2. Met de kennis van de werking van relaxatie tijdens oestrus kan mogelijk de cervix ook kunstmatig beïnvloed worden voor inseminatie. Deze mogelijkheden worden verder besproken in het hoofdstuk ‘Exogene beïnvloeding van de cervix’(zie p.9).
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Er bestaan vier methoden voor kunstmatige inseminatie bij het schaap:
Vaginaal (VKI), Cervicaal (CKI), Transcervicaal (TCKI) en Laprascopisch (LKI). Elke methode heeft zijn voor en nadelen. 

Eind jaren vijftig wordt geconstateerd dat de lage fertiliteit na cervicale inseminatie met, bevroren en weer ontdooid, sperma primair wordt veroorzaakt door het vertraagde transport van spermatozoa door de cervix20,21. Het probleem van de cervicale barrière kan worden opgelost door laparoscopisch te insemineren, door dieper in de cervix te insemineren of door transcervicale methodes van inseminatie19.

Met de Nederlandse wetgeving is het niet toegestaan om laparoscopisch te insemineren. Dit is alleen voorbehouden voor wetenschappelijk onderzoek, ook in het buitenland blijft deze methode beperkt omdat het te invasief is om algemeen toe te passen. Het is een operatieve procedure die niet geschikt is om in grote aantallen onder veldomstandigheden uit te voeren. 

Resteren VKI, CKI en TCKI als mogelijke methoden voor de dagelijkse praktijk. Om deze methoden geschikt te maken moet het slagingspercentage en betrouwbaarheid voldoende zijn. Halbert rapporteert drachtigheidspercentages van 81% met TCKI met behulp van de Guelph methode (zie bijlage 1)2. Zij ontdekten ook dat drachtigheidspercentage daalde naarmate de depositie van sperma minder diep in de cervix plaatsvond. In het onderzoek van Paulenz wordt geconstateerd dat cervicale depositie van sperma een significant hogere dracht geeft en een hoger aantal geboren lammeren dan vaginale depositie14. In later onderzoek wordt er met de Guelph methode bij de ooien tot over de 90% van de cervices gepasseerd22.

Techniek en omstandigheden zijn in ieder geval van grote invloed, de belangrijkste invloeden op de bevruchtingspercentage na KI zijn bedrijf, jaar, seizoen, KI techniek en de inseminator 15. Daarnaast is geconstateerd dat het inbrengen en de passage van de pipet in de cervix schade kan toebrengen aan de cervixwand en deze zelfs kan doorboren, dit heeft naast de toegebrachte schade bij het dier ook nadelig effect op de vruchtbaarheid van het sperma16,17,38. Cervicale trauma en slecht ontwikkelde instrumenten kunnen de fertiliteit na KI verminderen17. Veel instrumenten zijn eigenlijk voor runderen bestemd, deze zijn vaak te rigide en te groot in diameter. Het standaard runder inseminsatie pipet is een recht metalen pipet met een diameter van 3-4 mm. De gemiddelde diameter van de cervix van het schaap is 2-3 mm en geplooider dan de cervix van het rund, de KI pipet van het rund is daarom niet wenselijk voor TCKI bij schapen2.

Een instrument dat speciaal ontwikkeld is voor schapen kan sterk bijdragen aan betere KI resultaten17. Toch heeft niet elk speciaal ontwikkeld pipet altijd het gewenste resultaat gehad. Zo bleek bij het onderzoek van Wulater Radclife18 dat er minder dieren drachtig werden bij het gebruik van hun speciaal ontwikkeld instrument voor schapen, ondanks dat het minder schade toebracht aan de cervix. De oorzaak hiervan blijft in dit onderzoek onduidelijk, er wordt gesuggereerd dat het te maken heeft met de invloed van stimulatie van de cervix en vagina. De depositie van spermatozoa in het oviduct met dit instrument was wel geslaagd. 

De diepte van insemineren wordt positief beïnvloed door de leeftijd, bij hogere leeftijd is de cervix makkelijker passabel.  Daarnaast ook het tijdstip van inseminatie in relatie tot de oestrus. De passabelheid van de cervix was niet verschillend bij een standaard pipet of pipet met een punt in de vorm van een kurkentrekker (“helicoid”). In dit onderzoek zag men ook een liniaire toename van fertiliteit van 7-12% bij elke cm dat er dieper geïnsemineerd werd19. Eppleston9 vond geen indicatie dat het aantal spermatozoa verminderd kon worden naarmate men dieper insemineert. Meerdere malen insemineren, op 12 en 24u, na oestrus detectie bleek niet van grote toegevoegde waarde, de hoogste fertiliteit in dit onderzoek werd bereikt door eenmalig insemineren op 12 uur na detectie van de oestrus9. Dit komt overeen met de conclusies van Salamon3. Andere combinaties van tijdstippen van inseminaties kunnen daarentegen wel nog steeds van nut zijn.
 
Pogingen van Eppleston19 om met alternatieve vormen van pipet de cervix dieper te passeren waren niet succesvol. Dit is in tegenstelling tot conclusies van onderzoeken uit de Sovjet Unie (Shaidullin, 1977; Boyarskij, 1978; Stayonov, 1980; Varnavskaya, 1980; Zaicev et al., 1989) waarbij met een helicoid punt (kurkentrekker) de diepte van inseminatie in de cervix verbeterd zou kunnen worden. In onderzoek van Halbert2 bleek dat met een gebogen uiteinde van de pipet de plooien van de cervix beter passabel waren. Ook in latere onderzoeken werd beter resultaat geboekt met pipetten met een gebogen punt dan met een recht pipet 16,55,56. Een verklaring voor deze verschillende resultaten zou kunnen zijn dat de rassen van schapen en daarmee de rasverschillen van de cervix hiervoor bepalend zijn4,56. Daarnaast is de ervaring van de inseminator van groot belang. Verder suggereerde Halbert2 dat de diameter van het inseminatie pipet niet groter zou moeten zijn dan de nauwste deel van de cervix. 

Recent is er opnieuw onderzoek gedaan met verschillende ontwerpen pipetten welke speciaal zijn ontwikkeld voor schapen van het Churra en Assaf ras37. Alvarez37 maakt gebruik van vier verschillende pipetten, twee zelf ontwikkelde (ZIGZAG en CAT06) en twee commercieel reeds verkrijgbare (IMV en minitub) zie fig 1, p.20. Voor het ontwerp van de pipetten werd meegenomen wat de smalste diameter van de cervix, het hoogte verschil tussen de plooien  en de afstand tussen de cervixplooien was, zie fig 2, p.20. Op basis van deze gegevens zijn twee ontwerpen gemaakt. Met de twee nieuw ontwikkelde pipetten was een diepere penetratie van de cervix mogelijk dan met de commerciële pipetten, speciaal de CAT06 pipet, met enkel een gebogen punt, kwam met goede resultaten naar voren. Verbetering in bevruchtingsresultaten werd niet bereikt met de nieuwe pipetten, mogelijk had dat te maken met de tijdsduur dat de pipetten in de cervix waren en de mate van manipulatie die nodig was37.  
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Bij onderzoek is gebleken dat er geen significant verschil in drachtigheidspercentage is tussen dieren die geïnsemineerd zijn tijdens een natuurlijke oestrus en dieren die geïnsemineerd zjin 57 uur (enige moment in deze test) na verwijderen van het progestageen23. Wel was duidelijk dat bij inseminatie met vers sperma een significant hoger percentage drachtig raakte dan bij het gebruik van ingevroren sperma, onafhankelijk van omstandigheden23. 
Door oestrussynchronisatie kan KI toegepast worden op vastgestelde tijdstippen, zonder de oestrus vast te stellen (zogenaamd blind insemineren). Het voordeel is dat het werk bespaart wat betreft oestrus detectie en het verwijderen van de bronstige ooien. Daarnaast worden ook de dieren in stille bronst geïnsemineerd. Nadeel is echter, dat wanneer niet op het juiste tijdstip wordt geïnsemineerd de drachtigheidspercentages laag zijn. 

Colas vermeld dat de optimale periode voor insemineren ligt tussen 48–60 uur na eindigen van de oestrussynchronisatie. Na PMSG injectie zou de optimale periode tussen 55-60 uur liggen36. Deze tijdstippen liggen dichtbij later onderzoek waarbij laparscopisch geïnsemineerd werd. Hierbij constateerde men een optimum van 54-60 uur na het verwijderen van de spons en het geven van een PMSG injectie58.
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Ondanks dat er al vele verschillende inseminatiepipetten zijn ontwikkeld blijft de passage van de cervix inconsistent en onvoorspelbaar. Het eventuele trauma dat ontstaat door manipulatie van de sterk gecontraheerde cervix, in een poging deze te passeren, heeft een negatief effect op de aflammer percentages en op de toekomstige drachtigheidspercentage van de ooi. Een mogelijke oplossing kan zijn de cervix te laten dilateren of te verzachten om het cervicale lumen daarmee te vergroten en de passage te vereenvoudigen. Wanneer de passage van de cervix eenvoudiger wordt zal het minder afhankelijk worden van de vaardigheden van de inseminator en kost het minder tijd om de procedure uit te voeren. 

De cervix ondergaat tijdens oestrus, dracht, partus en postpartum enorme veranderingen om de verschillende functies uit te voeren.40 In gecontraheerde staat functioneert de cervix als beschermende barrière tegen infecties, desondanks bestaat er wel de mogelijkheid tot passage van spermatozoa naar de uterus. Tijdens de dracht behoudt de cervix een rigide structuur. In aanloop van de partus relaxeert de cervix dramatisch in zeer korte tijd41. De cervix bestaat voor een groot deel uit collageen dat zijn sterkte dankt aan glycoaminoglycanen. De cervix bevat slechts een klein deel gladde spieren welke zowel longitudinaal als transversaal lopen40. Kennis van de veranderingen van de cervix tijdens dracht geven een suggestie van mogelijke toegangswegen tot kunstmatige relaxatie van de cervix buiten de dracht. In figuur 5 (p.23) wordt een overzicht gegeven van de belangrijke endocriene paden die leiden tot de start van de partus bij het schaap.

De volgende stoffen die de cervix direct of indirect zouden kunnen beïnvloeden worden besproken;
· Oxytocine I.M./I.V.
· Carazolol I.M.
· Ketamine sub-arachnoidaal
· Prostaglandines
· Hyaluronaan 
· Relaxine
· Stikstofoxide 




Oxytocine: 10 IU I.M.27
In onderzoek van King27 wordt Oxytocine (OTC) intramusculair toegediend om de cervix te relaxeren. Doel hiervan is dat een pipet de cervix eenvoudiger kan passeren. Door de toediening van OTC relaxeert weliswaar in zekere mate de cervix maar de deze techniek is alleen waardevol als er geen negatief effect op de reproductieresultaten is. Na I.M. toediening van 10 IU OTC voor cervicale inseminatie blijkt in geen van de gevallen complete penetratie van de cervix mogelijk en bovendien zijn de aflammer percentages bij OTC toediening lager dan zonder OTC27. Het lijkt alsof de I.M. OTC toediening de negatieve effecten van de prikkeling van de cervixwand versterkt.
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Ook in het onderzoek van Khalifa9 wordt de invloed van exogene oxytocine op de cervix onderzocht. In hun experiment hebben ze 44 en 54 uur na het verwijderen van de progestageen spons de dieren i.v. geïnjecteerd met respectievelijk 0 (saline),200,400 of 600 USP units oxytocine. Ze brachten de schapen vooraf in positie voor cervicale passage met een ijzeren pipet. Direct na injectie probeerden ze de cervix te passeren. Tijd tot diepste cervicale penetratie varieerde van 5,6 tot 7,0 minuut, waarbij de dosis oxytocine van weinig invloed was op de diepte van penetratie. Bij injectie met saline was de cervix in geen van de behandelde ooien passabel terwijl bij oxytocine hier wel verandering werd geconstateerd. Bij 93 % (40/43) van de met oxytocine behandelde ooien kon op 44 of 52 uur de cervix tot in de uterus gepasseerd worden. Bij 77 % (33/43) was de cervix op zowel 44 als 52 uur volledig passabel9.

In het tweede experiment dat in ditzelfde onderzoek wordt beschreven wordt er getest op dag 9 na het verwijderen van de progestageen spons. Eerst werd de ooi geïnjecteerd met 0, 100 of 200 ug oestradiol-17β en vervolgens 6 of 12 uur later een i.v. injectie met oxytocine (400 USP units). Vervolgens werd op eenzelfde manier maat genomen als in het eerste experiment. De resultaten voor passage waren beter in de gevallen 12 uur na injectie bij 100 of 200 ug oestradiol-17β dan in alle andere gevallen. In deze situatie kon in 83% van de dieren de cervix tot in de uterus gepasseerd worden terwijl in de andere situaties dit maximaal 50% was9.

In dit laatste onderzoek komt naar voren dat na toediening van oxytocine in deze proef er relaxatie van de cervix volgt. De achterliggend mechanisme waarop dit resultaat behaald wordt is echter niet bekend. Het is dan ook niet uitgesloten dat de dilatatie een gevolg is van de prostaglandines die vrijkomen na injectie met oxytocine. Uit onderzoek van Sayre45 kwam naar voren dat exogeen oxytocine (200 USP units) naast een relaxatie van de cervix ook een tetanus contractie van de uterus induceert. Er werd echter geen verminderd transport van sperma van de uterus richting de oviducten waargenomen. Het percentage van dracht was in dit experiment echter vele malen groter wanneer de ineminatie laparascopisch plaatsvond in plaats van transcervicaal (92,5% vs 28%). De transcervicale procedure op zichzelf lijkt in dit experiment dus een negatieve invloed te hebben op de kans tot bevruchting. Stellflug47 beschrijft echter dat 200/ 400 USP oxytocine I.V., 30 of 60 min vooraf aan TCKI, zorgt voor een significante daling in dracht in vergelijking met de controle groep welke behandeld werd met saline. In deze proef is het effect van cervicale manipulatie onafhankelijk van oxytocine onderzocht en hierbij bleek dat de manipulatie geen effect had op de de vruchtbaarheid. Oxytocine had echter onafhankelijk van cervix manipulatie wel een negatief effect op het aflammer percentage. 

Carazolol (Suacron, divisa farmavic Spain): 0,5 mg I.M.28
Door de stress rond een inseminatie komt er bij dieren adrenaline vrij. Dit heeft een contractie van de spieren in de cervix en uterus tot gevolg. Gunduz28 stelt voor dat deze contracties kunnen geremd worden door de adrenaline antagonist Carazolol. In dit onderzoek kwam naar voren dat er na toediening van 0,5 mg Carazolol I.M 30 minuten voor inseminatie wel een diepere penetratie van de cervix mogelijk was maar dat er geen complete passage van de cervix werd bewerkstelligd. Ook zijn er geen betere reproductie resultaten waargenomen bij de Kivircik ooien in deze proef28.

Ketamine sub-arachnoidaal: 1,5 mg/kg29
Door pijn en onrust tonen veel ooien tijdens de inseminatie hun ongemak door zich te verzetten of te gaan liggen. Een epidurale anesthesie zou de pijn kunnen wegnemen en zo bijdragen aan de relaxatie van de cervix. Uit onderzoek blijkt dat de epidurale toediening effectief is in het voorkomen van verzet tijdens de inseminatie. Ook was in dit onderzoek sprake van een volledige relaxatie van de cervix en was een ijzeren pipet gemakkelijk tot in de uterus te brengen. Er is in dit onderzoek echter niet gekeken naar de reproductie resultaten na gebruik van deze methode. Daarnaast is de epidurale anesthesie een methode die een grote mate van kundigheid van de behandelaar vereist en zeker niet diervriendelijker is.

Prostaglandines
Het is bekend dat prostaglandines een rol spelen in de functie van de cervix. Voorafgaand en tijdens de partus bij het schaap zijn toegenomen waarden in de uterus, cervix en amnion/ chorion waargenomen.
Leethongdee30 heeft het volgend onderzoek gedaan met PGE (Misoprostol) en FSH (Ovagen): 1mg & 2 mg intra-cervicaal. Na een synchronisatie van de bronst met een progesteron (P4) spons gedurende 12-14 dgn. kan men de dieren na 54 uur insemineren. Dit moment ligt dan rond de ovulatie. De cervix blijkt echter zonder het gebruik van extra hormonen pas 72h na verwijderen van de P4 spons maximaal gerelaxeerd. Dit is te laat om hier tijdens de inseminatie gebruik van te kunnen maken. Met PGE of FSH injecties in de cervix is het mogelijk om de maximale relaxatie van de cervix te versnellen zodat er al tijdens de inseminatie een penetratie van de cervix tot in de uterus mogelijk is. Na intra cervicale injectie met FSH, 24h na verwijderen van de spons en/of PGE na 48h na verwijderen spons was in 100% van de dieren een volledige penetratie door de cervix mogelijk ten tijde van de inseminatie. De combinatie van beide middelen gaf geen betere resultaten dan de aparte toediening30.
In eerder onderzoek is het effect van dinoprostone (PGE2) op de cervix onderzocht. Hierbij werd bij schapen in anoestrus een enkele dosis van 10 mg PGE2 intra vaginaal toegediend. Drie uur na de behandeling vertoonde 76%  van de ooien dilatatie van de cervix. Hierbij was het echter meestal niet mogelijk de cervix volledig te passeren en er werden snelle contracties in de uterus waargenomen. Een lagere dosering en de manier van toedienen kan mogelijk voorkomen dat deze ongewenste contracties optreden49. 
In een recent experiment van Candappa50 is onderzocht of met behulp van Cervidil®, dat ook 10 mg dinoprostone bevat, een relaxatie van de cervix voorafgaand aan KI bewerkstelligd kon worden. Cervidil wordt humaan gebruikt bij vrouwen voorafgaand aan de bevalling om de cervix te laten relaxeren. Het product wordt vaginaal rond de cervix ingebracht en geeft een constante hoeveelheid PGE2 af gedurende 12 uur. In figuur 3 (p. 21) zien we de gehanteerde proefopzet. Bij alle 6 behandelde dieren was passage to in de uterus mogelijk terwijl dit in de controle groep bij 4 van de 6 mogelijk was. Op 50 dagen na inseminatie werd bij geen van de 12 dieren dracht vastgesteld. 

Hyaluronaan (HA): 25 mg intra-cervicaal24
Hyaluronaan is een glycoaminoglycaan waarvan de concentratie in de cervix toe neemt tijdens oestrus. Mogelijk speelt het een rol in de relaxatie van de cervix die tijdens deze periode wordt waargenomen. Tijdens de relaxatie vermindert de concentratie van collagenen en glycosaminoglycanen, tijdens deze daling zag men in dezelfde tijd HA toenemen25,26. 
Om de diepte van de cervicale penetratie te meten werd er gebruik gemaakt van een gemodificeerde urinekatheter met een schaalverdeling op het buiten de ooi blijvende gedeelte. Het bleek dat na een behandeling met Hyaluranon de penetratie in de cervix toe nam. Maar het was niet mogelijk om met deze proefopzet de volledige passage van de cervix te bewerkstelligen24.

Relaxine
Relaxine speelt een rol bij herstructurering van bindweefsel. Bij een aantal diersoorten en in het bijzonder varkens is aangetoond dat het dilatatie van de cervix induceert. Varkens produceren grote hoeveelheden relaxine in het laatste deel van de dracht42. Bij onderzoek van Salamon werd relaxine 12 uur vooraf aan inseminatie geïnjecteerd, hierbij werd echter geen dilaterend of verzachtend effect op de cervix waargenomen. Het had geen invloed op de diepte van inseminatie. Onderzoek van Renegar43 laat zien geen grote hoeveelheden relaxine aanwezig is in het serum bij ooien in het midden en einde van de dracht. Ook werd in dat onderzoek geen gedetecteerd in het bloed dat de ovaria verliet, daarnaast werd ook relaxine in het luteale weefsel gedetecteerd. De oorsprong en rol van relaxine bij het schaap is nog niet duidelijk. In het onderzoek van Roche44 werd wel een gen sequentie gedetecteerd wat op relaxine lijkt maar deze gene gaf geen toename in RNA fragmenten in de ovaria, placenta of het weefsel van het endometrium. Er kon daarmee dus geen indicatie gegeven worden dat relaxine daar een functie heeft.

Stikstofoxide
Recent is er ook aandacht voor de mogelijke invloed van stikstofoxide (NO) op de cervix. Uit onderzoek is al gebleken dat rond de partus myometrium contracties geinhibeerd kunnen worden door de synthese van NO te stimuleren51. Bij de rat is daarnaast geconstateerd dat voor de partus er een toename van NO productie in de cervix plaatsvond. Ook in onderzoek van Aalberts52 wordt NO een sleutelrol toegeschreven in de processen die leiden tot verweking (ook wel rijping genoemd) van de cervix voorafgaand aan de partus bij het rund. Deze cervicale rijping wordt beschouwd als een soort ontsteking reactie omdat het vergezeld wordt met een toename van ontstekingscellen53. Stikstofoxide wordt gezien als een belangrijke mediator in dit ontstekingsproces. Ín de cervix bij de zwangere vrouw en drachtige rat is induceerbaar NO synthase (iNOS) vastgesteld. De acute toename van NO in de cervix ten tijde van de partus wordt toegeschreven aan iNOS. Locale toediening van NO aan cavia’s induceerde effectief een cervicale rijping, vergelijkbaar met wat gezien wordt bij een cervix voor de partus54. Of dit proces op vergelijkbare wijze plaatsvindt bij het schaap en of via deze weg ook effectief de cervix gerelaxeert kan worden voorafgaand aan KI moet verder onderzocht worden.
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[bookmark: _GoBack]De vruchtbaarheids resultaten in de ooi na cervicale inseminatie blijken minder te worden nadat het  sperma enkele uren in vloeibare vorm bewaard is. Bij het bewaren van het sperma in bevroren toestand bleek ook de vruchtbaarheid van het sperma sterk te verminderen3. De verminderde vruchtbaarheid bleek deels te verbeteren door intra uterien te insemineren wat suggereert dat de migratie van spermatozoa door de cervix zou zorgen voor een verminderde vruchtbaarheid. De migratie door de cervix bleek inderdaad een beperkende factor te zijn voor de vruchtbaarheid. Het bleek dat de rechte lijn motiliteit van de spermatozoa in een aantal uur al sterk af nam. Daarnaast blijkt dat het capacitatie proces van de spermatozoa al begint in het bewaarde stadium. Hierdoor is het proces doorlopen voordat de spermatozoa de uterus heeft bereikt en  blijkt de spermatozoa minder fertiel31. De gebruiksduur van sperma bewaard in vloeibare vorm blijkt maximaal 24 tot 30 uur31.

Vanwege de beperkingen van vers sperma wordt er veel onderzoek gedaan naar het gebruik van ingevroren sperma. In 1980 deed Olafsson hier onderzoek naar, hij constateerde dat de optimale tijd voor inseminatie met vers sperma 12-24 uur na het begin van de oestrus ligt32.De maximale hoeveelheid spermatozoa in het oviduct volgt 24 uur na inseminatie of dekking.
Bij inseminatie met bevroren sperma is het zeer problematisch om voldoende aantal mobiele spermatozoa door de cervix te krijgen. Door de verdunningsmethode en invriezen blijft slechts een beperkt aantal spermatozoa voldoende mobiel. In dit onderzoek hebben ze een methode ontwikkeld waarbij door middel van centrifugeren en herconcentreren het sperma in hoge concentratie bevroren kan worden en de motiliteit voldoende blijft. Als dit ook nog eens gecombineerd werd met hun methode van insemineren was het mogelijk om een drachtigheidspecentage te behalen tussen de 44-61% afhankelijk van het ras dat ze gebruikten32.
Verder werd er opgemerkt dat een toename in het aantal inseminaties de resultaten verbeterden, er werd althans een significant verschil geconstateerd tussen 2 of 3 keer insemineren bij een interval van 12 uur32.

In recenter onderzoek wordt vastgesteld dat de snelheid van het ontdooien en de ontdooi temperatuur van ingevroren sperma niet significant invloed lijkt te hebben op het drachtigheidspercentage33,34. Verder concludeert Paulenz33 dat door middel van vaginale depositie van diepvries sperma tot acceptabel resultaat kan leiden. Het diepgevroren sperma in mini (0,25 ml) rietjes bevat bij hun ongeveer 200x10^6 spermatozoa en werd ontdooid bij 35°C. Paulenz33 stelt dat met behulp van hun methode en de mini rietjes een eenvoudige methode is die met acceptabel resultaat toegepast kan worden onder alledaagse omstandigheden. In het artikel van Nordstoga34 wordt vastgesteld dat er geen significant verschil zit in verschillende types rietjes die gebruikt worden voor het insemineren met diepgevroren sperma. Ook de ontdooi temperatuur lijkt in deze proef geen invloed te hebben. Wel is de inhoud van het rietje van invloed. De mini (0,25 ml) rietjes hadden een beter resultaat dan midi (0,50 ml) rietjes, met ook 200x10^6 spermatozoa, in het aantal geboren lammeren. Hierbij was een duidelijk numeriek verschil zichtbaar in vergelijking met het gebruik van medium rietjes, al is het verschil niet statistisch significant34.
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Het succes van TCKI in ooien is onder andere sterk afhankelijk van de passabelheid van de cervix. Deze passabelheid wordt in eerste instantie beperkt door de variabiliteit van de anatomie van de cervix. Volgens Naqvi59 kunnen er individueel veranderingen optreden door leeftijd van het dier59, Kershaw1 zag echter geen verband tussen lengte van de cervix en de leeftijd, wel zag hij dat leeftijd een invloed heeft op de cervix mond. Een hogere gradering op basis van de cervicale ringen maakt dat de cervix minder diep te penetreren is1. Kanttekening bij het onderzoek van Kershaw is wel dat alle gegevens verkregen zijn in onderzoek dat post-mortem uitgevoerd is. In het levend dier zouden resultaten afwijkend kunnen zijn aan de resultaten van dit onderzoek. 
De cervix is beter penetrabel tijdens de oestrus. Er is een mate van natuurlijke relaxatie van de cervix tijdens oestrus. Dit fysiologisch proces is van groot belang om goed te begrijpen ten behoeve van exogene beïnvloeding van de cervix. De toename van OTR receptoren tijdens de oestrus in de cervix is een indicatie dat oestradiol een rol speelt bij de relaxatie7 omdat bij de rat gezien werd dat oestradiol de cervicale OTR expressie stimuleert8. Of dit echter ook bij het schaap zo functioneert is nog niet aangetoond. 
Daarnaast bleek uit onderzoek dat na toediening van exogeen oxytocine de cervix dieper penetrabel is9. De exacte werking van dit proces is echter nog onduidelijk, mogelijk functioneert het indirect via toename van COX-211 wat weer zorgt voor afgifte van PGE210. De rol van PGE2 bij de relaxatie van de cervix is echter vooral beschreven rond de partus11,12. Onderzoek moet nog aantonen dat deze route ook geschikt is voor exogene beïnvloeding van de cervix. In recent onderzoek60 is echter al wel aangetoond dat de mRNA expressie van PGE2 receptoren ook toeneemt gedurende de oestrus waardoor het wel aannemelijk lijkt dat PGE2 ook tijdens oestrus een rol speelt bij de relaxatie en remodellering van de oestrus. Het lijkt erop dat PGE2 bindt aan EP2 en EP4 receptoren en daarmee de synthese stimuleert van hyaluronaan welke de remodellering van de extracellulaire matrix van de cervix bewerkstelligt en daarmee relaxatie van de cervix61.
In het onderzoek naar een geschikt middel om de cervix te relaxeren voor TCKI zijn vele mogelijkheden besproken. Vooral manipulatie via PGE2 lijkt perspectief te bieden. Het effect van oxytocine I.V. werkt mogelijk ook indirect via deze route en ook de werking van hyoluronaan functioneert via deze route. Verder onderzoek zal moeten aantonen met welk middel, in welke hoeveelheid en op welk tijdstip dit toegediend zal moeten worden. Duidelijk blijft echter dat het geen eenvoudige techniek blijft waarbij de ervaring van de inseminator, de juiste pipet, kwaliteit van het sperma, inseminatiemoment en daarnaast een goede invries en ontdooi methode van het sperma van grootte invloed blijven op het succes van TCKI.
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De Geulph methode voor TCKI beschreven door Buckrell et al. 39 
A: De ooi wordt geklemd in een klauw-bekap box en dan op zijn rug gekanteld in een foetus houding waarbij het bekken licht gekanteld.
B: Een plexiglas speculum met lichtbron wordt met behulp van glijmiddel ingebracht in de vagina en met een tang wordt de mond van de cervix aangetrokken en zodoende wordt de cervix opgerekt en zo beter passabel gemaakt. Een pipet met gebogen punt wordt door de cervix gemanipuleerd en de sperma word intra uterine gedeponeerd.
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Figuur 1: Katheters uit onderzoek van Alvarez37. De IMV® en Minitub pipet zijn commercieel verkrijgbaar, de CAT06/4 en ZIGZAG/4 zijn ontwerpen uit het onderzoek.
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Figuur 2: Bovenstaande gegevens en berekeningen van de cervixplooien zijn meegenomen in het ontwerp van de pipetten in het onderzoek van Alvarez37. Voor de waardes is gebruik gemaakt van het onderzoek van Kaabi56. De punt van de pipet staat onder een hoek zodat het de plooien van de cervix makkelijker kan passeren.
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Figuur 3: Opzet van het experiment in onderzoek van Candappa50 waarbij werd gekeken naar de invloed van dinoprostone op de cervix.
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Figuur 4: Een afgietsel van het lumen van een cervix van een schaap. De vernauwingen in de cervix zijn niet simpelweg ringen maar verlopen trechtervormig. Het smalste deel ligt caudaal. Illustratie uit onderzoek van Naqvi59.





























Figuur 5: Endocrinologie rond de start van de partus bij het schaap. Bron; Ivanka et al46 gebaseerd op Challis et al en Smith.





[image: ]          Figuur 6: Verschillende types van de cervixmond; (a)Duckbill, (b)The Slit, (c)The Rose, (d) The Papilla, (e)The Flap, (f) Spiral. 1,2
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