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UvodUvod

Određivanje i nalaz Određivanje i nalaz interferonainterferona i drugih i drugih trofoblasttrofoblast
proteina danas se sve  proteina danas se sve  ččeeššćće koriste kao objektivan e koriste kao objektivan 
dokaz postojanja dokaz postojanja žživog i vitalnog embrija.ivog i vitalnog embrija.

Provodi se Provodi se seroloserološškiki -- pomopomoćću metoda u metoda RIARIA ii ELISAELISA



Migracija binuklearnih
trofoblasta
u smjeru mikrovila

BNT nakon fuzije s endometrijem
(vidi zvjezdicu)

Trinuklearne stanice uklopljene u epitel
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Interakcije endometrija i trofoblasta
uvjetovane su vremenom i prostorom
(Kaye, 1997)
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Rana dijagnostika Rana dijagnostika gravidnostigravidnosti domadomaććih i divljih preih i divljih prežživaivačča se a se 
provodi:provodi:

KliniKliniččkim metodama pretragekim metodama pretrage
UltrazvuUltrazvuččnom pretragomnom pretragom
 Određivanjem  Određivanjem progesteronaprogesterona u krvi i mlijekuu krvi i mlijeku

ŽŽeljeli smo istraeljeli smo istražžiti:iti:

VitalitetVitalitet predimplantatornihpredimplantatornih trasferiranihtrasferiranih D.S. EmbrijaD.S. Embrija

MeMehanizamhanizam rane embrionalne smrtnosti i ulogu rane embrionalne smrtnosti i ulogu trofoblasttrofoblast
proteinaproteina i i leptinaleptina na na predimplantacijskupredimplantacijsku fazu fazu gravidnostigravidnosti



Određivanje Određivanje trofoblasttrofoblast proteinaproteina--RIA metoda RIA metoda 
koristi se:koristi se:

za potvrdu dijagnoze za potvrdu dijagnoze gravidnostigravidnosti 24. Dana24. Dana

postoje znapostoje značčajne razlike između reakcija kod razliajne razlike između reakcija kod različčitih itih 
vrsta domavrsta domaććih ih žživotinjaivotinja

U posljednjih nekoliko godina ova se metoda U posljednjih nekoliko godina ova se metoda ččesto esto 
koristi u prekoristi u prežživaivačča i svinja,a i svinja, a rjeđe u konja i pasa a rjeđe u konja i pasa

Metoda se intenzivno istraMetoda se intenzivno istražžuje i usavruje i usavrššava s ava s 
tendencijom da postane rutinski postupaktendencijom da postane rutinski postupak



Uloga Uloga trofoblasttrofoblast proteina u ranoj proteina u ranoj gravidnostigravidnosti

EndometriEndometrij postaje stimuliran migracijom j postaje stimuliran migracijom 
blastocisteblastociste prije implantacijeprije implantacije

EPF (early pregnancy factor)EPF (early pregnancy factor) u miu mišševa je eva je 
dokazan 4dokazan 4--6 sati nakon oplodnje6 sati nakon oplodnje

On veOn vežže Te T--limfocitelimfocite da sprijeda spriječči prepoznavanje i prepoznavanje 
antigena embrija.antigena embrija.



Dokazivanje EPF-
reakcija rozeta

Dokazivanje EPF-
reakcija rozeta

Gravidna životinja
EPF+

Negravidna životinja
EPF-





Endokrini odgovor majke Endokrini odgovor majke ––
majmajččinsko prepoznavanje insko prepoznavanje gravidnostigravidnosti

-- U U krmakrmačča     a     12.12. dandan
-- U ovaca U ovaca 12.12.--13.13. dadanana, , 
-- U kravaU krava 16.16.--17.17. dadanana, , 
-- U kobilaU kobila 14.14.--16.16. dadanana
-- U koU koššutauta 17.17. dadanana

ŠŠto je (ovisno o vrsti)to je (ovisno o vrsti) 77--2020 dadana prije zavrna prije završšetka implantacijeetka implantacije

..



EmbrEmbrijij u razvoju mou razvoju možže djelovati na dva nae djelovati na dva naččina:ina:

Da zaustavi sintezu, otpuDa zaustavi sintezu, otpušštanje ili djelovanjetanje ili djelovanje PGFPGF--22αα
iliili

Da prevlada Da prevlada luteotropniluteotropni uuččinak inak luteolizinaluteolizina

OpOpćće i lokalne reakcije koje slijede predstavljaju e i lokalne reakcije koje slijede predstavljaju 
majmajččinski odgovor na inski odgovor na gravidnostgravidnost



Potom Potom embrijskiembrijski trofoblasttrofoblast proliferira, migrira i proliferira, migrira i invadirainvadira krvne krvne žžile majke. ile majke. 

Upalna reakcija i imunoloUpalna reakcija i imunološške promjene    ke promjene    →→ preprežživljavanje i razvojivljavanje i razvoj
fetusa i placentefetusa i placente

ImunosupresijaImunosupresija
↓↓

antiluteolitiantiluteolitiččkaka aktivnostiaktivnosti
↓↓

regulacija odgovora endometrija na regulacija odgovora endometrija na citokinecitokine
↓↓

promjena metabolizma lipidapromjena metabolizma lipida

Implantacija Implantacija blastocistiblastocisti =   =  lanac vrlo delikatnih interakcija između lanac vrlo delikatnih interakcija između 
embrija i endometrijaembrija i endometrija



PrePredimplantacijskadimplantacijska faza je regulirana putem faza je regulirana putem trohodermatrohoderma, a svi kasniji stadiji  , a svi kasniji stadiji  
regulirani su pomoregulirani su pomoćću  u  pregnancy specific proteins (PSP pregnancy specific proteins (PSP iliili PAG)PAG)

PAGPAG igra kljuigra ključčnu ulogu u dokazivanju i određivanju  nu ulogu u dokazivanju i određivanju  fetofeto--placentalnogplacentalnog
preprežživljavanja ivljavanja 

Sve opisana za ovSve opisana za ovččje je trofoblasttrofoblast proteine je također dokazano kod krava proteine je također dokazano kod krava, , 
kokoššuta, krmauta, krmačča i kujaa i kuja



TrofoblastTrofoblast proteini:proteini:

djeluju djeluju antiluteolitiantiluteolitiččkiki limitirajulimitirajućći sintezu, otpui sintezu, otpušštanje i transport tanje i transport 
PGF2PGF2αα do jajnikado jajnika

potipotičču sintezu PGE umjesto PGF2u sintezu PGE umjesto PGF2αα

sekrecija PGF2sekrecija PGF2αα
iz iz endokrineendokrine ((u krvu krv) ) →→ u u egzokrinuegzokrinu ( ( u materniu materniččnu nu ššupljinuupljinu))

Navedene promjene poznate su kaoNavedene promjene poznate su kao

““mamajjččinskoinsko prepoznavanje graviditetaprepoznavanje graviditeta””



DomaDomaćći i divlji prei i divlji prežživaivačči (koi (koššuta)uta)
trofoblasttrofoblast blastocisteblastociste u razvoju u razvoju 

↓↓
sinteza sinteza interferoninterferon tipa I iz skupine tipa I iz skupine interferonainterferona tautau

↓↓
blokada sinteze blokada sinteze oksitocinskihoksitocinskih receptora u endometriju.receptora u endometriju.

U srne koja je U srne koja je monoestrimonoestriččnana, fiziolo, fiziološška je pojava ka je pojava 
embrijskaembrijska diapauzadiapauza--embriotenijaembriotenija, stoga nema potrebe da , stoga nema potrebe da 
predimplantacijskapredimplantacijska blastocistablastocista osigura majosigura majččinsko insko 
prepoznavanje prepoznavanje gravidnostigravidnosti..







↓ Progestérone



IFNτ



Uloga Uloga leptinaleptina u ranoj u ranoj gravidnostigravidnosti

LeptinLeptin je hormon podrijetlom iz je hormon podrijetlom iz adipocitaadipocita,  u op,  u opććoj oj 
cirkulaciji proporcionalan kolicirkulaciji proporcionalan količčini masnog tkivaini masnog tkiva

U fizioloU fiziološškim koncentracijamakim koncentracijama ((22--10 10 ngng/ml serum/ml serum) ) potipotiččee
steroidogenesteroidogenezuzu jajnika i razvoj embrijajajnika i razvoj embrija

Koncentracija Koncentracija leptinaleptina znaznaččajno raste u ranoj ajno raste u ranoj gravidnostigravidnosti
((u prva dva tjednau prva dva tjedna)) i smatra se da i smatra se da regulira regulira invazibilnostinvazibilnost
citotrofoblastacitotrofoblasta tijekom implantacije i tijekom implantacije i placentacijeplacentacije



Receptori za Receptori za leptinleptin u mozgu, masnom tkivu, hipofizi, u mozgu, masnom tkivu, hipofizi, 
jajnicima i placentijajnicima i placenti

Porast koncentracije Porast koncentracije leptinaleptina u serumu = u serumu = porast porast 
koncentracije LH,FSH, koncentracije LH,FSH, testosteronatestosterona i estrogenai estrogena

Koncentracija Koncentracija leptinaleptina bitno je vibitno je višša u a u umbilikalnimumbilikalnim
venama nego u venama nego u umbilikalnimumbilikalnim arterijamaarterijama

LeptinLeptin djeluje na djeluje na embrijembrij tako tako ššto poveto poveććava unos i ava unos i 
metabolizam glukoze putem regulacije metabolizma i metabolizam glukoze putem regulacije metabolizma i 
sinteze inzulinasinteze inzulina

Sve navedeno je dokazano u ljudi, miSve navedeno je dokazano u ljudi, mišševa, eva, šštakora, takora, 
ovaca i kravaovaca i krava



Tijekom Tijekom gravidnostigravidnosti leptinleptin direktno utjedirektno utječče nae na

1.1. rast i razvoj zametkarast i razvoj zametka

2.2. fetofeto--placentalnuplacentalnu angiogenezuangiogenezu

3.3. embrionalnu embrionalnu hepatopoezuhepatopoezu

4.4. biosintezubiosintezu hormona unutar fetohormona unutar feto--placentalnogplacentalnog spoja ploda i spoja ploda i 
majkemajke

5.5. mehanizam implantacije i mehanizam implantacije i angiogenezuangiogenezu tijekom tijekom 
placentacijeplacentacije



U svinja je koncentracija U svinja je koncentracija leptinaleptina vivišša u placentama koje a u placentama koje 
opskrbljuju normalne fetuse od onih koje opskrbljuje opskrbljuju normalne fetuse od onih koje opskrbljuje 
retardirane fetuse, a koji se nalaze u istoj materniciretardirane fetuse, a koji se nalaze u istoj maternici

Pokusi na ovcama su pokazali da porast koncentracije Pokusi na ovcama su pokazali da porast koncentracije 
leptinaleptina u gravidnih ovaca potjeu gravidnih ovaca potječče ispoe ispoččetka od etka od 
citotrofoblastacitotrofoblasta, potom od placente te kona, potom od placente te konaččno od no od 
masnog tkiva plodamasnog tkiva ploda

Koncentracija Koncentracija leptinaleptina u krvi ostaje poviu krvi ostaje poviššena tijekom cijele ena tijekom cijele 
gravidnostigravidnosti i rapidno opada nakon poroda, u ljudi, krava, i rapidno opada nakon poroda, u ljudi, krava, 
ovaca, miovaca, mišševa i eva i šštakoratakora



BioBiokemijskakemijska srodnostsrodnost leptinleptinaa i ostalihi ostalih citokinacitokina
vezanih za vezanih za gravidnostgravidnost ((pregnancypregnancy associatedassociated
cytokinescytokines))

RootRoot:: scopscop
ClassClass:: All All alphaalpha proteinsproteins
FoldFold:: 44--helical helical cytokinescytokines
FamilyFamily:: cciittookinkini dugog lancai dugog lanca InterferonInterferonii/interleukin/interleukin--10 (IL10 (IL--10)10)
ProteinProtein::
LeptinLeptin interferoninterferon--tautau
PlacentalPlacentalnini lalakktogentogen



MoguMoguććnosti, prednosti i manenosti, prednosti i mane
svih navedenih metodasvih navedenih metoda



PAG (PAG (pregnancypregnancy associatedassociated
glycoproteinsglycoproteins))

NajviNajvišše su se dosad koristili u ranoj dijagnostici e su se dosad koristili u ranoj dijagnostici 
graviditetagraviditeta

Mogu se dokazati direktno iz seruma Mogu se dokazati direktno iz seruma seroloserološškomkom
metodom RIAmetodom RIA

Njihova koncentracija ostaje visoka u serumu i do 70 Njihova koncentracija ostaje visoka u serumu i do 70 
dana nakon uginudana nakon uginućća ploda, odnosno poroda, pa iako a ploda, odnosno poroda, pa iako 
dokazuje da je u organizmu majke postojao vitalan plod, dokazuje da je u organizmu majke postojao vitalan plod, 
ne mone možže se koristiti kao e se koristiti kao biomarkerbiomarker rane embrionalne rane embrionalne 
smrtnostismrtnosti



INTERFERONINTERFERONττ

momožže slue služžiti kao iti kao biomarkerbiomarker vitalnosti embrija i vitalnosti embrija i 
rane embrionalne smrtnostirane embrionalne smrtnosti

izluizluččuje se lokalno, pa ga je moguuje se lokalno, pa ga je mogućće dokazivati e dokazivati 
samo samo invitroinvitro iz kultiviranih embrija i to indirektno iz kultiviranih embrija i to indirektno 
putem prevencije putem prevencije citopatogenogcitopatogenog efektaefekta

Nije pogodan za rutinsku dijagnostiku Nije pogodan za rutinsku dijagnostiku 
gravidnostigravidnosti



IFNτ
Taux de progestérone pendant le cycle et la gestation



PLACENTALNI LAKTOGENPLACENTALNI LAKTOGEN

Odraz je rasta i razvoja ploda, njegove Odraz je rasta i razvoja ploda, njegove 
viabilnostiviabilnosti i i vitalitetavitaliteta
Koncentracija mu je znaKoncentracija mu je značčajno viajno višša u a u 
cirkulaciji ploda nego u cirkulaciji majkecirkulaciji ploda nego u cirkulaciji majke
MoMožže se mjeriti iskljue se mjeriti isključčivo direktno iz ivo direktno iz 
seruma plodaseruma ploda



LEPTINLEPTIN
Dosad nije koriDosad nije koriššten u rutinskoj dijagnostici ten u rutinskoj dijagnostici gravidnostigravidnosti

Njegova koncentracija raste u ranoj Njegova koncentracija raste u ranoj gravidnostigravidnosti i ovisi o i ovisi o 
vitalnosti i broju plodovavitalnosti i broju plodova

MoMožže se dokazati direktno u serumu metodama RIA i e se dokazati direktno u serumu metodama RIA i 
ELISAELISA

Mana mu je Mana mu je ššto na njegovu koncentraciju direktno utjeto na njegovu koncentraciju direktno utječču u 
i sve promjene masnog tkiva, kondicije, BCS (i sve promjene masnog tkiva, kondicije, BCS (bodybody
conditioncondition scorescore))



Smatramo da je ako se uzmu u obzir gornji Smatramo da je ako se uzmu u obzir gornji 
parametri idealan potencijalni parametri idealan potencijalni biomarkerbiomarker
rane embrionalne rane embrionalne smrtnosti.smrtnosti.



Materijali i metodeMaterijali i metode

33 skupine  po 35 kravaskupine  po 35 krava::

KKontrolontrolnana skupinaskupina ((negravidnenegravidne kravekrave))
Gravidne kraveGravidne krave ((U.  O.U.  O.))
Gravidne krave Gravidne krave ((embrembriiotransferotransfer))



Plan je bio izmjeriti i usporeditiPlan je bio izmjeriti i usporediti::

ProgesteronProgesteron uu serumserumuu-- putemputem ELISELISAA

PAG PAG uu serumserumuu-- putemputem RIARIA

LeptinLeptin u u serumserumuu putemputem ELISAELISA

LeptinLeptin u u serumserumuu putemputem RIARIA

Svim gravidnim kravama u pokusu Svim gravidnim kravama u pokusu gravidnostgravidnost je dijagnosticirana  je dijagnosticirana 20. i20. i  
potvrđena potvrđena 35. dan35. dan

**U sluU sluččaju visoke embrionalne smrtnosti određivati aju visoke embrionalne smrtnosti određivati ććemo emo interferoninterferon tautau u u 
kultiviranih embrija koristekultiviranih embrija koristećći antivirusni i antivirusni bioassaybioassay in in vitrovitro (indirektno (indirektno 
putem prevencije putem prevencije patocitogenogpatocitogenog efektaefekta



DO SADA SMO NAPRAVILI:

Kravama u kontrolnoj negravidnoj skupini krv je uzimana 30. 
dan po porodu i potom do koncepcije odnosno izlučenja

Kravama u gravidnoj skupini krv je uzimana 1. 5. 15. 21., 24. 
30 i 35. Dan

Sve životinje su redovito pregledavane klinički i posredstvom 
ultrazvuka

Na svim uzorcima je  serološkom metodom ELISA i RIA 
određena koncentracija progesterona

Na svim uzorcima je serološkom metodom RIA određena 
koncentracija progesterona i PAG



Razina Razina progesteronaprogesterona u gravidnih i u gravidnih i 

negravidnihnegravidnih krava u pokusukrava u pokusu
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Profili dobiveni za Profili dobiveni za leptinleptin ukazuju da ukazuju da 
kod mlijekod mliječčnih krava nema nih krava nema 
dijagnostidijagnostiččku vaku važžnost, nost, ššto se to se 
objaobjaššnjava visokim proizvodnim njava visokim proizvodnim 
zahtjevima koje trazahtjevima koje tražži uspostava i uspostava 
laktacije.laktacije.



InstituInstitucijecije ii laboratorilaboratorijiji kojikoji sudjelujusudjeluju uu projeprojektuktu::

LaboratorLaboratorijij za asistiranu reprodukciju, Klinike za za asistiranu reprodukciju, Klinike za porodniporodnišštvotvo, Veterinarski , Veterinarski 
fakultet, Sveufakultet, Sveuččiliiliššta u Zagrebuta u Zagrebu

LaboratorLaboratorijij Odjela za fiziologiju reprodukcije, Veterinarskog fakulteta u Odjela za fiziologiju reprodukcije, Veterinarskog fakulteta u 
LiegeLiege--u, Belgijau, Belgija

LaboratorLaboratorijij Centra za reprodukciju u stoCentra za reprodukciju u stoččarstvu Hrvatskearstvu Hrvatske

SeroloSerološškiki i ostalii ostali laboratorilaboratorijiji Hrvatskog veterinarskog institutaHrvatskog veterinarskog instituta

LaboratorLaboratorijij Centra za reprodukciju u stoCentra za reprodukciju u stoččarstvu Hrvatskearstvu Hrvatske

VeterinarVeterinarskaska stanicastanica VrbovecVrbovec

VeterinarVeterinarskaska stastanicanica ""MlijeMliječčnini put", put", LudbregLudbreg



Posebno Posebno žželim zahvalitielim zahvaliti::

Prof. dr. Prof. dr. scsc. Antunu . Antunu TomaTomašškovikoviććuu, Klinika za , Klinika za porodniporodnišštvotvo i reprodukciju, i reprodukciju, 
Veterinarski fakultet SveuVeterinarski fakultet Sveuččiliiliššta u Zagrebu ta u Zagrebu 

Prof. dr. Prof. dr. scsc. Urbanu . Urbanu BesenfelderuBesenfelderu, Institut za biotehnologiju, Veterinarski , Institut za biotehnologiju, Veterinarski 
fakultet u Befakultet u Bečču,u,

Prof. dr. Prof. dr. ChristineChristine AurichAurich, Klinika za , Klinika za porodniporodnišštvotvo i reprodukciju, Veterinarski i reprodukciju, Veterinarski 
fakultet u Befakultet u Bečču u 

Prof. dr. Prof. dr. scsc. . GottfrieduGottfriedu BrehmuBrehmu, Institut , Institut LudwigLudwig--MaximillianMaximillian, Veterinarski , Veterinarski 
fakultet u fakultet u MMüünchenunchenu, , 

Prof. dr. Prof. dr. scsc. . GjuliGjuli HuszenicziHuszeniczi, Klinika za , Klinika za porodniporodnišštvotvo i reprodukciju, i reprodukciju, 
Veterinarski fakultet u BudimpeVeterinarski fakultet u Budimpešštiti

Prof. dr. Prof. dr. scsc. . JeanJean FrancoisFrancois BeckersuBeckersu, Zavod za fiziologiju reprodukcije, , Zavod za fiziologiju reprodukcije, 
Veterinarski fakultet Veterinarski fakultet LiegeLiege, Belgija, Belgija



Hvala na strpljenju i paHvala na strpljenju i pažžnji i Svima ostalima nji i Svima ostalima 
koji su mi davali savjete, aktivno koji su mi davali savjete, aktivno 

pomagali, te svima Vama koji ste me pomagali, te svima Vama koji ste me 
slusluššali!!!!ali!!!!



Pitanja??!!Pitanja??!!


