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-,-QOdredivanje i nalaz interferona i drugih trofoblast
proteina danas se sve cesce koriste kao objektivan
dokaz postojanja zivog i vitalnog embrija.

- Provodi se seroloski - pomoc¢u metoda RIA i ELISA
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Interakcije endometrija i trofoblasta
uvjetovane su vremenom i prostorom




Rana dijagnostika gravidnosti domacih i divijih prezivaca se
provodi:

> KliniCkim metodama pretrage

> Ultrazvuénom pretragom

> Odredivanjem progesterona u krvi i mlijeku
Zeljeli smo istraziti:

--Vitalitet predimplantatornih trasferiranin D.S. Embrija

~Mehanizam rane embrionalne smrtnosti i ulogu irofoolzist
oroteinz i lzutirizl na predimplantacijsku fazu gravidnosti



Odredivarl|e irafoolast oraiginz-rIA rrigtodz)
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-,»za potvrdu dijagnoze gravidnosti 24. Dana

- postoje znacajne razlike izmedu reakcija kod razlicitih
vrsta domacih zivotinja

“~U posljednjih nekoliko godina ova se metoda Cesto
koristi u prezivaca i svinja, a rjede u konja i pasa

- Metoda se intenzivno istrazuje i usavrsava s
tendencijom da postane rutinski postupak @



Ulggzl trofonleist orotelrizl U rang) ¢ravidrlosi]

-Endometrij postaje stimuliran migracijom
blastociste prije implantacije

o EP 1 orggrieincy fzlcior) U miseva je
dokazan 6 sati nakon oplodnje

<+ On veze T-limfocite da sprijeci prepoznavanje
antigena embrija.




Dokazivanje EPF-
reakcija rozeta

Negravidna zivotinja Gravidna zZivotinja
EPF- EPF+
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Endokrini odgovor majke —
majcinsko prepoznavanje gravidnosti

- Ukrmada 12.dan

- U ovaca 12.-'/%. dana,
- U krava 15.-717. dana,
- U kobila 14.-/5. dana

- U kosuta 17. dana

Sto je (ovisno o vrsti) 7-20 dana prije zavr3etka implantacije



Embrij u razvoju moze djelovati na dva nacina:
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Opce i lokalne reakcue koje slijede predstavljaju
majcinski odgovor na gravidnost



Potom embrijski trofoblast orolif=riral, rrigrira i invacira krvne Zile majke.

Upalna reakcija i imunoloske promjene — prezivljavanje i razvoj

fetusa i placente

Irntniostgresijel

antiluteoliticka aktivnosti
regulacija odgovora endometrija na citokine

promjena metabolizma lipida

Implantacija blastocisti = lanac vrlo delikatnih interakcija izmedu
embrija i endometrija






- Trofoblast proteini:

A\
~

djeluju antiluteoliticki limitirajuci sintezu, otpustanje i transport
PGF2a do jajnika

potiCu sintezu PGE umjesto PGF2a

sekrecija PGF2a

iz =ndoirine (U krv) = u 2gzolkrinu (u materniénu supljinu)

Navedene promjene poznate su kao
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Domaciiaivijifprezivacikoesuta)
trofoblast blastociste u razvoju
|

sinteza interferon tipa | iz skupine interferona tau
|

7

blokada sinteze oksitocinskih receptora u endometriju.

U srne koja je monoestricna, fizioloska je pojava
srnorljsiel dizigeilza-airoriaierizl, stoga nema potrebe da
predimplantacijska blastocista osigura majcinsko
prepoznavanje gravidnosti.



PAG, PSPB... membres de la famille des
protéases aspartiques largues dans le sang maternel
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Phase procestrale (lutéolyse)
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Ulgezl [2otirlzl U rang) gravidrliosi]
Fat Cells

-Leptin je hormon podrijetiom iz adipocita, u opc¢oj
cirkulaciji proporcionalan koli¢ini masnog tkiva

-U fizioloskim koncentracijama (2-10 rig/rrl s2rurr) potice
steroidogenezu jajnika | razvoj embrija

»Koncentracija leptina znacajno raste u ranoj gravidnosti
(u prva dva tjedna) i smatra se da regulira invazibilnost
citotrofoblasta tijjekom implantacije | placentacije



;- Receptori za leptin u mozgu, masnom tkivu, hipofizi,
jajnicima i placenti

- Porast koncentracije leptina u serumu = porast
roncentracije LH,FSH, testosterona | estrogena

-~ Koncentracija leptina bitno je visa u umbilikalnim
venama nego u umbilikalnim arterijama

<+ Leptin djeluje na embrij tako Sto povecava unos |
metabolizam glukoze putem regulacije metabolizma |
sinteze inzulina

<+ Sve navedeno je dokazano u ljudi, miseva, stakora,
ovaca i krava



Tijekom gravidnosti leptin direktno utjece na

, rast i razvoj zametka

|—

INO

, feto-placentalnu angiogenezu
5. embrionalnu hepatopoezu

4, biosintezu hormona unutar feto-placentalnog spoja ploda
majke

5. mehanizam implantacije i angiogenezu tijekom
placentacije



»U svinja je koncentracija leptina visa u placentama koje
opskrbljuju normalne fetuse od onih koje opskrbljuje
retardirane fetuse, a koji se nalaze u istoj maternici

-Pokusi ha ovcama su pokazali da porast koncentracije
leptina u gravidnih ovaca potjece ispocCetka od
citotrofoblasta, potom od placente te kona¢no od
masnog tkiva ploda

»Koncentracija leptina u krvi ostaje povisena tijekom cijele
gravidnosti | rapidno opada nakon poroda, u ljudi, krava,
ovaca, miseva i Stakora
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PAG (oragriaricy associziad
cJlycooroteins)

-;»Najvise su se dosad koristili u ranoj dijagnostici
graviditeta

-;Mogu se dokazati direktno iz seruma seroloskom
metodom RIA

-Njihova koncentracija ostaje visoka u serumu i do 70
dana nakon uginuca ploda, odnosno poroda, pa iako
dokazuje da je u organizmu majke postojao vitalan plod,
ne moze se koristiti kao biomarker rane embrionalne
smrtnosti



INTEMFERONT

-;-moze sluziti kao biomarker vitalnosti embrija |
rane embrionalne smrtnosti

-izluCuje se lokalno, pa ga je moguce dokazivati
samo /nvitro iz kultiviranih embrija i to indirektno
putem prevencije citopatogenog efekta

-*Nije pogodan za rutinsku dijagnostiku
gravidnosti



Taux de progestérone pendant le cycle et la gestation
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PLACENTALNT EACTOGEN

-;-Odraz je rasta i razvoja ploda, njegove
viabilnosti i vitaliteta

--Koncentracija mu je znacajno visa u
cirkulaciji ploda nego u cirkulaciji majke

»Moze se mijeriti iskljucivo direktno iz
seruma ploda



LEP TN
-,-Dosad nije koristen u rutinskoj dijagnostici gravidnosti

- Njegova koncentracija raste u ranoj gravidnosti i ovisi 0
vitalnosti i broju plodova

~-Moze se dokazati direktno u serumu metodama RIA i
ELISA

-Mana mu je sto na njegovu koncentraciju direktno utjecu
i sve promjene masnog tkiva, kondicije, BCS (body
condition score)
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Mlerterdjzll 1 rrgiode
3 skupine po 35 krava:

- Kontrolna skupina (negravidne krave)
-+ Gravidne krave (U. O.)
-+ Gravidne krave (embriotransfer)




Plan je bio izmjeriti i usporediti:

/' Progesteron u serumu- putem ELISA
/PAG u serumu- putem RIA

/L= giln) U st outsm) ELISA

/L= giin) U st auisnn FIA

Svim gravidnim kravama u pokusu gravidnost je dijagnosticirana 20. i
potvrdena 35. dan

“U sluéaju visoke embrionalne smrtnosti odredivati cemo interferon tau u
kultiviranih embrija koristeé¢i antivirusni bioassay in vitro (indirektno
putem prevencije patocitogenog efekta



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

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

Sve zivotinje su redovito pregledavane klinicki i posredstvom
ultrazvuka

Na svim uzorcima je seroloSkom metodom ELISA i RIA
odredena koncentracija progesterona

Na svim uzorcima je seroloskom metodom RIA odredena
koncentracija progesterona i PAG
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Profile during bovine pregnancy
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> Laboratorij za asistiranu reprodukciju, Klinike za porodnistvo, Veterinarski
fakultet, Sveucilista u Zagrebu

-+ Laboratorij Odjela za fiziologiju reprodukcije, Veterinarskog fakulteta u
Liege-u, Belgija

;- Laboratorij Centra za reprodukciju u stocarstvu Hrvatske

;- Seroloski i ostali laboratoriji Hrvatskog veterinarskog instituta
-~ Laboratorij Centra za reprodukciju u stoCarstvu Hrvatske

;- Veterinarska stanica Vrbovec

;- leterinarska stanica "Mlijecni put", Ludbreg
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Poseorio zelirn zarnvalit:

Prof. dr. sc. Antunu Tomaskovicu, Klinika za porodnistvo i reprodukciju,
Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu

Prof. dr. sc. Urbanu Besenfelderu, Institut za biotehnologiju, Veterinarski
fakultet u BeCu,

Prof. dr. Christine Aurich, Klinika za porodnistvo i reprodukciju, Veterinarski
fakultet u Becu

Prof. dr. sc. Gottfriedu Brehmu, Institut Ludwig-Maximillian, Veterinarski
fakultet u Muinchenu,

Prof. dr. sc. Gjuli Huszeniczi, Klinika za porodnistvo i reprodukciju,
Veterinarski fakultet u Budimpesti

Prof. dr. sc. Jean Francois Beckersu, Zavod za fiziologiju reprodukcije,
Veterinarski fakultet Liege, Belgija
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