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Svi izvorni znanstveni radovi, stru¢ni ¢lanci, pregledni €¢lanci, stru¢ne rasprave i prikazi slu¢aja podlijezu recenziji dvaju
recenzenata. Popularizacijski i drugi €lanci ne podlijezu recenziji.

Casopis ne odgovara za to¢nost objavljenih tekstova ili eventualne tiskarske pogreske.



RIJEC UREDNICE

Dragi cCitatelji,

veliko mi je zadovoljstvo obratiti vam se i predstaviti novi broj ,,Veterinara“, znanstveno-stru¢nog
tasopisa studenata veterinarske medicine. Casopis je utemeljen 1938. godine, s kratkim prekidima
u kontinuitetu izlazenja, te ujedno predstavlja dugu tradiciju i obiljezje ponajprije studenata
veterinarske medicine koji su i klju¢ni u njegovu stvaranju.

U novom broju ,Veterinara“ objavljena su dva izvorna znanstvena rada i dva strucna rada
iz razli¢itih podru¢ja veterinarske medicine. Svaki objavljeni znanstveno-strucni rad, kao i u
prethodnim brojevima, nastao je u suradnji studenata veterinarske medicine s njihovim mentorima.
Takoder je, i u ovom broju, objavljeno nekoliko popularizacijskih ¢lanaka studentskih udruga
Veterinarskoga fakulteta te c¢lanaka o studentskim boravcima u inozemstvu. Medu ostalim,
objavljen je i popularizacijski ¢lanak na engleskom jeziku o Erasmus studijskom boravku studenta
iz Albanije na Veterinarskom fakultetu u Zagrebu. Nadam se da ¢ete sadrzaj novoga broja ¢asopisa
pronaci korisnim i uzivati €itajuci ga.

Casopis,Veterinar* odsadaizlazi dva putagodignje te ovom prigodom pozivam sve zainteresirane
autore da se ukljuce u stvaranje sljede¢eg broja dostavljaju¢i nam svoje radove i da na taj nacin
podrze Casopis u idu¢em razdoblju.

Na kraju, Zeljela bih zahvaliti svim autorima koji su ¢asopis ,Veterinar” prepoznali kao mjesto
sirenja i predstavljanja svojih radova te iskustava i spoznaja iz podrucja veterinarske medicine.
Zahvaljujem i recenzentima, koji su izdvojili svoje vrijeme i dali mnogo truda kako bi pomogli
povecatiznanstvenu vrijednost objavljenih radova. Velika hvala Veterinarskom fakultetu Sveucilista
u Zagrebu na potpori koju nam pruza omogucujudi izlazak i tiskanje novoga broja ,Veterinara“.
Posebno zahvaljujem ¢lanovima Urednickog kolegija i Urednitkog odbora te ostalim suradnicima
koji su sudjelovali u stvaranju novoga broja ¢asopisa te se nadam da ¢emo i dalje zajednicki planirati
buduénost ¢asopisa, ostvariti kontinuirano izlaZzenje, povecati njegovu kvalitetu te postici jos vecu
prepoznatljivost.

Iva Benvin, glavna urednica
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Komparativna analiza tumora sjemenika
pasa upotrebom histopatoloske pretragei
metodom protocne citometrije

Comparative analysis of canine testicular tumors using
histopathological and flow cytometry methods

Mihokovié, S."*, D. Kezic?, M. Misi¢?, M. Popovié?, M. Hohsteter’

Sazetak

Tumori sjemenika pasa najc¢esc¢i su tumori spolnog sustava te medu naj¢eS¢im tumorima pasa
uopce. Veéinom se dijagnosticiraju u kasnijoj fazi, kada dode do povecéanja sjemenika, te se u
svrhu lije¢enja obavlja kastracija nakon koje se postavlja dijagnoza na temelju histopatolosSke pre-
trage.

U ovom je istrazivanju provedena histopatoloSka analiza i klasifikacija arhiviranih uzoraka naj-
¢escih tumora sjemenika pasa (9 uzoraka) i jednog uzorka nepromijenjenog sjemenika, te je prove-
dena analiza DNK metodom proto¢ne citometrije. Provedenom komparativhom analizom nastojala
se utvrditi korelacija izmedu tipova tumora i rezultata protocne citometrije, tj. jesu li promjene u
genetickim ili fizikalnim svojstvima tumorskih stanica povezane s histoloskim tipom tumora. Utvr-
deno je da je histopatoloska pretraga objektivna dijagnosticka metoda za razlikovanje pojedinih
tipova tumora sjemenika u pasa. Dobiveni rezultati prototne citometrije, iako nisu bili dostatni i
dovoljno precizni za donosenje definitivnog zakljutka o karakteristikama istrazivanih neoplasti¢nih
promjena, pokazuju da je primjenom protocne citometrije na uzorcima sjemenika pasa moguce do-
biti nove informacije o svojstvima stanica. Kako bi se proto¢na citometrija i njezini rezultati mogli
objektivnije analizirati te koristiti u dijagnostici neoplazija testisa u pasa, potrebno je optimizirati
i standardizirati metodu te postaviti detaljne dijagnosticke kriterije, za Sto je potrebno provesti
istrazivanje na znatno vecem broju uzoraka tumorozno promijenjenih i patoloski nepromijenjenih
sjemenika.

Metoda protocne citometrije moze pomodi u dijagnostici tumora sjemenika pasa, osobito ako
je kombinirana s do sada uhodanim metodama pretrage kao 5to je histopatoloska analiza tumora
sjemenika.

Abstract

Canine testicular tumors are the most prevalent male genital neoplasms and among the most
common canine neoplasms overall. Most of these neoplasms are diagnosed in the late phase

when testicular enlargement is observed. Castration is followed by histopathological analysis, whi-

chis performed for both therapeutic and diagnostic purposes.

In this research, histopathological analysis and classification was undertaken together with
DNA analysis by flow cytometry of archived samples of the most common canine testicular neo-
plasm (9 samples) and one of neoplastically unchanged testicle. The aim of this study was to find
a correlation between different tumor types and the results of flow cytometry. Our results showed
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that histopathological analysis represents an objective diagnostic method for differentiation of di-
fferent canine testicular tumors. The results of flow cytometry, although not sufficiently precise
for drawing definitive conclusions on the characteristics of the testicular neoplasm, show that flow
cytometry can give new information about these neoplastic cells. For better results and application
of flow cytometry in canine testicular neoplasm diagnosis, optimization and standardization of this
method by establishing detailed diagnostic criteria should be undertaken. For this, investigation of

a large number of neoplastic and non-neoplastic testicle samples is required.
In conclusion, the flow cytometry method has the capacity to improve diagnosis of canine testi-
cular neoplasms, especially combined with the standard histopathological method.

uvob

Tumori sjemenika naj¢es¢i su tumori geni-
talnog sustava muskih pasa gdje ¢ine oko 90
% svih genitalnih tumora (North i sur., 2009.).
Na temelju istrazivanja provedenog u Republi-
ci Hrvatskoj, u razdoblju od tri godine (2006.
—2009.) tumori spolnog sustava ¢ine oko 7,97
% od svih tumora pasa (Sostari¢-Zuckermann i
sur., 2013.). Dobna predispozicija vrlo je bitan
¢imbenik u razvoju tumora, na $to upucuju broj-
na istrazivanja koja su pokazala da se tumori
sjemenika najteSce pojavljuju u starijih pasa.
Tri najéeSc¢a primarna tumora sjemenika jesu
tumori intersticijskih (Leydigovih) stanica, se-
minomi i tumori Sertolijevih stanica (Hohsteter
isur., 2012.; McGavin i Zachary, 2006.). U manjoj
mjeri mogu se razviti i tumori testikularnih me-
zenhimnih strukturaili, vrlo rijetko, metastatski
tumori. BioloSko ponasanje tumora sjemenika u
pasa najtesce je benignog karaktera (Hohste-
ter, 2012.; McGavin i Zachary, 2006.). U malom
broju slucajeva pojavljuju se uginuéa pasa kao
posljedica tumora sjemenika, no isto tako Ce-
sto posljedica moze biti neplodnost Zivotinja.
Metastaze koje se mogu pojaviti, o€ituju se
¢vorovima u sjemenom uzetu, skrotalnim lim-
fnim ¢vorovima i izvan njih (McGavin i Zachary,
2006.).

Klasifikacija tumora sjemenika u pasa re-
lativno je jednostavna, za Sto postoji nekoliko
mogucih razloga, a to su prije svega njihova be-
nignost, oskudna istrazivanja imunohistokemij-
skih biljega, te drugih obiljezja vaznih za dife-
rencijaciju tumora sjemenika, kao i vrlo mali broj
istrazivanja koja se provode na neklasificiranim
intratubularnim neoplazijama zametnih stanica
(engl. intratubular germ cell neoplasia of undi-
fferentiated origin, |GCNU).
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Protocna citometrija jest analiticka metoda
kojom se, medu ostalim, mogu analizirati fizi-
kalna svojstva stanica, odnosno njihova veliti-
na, oblik i zrnatost, kao i drugi parametri (pro-
mjene u jezgri ili kariotipu stanica, broj mitoza).
Na temelju ovih parametara moze se utvrditi
heterogenost populacije stanica te razlikovati
pojedine podskupine i odrediti njihov udio unu-
tar odredene populacije stanica. Metoda proto¢-
ne citometrije temelji se na mjerenju rasprsenja
svjetlostiifluorescencije koja nastaje prolaskom
suspenzije stanica kroz fokusiranu lasersku zra-
ku. Koli¢ina rasprsenog svijetla ovisi o velicini,
obliku i homogenosti stanice ili drugih Cestica
koje prolaze kroz lasersku zraku, no isto tako
i 0 kutu iz kojega se rasprsenje mjeri. Sadrzaj
DNK u jezgri odgovara intenzitetu fluorescencije
prilikom prolaska suspenzije stanica kroz laser-
sku zraku. Na temelju toga moguce je pomocu
protocnog citometra odrediti u kojoj se fazi sta-
ni¢nog ciklusa nalazi odredeni broj tumorozno
promijenjenih stanica (Cooper, 2000., Ormerod,
2009.). Velika prednost ove metode jest njezina
brzina kojom se mogu dobiti rezultati analize
stanica (i do nekoliko tisu¢a stanica u sekundi)
uz veliku preciznost i specificnost, kao i moguc-
nost pracenja viSe parametara na jednoj stanici
u populaciji istodobno (veli¢ina, zrnatost, oblik,
sadrzaj DNK stanica, faze stani¢nog ciklusa) (Or-
merod, 2009.). Za ispitivanje stani¢nog ciklusa
proto¢nom citometrijom mogu se koristiti uzorci
svjezeg tkiva ili uzorci tkiva uklopljeni u parafin.
U Republici Hrvatskoj protocna se citometrija
vecinom ne koristi kao rutinska metoda u vete-
rinarskoj medicini, no iznimke ipak postoje, kao
Sto je to slucaj kod primjene proto¢ne citome-
trije kao rutinske metode u procjenjivanju uku-
pnog broja bakterija u sirovom mlijeku (Samar-
Zija, 2004.).
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Buduci da su vlasnici zivotinja u danasnje vri-
jeme iznimno zainteresirani za lijeenje tumora
svojih ku¢nih ljubimaca, osobito zivotinja po-
zeljnih genetickih osobina, bilo kakva nova spo-
znaja u dijagnostici, terapiji i prevenciji neplod-
nosti, kao i uginuca zivotinja iznimno je korisna.
Zbog opcenito vrlo malog broja istrazivanja u
podrucju tumora sjemenika kod pasa, i u Hrvat-
skoj i u ostatku svijeta, utvrdivanje korelacije
izmedu rezultata histopatoloSke analize tumora
te analize rezultata dobivenih primjenom pro-
to€ne citometrije u svrhu utvrdivanja utjecaja
genetickih i molekularno patoloskih karakteri-
stika tumorskih stanica na biolosko ponasanje
tumora testisa, vazno je radi dobivanja novih
spoznaja koje mogu pridonijeti boljoj dijagnosti-
ci, prognozi i lije¢enju ovih bolesti.

MATERIJALI | METODE

Uzorci

Za potrebe istrazivanja koriSteni su arhivira-
ni uzorci tumora sjemenika pasa sa Zavoda za
veterinarsku patologiju Veterinarskoga fakulte-
ta Sveucilista u Zagrebu. Svi analizirani tumori
bili su dostavljeni na patohistoloSku pretragu
Zavoda ili su uzeti od Zivotinja koje su bile do-
stavljene na Zavod u svrhu razudbe u razdoblju
od 2007. do 2010. godine. HistopatoloSka ana-
liza i analiza proto¢nim citometrom provedene
su na devet nasumi¢no odabranih arhiviranih
uzoraka tumora sjemenika pasa koji su makro-
skopski bili promijenjeni te na jednom makro-
skopski nepromijenjenom uzorku testisa. Kom-
parativnom analizom histopatoloske pretrage
i metodom protocne citometrije nastojala se
utvrditi korelacija izmedu tipova tumorairezul-
tata protocne citometrije, tj. jesu li promjene u
genetickim ili fizikalnim svojstvima tumorskih
stanica povezane s histoloskim tipom tumora.

Histopatoloska pretraga

U svrhu histoloSke analize uzoraka tumora
sva tkiva sjemenika, odnosno njihovi dijelovi
fiksirani su u 10 %-tnom puferiranom formalinu
i uklopljeni u parafin. Za bojenje uzoraka tumo-
ra koriStena je rutinska metoda bojenja, hema-
toksilin-eozin (HE) metoda. Histoloski su uzorci
analizirani svjetlosnim mikroskopom (OLYM-

PUS, CX 21), najprije pod povecanjem od 100x,
a nakon toga i pod povecanjem od 400x. Histo-
loSka klasifikacija tumora sjemenika provedena
je u skladu s kriterijima klasifikacije tumora sje-
menika pasa i ljudi Svjetske zdravstvene orga-
nizacije (KENNEDY i sur., 1998.).

Protocna citometrija

U svrhu analize proto¢nim citometrom ko-
riStena su tkiva pohranjena u formalinu i tkiva
uklopljena u parafinske blokove rezana na de-
bljinu od 40 pm. Uzorci tkiva prvo su obradeni
kako bi se uklonili ostaci parafina. Parafin je
uklonjen potapanjem uzoraka u ksilolu tijekom
30 minuta nakon ¢ega je ksilol uklonjen vaku-
umskom sisaljkom. Uzorci su potom rehidrira-
ni uzastopnim umakanjem u 100 %-tnom, 95
%-tnom i 70 %-tnom etanolu, s razmacima od
po 10 minuta izmedu umakanja u pojedine kon-
centracije, te su prije stavljanja uzoraka u drugu
koncentraciju, ostaci prethodno dodanog eta-
nola uklonjeni vakuumskom sisaljkom.

Nakon finalne rehidracije u destiliranoj vodi
u trajanju od 10 min, voda je uklonjena vakuum-
skom sisaljkom te su oni inkubirani s 2 mL 0,5
%-tnog pepsina u 0,9 % NaCl (pH 1,5) kroz 60
minuta, prilikom kojih su uzorci bili uronjeni u
vodenu kupelj na 37 °C uz stalno mijeSanje.

Uzorci su zatim profiltrirani kroz sito velicine
50 pm te centrifugirani na 400 G tijekom 5 mi-
nuta. Zatim je uzorcima dodano 50 pL 100 pg/
mL ribonukleaze A (Sigma-Aldrich, Njemacka) i
200 pL 50 pg/mL propidij-jodida (Sigma-Aldri-
ch, Njemacka) te su pohranjeni na +4 °C preko
noci. Sljedeci dan su uzorci analizirani protoc-
nim citometrom EPICS XL (Beckman-Coulter,
USA). Dobiveni rezultati analizirani su Flowlogic
programom (Inivai technologies, Australija).

REZULTATI

Histoloska analiza tumora sjemenika pasa

0d ukupno deset uzoraka tumora sjemeni-
ka na kojima je radena patohistoloSka analiza,
Cetiri su uzorka bila seminomi (40 %) (slike 3 i
4), tri uzorka tumori intersticijskih (Leydigovih)
stanica (30 %) (slika 1), te po jedan uzorak tu-
mora Sertolijevih stanica (10 %) (slika 2), mje-
Sovitog tumora Leydigovih i Sertolijevih stanica

Veterinar Godina 2017. Godiéte 55. Broj 1.
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Slika 1. Lijevo: tumor { \¥%its
intersticijskih (Leydigovih) HE se s
stanica psa. 400x (HE) =

Slika 2. Desno: tumor
Sertolijevih stanica psa. % #5
400x (HE) |

Slika 3. Lijevo: intratubu- §% %
larni oblik seminoma psa. "
400x (HE)

Slika 4. Desno: difuzni
oblik seminoma psa. 400x &
(HE)

Slika 5. Lijevo: mjesoviti
tumor Leydigovih i Sertolije-
vih stanica, psa. Dio tumora
s neoplasticnim Leydigovim
stanicama. 400x (HE)

Slika 6. Desno: mjesoviti
tumor Leydigovih i Sertoli-
jevih stanica psa. Dio tumo-
ra s neoplasti¢nim Sertoli- |
jevim stanicama.400x (HE)

Tablica 1. Udio pojedinih vrsta tumora sjemenika pasa u ukupnom broju pretraZenih uzoraka

VUrsta tumora Ukupan broj Postotak (%)
Seminom 4 40
Tumor intersticijskih (Leydigovih) stanica 3 30
Tumor Sertolijevih stanica 1 10
MjeSoviti tumor Leydigovih i Sertolijevih stanica 1 10
Bez tumoroznih tvorbi 1 10

Veterinar Godina 2017. Godiste 55. Broj 1. 5
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(10 %) (slike 5 i 6) i jedan uzorak bez tumoro-
znih promjena (10 %), koji je sluzio kao nega-
tivna kontrola (tablica 1). Niti jedan od uzoraka
tumora nije bio malignog karaktera.

Protocna citometrija

Histogrami na kojima je prikazana FL3-LOG
skala (slike 7-10) zapravo predstavljaju snagu
fluorescencije koja raste logaritamski, Sto znaci
da su svi histogrami zapravo logaritamski sti-
snuti na skali radi lakSeg prikaza. Ovaj nadin
prikaza lako moze zavarati jer, ako je neki doga-
daj na skali prikazan viSe desno, njegova snaga
fluoresciranja ne raste linearno, kako se na prvi
pogled ¢ini, ve¢ se povecava za po jedno deci-
malno mjesto 10, 100, 1000 itd.

Na prikazu (slika 7) uzorka poliploidnog tu-
mora sjemenika ¢ovjeka (iz arhive Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu) uocavaju se tri
vrha. Veca koli¢ina DNA dovodi do veceg veza-
nja propidij-jodida te jace fluorescencije Sto se
vidi na FL3 logaritamskoj ljestvici (apscisa). Prvi
vrh predstavlja stanice s jednostrukom kolici-
nom DNA u GO/G1 fazi, dok drugi predstavlja
stanice u G2/M fazi ciklusa s dvostrukom kolici-
nom DNA. Tre¢i vrh pokazuje da poneke stanice
sadrzavaju vecu koli¢inu DNA te upucuje na po-
liploidnost uzorka.

Na uzorcima tumora testisa pasa nismo
uspjeli dobiti ve¢u razlucivost medu populacija-
ma stanica, no usprkos tome nijedan od analizi-
ranih uzoraka ne pokazuje vise vrhova, sto zna-
¢i da ti uzorci vjerojatno nisu poliploidni (slike
8-10). Smanjena razlucivost vjerojatno je uzro-
kovana prevelikim obojenjem propidij-jodidom.
Uocava se samo po jedna homogena populacija
stanica bez dodatnih vrhova na FL3 logaritam-
skoj ljestvici koji bi upucivali na povecanu koli-
Cinu DNA u stanicama. Moguce je da se radi o
dominantno jednom tipu stanica,tj. tumorskim
stanitnim klonovima pojedinih tipova stanica
testisa (Sertolijeve, Leydigove i zametne stani-
ce testisa).

Na slici 11. prikazana je velitina i struktura
(granuliranost) svake pojedinacne stanice tu-
mora Sertolijevih stanica psa na linearnoj lje-
stvici. Na njemu se ne uocava viSe populacija,
ve¢ se stanice jednostavno grupiraju u jednu
homogenu masu gdje je veca prisutnost sitnih
Cestica koje su vjerojatno stani¢ni fragmen-

20004002 LMD
EGIU(H_?O? LMD _100% Events:351168

1448

1836

1224

2

T

109 10! 102 10°
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ZOO04014 LMD
ZOOD4014 LMD 100% Evants-120177
2447
———r———— e ————r
100 102 103
FL3LOG
Z0004019,LMD
Z0004019.LMD _100% Events:327024
2401
1801 |
1200
600 |
100 101 102 109

FLFLOG

Slika 7. Histogram s pri-
kazom DNA poliploidnog
uzorka tumora ¢ovjeka. Na
apscisi je prikazana loga-
ritamska ljestvica snage
fluorescencije, a na ordinati
broj Cestica. (Izvor: Arhiva
Medicinskog fakulteta Sveu-
¢ilista u Zagrebu).

Slika 8. Histogram s prika-
zom DNA uzorka tumora psa
(tumor Sertolijevih stanica).
Na apscisi je prikazana lo-
garitamska ljestvica snage
fluorescencije, a na ordinati
broj Cestica.

Slika 9. Histogram s pri-
kazom DNA uzorka tumora
psa (seminom). Na apscisi je
prikazana logaritamska lje-
stvica snage fluorescencije,
a na ordinati broj Cestica.

Veterinar Godina 2017. Godiste 55. Broj 1.
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Slika 10. Histogram s pri-
kazom DNA uzorka tumora
psa (tumor Leydigovih
stanica). Na apscisi je prika-
zana logaritamska ljestvica
snage fluorescencije, a na
ordinati broj Cestica.

Slika 11. Dot-plot s pri-
kazom velicine i strukture
stanica tumora psa (tumor
Sertolijevih stanica). Na
SS ljestvici (ordinata) jest
intenzitet rasprsene svje-
tlosti koji ovisi o strukturi
i kompleksnosti Cestica u
uzorku, a na FS ljestvici
(apscisa) jest intenzitet
rasprsene svjetlosti u
smjeru laserske zrake koji
nam govori o relativnoj
velicini Cestice.

Slika 12. Histogram s
prikazom algoritamskog
razdvajanja vrha (peak) na
faze stani¢nog ciklusa kod
tumora psa (tumor Leydi-
govih stanica). Na apscisi je
prikazana logaritamska lje-
stvica snage fluorescencije,
a na ordinati broj Cestica.
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ti. Postotak od 84,93 % (desno od postavlje-
ne granice) pokazuje koje smo Cestice uzeli u
daljnju obradu (slika 11). S obzirom na to da bi
nam premalene ¢estice samo dodatno otezava-
le analizu, Cestice lijevo od postavljene granice
iskljucili smo iz daljnje analize. Na SS ljestvici
(ordinata) jest intenzitet rasprsene svjetlosti
koji ovisi o strukturi i kompleksnosti ¢estica u
uzorku. Relativno nizak intenzitet pokazuje da
su stanice u tumoru relativno jednostavne gra-
de, bez mnogo krupnih stani¢nih elemenata. Na
FS ljestvici (apscisa) jest intenzitet rasprsene
svjetlosti u smjeru laserske zrake, koji nam go-
vori o relativnoj velicini ¢estice. Na slici 11 vidi-
mo da imamo velik spektar veli¢ina Cestica koje
se ipak grupiraju u donjem lijevom kutu. Ovakav
je raspored za ocekivati jer je uzorak dobiven
razbijanjem medustani¢nih veza enzimima te
je velika koli¢ina detritusa i slijepljenih stanica
normalna. Stoga je i grani¢na crta postavljena
na ovoj ljestvici jer racunamo da premale Cesti-
ce (u odnosu na ukupni uzorak) predstavljaju
fragmente i prasinu te ih isklju¢ujemo iz daljnje
analize kako ne bi autofluorescencijom oteza-
vale daljnju analizu.

Analizom uzorka, pomocu Inivai Technolo-
gies FlowLogic programa, moguce je dobiti i al-
goritamski prikaz udjela stanica u pojedinoj fazi
stani¢nog ciklusa, Sto je vidljivo na slici 12.

RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je komparativna analiza
tumora sjemenika pasa pomocu dvije razlicite
pretrage tj. histopatoloSke pretrage i protocne
citometrije. Zeljelo se utvrditi moze li se histo-
patoloSka pretraga, koja sluzi za razlikovanje
razlicitih tipova tumora sjemenika, upotpuniti
metodom protocne citometrije te postoji li ra-
zlika u rezultatima analize prototnom citome-
trijom za pojedine tipove tumora.

HistopatoloSka pretraga potvrdila se kao
pouzdana i kvalitetna metoda za diferencijaciju
pojedinih tipova tumora sjemenika pasa (McGa-
vini Zachary, 2006.).

Pri izvedbi osjetljivih metoda, kao Sto je
proto¢na citometrija, priprema uzoraka koji ¢e
se analizirati jedan je od najvaznijih ¢imbenika
jer u najvecoj mjeri utjece na krajnje rezultate.
Ovakav tip istrazivanja do sada se nije provodio
na tumorima sjemenika pasa (Reggeti i Bienzle,
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2011.) te je zbog tog bilo tesko postaviti proto-
kol za njegovo izvodenje, 5to je dodatno otezalo
provodenje ove analize. Rezultati ovog istrazi-
vanja pokazuju da u svim analiziranim uzorcima
nisu dobiveni dostatni, optimalni i dovoljno pre-
cizni rezultati koji bi ukljucivali broj i izgled kro-
mosoma, koli¢inu DNA te broj mitoza u jezgri.
lako postoji viSe razlicitih matematickih modela
po kojima je moguce izracunati udjele stanica
u pojedinoj fazi ciklusa, nazalost zbog ograni-
¢enja matematicki model nije u stanju dobro
izraCunati udijele ako se ne razlucuju vrhovi za
GO0/G1 fazu i M-fazu, Sto je u provedenom istra-
zivanju bilo problem u daljnjoj analizi uzoraka.
lako u ovom slucaju nije dobiven idealan prikaz,
prilagodbom protokola moguce je dobiti detalj-
niji uvid u koli¢inu DNA u populaciji stanica te
na temelju toga tocnije algoritamski izracunati
udjele stanica u pojedinoj fazi ciklusa. Teme-
liem dobivenih rezultata nije moguce donijeti
definitivne zakljucke o karakteristikama istrazi-
vanih neoplasticnih promjena.

Dobiveni rezultati pokazuju da se primje-
nom metode protocne citometrije na uzorcima
sjemenika pasa, koji su pripremljeni za histo-
patolosku pretragu (parafinski blokovi), mogu
dobiti nove informacije o svojstvima stanice koji
ukljucuju podatke o velic¢ini stanice, broju kro-
mosoma, postotku stanica u pojedinoj fazi sta-
ni¢nog ciklusa, a oni mogu koristiti u diferenci-
jaciji neoplastitnog od nepromijenjenog tkiva.
Dobivanje nepotpunih podataka najvjerojatnije
je posljedica pripreme samih uzoraka koja nije
u potpunosti adekvatna jer postoje razli€iti pro-
tokoli za pripremu uzoraka tkiva, koje je u ne-
kim slu¢ajevima potrebno i kombinirati pa je,
medu ostalim, za dobivanje zadovoljavajucih
rezultata potrebno protokol pripreme uzoraka
tkiva prilagoditi i proto¢nom citometru koji se
koristi u analizi.

Iz dobivenih je rezultata vidljivo da bi, osim
pripreme uzoraka tkiva koja ¢e se analizirati,
za bolje rezultate istrazivanja trebalo tijekom
izvodenja koristiti i razlicita razrjedenja boja te
utvrditi koja najbolje odgovaraju ispitivanom
uzorku stanica i koriStenom protocnom cito-
metru. Osim toga, potrebno je utvrditi moguce
dodatne postupke koje je potrebno primijeniti
za dobivanje ¢iste populacije tumorskih stanica
koja nam je od interesa za citometrijsku analizu.

Provodenjem ovog istrazivanja utvrdili smo
da postoji mogucnost da se prototna citome-
trija koristi kao jedna od metoda u dijagnostici
tumora sjemenika pasa. No, usprkos tome po-
trebno je postavljanje detaljnih dijagnostickih
kriterija pomocu kojih bi se mogli usporediti
rezultati analize proto¢ne citometrije s histo-
patoloSkom analizom tumora, koja je danas
jedina objektivha metoda za odredivanje tipo-
va tumora. Kako bi se ti navedeni dijagnosticki
kriteriji odredili, potrebno je provesti istraziva-
nje na znatno ve¢em broju uzoraka tumorozno
promijenjenih i nepromijenjenih sjemenika. Na
temelju rezultata takvih istrazivanja treba se
provesti komparativna analiza histopatoloSke
pretrage i pretrage metodom protoctne cito-
metrije kako bi se eventualno dobili podaci o
prikladnosti protocne citometrije kao jedne od
metoda za diferencijaciju tumorski promijenje-
nih od tumorski nepromijenjenih sjemenika te
za diferencijaciju pojedinih tipova tumora.

ZAKLJUCCI

Histopatoloska pretraga jest objektivna di-
jagnostitka metoda za razlikovanje pojedinih
tipova tumora sjemenika u pasa.

lako dobiveni rezultati protocne citometrije
nisu bili dostatni i dovoljno precizni za donoSe-
nje definitivnog zakljutka o karakteristikama
istrazivanih neoplasti¢nih promjena, iz rezulta-
ta je vidljivo da se proto¢nom citometrijom na
uzorcima sjemenika pasa koji su pripremljeni
za histopatoloSku pretragu, mogu dobiti neke
nove informacije o svojstvima stanice koje se
mogu koristiti za diferencijaciju neoplasti¢nog
od nepromijenjenog tkiva.

Kako bi se postavili detaljni dijagnosticki kri-
teriji pomocu kojih bi se mogli komparirati re-
zultati analize protocne citometrije s histopato-
loSkom analizom tumora, potrebno je primarno
uspostaviti pouzdane protokole i standardizaci-
ju metode protocne citometrije pomocu kojih bi
se tocnije mogle razluditi karakteristike stanica
i njihove genetitke osobine. Takoder treba pro-
vesti opseznije istrazivanje na znatno vecem
broju uzoraka tumorozno promijenjenih i pato-
loSki nepromijenjenih sjemenika.

Metoda protocne citometrije moze pomoci u
dijagnostici tumora sjemenika pasa, osobito ako
je kombinirana s do sada uhodanim metodama
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pretrage kao Sto su histopatoloska analiza tumo-
ra sjemenika te ako se protokol njezina izvodenja
standardizira i prilagodi analiziranom tkivu.
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Diferencijacija stanica u primarnoj kulturi
neurona iz dva soja transgenicnih miseva

Differentiation of cells in a primary culture of neurons from
two transgenic mouse strains

Mirié, M."*, S. Kuzir?, I. Alié

Sazetak

M ati¢ne stanice mogu se diferencirati u razlicite vrste stanica i nailaze na Siroku eksperimental-
nu primjenu. Iz tog su razloga istrazivanja maticnih stanica u posljednjih petnaestak godina
u velikom porastu. Cilj je ovog istrazivanja usporedba diferencijacije neurona podrijetlom iz dvaju
razlicitih transgenicnih sojeva misa u svrhu prikaza njihovih osobitosti za daljnju primjenu u istra-
Zivanjima maticnih stanica. U ovom je radu uzgojena primarna kultura neurona iz dvaju misjih soje-
va, ubikvitarnog GFP-LUC i Thy1-YFP. Uzgojeni neuroni analizirani su 7. i 14. dan, opisan je uzorak
izrazaja bjelancevina te su medusobno usporedeni neuroni podrijetlom iz dvaju navedenih misjih
sojeva. Stanice misSjega soja GFP-LUC tijekom 7. dana diferencirale su se u potpunosti u zrele neu-
rone i astrocite. U 100 % stanica pozitivan je GFP. U ovoj su skupini stanica biljezi neurona (MAP2,
R3-tubulini NeuN) pozitivni u 90 % diferenciranih stanica, a biljeg astrocita (cFAP) samo u 10 % sta-
nica. Tijekom 14. dana stanice su razvijenije, na Sto upucuju deblji nastavci koji su prisutni u ve¢em
broju. Biljezi neurona pozitivni su u 80 % diferenciranih stanica, a biljeg astrocita pozitivan je u 20
% stanica. Stanice miSjega soja Thy1-YFP tijekom 7. dana takoder su se diferencirale u zrele neu-
rone i astrocite, medutim samo je 20 % neurona YFP-pozitivno. Kao i u GFP-LUC misSjeg soja, 7. dan
diferencijacije prisutno je 90 % neurona i 10 % astrocita, a 14. dan 80 % neurona i 20 % astrocita.

Abstract
Stem cells are able to differentiate into various types of cells, and they are used in a wide range
of experimental work. Therefore, stem cell research has been growing enormously over the last
fifteen years. The aim of our research was to analyze the differentiation of neurons originating from
two different strains of transgenic mice in order to describe their characteristics for their further
use in stem cell research. In our study we cultured neurons from two mouse strains, the ubiqui-
tous GFP-LUC and Thy1-YFP strains. The cultured neurons were analyzed on day 7 and day 14; we
described the pattern of protein expression, and compared the neurons of the two strains. Cells
derived from the GFP-LUC mouse strain were differentiated into neurons and astrocytes on day 7.
The cells were 100% GFP positive. Out of these cells, 90% were neurons expressing neuronal mar-
kers (MAP2, B3-tubulin and NeuN) and 10% were astrocytes expressing the astrocyte marker GFAP.
On the 14t day of differentiation the cells were more developed, with thicker and more numerous
processes. 80% of cells expressed neuronal markers while 20% expressed GFAP. Cells derived from
the Thy1-YFP mouse strain were also differentiated on the 7t day, but only 20% of neurons were
Thy1-YFP positive. On the 7" day we observed 90% neurons and 10% astrocytes in the Thy1-YFP
cell culture, while on the 14t day the ratio of neurons decreased to 80% and of astrocytes it incre-
ased to 20%. A similar ratio was observed in GFP-LUC cells.

"Mladen Miric, dr. med. vet.,
2izv. prof. dr. sc. SnjeZana
KuZir, dr. sc. lvan Ali¢, Zavod
za anatomiju, histologiju i
embriologiju, Veterinarski
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Kljuéne rijeéi: GFP-LUC,
Thy1-YFP, maticne stanice,
diferencijacija, biljezi
neurona, biljezi astrocita
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differentiation, neuronal
markers, astrocyte marker
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uvoD

U posljednjih petnaestak godina tehnologija
maticnih stanica intenzivno se razvija, a istra-
zivanja u ovom podrucju pobuduju velik znan-
stveni interes Sirom svijeta. Velik interes za
maticne stanice, bilo koje vrste, prije svega vidi
se prema broju objavljenih radova od kojih se
velik broj nalazi u relevantnim bazama kao sto
je PubMed. Budut¢i da adekvatne terapije za ve-
¢inu bolesti zivéanog sustava jos uvijek nema, a
njega pacijenata iznimno je skupa i slozena, te-
rapija ziv€anim mati¢nim stanicama jedan je od
najvecih izazova u suvremenoj neuroznanosti.

Mati¢ne stanice (engl. stem cells) jesu Siroka
populacija stanica od kojih se u kontroliranim
uvjetima mogu diferencirati razliCite vrste sta-
nica. Prema osnovnoj podjeli mati¢ne se stanice
mogu podijeliti na: totipotentne (zigota), pluri-
potentne (embrionalne mati¢ne stanice), multi-
potentne (npr. Zivéane mati¢ne stanice) (Hyttel
i sur, 2010.; McGeady i sur., 2014.). Ziv¢éane
mati¢ne stanice nalaze se u mozgu odraslog
misa, ali i u mozgu Covjeka, i to u subventriku-
larnoj zoni i u zrnatom sloju hipokampusa (Gage,
2000.; Mitrecic¢isur., 2009.; Watsonisur., 2012.).

U istrazivanjima mati¢nih stanica veliku i ne-
zaobilaznu ulogu imaju transgenicne Zivotinje,
odnosno Zivotinje kojima su zahvaljuju¢i gene-
tickim modifikacijama ,ubacene” fluorescen-
tne bjelancevine. Najc¢eSc¢a i najpoznatija takva
bjelancevina jest zelena fluorescentna bjelan-
¢evina ili GFP (engl. green fluorescent protein),
ili jedna od njegovih spektralnih varijanti: YFP
(engl. yellow fluorescent protein), RFP (engl. red
fluorescent protein) i CFP (engl. cyan fluorescent
protein). U literaturi su opisane brojne modifika-
cije miSeva, no najcesce se radi ili o ubikvitarno
pozitivnim Zivotinjama, Sto znaci da sve stanice
u tijelu izrazavaju zelenu fluorescentnu bjelan-
¢evinu, ili o drugoj varijanti kod koje se fluores-
centna bjelancevina izrazava preko odredenog
gena i pozitivne su samo odredene stanice. U
ovom su istrazivanju koristena dva misja soja,
ubikvitarni GFP-LUCi Thy1-YFP soj.

GFP-LUC misji soj razmjerno je nov soj, na
kojemu jo$ nema niti jedna publikacija. Na sli¢-
nim GFP sojevima napravljena su istrazivanja
poput onoga Koniga i suradnika (2014.), u ko-
jemu je pracena diferencijacija transplantiranih
GFP stanica nakon ozljede spinalnog ganglija ili
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su GFP stanice Stakora koriStene za intravasku-
larnu transplantaciju na modelu amiotrofi¢ne
lateroskleroze pri ¢emu su uspjesno prosle kroz
krvno-mozdanu barijeru i ugradile se u mozak
domacina (Mitrecic¢ i sur., 2010.; Mitreci¢, 2011.)

Thy1-YFP misji soj postoji ve¢ Sesnaest go-
dina (Feng i sur., 2000.), a obiljezava ga izrazaj
fluorescentne bjelancevine pomo¢u promotora
Thy1-gena. Fluorescencija je visokospecifitna
isklju¢ivo za neurone i niti jedna druga stanica
nije pozitivna. lako je ova skupina autora na-
pravila ¢ak 25 sojeva ovoga misa, zanimljivo
je da svi imaju razli¢it uzorak fluorescencije i
obiljezavaju razlic¢itu populaciju neurona. Thy1-
YFP pozitivne stanice izrazavaju fluorescentnu
bjelancevinu u svim svojim dijelovima stanice,
ukljucujuci: jezgru, perikarion, nastavke (akson
i dendriti), ¢ak i spine. Prvi opis soja publicira-
ju Feng i sur., 2000. te Keller-Peck i sur., 2001.,
koji su najvedi dio istrazivanja napravili na dva-
ma sojevima (YFP-H i GFP-S) te tijekom prva
dva tjedna postnatalnog zivota (Porrero i sur.,
2010.). Carter i suradnici (2008.) opisali su de-
generativne promjene i oporavak koji se zbivaju
nakon ozljede kraljezni¢ne mozdine, dok je dru-
ga skupina autora opisala vaznost soja u istra-
Zivanjima tumora, upalama kao i u cijeljenju
rana (Josvay i sur., 2014.). Velika prednost ovo-
ga soja jest vidljiv izrazaj YFP u jezgri, alii u ci-
toplazmi neurona, $to omogucuje vizualiziranje
Citave stanice (Bannerman i sur., 2005.; Wang
i sur., 2006.). Na taj nacin omogucuje preciznu
analizu izrazaja bjelancevine u svim dijelovima
stanice. Detaljna analiza diferencijacije Ziv¢anih
maticnih stanica Thy1-YFP soja tijekom diferen-
cijacije in vitro, tijekom embrionalnog razvoja i
nakon transplantacije u mozak misa zahvacen
mozdanim udarom opisana je u ranijim istra-
Zivanjima Laboratorija za mati¢ne stance (Ali¢,
2015.; Ali¢ i sur., 2016.). Nadalje, na istom je
soju napravljena i analiza izrazaja gena tijekom
diferencijacije ziv¢anih mati¢nih stanica pomo-
¢u RT-PCR (Stojanac, 2016.).

Glavni cilj ovoga istrazivanja bio je napraviti
primarnu kulturu neurona podrijetlom iz dvaju
miSjih sojeva, opisati uzorak izrazaja bjelance-
vina te ih medusobno usporediti. Buduéi da se
radi o razmjerno novim misjim sojevima, pri-
marna kultura neurona na ovim sojevima do
sada joS nije napravljena.
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MATERIJALI | METODE
Zivotinje

Za potrebe ovoga istrazivanja koriStene su
dvije gravidne zenke, podrijetlom iz dvaju razli-
¢itih misjih sojeva: ubikvitarni GFP-LUC (izraza-
va GFP u svim stanicama) i Thy1 (izrazava YFP u
odredenim neuronima). Zivotinje su smjestene
u nastambi za zZivotinje pri Hrvatskom institu-
tu za istrazivanje mozga. Istrazivanje je na-
pravljeno u Laboratoriju za mati¢ne stanice, a
odobreno je rjeSenjima Etitkog povjerenstva
Medicinskog fakulteta (ur. broj: 04-77/2010-

238) i Veterinarskoga fakulteta (ur. broj: 251-
61-01/139-16-2) Sveudilista u Zagrebu.

ewv o

Izolacija Zivéanih maticnih stanica

Za izolaciju ziv¢anih mati¢nih stanica kori-
Stene su zenke koje su bile gravidne 17,5 dana.
Takve su Zenke zZrtvovane cervikalnom disloka-
cijom te su im izolirani gravidni rogovi materni-
ce. Od tog se trenutka proces izolacije ziv¢anih
maticnih stanica nastavio u sterilnim uvjetima,
u stani¢noj kulturi. Izolirani gravidni rogovi pre-
baceni su u sterilnu Petrijevu posudu s HBSS
puferom (Gibco). Zametak je odvojen od ovojni-
ca, nakon ¢ega je napravljena dekapitacija te je
krajnji mozak (telencephalon) pazljivo odvojen.
Krajnji mozgovi od 10 zametaka mehanicki su
usitnjeni Skaricama i premjesteni u sterilnu tubu
(BD Falcon, 50 mL). Kako bi se nastalo usitnjeno
tkivo proteoliticki razgradilo i kako bi se dobi-
la suspenzija stanica, dodano je 5 mL akutaze
(StemPro®Acutase® Cell Dissociation Reagent,
Gibco by life Technologies, A11105-01) tijekom
20 minuta, na temperaturi od 37 °C. Tkivo je do-
datno usitnjeno mehanic¢kim provlacenjem kroz
nastavak za pipetu tijekom tih 20 minuta. Sta-
ni¢na suspenzija je nakon 20 minuta prebacena
u novu tubu i na nju je dodana ista koli¢ina me-
dija kako bi se akutaza deaktivirala. Osim toga,
cijela je tuba stavljena na centrifugu nabrzinu
od 300 g tijekom 6 minuta, na temperaturu od
21 °C. Nakon centrifugiranja potreban je samo
talog, stoga se tekuéi dio uklonio. Stanice su
medusobno odvojene i oslobodene komadié¢a
tkiva koje je zaostalo, pa je iz tog razloga na
talog dodano 2 mL medija. U meduvremenu je,
prema broju stanica, pripremljen medij u koje-
mu su stanice nasadene na podloge. Stanice su
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nasadene u mediju (DMEM/F-12 (1:1) (1X)+Glu-
taMAX™—|, Gibco by life Technologies, 31331-
028) u koji je dodan B-27 (B-27®Supplement
(50X), Gibco by life Technologies, 17504-044),
Pen Strep (Penicillin Streptomycin, Gibco by life
Technologies, 15070-063) i N-2 (N-2 Supple-
ment (100x). Stanice su uzgajane u inkubatoru
na temperaturi od 37 °Ci 5 % CO,.

Priprema podloga za diferencijaciju stanica

Podloga za diferencijaciju stanica, odnosno
stakla (engl. cover slips) promjera 12 mm, pri-
premana je 4 -5 dana. Prvo su stakla ostavlje-
na preko noci u dusi¢noj kiselini, nakon ¢ega su
ispirana sterilnom vodom tijekom dva sata. Na-
kon ispiranja ostavljena su 24 sata u 70 %-tnom
alkoholu. Sljedec¢eg su dana stakla sterilizirana
na temperaturi od 250 °C tijekom 12 sati. Na-
kon sterilizacije, na stakla je stavljeno 130 pL
Poly-D-lizina u koncentraciji 500 pg/mL (Po-
ly-D-lysine hydrobromide, SIGMA, P6407-5MG)
tijekom 24 sata. Poly-D-lizin isprane sterilnom
vodom, a stakla su premjeStena u ploce za di-
ferencijaciju (engl. 24 well plate) te je na njih
stavljeno 400 pL laminina u koncentraciji 10
ug/mL (Laminin from Engelbreth-Holm-Swarm
murine sarcoma basement membrane, SIGMA,
L2020-1MG) tijekom 24 sata. Nakon toga je la-
minin dva puta ispran svjezim medijem i tada su
stakla bila spremna za diferencijaciju stanica.

Nasadivanje, diferencijacija i fiksacija
stanica

Stanice su nasadene u koncentraciji od 200
do 250 000 stanica po jednom staklu. Budu¢i da
su za potrebe ovoga istrazivanja koriStene pri-
marne kulture neurona, stanice su neposredno
nakon izolacije nasadene na prethodno pripre-
mljene podloge. Nakon nasadivanja stanice su
stavljene na diferencijaciju u inkubator. Stani-
cama je nakon 24 sata promijenjen medij, kako
bi se podrzao rast i diferencijacija neurona. Za
primarne kulture u Laboratoriju za mati¢ne sta-
nice standarno se rabi tzv. kondicionirani medij.
Kondicionirani medij dobiven je tako da se Ne-
urobasal medij, u koji su dodani ¢imbenici i an-
tibiotik, stavi na uzgojene astrocite. Nakon 24
sata medij je pokupljen s astrocita, profiltriran
i dodan na neurone. Kondicionirani medij sluzi
kako bi potaknuo rast neurona, budu¢i da su
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Tablica 1. Primarna protutijela koristena u ovom istraZivanju.

Protutijelo

Podrijetlo Razrjedenje

Proizvodac

Doublecortin kuni¢ 1:200 Cell Signaling (#4606)
GFAP pile 1:250 Abcam (ab4674)
GFP pile 1:500 Molecular probes (A10262)
MAP2 pile 1:1000 Abcam (ab5392)
NeuN mis 1:200 Millipore (MAB377)
B3-tubulin kunié 1:200 Cell Signaling (D71G9)

Tablica 2. Sekundarna protutijela koriStena u ovom istraZivanju.
Protutijelo Razrjedenje Proizvodac
Alexa Fluor 546 koza anti — pile IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen (A11040)
Alexa Fluor 488 koza anti — kuni¢ IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen (A11084)
Alexa Fluor 488 koza anti — pile IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen (A11039)
Alexa Fluor 488 magarac anti — kuni¢ IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen (A21206)
Alexa Fluor 647 magarac anti — mi$ 1gG (H+L) 1:1000 Invitrogen (A21202)
Alexa Fluor 546 magarac anti — kuni¢ 1gG (H+L) 1:1000 Invitrogen (A21206)
Alexa Fluor 647 magarac anti — kuni¢ IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen (A21002)

astrociti u njega izlu€ili svoje produkte koji se
fizioloSki nalaze u zivéanom tkivu. Stanice su
za potrebe ovoga istrazivanja uzgajane u dvije
vremenske tocke (7 i 14 dana) kako bismo dobi-
li potpuno diferencirane neurone. Nakon 7 i 14
dana stanice su fiksirane 4 %-tnim paraformal-
dehidom tijekom 15 minuta te su isprane PBS
(engl. Phosphate buffer saline) puferom i ostav-
ljene na +4°C do bojanja.

Imunocitokemija

Fiksirane su stanice tri puta po pet minuta
ispirane PBS-om, nakon ¢ega im je dodano 500
UL otopine za permeabilizaciju i blokiranje nes-
pecifitnog vezanja sekundarnog protutijela (0,2
% triton X-100 (Sigma, T8787-100ML) u PBS-u
+ 3 % kozjeg seruma). Blokiranje sekundarnog
protutijela traje 60 minuta. Zatim je stanicama
dodano 85 pL otopine primarnog protutijela
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(0,2 % triton X-100 u PBS-u + 1 % kozjeg se-
ruma + primarno protutijelo) i to je ostavljeno
preko nodi u hladnjaku na +4 °C. Primarna pro-
tutijela koriStena u ovom istrazivanju prikazana
su u tablici 1.

Sljedeci dan primarna protutijela isprana su
tri puta po pet minuta PBS-om, poslije ¢ega je
na stanice stavljena otopina sekundarnih pro-
tutijela (0,2 % triton X-100 u PBS-u + sekun-
darno protutijelo). Popis sekundarnih protutije-
la koriStenih u ovom istrazivanju prikazan je u
tablici 2. Inkubacija sekundarnim protutijelima
zbiva se na sobnoj temperaturi u zamracenoj
prostoriji tijekom dva sata. Nakon toga su se-
kundarna protutijela ispirana istim postupkom
kao i primarna te se na stanice stavlja DAPI,
fluorescentna boja za jezgre, u koncentraciji
1:8000. DAPI je ispran nakon deset minuta, i to
jednako kao primarna i sekundarna protutije-
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la, odnosno tri puta po pet minuta. Nakon Sto
je DAPI ispran, stanice su poklopljene medijem
za fluorescentno poklapanje (Dako Fluorescent
Mounting Medium, $3023). Poklopljeni su pre-
parati ostavljeni na susenju u hladnjaku na +4
°Cii bili su spremni za mikroskopiranje na konfo-
kalnom mikroskopu (Zeiss, LSM 510 Meta).

Prebrojavanje stanica

Broj obojenih stanica odreden je nakon sli-
kanja preparata konfokalnim mikroskopom
(Zeiss LSM 510 Meta) na deset vidnih polja. Za
kvantifikaciju stanica in vitro koriStene su sta-
nice obaju misjih sojeva u vremenskim tockama
od 7 i 14 dana. Kvantifikacija je radena kako bi
se odredio broj Thy1 pozitivnih stanica, broj ne-
urona i astrocita u primarnoj kulturi neurona.
Prebrojavanje je napravljeno od strane dvaju
neovisnih istrazivaca, a rezultati prebrojavanja
poklapali su se u 100 % slucajeva.

REZULTATI

Diferencijacija GFP-LUC stanica

Tijekom sedmog dana diferencijacije stani-
ce podrijetlom od GFP-LUC miSjeg soja u pot-
punosti su se diferencirale u zrele, razgranate
neurone i astrocite. Budu¢i da su stanice po-
drijetlom od ubikvitarnog misjeg soja, sve sta-
nice, neuroni i astrociti, GFP su pozitivne (slika
1 A-C, zeleno). Osim GFP-a, koji je pozitivan u
100 % diferenciranih stanica, napravljeno je bo-

jenje stanica na tipicne biljege neurona (MAP2,
R3-ubulin i NeuN) te za astrocite (GFAP). Tipi¢ni
citoplazmatski biljezi neurona (MAP2 i B3-tu-
bulin) pozitivni su u 90 % diferenciranih stanica
(grafikon 1) i jasno su pozitivni u perikarionu i
nastavcima neurona (slika 1A i C, crveno). Tredi
biljeg neurona NeuN (slika 1A-C, plavo) koji je
specifi¢an za jezgru neurona, takoder boji 90 %
stanica, ali osim u jezgrama, NeuN je u potpuno
diferenciranim stanicama pozitivan i u nastav-
cima. Pozitivnost NeuN-a u nastavcima oCituje
se kao granulirani signal koji je izrazen gotovo
¢itavom duzinom nastavaka. Na stopljenim sli-
kama jasno se vidi da se sva tri biljega neurona
u potpunosti podudaraju sa signalom GFP-a.
Svega je 10 % (grafikon 1) stanica diferencirano
u astrocite i GFAP je pozitivno te takoder poka-
zuju kolokalizaciju s GFP-om (slika 1B, crveno).

Tijekom cCetrnaestog dana diferencijacije
stanice su znatno razvijenije nego u prethodnoj
vremenskoj tocki. Razvijenost, odnosno zre-
lost stanica ocituje se u ve¢em broju i debljini
samih nastavaka. U ovoj vremenskoj tocki go-
vorimo o potpuno zreloj primarnoj kulturi misjih
neurona. Ukupan broj stanica u kulturi maniji je
zbog prirodnog odumiranja stanica in vitro, ali
su one izrazito diferenciranije i zrelije. Neurona
u stanic¢noj kulturi ima 80 % od ukupnog broja
prebrojenih stanica (grafikon 1) i u potpunosti
kolokaliziraju s MAP2 (slika 2A, crveno), B3-tu-
bulinom (slika 2C, crveno) i NeuN-om (slika 2A-
C, plavo). Zrelost neurona najbolje se vidi na
snaznom izrazaju NeuN-a Cija je citoplazmatska

GFP-LUC
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Grafikon 1. Prebrojava-
njem ukupnog broja stanica
na deset vidnih polja odre-
den je broj neurona i astro-
cita tijekom diferencijacije
stanica u primarnoj kulturi
neurona. Na osi X prikazane
su vremenske tocke dife-
rencijacije stanica, dok je na
osi Y prikazan broj stanica
izraZen u postotku.
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Slika 1. Imunocitokemija
GFP-LUC stanica (zeleno)
tijekom 7. dana diferencija-
cije. Slika A. Bojenje s MAP2
(crveno), NeuN (plavo),
DAPI (Zuto) i stopljena slika.
Slika B. Bojenje s GFAP-om
(crveno), NeuN (plavo),
DAPI (Zuto) i stopljena slika.
Slika C. Bojenje s B3-tubuli-
nom (crveno), NeuN (plavo),
DAPI (Zuto) i stopljena slika.

Slika 2. Imunocitokemija
GFP-LUC stanica (zeleno)
tijekom 14. dana diferen-
cijacije. Slika A. Bojenje s
MAP2 (crveno), NeuN (pla-
vo), DAPI (Zuto) i stopljena
slika. Slika B. Bojenje
GFAP-om (crveno), NeuN
(plavo), DAPI (Zuto) i sto-
pljena slika. Slika C. Boje-
nje B3-tubulinom (crveno),
NeuN (plavo), DAPI (Zuto) i
stopljena slika.

granuliranost neusporedivo ve¢a nego u pret-
hodnoj vremenskoj tocki. Buduéi da se astrociti
sporije diferenciraju, alii zbog odumiranja poje-
dinih neurona u ovoj vremenskoj tocki nalazi se
veci broj GFAP-pozitivnih stanica i iznosi 20 %
(grafikon 1) od ukupnog broja prebrojenih sta-
nica (slika 2B, crveno).

Kao negativna kontrola bojenja stanica na

jedno staklo u svakoj vremenskoj tocki stav-
ljena je samo otopina sekundarnih protutijela.
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Bududi da nije bilo primarnih protutijela, sekun-
darna se protutijela nisu imala na Sto vezati te
na ovim preparatima nije vidljiv nikakav signal
(nije prikazano).

Diferencijacija stanica Thy1

Tijekom sedmog dana diferencijacije sta-
nice podrijetlom od miSjeg soja Thy1-YFP u
potpunosti su se diferencirale u zrele neurone
i astrocite. Buduc¢i da ovaj miSji soj ne izrazava

15



IZVORNI ZNANSTVENI RAD

ubikvitarno GFP, ve¢ samo u odredenom postot-
ku neurona, prebrojavanjem stanica vidljivo je
da svega 20 % neurona izrazava GFP, odnosno
njegovu varijantu YFP (slika 3A-E, zeleno). Osim
ovoga biljega neurona, c¢ija se fluorescencija
izrazava bez imunocitokemije, na stanicama je
napravljena imunocitokemija kako bi se odre-
dila kolokalizacija s biljezima neurona (MAP2,
R3-tubulin, NeuN i Doublecortin) te astrocita
(GFAP). Sve Thy1-pozitivne stanice kolokalizi-
raju s tipicnim biljezima neurona: MAP2 (slika
3A, B i E, crveno), B3-tubulin (slika 3A, plavo,
C, crveno i D, plavo), NeuN (slika 3B i C, pla-
vo) te Doublecortin (slika 3E, plavo). Niti jedna
Thy1-pozitivna stanica nije GFAP-pozitivna, od-
nosno izrazaj Thy1 specifi¢an je za neurone. Na
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stopljenim slikama (slika 3A-E) vidi se potpuna
kolokalizacija Thy1 s biljezima neurona (ljubi-
Casto), dok su astrociti crveni. Prebrojavanjem
diferenciranih stanica u ovoj vremenskoj tocki
vidljivo je da je u kulturi prisutno 90 % neurona
i 10 % astrocita. 0d ukupnog broja neurona njih
je 20 % Thy1-pozitivno (grafikon 2).

Tijekom cCetrnaestog dana diferencijacije
stanice su znatno razvijenije nego u prethodnoj
vremenskoj tocki. Kao i kod prethodnog misjeg
soja, razvijenost, odnosno zrelost stanica ocitu-
je se uvecem broju i debljini samih nastavaka. |
u ovih je stanica ukupan broj stanica po vidnom
polju neSto maniji, ali i ovdje zbog nacina uzgo-
ja stanica prevladavaju neuroni (80 %), od kojih
je 20 % Thy1-pozitivno, a udio astrocita iznosi

Slika 3. Imunocitokemija
stanica Thy1 (zeleno) tije-
kom 7. dana diferencijacije.
Slika A. Bojenje s MAP2 (cr-
veno), B3-tubulinom (pla-
vo), DAPI (Zuto) i stopljena
slika. Slika B. Bojenje s MAP2
(crveno), NeuN (plavo), DAPI
(Zuto) i stopljena slika. Slika
C. Bojenje s B3-tubulinom
(crveno), NeuN (plavo), DAPI
(Zuto) i stopljena slika. Slika
D. Bojenje s GFAP-om (crve-
no), B3-tubulinom (plavo),
DAPI (Zuto) i stopljena slika.
Slika E. Bojenje s MAP2
(crveno), Doublecortinom
(plavo), DAPI (Zuto) i stoplje-
na slika.
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Grafikon 2. Prebrojava- Thyl
njem ukupnog broja sta- )

nica na deset vidnih polja 100 1 1
odreden je broj neurona, 90

Thy1-pozitivnih neurona i B0

astrocita tijekom diferen- 70

cijacije stanica u primarnoj
kulturi neurona. Na osi X

prikazane su vremenske 50
tocke diferencijacije stani- 40
ca, dok je na osi Y prikazan 30

broj stanica izraZen u

20

7. dan 14. dan

stanice mneuroni mthyl+ mastrociti

Slika 4. Imunocitokemija (& MAFE B3%-soburin
stanica Thy1 (zeleno) '
tijekom 14. dana diferen-
cijacije. Slika A. Bojenje s
MAP2 (crveno), B3-tubu-
linom (plavo), DAPI (Zuto)
i stopljena slika. Slika B.
Bojenje s MAP2 (crveno),
NeuN (plavo), DAPI (Zuto)
i stopljena slika. Slika C.
Bojenje s B3-tubulinom
(crveno), NeuN (plavo),
DAPI (Zuto) i stopljena sli-
ka. Slika D. Bojenje GFAP-
om (crveno), B3-tubuli- | | - |
nom (plavo), DAPI (Zuto) R | 0i-ubule |

i stopljena slika. Slika E.
Bojenje s MAP2 (crveno),
Doublecortinom (plavo),
DAPI (Zuto) i stopljena
slika.
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takoder 20 % (grafikon 2). Na slici 4 prikazane
su stanice obojene biljezima neurona i astroci-
ta. Osim imunohistokemije na svim su slikama
obojene i jezgre DAPI bojom (Zuto).

Zanimljiva je velika pozitivhost Doublecorti-
na (slika 3 i 4E, plavo) za koji iz literature znamo
da je biljeg mladih neurona, odnosno neurona
u nastanku. Ovakvim nainom uzgoja stani-
ca i u ovim uvjetima Doublecortin je pozitivan
u objema vremenskim toctkama i u potpunosti
kolokalizira s Thy1 i drugim biljezima neurona,
Sto se jasno vidi na stopljenim slikama (slika 3 i
4E, ljubitasto).

Kao negativna kontrola bojanja stanica, na
jedno staklo u svakoj vremenskoj tocki stav-
liena je samo otopina sekundarnih protutijela.
Buduc¢i da za Thy1 nije potrebno protutijelo, na
ovim su preparatima vidljive samo Thy1 (zele-
ne) stanice (nije prikazano).

RASPRAVA

Tijekom ovog istrazivanja napravljena je
primarna kultura neurona podrijetlom od dva-
ju misjih sojeva, GFP-LUC i Thy1-YFP. Stanice su
neposredno nakon izolacije nasadene na pret-
hodno pripremljene podloge te su stavljene na
diferencijaciju tijekom ¢etrnaest dana kako bi se
odredio broj diferenciranih stanica, uzorak izra-
Zaja fluorescentne bjelan¢evine te medusobno
usporedile stanice podrijetlom od ovih dvaju
sojeva.

Budu¢i da se radi o stanicama u primarnoj
kulturi neurona, stanice su uzgajane tjedan
dana dulje nego Sto se diferenciraju ziv€ane
maticne stanice u Laboratoriju za mati¢ne sta-
nice. Stanice podrijetlom iz GFP-LUC soja 100
% su pozitivne buduéi da je GFP ubikvitarno
~ubacen“ u blastocistu misa. Sve su stanice po-
zitivne, odnosno zelene. Za vizualizaciju ovog
biljega potrebno je protutijelo, Sto je uobicaje-
no kod ubikvitarnih GFP misjih sojeva. Opisuju-
¢i kulturu stanica GFP je citoplazmatski biljeg,
koji je intenzivno pozitivan u citavoj citoplazmi
perikariona i nastavaka, dok jezgra nije pozitiv-
na. Nadalje, razlikuje se citoplazmatska oboje-
nost neurona i astrocita, dok se u neuronima
vidi granulirana pozitivnost, astrociti su zaga-
sito zelene boje i signal je ujednacen, odnosno
nema granulacije kakva je opisana u neurona.
Stanice podrijetlom iz ovoga soja potpuno su se
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diferencirale za sedam dana, a nakon ¢etrnaest
dana dosezu svoj maksimalni diferencijacijski
potencijal. Stanice pokazuju kolokalizaciju sa
svim neuronskim biljezima kao i glije.

Stanice Thy1-YFP takoder su se potpuno di-
ferencirale ve¢ sa sedam dana te su kao i stani-
ce GFP-LUC dosegnule svoj maksimum ¢etrna-
estog dana. Za razliku od GFP, za Thy1 nije po-
trebno protutijelo, ovaj je biljeg pozitivan u ¢ita-
voj stanici, uklju€ujuéi perikarion s jezgrom, na-
stavcima, ¢ak i spinama. Na temelju broja spina
i polozaja na nastavcima odreduje se sinapticka
aktivnost,odnosno funkcionalna uloga neuro-
na, medusobno, ali i sa stanicama glije (Vuksi¢
i sur., 2008.). No, za razliku od GFP-a, Thy1 je
pozitivan samo u odredenom broju neurona, i
to u svega 20 % stanica. Ovaj je broj stalan i ne
mijenja se tijekom diferencijacije stanica.

lako je nacin uzgoja i diferencijacije ovih
stanica prilagoden neuronima, i zapravo po-
goduje razvoju neurona, ipak se u kulturi ti-
jekom sedmoga dana nalazi 10 % astrocita
(GFAP-pozitivnih stanica) dok je Cetrnaestog
dana taj udio porastao na 20 %. Razmjerno ve-
lik postotak astrocita moze se objasniti na tri
nacina: astrociti se znatno sporije diferenciraju
tijekom embrionalnog razvoja pa im i u in vitro
uvjetima treba viSe vremena da bi postigli svo-
ju pozitivnost, drugi je uzrok taj Sto su stanice
izolirane iz starijih zametaka i odmah nasadene
te je u startu bilo viSe progenitora glije i, konac-
no, odumiranjem neurona i starenjem kulture
aktiviraju se glija-stanice koje imaju ulogu ¢i-
staca i na taj nacin dolaze do izrazaja. lako ovi
rezultati pokazuju znatno vedi udio astrocita u
odnosu na prethodna istrazivanja na zivéanim
mati¢nim stanicama (Ali¢ i sur., 2016.; Stojanac,
2016.), rezultati ovog istrazivanja svojevrstan
su nastavak i nadogradnja postojecih rezultata
budu¢i da je analiza napravljena na primarnoj
kulturi stanica. U svom istrazivanju Stojanac
(2016.) opisuje izrazaj GFAP-a vec tre¢i dan
diferencijacije na razini izrazaja gena, dok su
imunocitokemijski prve stanice vidljive tek peti
dana diferencijacije. Rezultat ovog istrazivanja
pokazuje da su i progenitori GFAP pozitivni, od-
nosno razina nukleinskih kiselina u stanici do-
voljna je da bi se mogla ocitati, ali da bi se stvo-
rila bjelancevina vizualizirana s protutijelima,
potrebna su jos dva dana diferencijacije. lako je
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materijal iz kojega su izolirani primarni neuro-
ni stariji, odnosno zreliji tri dana od prethodnih
istrazivanja, sedmi dan diferencijacije u kulturi
se nalazi samo 5 % viSe astrocita u odnosu na
Ziv€ane maticne stanice.

U ovom su istrazivanju zapazena i opisana
dva neocekivana nalaza. Stanice podrijetlom od
obaju sojeva pozitivne su i kolokaliziraju 100 %
s neuronskim biljezima. No, NeuN, za koji iz do-
stupne literature znamo da boji jezgru stanice
(engl. neuron nuclei), u ovih je, zrelih stanica,
granulirano obojio i nastavke neurona. Poseb-
no do izrazaja dolazi ¢etrnaesti dan kad njegov
izrazaj gotovo podsjeca na druge citoplazmat-
ske biljege. Drugi je biljeg Doublecortin koji je
obojio sve stanice, zrele i manje zrele. Za Do-
ublecortin se takoder zna da boji samo mlade,
novonastale, uglavhom bipolarne neurone. U
ovim uvjetima uzgoja, Doublecortin je pozitivan
u potpuno zrelim stanicama i potpuno kolokali-
zira s Thy1 i drugim biljezima neurona.
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Prikaz koronarnih arterija ovce na anatomskom
preparatu srca primjenom poliuretanske smjese

Coronary arteries of sheep prepared with application of
a polyurethane mixture

Dosen, S.'*, M. E. Husi¢'*, T. Trbojevic Vukicevic?, M. Duras?

Sazetak

Dijagnostika bolesti koronarnih arterija i primjena odgovarajuce terapije u porastu je u veteri-
narskoj medicini. U svrhu ispravnog pristupa bolestima koronarnih arterija nuzno je prethodno
znanje o njihovoj anatomskoj gradi, posebno polozaju i grananju. Tijekom anatomske sekcije srca,
polozaj i grananje koronarnih arterija tesko je prouciti ako prethodno nisu ispunjene odredenim
punilom. U svrhu boljeg prikaza ogranaka koronarnih arterija u njihov smo lumen injektirali smjesu
poliuretanskog laka i crvenog praskastog pigmenta. Nakon sekcije koronarnih arterija opisali smo
njihovo grananje na modelu ovce i uo€ili odstupanja od opisa u literaturi te istitemo vaznost pozna-
vanja anatomskih varijacija medu vrstama, ali i medu jedinkama iste vrste.

Abstract

Diagnosis and therapy of coronary artery diseases are receiving increasing attention in veteri-
nary medicine. Knowledge about the position and branching of coronary arteries is necessary
for a correctmedical approach. The anatomy of the coronary arteries is easily studied in hearts
previously filled with a specific mixture. In order to gain better insight into the branches of the coro-
nary arteries we injected a mixture of polyurethane varnish and a red powdered pigment into their
lumen. After dissection we described the branches of the coronary arteries in the heart of a sheep.
We recorded differences from the descriptions in the literature. Due to our findings we would like to
emphasize the importance of knowledge of anatomical variations between species, and between
specimens of the same species.

uvob

Srce je sredisnji organ krvozilnog sustava,
a poznavanje njegove grade i funkcije osnova
je primjene brojnih dijagnostickih i terapijskih
metoda u humanoj i veterinarskoj medicini. 0d
iznimne je vaznosti poznavanje makroskopske
grade srca, ukljucujuci polozaj i fiziolosku veli-
¢inu srca, vanjski oblik srca, sustav sréanih Su-
pljina, gradu srcane stijenke te krvnih i limfnih
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zila i zivaca srca (Konig i Liebich, 2009.). Srce
se nalazi u prsnoj supljini (cavum pectoris) i za-
uzima srediénji dio sredoprsja (mediastinum)
smjeStenog izmedu lijeve i desne pleuralne Su-
pljine (cavum pleurae dextrum i cavum pleurae
sinistrum). Oblikom srce nalikuje na stozac s
bazom (basis cordis) smjestenom dorzalno u vi-
sini horizontalne ravnine koja prolazi sredinom
prsnoga kosa i vrhom (apex cordis) usmjerenim
ventralno blizu oSita. Sustav srcanih Supljina
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sastoji se od desne i lijeve pretklijetke (atrium
dextrum i atrium sinistrum) te desne i lijeve kli-
jetke (ventriculus dexter i ventriculus sinister)
(slika 1A) koje su medusobno odvojene unutar-
njim uzduznim pregradama (septum interven-
triculare i septum interatriale). Sr¢anu stijenku
grade tri sloja (endokard, miokard i epikard) od
kojih je srednji, zvan joS i sr¢ani misi¢, najdeblji
(Konig i Liebich, 2009.).

Pravilan rad sréanog miSi¢a omogucuje do-
bra opskrbljenost krvlju koju pruzaju krvne Zile
srca (arteriae et venae cordis). One ¢ine tzv. nu-
tritivni krvotok srca, a to su a. coronaria sinistra
i a. coronaria dextra s granama, sinus corona-
rius s pritocima, vv. cordis dextrae i vv. cordis
minimae (International Committee on Veteri-
nary Gross Anatomical Nomenclature, 2012.).
Koronarne arterije (a. coronaria sinistrai a. co-
ronaria dextra) poloZene su ispod povrsinskog
sloja stijenke srca (subepikardijalno) i uloga im
je stalna optimalna opskrba sréanog misic¢a ki-
sikom i hranjivim tvarima. Oko koronarnih arte-
rija, takoder ispod epikarda, nalazi se razli¢ita
kolicina masnoga tkiva koja poravnava vanj-
sku povrsinu srca i tako olakSava kretanje srca
unutar osréja (pericardium). Koronarne arterije
naziv su dobile prema polozaju njihovih glavnih
debla u kruznom Zlijebu, tzv. koronarnoj braz-
di (sulcus coronarius) koja se nalazi na vanjskoj
povrsini srca, u ravnini granice izmedu pretkli-
jetki i klijetki. Razlikujemo lijevu i desnu koro-
narnu arteriju te njihove grane ¢iji je raspored
razli¢it medu vrstama, ali i jedinkama iste vrste
(Fanghanel i sur., 2009.; Kdnig i Liebich, 2009.).

Dijagnostika bolesti koronarnih arterija u
veterinarskoj medicini obavlja se u manjem
opsegu nego u humanoj medicini, no ovca i pas
eksperimentalni su modeli za kardiovaskularne
kirurske tehnike (Shofti i sur, 2004.; Noestel-
thaller i sur. 2007.). U svrhu ispravnog pristupa
bolestima koronarnih arterija nuzno je detaljno
poznavanje njihove anatomske grade, posebno
polozaja i grananja. Anatomski opis koronarnih
arterija domacih zivotinja u postojecoj litera-
turi ne uklju€uje u dovoljnoj mjeri anatomske
varijacije medu vrstama, ali ni medu jedinkama
iste vrste. Cilj je naSeg istrazivanja detaljan opis
grananja koronarnih arterija na modelu ovce.
Nasi su rezultati preliminarni, a istrazivanje ce
se prosiriti na razne vrste domacih i divljih zi-
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votinja u svrhu povecanja znanja o anatomskoj
raznolikosti koronarnih arterija.

MATERIJALI | METODE

U svrhu ovog istrazivanja jedno srce ovce pri-
premljeno je u skladu s metodom za prikaz koro-
narnih arterija i njihovih ogranaka pomocu poli-
uretanske smjese i crvenog pigmenta (Chirilean i
sur., 2010.). Smjesa koristena za prikaz koronar-
nih arterija priredena je od dvokomponentnog
poliuretanskog laka za drvo (Chromoden), utvr-
Sc¢ivaca za lak i praskastog crvenog pigmenta za
beton (Barvit). Dvokomponentni poliuretanski
lak i uévrséivac pomijeSanisuuomjerul:1,teje
dodan crveni pigment kako bi prozirna poliure-
tanska smjesa poprimila dobro vidljivu boju.

Nakon Sto je svjeze srce ovce izvadeno iz
osr¢ja, sréane Supljine isprane su mlazom hlad-
ne vode kroz otvor napravljen poprecnim rezom
kroz prsnu aortu (aorta thoracica) priblizno 5
cm kaudalno od luka aorte (arcus aortae). Ski-
nuto je masno tkivo dorzalno na srcu i izrade-
ne su velike krvne zile baze srca. Rezom uzduz
dorzalne stijenke aorte otvoren je lumen aorte
do aortnog zatona (sinus aortae) gdje su utvr-
dena polazista lijeve i desne koronarne arterije,
te su u njihove otvore uvedene plasti¢ne cjevci-
ce podrijetlom iz sustava za infuziju (slika 1B).
Kroz cjevcice je pomocu Sprice s iglom, u malim
vremenskim razmacima, injektirano oko 6 mL
smjese (slika 1C). Poslije injektiranja plasti¢ne
cjevCice izvadene su iz arterije, a otvor je zatvo-
ren vatom. Srce je zatim u okomitom polozaju
stavljeno u 2 %-tnu vodenu otopinu formalde-
hida radi konzerviranja. Tri dana nakon injek-
tiranja poliuretanska smjesa u koronarnim ar-
terijama potpuno se stvrdnula. U svrhu izrade
koronarnih arterija i njihovih ogranaka uklonjen
je dio epikarda, masnoga tkiva i sr¢anog misica.
Svakom izrazenom ogranku koronarnih arterija
opisan je polozaj, dodijeljen naziv i predvideno
podrucje vaskularizacije. Latinski anatomski
nazivi dijelova srca i ogranaka koronarnih arte-
rija preuzetisuiz Nomina Anatomica Veterinaria
(International Committee on Veterinary Gross
Anatomical Nomenclature 2012.), Nickel i sur.
(1981.), Evans i de Lahunta (2012.), a hrvatske
istoznacnice od Padovana i suradnika (2006.) te
Koniga i Liebicha (2009.).
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Slika 1. Srce ovce prije
aplikacije poliuretanske
smjese. A. Plasticne cjevcice
uvedene u otvore koronar-
nih arterija. B. Ubrizgavanje
poliuretanske smjese s
crvenim pigmentom (%) u
plasti¢nu cjevcicu postavlje-
nu u lijevu koronarnu arte-
riju. C. Legenda: TB —truncus
brachiocephalicus, AA—
arcus aortae, TP —truncus
pulmonalis, AS — auricula
sinistra, VD — ventriculus
dexter, VS —ventriculus
sinister, SA —sinus aortae,
*— plasti¢na kanila u otvoru
lijeve koronarne arterije, #
—plasti¢na kanila u otvoru
desne koronarne arterije.
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REZULTATI I RASPRAVA

Lijeva i desna koronarna arterija (a. corona-
ria sinistra i a. coronaria dextra) ovce, kao i u
drugih domacdih Zivotinja i ljudi, prvi su ogranci
uzlazne aorte (aorta ascendens). Izlaze iz po-
Cetnog proSirenja uzlazne aorte, tzv. aortne lu-
kovice (bulbus aortae), ¢ija je unutrasnjost po-
dijeljena u tri proSirenja izmedu aortne stijen-
ke i po jednog polumjesecastog zalistka. Ta se
prosirenja nazivaju aortni zatoni (sinus aortae),
a iz dva zatona polaze koronarne arterije. Lije-
va koronarna arterija polazi iz aortnog zatona
iznad lijevog polumjesecastog zalistka (valvula
semilunaris sinistra), a desna koronarna arterija
iznad desnog polumjesecastog zaliska (valvula
semilunaris dextra). U istrazene ovce lijeva ko-
ronarna arterija bila je duza od desne, 5to je opi-
sano i u drugih vrsta domacih Zivotinja (Konig i
Liebich, 2009.).

Glavno deblo lijeve koronarne arterije (slika
2A, B/1) istrazene ovce bilo je duZine 0,5 cm i
smjeSteno izmedu kaudalne stijenke plu¢nog
debla (truncus pulmonalis) i lijeve uske (auricu-
la sinistra). Chirilean i suradnici (2010.) opisuju
slucaj svinje u koje nije uoc¢ena lijeva koronarna
arterija, ve¢ su neposredno iz aorte, iz jedin-
stvenog otvora, polazila njezina dva ogranka,
silazni i optocni. Iz kaudodorzalnog dijela glav-
noga debla lijeve koronarne arterije istrazene
ovce uocen je mali ogranak usmjeren u stijen-
ku lijeve uSke. Ovaj ogranak odgovara ogranku
koji Nickel i suradnici (1981.) nazivaju ramus
proximalis atrii sinistri (slika 2A/2), no prema
njihovu opisu on izlazi iz opto¢nog ogranka
(ramus circumflexus), a ne iz glavnoga debla
kao Sto je slucaj u istrazene ovce. Na ulazu u
koronarnu brazdu lijeva koronarna arterija po-
dijelila se na dva veca ogranka, silazni (ramus
interventricularis paraconalis) (slika 2A, B/3) i
opto¢ni ogranak (ramus circumflexus) (slika 2A,
B, C/8). Ovakvo je grananje uobi¢ajeno za lijevu
koronarnu arteriju te je opisano u domacih zivo-
tinja. Silazni ogranak (ramus interventricularis
paraconalis) lezi u parakonalnoj meduklijetnoj
brazdi (sulcus interventricularis paraconalis), a
optocni ogranak (ramus circumflexus) u koro-
narnoj brazdi (sulcus coronarius). U istrazene
ovce silazni ogranak (ramus interventricularis
paraconalis) protezao se duz parakonalne me-
duklijetne brazde i dao je dva kranijalna ogran-
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ka za desnu klijetku te dva kaudalna ogranka za
lijevu klijetku te je nastavio tok na desnu stra-
nu srca. Kranijalni dorzalni ogranak usmjeren
je prema arterijskom ¢unju (conus arteriosus)
desne klijetke i naziva se ramus coni arteriosi
(Nickel i sur., 1981.) (slika 2A, B/4). Kranijalni
ventralni ogranak — ramus ventricularis (Evans
i de Lahunta, 2012.) (slika 2 A/5), ulazi u ven-
tralnu polovicu desne klijetke. Kaudalni ogran-
ci usmjereni su prema lijevoj klijetki. Kaudalni
dorzalni ogranak, ramus collateralis proximalis
(Nickel i sur., 1981.) (slika 2A, B/6), odvaja se
od silaznog ogranka na polovici duzine parako-
nalne meduklijetne brazde, usmjeren je prema
vrhu srca i grana se u dva veca ogranka za lijevu
klijetku, uklju€ujuéii vrh srca. Kaudalni ventral-
ni ogranak, ramus collateralis distalis (Nickel i
sur., 1981.) (slika 2 A/7), odvaja se od silazne
grane u ventralnoj trecini parakonalne medukli-
jetne brazde i takoder je usmjeren prema vrhu
srca. U istrazene ovce silazni ogranak lijeve ko-
ronarne arterije kranijalno od vrha srca, a leze¢i
u usijeku vrha (incisura apicis cordis), prelazi s
lijeve na desnu stranu. Nickel i suradnici (1981.)
navode da u prezivaca silazni ogranak lijeve ko-
ronarne arterije seze samo do usjeka vrha i da
ovdje anastomozira s ramus interventricularis
subsinosus opto¢nog ogranka. U istrazene ovce
u podrucju usjeka srca iz ramus interventricu-
laris paraconalis polaze rami septales (Nickel i
sur., 1981.; Konig i Liebich, 2009.), tanki ogran-
ci za ventralni dio lijeve i desne klijetke srca
i za meduklijetnu sréanu pregradu (slika 2C,
D/20). Nadalje, silazni ogranak lijeve koronar-
ne arterije nastavlja tok na desnoj strani srcau
subsinoznoj meduklijetnoj brazdi. S obzirom na
polozaj, taj dio silaznog ogranka lijeve koronar-
ne arterije odgovara ramus interventricularis
subsinosus (slika 2 C/21), koji je inace u preziva-
¢a ogranak optotnog ogranka lijeve koronarne
arterije. U istraZzene ovce ramus interventricu-
laris subsinosus silaznog ogranka lezi duz ven-
tralnog dijela subsinozne meduklijetne brazde i
doseze otprilike njegovu polovicu. Nismo mogli
utvrditi anastomozira li s ramus interventricu-
laris subsinosus optocnog ogranka lijeve koro-
narne arterije koja se u istu tu brazdu spusta do
polovice, ali s dorzalne strane. Silazni ogranak
lijeve koronarne arterije opskrbljuje kaudalni
dio desne klijetke, lijevu stranu lijeve klijetke i
veli dio meduklijetne sr¢ane pregrade (septum
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interventriculare). U istrazene ovce nismo utvr-
dili veliki ogranak za meduklijetnu sréanu pre-
gradu koji izlazi iz debla lijeve koronarne arte-
rije na mjestu ulaska u koronarnu brazdu, kao
Sto su za srce prezivaca opisali Nickel i suradnici
(1981). Uocili smo samo manje ogranke za srca-
nu pregradu koje su podrijetlom od ventralnog
dijela silaznog ogranka.

Drugi veliki ogranak lijeve koronarne arterija
jest optocni ogranak (ramus circumflexus) (slika
2A, B, C/8) koji se smatra direktnim nastavkom
lijeve koronarne arterije, a lezi u lijevom kau-
dalnom dijelu koronarne brazde i dopire do nje-
zina kaudalnog desnog dijela (Schaller, 2007.).
Ovaj ogranak daje arterije usmjerene prema
bazi srca i prema klijetkama. U istrazene ovce
uoceno je da iz optocnog ogranka izlaze cetiri
arterije u dorzalnom smjeru, odnosno u smjeru
baze srca. Dorzalni su ogranci za lijevu pretkli-
jetku i lijevu usku, rami atriales (Evans i de La-
hunta, 2012.) (slika 2B, C/13). Ventralni ogranci
optocne arterije u istrazene ovce usmjereni su
u lijevu klijetku. Prvi ogranak ramus proximalis
ventriculi sinistrii (ramus ventricularis) (slika
2A, B/9) izlaziiz opto¢tnog ogranka 1 cm kaudal-
no od njezina ulaska u koronarnu brazdu. Ovaj
se ogranak usmjerava kaudoventralno u lijevi i
kaudalni dio lijeve klijetke. Drugi veliki ogranak,
ramus intermedius (slika 2A, B/10), koji Nickel i
suradnici (1981.) nazivaju ramus marginis ven-
tricularis sinistrii, odvaja se u ravnini kaudalnog
ruba srca (margo ventricularis sinister) i lezi uz-
duz navedenog ruba do njegove polovice te se
nastavlja u dubinu sréanog misi¢a, moguce do
vrha srca. Ovaj ogranak, osim u prezivaca, dola-
zi i u mesojeda i svinje (Schaller, 2007.). Nakon
Sto je zavinuo oko kaudalnog ruba srca, optoc-
ni ogranak lijeve koronarne arterije daje jedan
veci, ramus distalis ventriculi sinistrii (slika 2B,
C/11) ijedan maniji ogranak, ramus ventricularis
(slika 2 C/12) za desnu stranu lijeve klijetke te
se nastavlja ventralno u subsinoznu medukli-
jetnu brazdu. Ovdje u istrazene ovce zavrSava
kao ramus interventricularis subsinosus (slika 2
C/21) i daje tanke ogranke, rami septales (slika
2C, D/20), za desnu stranu meduklijetne sréane
pregrade. Ove ogranke opisuje i Schaller (2007.)
i navodi da opskrbljuju desnu stranu medukli-
jetne sréane pregrade. Ramus interventricularis
subsinosus je ogranak opto¢nog ogranka lijeve
koronarne arterije u mesojeda, prezivaca i izni-
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mno konja (Schaller, 2007.), dok ga u svinje i
u vecine konja daje desna koronarna arterija
(Salomon i sur., 2008.). U istrazene ovce ramus
interventricularis subsinosus opto¢nog ogranka
lijeve koronarne arterije nalazi se uzduz dorzal-
ne polovice subsinozne meduklijetne brazde.
Suprotno tome, Kdnig i Liebich (2009.) navode
da u prezivaca i mesojeda ramus interventricu-
laris subsinosus leZi u subsinoznoj meduklijet-
noj brazdi sve do vrha srca, $to nismo uoCili u
istrazene ovce. Kao 5to je navedeno, uocili smo
da u ventralnom dijelu subsinozne meduklijet-
ne brazde lezi ramus interventricularis subsi-
nosus podrijetlom od silaznog ogranka lijeve
koronarne arterije.

Desna koronarna arterija (slika 2 D/14) po-
lazi iz proSirenja aortne lukovice iznad desnog
polumjesecastog zalistka i usmjerena je izme-
du desne uske (auricula dextra) i pluénog debla
(truncus pulmonalis) subepikardijalno prema
desnoj strani koronarne brazde (Schaller, 2007.,
Kénigiliebich,2009.).Evanside Lahunta(2012.)
spominju i dodatnu desnu koronarnu arteriju (a.
coronaria dextra accessoria) u psa. U istrazene
je ovce desna koronarna arterija odmah nakon
polazista dala tanki ogranak za desnu stranu
arterijskog ¢unja, ramus coni arteriosi (Nickel i
sur., 1981) (slika 2 D/15). U ravnini grananja za
arterijski ¢unj, desna koronarna arterija dala je
jedan ogranak za desnu usku i malo ventralni-
je jos jedan koji takoder ulazi u stijenku desne
uske. Obje ove arterije odgovaraju rami atriales
(Evanside Lahunta, 2012.) (slika 2 D/16) za op-
skrbu desne pretklijetke. Nakon ovih ogranaka
za arterijski ¢unj i desnu pretklijetku, desna ko-
ronarna arterija ulazi u koronarnu brazdu. Taj je
dio optocni ogranak desne koronarne arterije,
ramus coronarius (K6nig i Liebich, 2009.) (slika
2C, D/17), lezi u koronarnoj brazdi i ¢esto ana-
stomozira s opto¢nim ogrankom lijeve koronar-
ne arterije, Sto u istraZzene ovce nije bio slucaj.
Iz opto¢nog ogranka desne koronarne arterije
u istrazene ovce polazila su dva ogranka, rami
ventriculares (Evans i de Lahunta, 2012.) (slika
2 D/18), za stijenku desne klijetke ventralno od
arterijskog €unja. Tre¢i ogranak bio je usmjeren
prema kranijalnoj stijenci desne klijetke koja
gradi kranijalni rub srca (margo ventricularis
dexter) i odgovara ogranku kojeg opisuju Evans
i de Lahunta (2012.) i nazivaju ga ramus mar-
ginalis dexter (slika 2C, D/19). Nakon ovog gra-

Veterinar Godina 2017. Godiéte 55. Broj 1.

nanja optocni ogranak desne koronarne arterije
nastavio je tok u kranijalnoj polovici desne stra-
ne koronarne brazde. U istrazene ovce optocni
ogranak desne koronarne arterije nije anasto-
mozirao s opto¢nim ogrankom lijeve koronarne
arterije, vec je zavrsio u sréanom misicu desne
strane desne klijetke u ravnini meduklijetne
srtane pregrade. Ujedno, u istrazene ovce
desna koronarna arterija nije dala silazni ogra-
nak (ramus interventricularis subsinosus) za
subsinuoznu meduklijetnu brazdu (sulcus in-
terventricularis subsinosus). Ovaj je ogranak
u istrazene ovce bio podrijetlom od optocnog
ogranka lijeve koronarne arterije, Sto je sluajiu
45 % ljudi (Fanghaneli sur., 2009.), i od silaznog
ogranka lijeve koronarne arterije. U istrazene
ovce u subsinoznoj meduklijetnoj brazdi lezale
su ramus interventricularis subsinosus dorsalis
podrijetlom od opto¢nog ogranka i ramus inter-
ventricularis subsinosus ventralis podrijetlom
od silaznog ogranka lijeve koronarne arterije.
Schaller (2007.) navodi da je ramus interventri-
cularis subsinosus u svinja, konja te katkad kod
macke ogranak desne koronarne arterije. Desna
koronarna arterija i njezini ogranci opskrbljuju
stijenku desne klijetke, dio meduklijetne srca-
ne pregrade te dio lijeve klijetke (K6nig i Liebi-
ch, 2009.). Budu¢i da u istrazene ovce ogranci
desne koronarne arterije ne dosezu ventralni
dio meduklijetne sréane pregrade, njui s desne
strane vaskulariziraju ogranci lijeve koronarne
arterije.

Nas nalaz da optocni ogranci lijeve i desne
koronarne arterije u ovce ne anastomoziraju u
skladu je s tvrdnjom Kéniga i Liebicha (2009.)
da susrcane arterije zavrsne i njihovi ogranci ne
oblikuju na svojim krajevima anastomoze. Isto
navode Salomon i suradnici (2008.) iako tvrde
da veci ogranci koronarnih arterija mogu tvori-
ti anastomoze, dok mali ogranci ne mogu. Su-
protno tome, Dyce i suradnici (2010.) tvrde da
nema anastomoza izmedu vecih ogranaka ko-
ronarnih arterija, a da su brojne izmedu manjih
ogranaka. Unato¢ tome napominju da se izne-
nadno zacepljenje jednog od tih manjih ograna-
ka ne moze kompenzirati opskrbom iz drugoga
malog ogranka, ve¢ dolazi do sréanog infarkta.
Jedino su u psa utvrdene anastomoze izmedu
ogranaka srcanih arterija koje mogu tijekom
postupnog zacepljenja sprijeCiti sr¢ani infarkt
(Konig i Liebich, 2009.).
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Slika 2. Srce ovce s apli-
ciranom poliuretanskom
smjesom

A) Facies auricularis, B) Nor-
ma caudalis, C) Facies atria-
lis, D) Norma cranialis

AA - arcus aortae; AD — au-
ricula dextra; AS — auricula
sinistra; APD — arteria
pulmonalis dextra; APS —
arteria pulmonalis sinistra;
CA—conus arteriosus; TB—
truncus brachiocephalicus;
TP —truncus pulmonalis;

VD — ventriculus dexter; VS —
ventriculus sinister

1—arteria coronaria sini-
stra, 2 — ramus proximalis
atrii sinistri, 3 — ramus
interventricularis paraco-
nalis, 4 —ramus coni arte-
riosi (a. coronaria sinistra),
5—ramus ventricularis (r.
interventricularis paracona-
lis), 6 — ramus collateralis
proximalis, 7 —ramus colla-
teralis distalis, 8 — ramus
circumflexus, 9 — ramus
proximalis ventriculi sinistri
(ramus ventricularis), 10

- ramus intermedius (ra-
mus marginis ventricularis
sinistri), 11— ramus distalis
ventriculi sinistri (ramus
ventricularis), 12 — ramus
ventricularis (r. circumflexi),
13 —rami atriales, 14—
arteria coronaria dextra,

15 —ramus coni arteriosi (a.
coronaria dextra), 16 — rami
atriales, 17 — ramus corona-
rius, 18 — rami ventriculares
(a. coronaria dextra), 19
—ramus marginalis dexter,
20 —-ramus septalis, 21 -
ramus interventricularis
subsinosus
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ZAKLJUCAK

Uobicajeni anatomski preparati srca dobive-
ni iskljucivo konzerviranjem pomocu formalina
omogucuju ograniceni uvid u koronarne arte-
rije i njihove ogranke. Ovako konzervirano srce
sadrzava prazne koronarne arterije i prilikom
seciranja moguce je izraditi samo njihove veli-
ke ogranke €iji se opis moze naci u uobitajenim
udzbenicima iz podru¢ja veterinarske anato-
mije. Sitnije grane, koje ne spominje ni Nomina
Anatomica Veterinaria (International Commi-
ttee on Veterinary Gross Anatomical Nomenc-
lature, 2012.), teSko se izdvajaju iz masnoga
tkiva i sréanog misica koje ih okruzuju, a upravo
one imaju veliku vaznost u dijagnostici i lijece-
nju bolesti koronarnih arterija. Srce istrazene
ovce prije konzerviranja formalinom dodatno je
obradeno poliuretanskom smjesom s crvenim
pigmentom. Ova je smjesa injektirana u otvore
koronarnih arterija na njihovu polazistu unutar
aortne lukovice. Koronarne arterije, Ciji je lu-
men ispunila stvrdnuta poliuretanska smjesa,
bile su manje podlozne oStecenju pri sekciji pa
su se ogranci koronarnih arterija mogli pratiti
duboko u sr¢ani misi¢. Dobru vidljivost tijekom
sekcije omogucio je crveni pigment dodan u
poliuretansku smjesu. Ova pristupa¢na metoda
prikaza koronarnih arterija olakSava izu€avanje
polozaja krvnih zila srca u razlicitih Zivotinjskih
vrsta i omogucuje utvrdivanje anatomskih va-
rijacija.

NasSe je istrazivanje potvrdilo da u ovce li-
jeva koronarna arterija opskrbljuje mnogo vedi
dio srca nego desna koronarna arterija. Ovakva
se opskrba naziva lijeva koronarna opskrba
i prisutna je u prezivaca i psa, dok je u svinje i
konja prisutna obostrana koronarna opskrba, tj.
proporcionalno jednake dijelove srca opskrblju-
ju lijeva i desna koronarna arterija (Nickel i sur.,
1981.; Konig i Liebich, 2009.). U istrazene ovce
uocili smo niz odstupanja od opisa u anatom-
skim udzbenicima i time potvrdili svoju pretpo-
stavku o velikoj anatomskoj raznolikosti ogra-
naka koronarnih arterija u domadih zivotinja.
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Dijagnostika gravidnosti koza

Pregnancy diagnosis in goats

Josipovié, T. '*, I. Butkovié?, J. Grizelj?, S. Vince?, B. Spoljari¢?

Sazetak

Dijagnostika gravidnosti bitan je segment veterinarske djelatnosti u upravljanju i kontroli ra-
splodivanja koza, posebice prilikom drzanja u intenzivnom uzgoju. Premda vlasnik zivotinje
moze posumnjati na gravidnost, neizbjezna je uloga veterinara da klinickom pretragom i metoda-
ma poput ultrazvuka ili laboratorijskih testova utvrdi je li Zivotinja gravidna ili nije i shodno tomu
poduzme sve potrebne mjere oko reproduktivnog statusa Zivotinje. Specificnost spolnog ciklusa
koza i sezonska poliestri¢nost dodatne su okolnosti i stvaraju potrebu za Sto ranijom dijagnosti-
kom gravidnosti. Zadnjih ¢etrdesetak godina dijagnostitke metode su usavrsene tako da je moguce
relativno brzo i lako dobiti nalaze dijagnostike, i to ne samo gravidnosti nego i podatke o starosti
plodova, njihovoj brojnosti i vitalnosti.

Abstract

Pregnancy diagnosis is an important segment of veterinary medicine in managing the breeding
control of goats, especially in intensive farming systems. Although the owner of an animal may
suspect pregnancy, the veterinarian has a vital role in detecting whether an animal is pregnant or
not, by clinical examination and methods such as ultrasound or laboratory testing. Accordingly, the
veterinarian needs to take all measures to ensure the goats’ health and ability to breed, or to exc-
lude them in good time from the system. The specificity of their cycle, as seasonal breeders, is an
additional burden, and gives rise to the need for early diagnosis of pregnancy. In the last 40 years
diagnostic methods have improved to the point that diagnosis is relatively quick and easy, not only
of pregnancy itself, but also of the fetus’s age, the number of fetuses and their vitality.

uvoD uz pripremu plotkinje za porodaj i laktacijsko
U danasnje vrijeme kozarstvo ima veliko razdoblje.

ekonomsko znacenje s obzirom na to da ponu-

da i potraznja za mesom te kozjim proizvodima SPOLNI CIKLUS

uvelike utje¢u na upravljanje rasplodivanjem
koza. Koze u intenzivnoj proizvodnji proma-
tramo na razini stada, a ne jedinke, stoga je
duznost veterinara 5to ranije dijagnosticirati
gravidnost kako bi se maksimalno smanijili eko-
nomski gubici i kako bi se moglo pravodobno
pristupiti rjeSavanju potencijalnih problema u
plodnosti te lije¢enju bolesti vezanih uz repro-
dukciju, kao i pratiti fizioloski razvoj zametaka
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Koza je najrasprostranjenija od svih vr-
sta domacih Zivotinja te je prilagodila trajanje
spolnog ciklusa ovisno o klimatskom podrucju
u kojemu se nalazi. U podru¢ju umjereno-kon-
tinentalne klime one su sezonski poliestri¢cne
Zivotinje, Sto znaci da im se spolni ciklus odvi-
ja samo u odredenoj sezoni godine u kojoj se
gone u redovitim ciklusima, sve dok ne kon-
cipiraju ili ne prode sezona. Cikli¢cka aktivnost
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jajnika pod kontrolom je hormonske osovine
hipotalamus — hipofiza — jajnici, koja se aktivira
pod utjecajem podrazaja iz okoliSa putem osje-
tila. Tako u koza svjetlost ima klju¢nu ulogu pri
pojavi estrusa. S obzirom na duljinu dana koze
su tzv. short day breeders, odnosno tjerajuse u
vrijeme kratkog dana, a jare u proljece. U nedo-
statku svjetlosnog podrazaja, tj. tijekom nodi
(mraka) epifiza sintetizira i izlu¢uje hormon
melatonin. Skrac¢ivanjem dnevne svjetlosti pro-
duljuje se izlutivanje melatonina koje aktivira
kaskadu hormona koji u konacnici dovode do
spolne aktivnosti. Folikulostimulirajuci (FSH) te
luteinizirajuc¢i hormon (LH) odgovorni su za po-
ticanje rasta i razvoja folikula u jajnicima te za
ovulaciju. Uz njih joS postoji niz drugih hormo-
na i kemijskih tvari koje medusobnim sprega-
ma utjecu na spolni ciklus i njegovu cikli¢nost.
Osim svjetlosti (fotoperioda), bitnu ulogu u
pojavi sezone estrusa, kao i ulaska u pubertet,
imaju i drugi ¢imbenici, poput prisutnosti jarca,
hranidbe, tjelesne razvijenosti, genotipa, bole-
stiidr.

Do spolne zrelosti dolazi kada zapo¢nu re-
doviti i uredni spolni ciklusi koji omogucuju da
se plotkinja rasploduje. Za koze to je u dobi od
5 do 10 mjeseci, tj. kada dosegnu 60 — 75% tje-
lesne mase roditelja (Samardzija i sur., 2010.).
Ciklus u koza uobicajeno traje 21 dan (19 — 22
dana), ali fizioloski moze varirati (12 dana ili
dulje, do 26 dana) sto je bitan podatak prilikom
utvrdivanja gravidnosti, tj. izostanka estrusa
kao jedne od metoda dijagnostike gravidnosti.

GRAVIDNOST

Gravidnost je razdoblje od trenutka oplod-
nje jajne stanice do porodaja. Prosjecno trajanje
gravidnosti u koza iznosi 150 dana, s odstu-
panjima do 140 ili 156 dana (Samardzija i sur.,
2010.). Na trajanje gravidnosti utjecu brojni
¢imbenici, poput nasljednih i pasminskih svoj-
stava, hranidbe, dobi, klime, zdravstvenog sta-
nja i kondicije, sezone u kojoj su koncipirale te
broja plodova i dr. Svim procesima tijekom gra-
vidnosti upravljaju endokrini i ziv€ani sustav.
Posteljica, kao poveznica izmedu ploda i maj-
ke, takoder proizvodi cijeli niz hormona te se
endokrini sustav mora s njom povezati u novi
hormonski aktivni odnos. Sve je te promjene
moguce detektirati u krvi i/ili ekskretima majke,
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Sto u praksi sluzi za utvrdivanje gravidnosti, kao
i odredivanje njezina trajanja.

DIJAGNOSTIKA GRAVIDNOSTI

U posljednjih cetrdesetak godina metode
dijagnostike gravidnosti koza prili¢no su usavr-
Sene. Velik je broj metoda koje se mogu rabiti
u detekciji gravidnosti od kojih su neke viSe, a
neke manje zastupljene, uzevsi u obzir njiho-
vu tocnost, dostupnost, lako¢u koriStenja, ali i
ekonomsku isplativost. Prije provedbe metoda
vazno je ispravno uzeti iscrpnu anamnezu od
vlasnika ili drzatelja Zivotinje, ali uvijek s do-
zom profesionalnog opreza. Najvazniji podatak
jest datum pripustaili umjetnog osjemenjivanja
koze, zatim datum posljednjeg porodaja, lakta-
cijsko razdoblje, tijek puerperija, pobacaji, vri-
jeme izmedu estrusa, prisutnost jarca u istom
boksu i dr. Kao prva metoda koju sam drzatelj
zivotinje najceSce primijeti jest znak izostanka
estrusa. U koza je izostanak vanjskih znakova
estrusa vidljiv 18. do 22. dan nakon koncepci-
je (Samardzija i sur., 2010.). Ovom je metodom
moguce dobiti lazno pozitivne nalaze zbog ula-
ska u fiziolosku anestriju (prestanak sezone
tjeranja), pojave lazne gravidnosti ili pak zbog
slabije izrazenih znakova estrusa koje drzatelj
ne primjecuje ili zbog njegova neiskustva. Ot-
krivanje estrusa moze se olaksati koristenjem
muzjaka probaca s kredom, koji zaskakivanjem
s velikom sigurnoS¢u otkriva i obiljezi zenke u
estrusu, ili pak pustanjem koza u hodnik da pro-
du pokraj boksa s jarcem. Ako je u estrusu, koza
¢e zastati zbog olfaktornog podrazaja. Unatoc
svemu tome, nepouzdano je dijagnosticirati
gravidnost iskljuc¢ivo pra¢enjem vanjskih zna-
kova estrusa. Nakon dobivene anamneze vete-
rinar pristupa klinickim metodama kojima moze
dobiti pouzdan nalaz gravidnosti.

Klinicke metode

Osnovna klinicka metoda temelji se na in-
spekciji i palpaciji. Medu njih se ubraja vaginal-
na pretraga pomocu dilatatora ili spekuluma,
kojom se promatra sluznica, maternicni grljak i
sadrzaj (sluz), te vaginalna digitalna palpacija a.
uterinae caudalis koja je primjenjiva od drugog
mjeseca gravidnosti nadalje (Samardzija i sur.,
2010.). Palpacijom abdomena moguce je osje-
titi protuudar ploda (engl. ballottement effect)
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preko stijenke trbuha od 80. dana gravidnosti
(Samardzija i sur., 2010.). Metoda nije u pot-
punosti pouzdana jer neke jedinke imaju ¢vrstu
muskulaturu abdomena, velike su ili pretile. Po-
vecanje mlije¢ne Zlijezde, ¢ak i u Siljezica, ne bi
se smjelo uzimati kao dokaz gravidnosti (Smi-
th i Sherman, 2009.). Kao indikator poodmakle
gravidnosti Cesto se uzima povecana elastic-
nost koze oko stidnice te omeksanje zdjeli¢nih
ligamenata (DeArmond, 1990.). Uz navedene,
klinickim metodama jo$ pripadaju rendgeno-
grafija te ultrazvuk koji je najrasirenija metoda
dijagnostike gravidnosti.

Rendgen

Abdominalna rendgenografija rijetko se pri-
mjenjuje u dijagnostici gravidnosti, ali je korisna
za precizno odredivanje broja plodova. Plodovi su
rendgenski najranije vidljivi 58. dan gravidnosti
zbog osifikacije kostiju (Pugh, 2002.). Zbog po-
tencijalno lazno negativnih rezultata najbolje je
plotkinju pregledati nakon 90. dana gravidnosti.

Ultrazvuk

Ultrazvucna dijagnostika gravidnosti uklju-
Cuje primjenu A-oblika, Doppler-ultrazvuka ili
B-oblika skenera (Buckrell, 1999.). A-oblik pri-
kaza eha moze se primijeniti za dijagnostiku iz-
medu 60. i 100. dana gravidnosti putem detek-
cije tekucine, Sto se interpretira kao gravidnost.
Hidrometra ili pove¢an mokraéni mjehur mogu
dati lazno pozitivne nalaze. S druge strane,
lazno negativan nalaz dobije se ako ultrazvuc-
ni snop naide na fetus umjesto plodovu vodu
(Smith i Sherman, 2009.).

Doppler-ultrazvukom veterinar moze vidjeti
otkucaje srca ploda i protok krvi u krvnim zila-
ma majke i ploda. Rektalno je nakon 35. dana
gravidnosti moguce vidjeti pulsaciju a. iliaca
externa (Smith i Sherman, 2009.). Moguce je
odrediti otkucaje srca plodaili protok krvi u um-
dvostruko veca od maijcine. Sr¢ana frekvencija
ploda obrnuto je proporcionalna sa staroscu
ploda (Fraserisur., 1971.) te ju je transabdomi-
nalno moguce odrediti nakon 45. dana gravid-
nosti. Uredaj je jeftiniji, ali ne i toliko pouzdan
kao B-oblik prikaza eha.

U danasnje se vrijeme gotovo iskljucivo pri-
mjenjuje ultrazvutna dijagnostika pomocu re-
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alnog vremena B-oblika skenera. Ono eliminira
sve mogucnosti lazno pozitivnih nalaza jer se
temelji na vizualizaciji fetusa, plodovih voda i/
ili placentoma (Haibel, 1990.). Lazno negativni
nalazi i dalje su moguéi ako je doSlo do kasni-
jih, neplaniranih koncepcija koje jo$ nisu vidlji-
ve. Uredaj je lako prenosiv, stoga se moze rabiti
u terenskim uvjetima. Linearna transrektalna
sonda frekvencije 5 MHz sluzi za rano utvrdiva-
nje gravidnosti (20 — 30 dana od koncepcije), a
transabdominalna kasnije u gravidnosti (nakon
35. dana) (Buckrell, 1988.). Uskracivanje hra-
ne i vode moze pomodci boljoj vizualizaciji ma-
ternice, ali je nepotrebno jer moze dovesti do
komplikacija poput toksemije (Bretzlaff i sur,
1993.). Za transrektalnu ultrazvuc¢nu pretragu
potrebno je aplicirati manju kolicinu lubrikanta
s analgetikom u rektum prije uvodenja lubrici-
rane sonde. Najranije dijagnosticirana gravid-
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Slika 1. Plod starosti 45
dana.

Slika 2. Placentom u
obliku slova C.
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Slika 3. Ultrazvuéni
pregled koze sektorskom
sondom

nost pomocu transrektalne sonde utvrdena je s
18. dana gravidnosti.

Transabdominalnim mjerenjem zametnog
mjehura ili duzine ploda od tjemena do trtice,
zatim odredenih mjera glave, promjera prsnoga
kosa, broja otkucaja srca i veli¢ine placentoma
moguce je procijeniti koliko je dugo Zivotinja
gravidna (Samardzija i sur., 2010.).

Sondom je moguce vizualizirati i genitalni
tuberkul, embrionalnu strukturu koja se nalazi
izmedu straznjih nogu i pomice se kranijalno
prema pupku u muskih te kaudalno prema repu
u zenskih plodova. Najbolje vrijeme za otkriva-
nje spola jest izmedu 55. i 75. dana gestacije,
ali ga nije uvijek moguce vidjeti ako postoji vise
plodova (Santos i sur., 2007.). Transabdominal-
ni ultrazvucni pregled sondom frekvencije 3,5 ili
5 MHz obavlja se na kozi koja stoji, s desne stra-
ne, na podru¢ju baze mlije¢ne zlijezde.

Da bi se omogucio Sto bolji kontakt izmedu
sonde i koZe potrebno je to podrucje navlaziti
alkoholom, uljem ili UZV gelom. Najranija tran-
sabdominalna dijagnostika moguca je od 30.
dana gravidnosti pa sve do 120. dana, usmje-
ravanjem ultrazvuénog snopa prema ulazu u
zdjeli€nu Supljinu. Mokrac¢ni se mjehur smatra
orijentacijskom tockom za daljnju pretragu. Ma-
ternica je ve¢inom pozicionirana na desnoj stra-
ni abdominalne stijenke (Haibel, 1986.), tj. dor-
zalno i kranijalno od mokra¢nog mjehura. Ako
je plod jasno vidljiv, moguce je odrediti otkucaje
srca ploda vec od 25. do 30. dana (Smith i Sher-
man, 2009.). Placentomi se rutinski mogu naci
od 30. dana (Buckrell i sur., 1986.), ali ve¢inom
se drzi da je sigurnija njihova detekcija od 45.
do 50. dana gravidnosti, kada su vidljivi u obliku
slova C (Haibel, 1986.), primjerice na slici 2.

Postoji otprilike 120 — 125 placentoma u
maternici koze, poredanih u cetiri reda u sva-
kom rogu (Lyngset, 1968.). Veli¢ina placentoma
varijabilna je i nije prakti¢na za odredivanje sta-
rosti, osim u ranoj gravidnosti. Za odredivanje
broja plodova prednost ima sektorska sonda.
Najbolje uocavanje broja plodova postize se
pregledom izmedu 40. i 70. dana gestacije (La-
voir i Taverne, 1989.).

Histoloska metoda

Histoloska metoda ukljucuje mikroskopski
pregled broja slojeva stanica u povrSinskom vagi-
nalnom epitelu. Zaizvodenje ove metode potreb-
no je napraviti biopsiju vaginalne sluznice ispred
orificijuma uretre (Samardzija i sur., 2010.).

Tablica 1. Ultrazvuéno vidljive strukture u gravidnosti

Trajanje gravidnosti

Vidljive strukture

17-25 Transrektalna pretraga: plod vidljiv nakon 24. dana
26-35 Transabdominalna pretraga: vidljiv hipoehogeni amnion i hiperehogeni fetus
30-75 Transabdominalna pretraga: placentomi C oblika, otkucaji srca
45-90 Doppler-ultrazvuk: otkucaji srca, dijagnosticiranje blizanaca
90 do porodaja :.,eak;;rjs:?;(:;i?: dijagnosticiranje broja plodova, Sto je blizi termin porodaja,
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Laboratorijski testovi

Laboratorijskim testovima dokazuje se pri-
sutnost hormona i drugih kemijskih tvari (kva-
litativna metoda) ili njihova koncentracija u
uzorku (kvantitativna metoda) te je specifitna
za gravidnost, tj. odredeni stadij gravidnosti.
Hormoni koji se najéeSce odreduju jesu proge-
steron, estron-sulfat, placentalni laktogeni gli-
koproteini specifi¢ni za gravidnost.

Progesteron je hormon (ijim se nalazom
lakSe utvrde negravidne negoli gravidne jedin-
ke. Tijekom cijele gravidnosti izlu€uje ga jajnik,
stoga odrzavanje gravidnosti koza ovisi isklju-
¢ivo o progesteronu iz Zutoga tijela. Koze se
smatraju negravidnima ako imaju nisku razinu
progesterona u serumu ili mlijeku tijekom pet
ili viSe dana od pripusta ili umjetnog osjemeniji-
vanja (Smith i Sherman, 2009.). Povisenarazina
progesterona moze biti posljedica gravidnosti,
ali moze se pojavitii kao lazno pozitivan nalaz u
slucaju hidrometre, piometre, rane embrional-
ne smrtnosti, mumifikacije ploda ili nepravilna
estrusnog ciklusa (Buckrell, 1999.).

Estrogen je hormon koji izlu€uju jajnici i po-
steljica, a estron-sulfat smatra se produktom
steroidne konjugacije koji nastaje isklju¢ivo u
fetoplacentalnom tkivu (Refsal i sur., 1991.).
Moguce ga je odrediti u mokraéi, serumu ili
mlijeku nakon 50. dana gravidnosti. Pozitivan
nalaz siguran je znak da je plod vitalan (100%
tocnost iz krvi i mlijeka). Lazno pozitivni nalazi
dobivaju se ako se koriste hemolizirani uzorci
seruma. Lazno negativni nalazi mogu se dobiti
ako je testiranje ucinjeno prije 50. dana gravid-
nosti (Pugh, 2002.).

Placentalni laktogen je hormon kojeg izlu-
¢uje iskljucivo posteljica (Hayden i sur., 1980.).
Za dijagnostiku gravidnosti moze se uzeti plaz-
ma ili mlijeko i odredivati njegova razina nakon
60. dana gravidnosti (Smith i Sherman, 2009.).
Odredivanjem razine ovog hormona moguce je
utvrditi nosi li Zivotinja jedan ili vise plodova.
Trenuta¢no nema dostupnog komercijalnog te-
sta za kozji placentalni laktogen.

Glikoproteini specificni za gravidnost na-
staju u korionskim binuklearnim stanicama
posteljice te ih je moguée detektirati od 21.
dana gravidnosti radioimunoloskim testovima
(Gonzalez i sur., 1999., 2000., 2004.). Ako se
kod gravidnosti s viSe plodova uzastopnim te-
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stovima utvrdi pad glikoproteina specificnih za
gravidnost, smatra se da je doSlo do uginuca
jednog od plodova (Zarrouki sur., 1999.).

PSPB (engl. pregnancy specific protein B)
jest placentalni hormon koji sluzi kao indikator
gravidnosti u koza (Humblot i sur., 1990.), kra-
va i ovaca (Ruder i sur., 1988.). Fizioloska mu je
uloga tijekom gravidnosti odrzavanje funkcije
Zutoga tijela te je znak razvoja posteljice i op-
¢enito gravidnosti. Dijagnostika gravidnosti u
koza odredivanjem PSPB-a moguca je nakon 26.
dana (Smith i Sherman, 2009.). S pouzdanoscu
od 78% moguce je razlikovati nosi li Zivotinja
jedan ili vise plodova (Samardzija i sur., 2010.).
Nije sigurno koliko dugo nalaz ostaje lazno po-
zitivan ako dode do uginu¢a nakon Sto se razvio
endokrini sustav ploda i zapoceo s produkcijom
hormona. Nedostatak ove metode jest Sto je
uzorak potrebno slati u laboratorij.

ZAKLJUCAK

Svaki savjesni veterinar trebao bi prilikom
dijagnostike gravidnosti u koza procijeniti si-
tuaciju na temelju anamneze te odrediti najpri-
hvatljivije metode pretrage i dijagnostike s ob-
zirom na zate€eno stanje i uvjete gospodarstva.
Izbor metode ovisi o vrsti uzgoja (ekstenzivni,
intenzivni) te broju koza koje je potrebno pre-
gledati. Prednost se daje metodama koje mogu
dati brz nalaz, primjerice ultrazvuk u kombina-
ciji s inspekcijom i palpacijom. Uz to, pozeljno
je uzeti i uzorke seruma, mlijeka ili urina za la-
boratorijske testove. Danas je na trzistu velika
ponuda komercijalnih kitova za kvalitativnu
detekciju hormona i drugih tvari specifi¢nih za
gravidnost, koji su jeftini i prakti¢ni za uporabu
pa time olaksavaju rad u terenskim uvjetima.
Bitno je prilagoditi cijenu pregleda jer se koze
promatra na razini stada, a ne jedinke, stoga se
i metode tome moraju prilagodavati.
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> Iznimno nam je zadovoljstvo pozvati Vas na medunarodni kongres ,Veterinarska znanost i struka“ koji e se odrzati
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U okviru ovogodiSnjeg kongresa po prvi ¢e se put odrzati Dan doktorata na kojemu ¢e doktorandi Veterinarskoga
fakulteta predstaviti svoja istrazivanja.

P> PRELIMINARNI PROGRAM
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Usmena izlaganja Posteri Radionice za javnost
Posteri Radionice
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pretklinicke znanosti, animalnu proizvodnju i biotehnologiju, veterinarsko javno zdravstvo i sigurnost hrane te klinicke
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lije¢enja bolesti konja i farmskih Zivotinja, dijagnostike u egzoti¢nih Zivotinja te sigurnosti hrane.
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Slika 1. Logo USUM.

Slika 2. Pozdravni
govor dekana na izbornoj
skupstini USVM-a.

Udruga studenata
veterinarske medicine USVM

druga studenata veterinarske medicine

novoosnovana je udruga kojoj je zadaca
ujediniti sve studente Veterinarskoga fakulte-
ta s ciljem promicanja Fakulteta i veterinarske
medicine opcenito. Udruga se sastoji od prijas-
njih udruga koje su djelovale na Veterinarskom
fakultetu (IVSA, Equus, SportVEF), ali i svi stu-
denti koji nisu ¢lanovi udruge takoder se mogu
uclaniti. Udrugu ¢e voditi predsjedniStvo koje se
sastoji od sedam ¢lanova: predsjednik USVM-a,
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potpredsjednik USVM-a, dva predstavnika Stu-
dentskog zbora te po jedan predstavnik IVSA-e,
Equusa i SportVEF-a. Sve odluke koje se donesu
trebaju biti izglasane na skupstini koju ¢ine svi
¢lanovi udruge.

U srijedu 1. ozujka 2017. odrzana je izbor-
na skupstina Udruge studenata veterinarske
medicine. Okupljene studente, ¢lanove udruga
Equus, IVSA i SportVEF, uvodnim je govorom
pozdravila uprava Fakulteta na Celu s deka-
nom prof. dr. sc. Nenadom Turkom i prodeka-
nom izv. prof. dr. sc. Ljubom Barbi¢em. Nakon
toga je kolega Tomislav Bosanac upoznao
¢lanove skupstine s ciljevima i zadacima no-
voosnovane udruge te su provedeni izbori za
novoga predsjednika, zamjenika predsjedni-
ka, tajnika i zamjenika tajnika. Za predsjedni-
ka USVM izabran je Leon Kuna, a za njegovog
zamjenika Andrej Kupres. Novoizabrana taj-
nica je Stella Lukman, sa svojom zamjenicom
Sofijom Dzakulom. Takoder velika hvala ko-
legi Mihajlu Jakovi¢u na izradi loga udruge!
Novo vodstvo udruge sa zadovoljstvom je pre-
uzelo uloge koje su im dodijelili ostali ¢lanovi
skupstine i jedva cekaju poceti s unaprediva-
njem udruge i aktivnim
sudjelovanjem u svim
projektima i zadacama
koje ¢e se staviti pred
njih!

Obavijesti o radu
udruge i predstoje¢im
skupstinama bit ¢e objav-
liene na Facebook profilu
udruge pa ovim putem
pozivamo sve studente
da podrze stranicu na Fa-
cebooku.
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USVM EQUUS

druga studenata veterinarske medicine

Equus neprofitabilna je udruga osnovana
davne 1993. godine. Osnovali su je studenti
Veterinarskoga fakulteta SveuciliSta u Zagrebu,
pod vodstvom pok. izv. prof. dr. sc. Igora Stoko-
vi€aiizv. prof. dr. sc. Ljube Barbic¢a. Udruga se u
pocetku sastojala od nekoliko sekcija: kinoloSke
i felinoloske sekcije, konjicke sekcije, sekcije za
glodavce, fotografske i izdavacke te informatic-
ke sekcije. Svaka je sekcija sama za sebe orga-
nizirala razli¢ite projekte — izlozbe, kongrese,
razmjene, putovanja itd. Sve su sekcije 2012.
godine ukinute i udruga je pod vodstvom Zlatka
Bjezancevi¢a zapocela novo razdoblje svojega
djelovanja.

Novoj generaciji equusovaca cilj je bio orga-
niziranje edukativne izlozbe ,Reptilomanija+*“.
Taj je cilj i ostvaren te je tako 7. svibnja 2013.
svecano otvorena prva ,Reptilomanija+“, skro-
mna izlozba sa svega petnaestak zivotinjskih
vrsta, nekoliko popratnih predavanja i nekoli-
ko stotina posjetitelja. Svake sljede¢e godine
izlozbaje rasla, Sirila se, povecavala broj izloZe-
nih vrsta te tako dosSla na proslogodisnju brojku
od preko 40 izlozenih zivotinjskih vrsta, 10 pre-
davanja i viSe od 8000 posjetitelja. Ove godine
krecemo i korak dalje. Na petoj, jubilarnoj ,,Rep-
tilomaniji+“, koja ¢e se odrzati od 10. do 14.
svibnja 2017. godine., u suradnji s Hrvatskom
veterinarskom komorom, besplatna predava-
nja u sklopu izlozbe za
sve prijavljene veteri-
nare vrednovat ¢e se s
4 boda za aktivno i 3 za
pasivno sudjelovanje.

Dio equusovaca ta-
koder brine o vodenju
Nastambe za egzoti¢ne
i laboratorijske zivoti-
nje koja se nalazi na Ve-
terinarskome fakultetu.
Desetak vrsta egzo-
ticnih glodavaca i dvo-
jezubaca te pet vrsta
gmazova svakodnevno
od nasih volontera do-
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bivaju svu ljubav i paznju koja im je potrebna.
Takoder, brinu se da sve zivotinje budu u ¢istom
te da svaki dan dobiju hranu i vodu. Zivotinje
se u nastambi koriste isklju¢ivo u edukativne
svrhe. U suradnji sa Zavodom za stocarstvo, Za-
vodom za anatomiju, histologiju i embriologiju
i Klinikom za unutarnje bolesti organiziraju se
vjezbe u nastambi, gdje studenti uce kako pri-
stupiti i pregledati te zanimljive Zivotinjske vr-
ste o kojima se na redovitoj nastavi na fakultetu
ne uti dovoljno, a koji su svakodnevni pacijenti
u veterinarskim ambulantama.

Katarina Marjanovi¢

Slika 1. Andela Simic¢

i Zlatko BjeZancevic¢ s
Priznanjem za organizaciju
Reptilomanije+.

Slika 2. Rektorova
nagrada.
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IVSA HRVATSKA
European Veterinary Students Seminar

rije nekoliko mjeseci studentska udruga

IVSA prijavila se za domacina 2. EVSS-a. Na-
kon nekoliko tjedana iS¢ekivanja kolege iz Euro-
pe odabrali su upravo nas tako da sada s pono-
som mozemo reci da ¢e se sljedeci seminar ili,
kako ga ve¢ sada zovemo, Kongres studenata
odrzati od 14. do 17. lipnja 2018. godine na Ve-
terinarskom fakultetu u Zagrebu! U tom ¢emo
razdoblju ugostiti 80 studenata (i stranih tako
i nasih) koji ¢e prisustvovati brojnim radionica-
ma i predavanjima, ali i zabavnim i drustvenim
dogadanjima.

Sto je EVSS?

European Veterinary Students Seminar jest
znanstveno-stru¢ni seminar studenata vete-
rinarske medicine kojemu je glavni cilj razvoj
stru¢nih kompetencija. Seminar je koncipiran u
obliku predavanja i radionica na kojima se ob-
raduju aktualne teme u svijetu veterine. Preda-
vanja su tematski vezana uz One Health inicija-
tivu kojoj je cilj povezati i ostvariti blisku surad-
nju izmedu svih djelatnika u podrucju zastite
zdravlja ljudi, Zivotinja i okoliSa. Op¢i je cilj
seminara stvaranje mreze poznanstava i uspo-
stavljanje znanstveno-istrazivatke suradnje
medu sudionicima, te rasprava o problemima
u obrazovnom susta-
vu i njegovo una-
predenje. Predavanja
posvecena inicijativi
One Health upoznat
¢e studente o vazno-
sti suradnje izmedu
razlicitih struka sa
zajednickim  ciljem
oCuvanja zdravlja lju-
di, zivotinja i okoliSa.
Odrzavanjem radioni-
ca ostvarit ¢emo broj-
ne specifitne ciljeve,
od kojih posebno
izdvajamo prakti¢no
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usvajanje suvremenih metoda u klinickoj prak-
si, razvoj komunikacijskih vjestina i mogu¢nosti
unapredenja rada postojece prakse kroz poslo-
vni nacin razmisljanja.

Polako smo krenuli s organizacijom projek-
ta — oformili smo organizacijski odbor, smislili
plan i program, napisali projektni prijedlog koji
Saljemo moguc¢im sponzorima. Zahvalni smo
Uredu dekana i Upravi fakulteta koji su nam ve-
lika potpora i na koje uvijek mozemo racunati.
Radujemo se upoznavanju kolega iz cijele Euro-
pe, razmjeni iskustava i u¢enju, stoga ¢emo se
potruditi i organizirati jedan kvalitetan seminar,
kakav i prili¢i nasem fakultetu i struci!

Nina Vukusig,
predsjednica IVSA-e Hrvatska i Organizacijskog odbora

Slika 1. Radna verzija loga.

Slika 2. Aktivni ¢lanovi
IVSA-e.
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European Veterinary Students Seminar
Utrecht 2016.

EUropean Veterinary Students Seminar (EVSS)
osmislili su studenti iz Utrechta gdje je i odr-
Zano prvo izdanje seminara. lza ideje i organi-
zacije stoji Medunarodno udruzenje studenata
veterine, IVSA. Seminar je namijenjen studenti-
ma veterinarske medicine svih europskih zema-
lja (ne samo clanica EU) koji su ¢lanovi IVSA-e.
Na seminaru je bilo 86 sudionika iz 23 europske
zemlje, a Hrvatska je imala ¢ak sedam pred-
stavnika. To su kolege Hrvoje Bezmalinovi¢, Ma-
teja BuriSa, Daria Damjanovi¢, Ana Kajmi¢, Dina
Jelenci¢, lva Benvin i ja.

Seminar je organiziran pod sloganom ,Uni-
ted by our challenges, strengthened by our
solutions”, a cilj je bio okupiti studente iz Sto
veceg broja europskih zemalja kako bi se pro-

Slika 1. Nasi predstavnici
na predavanju.

Slika 2. lVSA Croatia, IVSA
Slovenia i IVSA Belgrade.

Veterinar Godina 2017. Godiste 55. Broj 1.

movirala razmjena znanja i iskustava, stvorila
svijest o problemima koji se ti¢u svih zemalja i,
naravno, sklopila prijateljstva za budu¢nost. U
sklopu seminara odrzana su brojna predavanja
i radionice koji su obradivali zadanu tematiku.
Obuhvaceno je Sest tema od kojih je prva ,,Pu-
ppy mafia“ u kojoj se govorilo o problemu ne-
kontroliranog uzgoja pasa u zemljama nizega
Zivotnog standarda i njihovu uvozu u bogatije
zemlje. Druga tema ,,A year after the abolish-
ment of the milk quotum* prezentirala je u€inke
i posljedice kvota za proizvodnju mlijeka. Slje-
deca tema ,Doping in equine sports* ukratko
je objasnila problematiku dopinga u konjickm
sportu s osvrtom na Olimpijske igre i uputila na
kompleksnost problema. Nadalje, tema , Edu-
cating Europe’s future vets* iznosi nacine po-
stizanja maksimalne kompetentnosti i potrebu
specijalizacija u pojedinim podru¢jima. Tema
.Let every zebra’s stripes be unique: keeping EU
zoos genetically diverse* pokazala je primjere
odrzavanja genetitke raznolikosti u zooloskim
vrtovima i akvarijima, kao i vaznost rezervnih
populacija Zivotinja za koje se ocekuje da ¢e izu-
mrijeti u divljini.

Posljednja tema, ,Leadership skills*, obrade-
na je na radionicama na kojima su studenti una-
prijedili vjeStine uzimanja anamnesti¢kih poda-
taka te moderiranja razgovora s klijentima.

Slusali smo i predavanja
0 unapredivanju nastave iz
anatomije izradom preparata
fiksiranih silikonom, zaraznim
bolestima koje su trenutacna
prijetnja EU, te o ulozi veteri-
nara u sklonistima za Zivotinje
s naglaskom na unapredenju
odrzavanja i fizickog i psihic-
kog zdravlja Zivotinja. Osim
nastavnog programa u semi-
nar su bili uklju€eni obilazak
fakulteta veterinarske medi-
cine u Utrechtu, samoga gra-
da te dva partyja.
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Ovaj ¢e se seminar odrzavati svake dvije go-
dine i trajat e Cetiri dana. Participacija za semi-
nar iznosi 110€ po sudioniku, a uklju¢uje smje-
Staj, hranu i sve nastavne sadrzaje.

Slika 3. Party na brodu.

0d zanimljivosti bih istaknuo da je Nizozem-
ska zemlja s viSe bicikala nego stanovnika, pa
smo se tako i mi ta Cetiri dana za prijevoz kori-
stili biciklima. Od predavaca bih istaknuo prof.
Claudiu Wolschrijn koja je predsjednica EAVA-e
(European Association of Veterinary Anatomi-
sts) i prof. Marianne Marijke Baronesse Sloet
van Oldruitenborgh-Oosterbaan koja je glavni
veterinar FEl-a (Federation Equestre Internati-
onale). Osim njih, svi su predavadi bili istaknuti
znanstvenici u svojim podrucjima i mogu reéi da
mi je bila ¢ast imati priliku slusati njihova pre-
davanja.

Svakome bih preporucio da barem jednom
za vrijeme studija prisustvuje nekom od mno-
gobrojnih neformalnih obrazovnih programa i
dobije barem mali uvid u bezbrojne moguénosti
koje nam se pruzaju. Istaknuo bih i brojna nova
poznanstva, kao i sate razgovora o stanju vete-
rinarstva i obrazovanju u pojedinim zemljama,
ali i manje formalnim temama. Isto tako, na se-
minaru smo upoznali novu kulturu, njihov nacin
pristupa obrazovanju i uvidjeli koliko su zaista
posveceni svojoj struci. Osobna motivacija za
prijavu na seminar bila je odlicna prezentacija
seminara i ponudenih tema, ali i novo iskustvo s
obziromnatodaje

ovo bio prvi EVSS. Slika 5. Sudionici EVSS-a.

Ovim putem
zelim u ime svih
sudionika zahva-
liti dekanu prof.
dr. sc. Nenadu
Turku na osigura-
vanju participacija
te tvrtki Croatia
Airlines na poseb-
noj ponudi za pu-
tovanje.

Luka Spelié,
student 3. godine
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ZIVSA te poziva!:

[VSA Hrvatska

( IVSA (International Veterinary Student's Association) jest globalna \
udruga studenata veterinarske medicine. Glavni je cilj udruge
promicanje dobrobiti Zivotinja i ljudi te potenciranje i planiranje
medunarodnih projekata, sve u cilju promidzbe veterinarske
struke. Svrha IVSA-e takoder je promicanje suradnje studenata
veterinarske medicine u Hrvatskoj i u svijetu na podrucju
struénog obrazovanja, veterinarske prakse, stru¢nog
kusavréavanja i znanstvenog rada. j

/

Udani se ...
| PUTUJI |

>Razmjena IVSA Wroclaw - IVSA Croatia
(14.-21. svibnja 2017.)
>CRO-SLO-AUSTRO-CZECH weekend
(28.-30. svibnja 2017.)

>|VSA Napoli Biodiversity in Campania Region
(18.-25. svibnja 2017.)
>Veterinary English Seminar
(2.-4.i16.-18.lipnja 2017.)
>|VSA Thailand Summer Event
(10.-16. lipnja 2017.)

>66th IVSA Congress in Malaysia
(24. srpnja - 4. kolovoza 2017.)
>Symposium JAR

(Prosinac 2017.)

>|VSA Croatia EVSS

\(14. -17.lipnja 2018.)

IVSA organizira razmjene studenata. Time se omoguduje
¢lanovima da vide na koji nacin funkcioniraju drugi fakulteti
veterinarske medicine i tako prosire svoje dosadasnje iskustvo te
ostvare nova prijateljstva sa studentima veterine iz inozemstva.
Svake godine individualno moZete sudjelovati na kongresima,
Lsimpozijima i radionicama u inozemstvu ¢iji je organizator IVSA.J

4 A
KAKO SE PRIDRUZITI?
IVSA Hrvatska svaki mjesec ima sastanak na kojem se skupe
¢lanovi i dogovaraju razmjene te druge aktivnosti udruge.
Ako imate dodatna pitanja ili Zelite do¢i na sljededi sastanak,
slobodno nam se javite!

\_ y,

[VOLONTIRAJ!
| ZABAVI SEI

Tombola!
Slatki dan na VEF-u!
Pancakes day!
Humanitarne akcije!
Kviz znanja!
Tulumi!

Izleti!
k Druzenja!

Facebook stranica: https://www.facebook.com/ivsa.cro/

predsjednica: Nina Vukusi¢, nina.vukusic14@gmail.com

L exchange officer: Iva Benvin, iva.benvin55@gmail.com




POPULARIZACIJSKI CLANAK

Humanijada

Humanijada je medunarodni
sportsko-edukacijski susret
biomedicinskih fakulteta koji se
odrzava jos od 1993. godine. Na
Humanijadi sudjeluju svi fakulteti
biomedicinskog podruéja iz Hr-
vatske i susjedne Bosne i Herce-
govine. Svake godine €ast orga-
nizacije dobiva pojedini fakultet
te je tako protekle akademske
godine tu ¢ast imao Veterinarski
fakultet SveuciliSta u Zagrebu
koji je organizirao 24. po redu
Humanijadu u Makarskoj, od 4.
do 8. svibnja 2016. Ovogodisnja,
25. po redu Humanijada dodi-
jeliena je Farmaceutsko-bioke-
mijskom fakultetu SveuciliSta u
Zagrebu. Ove godine, nakon niza
humanijada provedenih na Jadra-
nu, organizatori su odlucili doga-
daj preseliti na kontinent. Tako
¢e se 25. Humanijada odrzati u
Termama Tuhelj u Tuheljskim to-
plicama, od 3. do 7. svibnja 2017.
godine. Ocekuje se velik broj
natjecatelja, pa tako i sportska
udruga Veterinarskoga fakulte-
ta SportVEF Salje svoje ¢lanove.
Natjecat ¢emo se u futsalu (M i
Z), odbojci (M i Z), kosarci te po-
jedinacnim sportovima kao Sto su
tenis i stolni tenis.

A
=

Tishedj, 3 -7, suilni®
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Slika 1. Humanijada 2014-
muska kosarkaska ekipa.

Slika 2. Humanijada 2015-
Zenska nogometna ekipa.

Slika 3. Humanijada 2016-
Zenska odbojkaska ekipa.
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Hvala CEEPUS-u
za divan rujan u Ljubljani

Konji su oduvijek moja velika ljubav. Otkad
znam za sebe sanjala sam kako ¢u jednog
dana postati veterinarkai lijeciti konje. Na trecoj
godini studija poc¢ela sam volontirati na Klinika-
ma Veterinarskoga fakulteta u Zagrebu, vezano
uz konje. Kako je vrijeme prolazilo, marljivim ra-
dom sa svakim pacijentom, uz mentorstvo doc.
dr. sc. Nike Brkljace Bottegaro i dr. sc. Jelene
Gotic, skupljala sam znanje i iskustvo. Na petoj
godini htjela sam vidjeti kako se radi u drugim
zemljama, na drugim fakultetima. Prijavila sam
se za CEEPUS razmjenu studenata te sam do-
bila priliku boraviti mjesec dana u Ljubljani, na
Klinici za konje.

Moje putovanje pocinje 1. rujna 2016. u ra-
nim jutarnjim satima i traje do 30. rujna 2016.
Krenula sam autobusom iz Zagreba te za dva
sata stigla u Ljubljanu. Bila sam smjeStena u
studentskom domu Rozna dolina, udaljenom
petnaest minuta hoda od fakulteta na kojemu
sam provodila mnogo vremena.

Dolaskom u Ljubljanu prijavila sam se u stu-
dentski dom, potom na fakultet i pocela je moja
mjesec dana duga praksa. Svaki sam dan odlazila
na Kliniku za konje, sudjelovala u njihovom radu,
naucila mnogo stvari, vidjela nove slucajeve.

Sretna sam Sto su se dr. Petra Kramaric i dr.
Vesna Kadunc Kos angazirale i potrudile da vi-
dim svakog pacijenta, $to su me naucile mno-
gim stvarima koje do sada nisam vidjela i 5to su
mi dopustile aktivno sudjelovanje u svakodnev-
noj praksi. Posebno su mi u sje¢anju ostali pa-

cijenti kojima je bila potrebna intenzivna skrb,
gdje sam imala priliku deZurati uz njih 24 sata.
Isto tako, ostalo osoblje Klinike i studenti bili su
susretljivi, spremni na suradnju i ugodni, te smo
si svi zajedno pomagali, ucili i radili.

Osim kvalitetne prakse, imala sam vremena
za upoznavanje Ljubljane i okolnih mjesta. Tako
sam jednu subotu provela u Lipici na konjickom
natjecanju s prijateljicom koja je nekoliko mje-
seci prije, isto u okviru CEEPUS-a, boravila na
fakultetu u Zagrebu.

Izrazito sam zahvalna na pruzenoj prilici
i novostecenom iskustvu koje ¢e mi zauvijek
ostati u lijepom sje¢anju. Sama je organizacija
bila na visokom nivou i u svakom mi je trenutku
bilo jasno Sto trebam uciniti. Tomu su uvelike
pridonijeli CEEPUS koordinatori i Hrvatske i Slo-
venije, doc. dr. sc. Zoran Vrbanac i mag. Petra
Gruden koji su svoj dio posla obavljali odgovor-
no i na vrijeme, te su mi detaljno i razumljivo
pomagali u svim nejasno¢ama na koje bih nais-
la. Takoder, stipendija je bila dovoljna da pokrije
sve troSkove studentskog zivota te sam cijeli
period razmjene mogla bezbrizno raditi i u€iti.

Svakome bih preporucila odlazak na stu-
dentsku razmjenu preko CEEPUS-a. Sve je do-
bro organizirano, podredeno studentima te su
otvorene mnoge prilike za nova poznanstva,
znanja i iskustva.

Agata Kucko

IVSANAPOLI
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Kanada. Eh?

Kao student, tijekom studija, nekak se uvi-
jek pitas kako je to vani, u velikom svijetu.
Tamo di je faks velik kao neki ove¢i kvart u Za-
grebu, tamo gdje imaju sto pacijenata dnevno,
gdje ljudi dodu i ne pitaju za cijenu nego vele,
sve napravi za mojeg Bu Bua. Mah, gdje roboti
preuzimaju stvar u svoje ruke a ti pratis sve s
mobitela. Moje ime je Jurica TrSan, apsolvent
sam na Veterinarskom fakultetu u Zagrebu, i
sad ¢u malo opisati moje veterinarsko iskustvo
u Kanadi.

Eto, spletom okolnosti otiSao sam u Kanadu
Cisto tak, u posjet svojoj sestri koja tamo zivi i
radi. Prije nego Sto sam krenuo preko bare, mi-
slio sam si da bi bilo dobro spajiti ugodno s ko-
risnim. Tako sam poceo slati mailove klinikama,
koji bi se obitno sastojali od toga tko sam, sto
sam, nekog CV-a, motivacijskog pisma zakaj bi
bas tako rado volio raditi kod njih i preporuka.
Poslao sam jako puno mailova i mogu iskreno
reci, to je bio jedan vrlo depresivan dio. Svi su
me redom odbijali, od najboljih klinika koje rade
“Cuda”, do onih “losijih” koje se uglavhom ba-
ziraju na kastracijama (spay/neuter clinics). Sa-
lje$ hrpu mailova, a svi odgovori pocinju s Dear
Mr. Trsan, i taman kad se ponadas, nabasas na
neku rije¢ kao unfortunately ili we are sorry... A
nis, sto ¢es. Tam iz neke Europe sam, kuzim ih.
Salje$ dalje mailove jedan za drugim i nadas se
najboljem.

| tako, nakon silnih tih odbijenica moj prvi iz-
bor, London VEC, gdje sam se najviSe nadao, za-
dnji se javio da bih mozda mogao do¢i kod njih.
Sreca nevidena! Tko bi rekao...Brzo se spakiram
za Pleso (prije neg se predomisle), ukrcam se
na avion i za kojih devet sati sletim u Toronto.
Izljubio sam sestru i zaputili smo se u London u
Ontariju. Prvi radni dan, voditeljica klinike upo-
znala me s mojom mentoricom koja je Diploma-
te americke veterinarske Skole za unutarnje bo-
lesti, radi povremeno na fakultetu kao profesor
te je tako pritisak da se ne izblamiram postajao
sve vedi i ve¢i. Redom me tako voditeljica “po-
gona” upoznavala sa specijalistima iz raznih
podrucja i tehnicarima kojih je mali milijun.
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Slika 1. Parliament Hill,
Ottawa.

Slika 2. Fizikalna terapija.

Slika 3. Kirurgija -
priprema.
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Slika 4. Westie lije¢en od
dijabeticke ketoacidoze.

Slika 5. Macak od 17 kg.

Slika 6. Neuroloski pregled
doge s hidrocefalusom.

Slika 7. Proteza koristena
nakon reparacije Ahilove
tetive
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Svi su ti tehnicari zavrSili trogodisnji fakultet
i imaju svoju specijalizaciju za neko podrugje.
Imate tako specijaliziranog tehnicara koji vam
olak$ava zivot na internoj, intenzivnoj, neuro-
logiji, hitnoj, kirurgiji, stomatologiji, fizikalnoj...
Onak, ¢udan osjecaj. Ne moras mrdnuti ni pr-
stom, nego samo sjedi$ za kompjutorom u ure-
du, pijes kavu, ¢ekas nalaze, slike i razmisljas
kaj bi to moglo biti. Pristup svih doktora bio je
takav da ja iznesem svoje misljenje i predlozim
daljnju obradu za pacijenta te onda diskutiramo
o nalazima i Sto je dobro ili loSe. Naravno, sve
to dok pregledavas pacijenta, a vlasnici ¢ekaju
u cekaonici. Dosta sam rano prvi put, prakticki
tri dana od dolaska, morao donijeti odluku o
pacijentu. Uz nadredenu doktoricu na hithom
sam prijemu u dezurstvu zaprimio Stene od 3
— 4 mjeseca s izrazitim bolovima u abdomenu
i tvrdo elasti¢cnom kvrgom u preponama. Labo-
ratorijske su pretrage pokazivale blagu leukoci-
tozu i dehidraciju, no ultrazvucno se vidjelo da
je ingvinalna hernija. Barem sam ja tak mislio.
Zoves kirurga u pola no¢i da dode operirati, pre-
ispitujes se sto puta jel’ to zbilja to, listas knjige,
grize$ nokte. Siguran si da je, ali kaj ak nije? Do-
lazi kirurg u pidzami, kaze ti, scrub in, i onaj kli-
Se “sad ¢emo vidjeti koliko si dobar”. Fala bogu,
bila je hernija s nekrozom crijeva. Resekcija cri-
jevaisve to kajide uz herniju i na kraju operacije
Cujes good call od kirurga. Za probiti led i upo-
znavanje, odli¢no je sve zavrsilo. Unutarnje bo-
lesti bile su jako zanimljive, prvi pacijent s kojim
sam se susreo bio je pas s neuroloSkim znako-
vima uslijed pasivnog pusenja, opijata. Kasnije
sam shvatio da to i nije takva rijetkost tamo u
hitnoj. Na unutarnjim bolestima vidio sam puno
toga, jako puno infekcija respiratornog sustava,
autoimunosnih bolesti, razne endoskopije, hor-
monskih poremecaja, dijabetesa, kemoterapija,
virusnih bolesti, UZV-a. Pacijent kojeg se rado
sjetim bio je macak koji je imao 17 kg. Razlog
njegove debljine nije se mogao razjasniti jer
nije imao nikakvih hormonskih disbalansa, jeo
je medicinsku dijetnu hranu, iSao je ¢ak na fizi-
kalnu terapiju. Ali jednostavno je bio gojazan i
vlasnica je silno brinula zbog njega. Neurolo-
gija je takoder bila jako zanimljiva, uglavnhom
zbog specijalistice koja je jurila sto na sat i ak
je nisi pratio u stopu, ode ona negdje dok ti, s
francuskim naglaskom, objasnjava kako funk-
cionira levatiracetam. Takoder sam vidio puno
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magnetskih rezonancija, epilep-
sija, neuropatija. Na kirurgiji sam
dosta asistirao tijekom operaci-
ja, uglavnom raznih ortopedskih
zahvata kao Sto su TPLO, razne
osteosinteze, luksacije patele,
puknuca ligamenata, ali takoder i
na mekoj kirurgiji gdje sam samo
u jednom tjednu asistirao na tri
portosistemska Santa. Nazalost,
zbog Cinjenice da su velike zZivo-
tinje sve u farm country, izvan
grada, otprilike minimalno 45
min voznje, teSko mi je bilo or-
ganizirati svakodnevni prijevoz
te sam iSao samo nekoliko puta
u posjet farmama krava. Tamo
male farme krava imaju u prosje-
ku 300 grla, dok velike imaju po
tisucu ili viSe. Jako je zanimljivo
vidjeti takav intenzivan sustav
uzgoja.

Ovo je bilo jedno izvanredno
iskustvo. Vidjeti takav nacin rada,
raditi tamo dva i pol mjeseca i
nauditi nove stvari, iskusiti kako
je to kad dode$ s kompleksom
manjega. | onda kad ti specijalist
kaze da nisi nista losiji od njih,
mozda ¢ak bolji u ne¢emu. Da Eu-
ropljani uglavnom i znaju bolje.
Kad ti jedan specijalist kaze da je
jedina razlika platezna moc vlas-
nika, a ne znanje. Njima novac
omogucuje skupe pretrage, hor-
du tehnicara i takve uvjete. Onda
shvati$ da nije Balkan tak los, da
se vrijedi truditi i biti ustrajan. |
tipitno pitanje za kraj. Kanada.
Eh? Prelijepa zemlja, jako dra-
gi, tolerantni ljudi, dobra klopa.
(Isprva mi je bilo, poutine, ma daj,
tko saft stavlja prek’ pomfrita s
malo komadica sira gore. Ali zbil-
ja je dobro!). Zemlja moguc¢nosti.
Kome se pruzi prilika, moj bi sav-
jet bio da je definitivno ode pos-
jetit i pokuSa izvu¢i maksimum.
Jajesam.

Jurica Trsan
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Slika 8. Slapovi Niagare.

Slika 9. Indijski nosorog -
Toronto Zoo.

Slika 10. Grand Bend
plaza.

Slika 11. Algonquin
Provincial Park.

Veterinar Godina 2017. Godiste 55. Broj 1.



POPULARIZACIJSKI CLANAK

Fig. 1 During parasitology
practices

Fig. 2 Erasmus lifestyle.
Me and some other foreign
students during our
Farewell party.

Bok, bok!

am Klevis Haxhiaj from Albania. | was part of the

ERASMUS+ program within which | spent 1 se-
mester at the Faculty of Veterinary Medicine. | am
currently in my 3 year.

Taking part in a
student exchange
program had been
on my wish list for
a long time and |
could not have been
more enthusiastic
and happy when |
received the Accep-
tance Letter from
the University of
Zagreb.

| was asked to
share my experien-
ce. Of course | have
only good things to
share. | honestly had a great and a very valuable
time for my future career, as well as for personal
benefit. For a start the study conditions are better
than in Albania. The faculty has a bigger campus,
smaller groups, a large number of practical ho-
urs, modern equipment and good interaction with
the staff. | really appreciate the Necropsy class as
part of the Pathology course. | had never seen a
newly dead animal in my lab courses in Albania,
so you can imagine how enthusiastic | was about

Veterinar Godina 2017. Godiéte 55. Broj 1.

that. Also, in Parasitology | had the opportunity to
use the microscope and to identify the parasites
myself, which is something the professor does at
my home faculty. One major advantage that you
as students have is the possibility to retake the
exams several times within a year. We only have
2 opportunities in one year. But there were also
situations that | didn't like. For example, the sche-
dule was intense. | don’t think | will never forgive
myself for waking up early and swearing because
I had to go to classes starting from 7:30 that were
in Croatian. | wonder why | had to attend those cla-
sses in the first place!

What impressed me a great deal was your
warm welcome. | felt so much at ease when | wan-
ted to communicate with someone. | am thankful
for your generosity and your help at every mo-
ment. Furthermore, | felt very comfortable tal-
king to professors as they were more than willing
to answer many of my requests and emails.

There are a lot of fellow students and profe-
ssors that | should thank. | should really mention
the coordinator, prof. Juraj Grizelj, for answering
my many questions, prof. Jelena Suran of Phar-
macology for being very collaborative and helpful,
prof. Andrea Gudan Kurilj of Pathology and prof.
Renata Bari¢ Rafaj of Biochemistry for their dedi-
cation.

Overall, | must say for the hundredth time that
| really enjoyed this experience. Before coming
here, | thought that | would
spend most of my time just
studying, but that wasn’t the
case.

Erasmus or any other exc-
hange program is more about
networking and socializing.
This was by far the best expe-
rience, that offered me the
opportunity to learn more and
have fun in the meantime. This
is an amazing opportunity, so
guys, use it wisely!

Klevis Haxhiaj
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Radionica ¢e se odrzati 26.04.2017. u Velikoj
dvorani Tehnickog muzeja Nikola Tesla u Zagrebu
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UPUTE AUTORIMA

1. Casopis Veterinar objavljuje radove hrvatskih i stranih studenata veterinarske medicine te studenata i stru¢njaka iz podru¢ja
biomedicine i zdravstva te podruc¢ja biotehnologije. Uz autore, treba biti navedena i ustanova u kojoj studira/radi.

2. Objavljuju se izvorni znanstveni radovi, prikazi slucaja, strucni i pregledni ¢lanci, stru¢ne rasprave, sazeci radova,
popularizirajudi €lanci te drugi tekstovi znanstvene i stru¢ne tematike. Jednako tako, u €asopisu se mogu naci i obavijesti,
najave te osvrti na protekla dogadaja.

3. Tekstovi trebaju biti pisani u MS Wordu, font Times New Roman, veli¢ine fonta 12 pt, proreda 1,5. Clanak mora sadrzavati
minimalno 2 kartice teksta, a maksimalno 10 kartica, ne ukljucujuti slike i priloge. Iznimno, duzi tekstovi ¢e se objaviti ako
uredniStvo bude smatralo da je to neophodno za potpunu prezentaciju sadrzaja rada. Sazeci ne smiju prelaziti 20 redova.

4. Uz radove na hrvatskom jeziku moraju se priloziti naslov rada i saZzetak na engleskom jeziku, dok se uz radove na engleskom
jeziku moraju priloziti naslov rada i sazetak na hrvatskom jeziku.

5. Slike i prilozi se prilaZzu posebno. Treba izbjegavati trodimenzionalne grafove i priloge koji su nevazni ili manje vazni za
prezentaciju rada. Slike i prilozi moraju sadrzavati redni broj, naslov i izvor prema pravilima citiranja referenci. U tekstu
obavezno naznaciti mjesto gdje dolaze.

6. U samom tekstu citirani autori i godina objavljivanja navode se na sljedeci nacin: a) ako je jedan autor (Nicolet, 1982.), b)
ako su dva autora (Smith i Wesson, 2005.), c) ako su tri i vise autora (Holmes i sur., 1919.), d) ako se tekstom citira vie
autora (Van Valkenburgh, 1989.; Popowics, 2003.) , e) publikacije istih autora i istih godina (Evans i Sanson, 2005a; Evans
i Sanson, 2005b; itd.) .

7. Literatura se navodi na kraju ¢lanka i to prema abecednom redu. Navode se samo reference citirane u tekstu i to na sljedeci
nacin:

a) Casopisi

ARADAIB, I. E., C. E. SCHORE, J. C. CULLOR, B. I. 0SBURN (1998): A nested PCR for detection of North American isolates of
bluetongue virus based on NSI genome sequence analysis of BTV- 17. Vet. Microbiol. 59, 99-108.

b) Kongresi i simpoziji

WEBSTER, R., L. CAMPITELLI, S. KRAUSS, K. SHORTRIDGE, A. FIORETTI, Y. GUAN, M. PEIRIS, I. DONATELLI (2000): Are chickens
playing an increasing role in the ecology of influenza viruses? Proceedings of the 5th International Congress of the
European Society for Veterinary Virology, 27-30 August. Brescia, Italy. str. 34-37.

¢) Knjige

MURPHY, F. A., E. P. J. GIBBS, M. C. HORZINEK, M. J. STUDDERT (1999): Veterinary Virology, 3rd ed., Academic Press. San
Diego, London, Boston, New York, Sydney, Tokio, Toronto. str. 405-409.

d) Poglavlje u knjizi

NORRED, W. P, K. A. VOSS, R. T. RILEY, R. D. PLATTNER (1996): Fumonisin toxicity and metabolism studies at the USDA. U:
Fumonisins in Food. (Jackson, L., J. Devries, L. Bullerman, ur.). Plenum Press. New York. str. 225-236.

e) Diplomski rad / disertacija

VILLACRES-ERIKSSON, M. (1993): Induction of immune response by iscoms. Disertacija. Faculty of Veterinary Medicine,
Swedish University of Agricultural Sciences. Uppsala, Sweden.

f) Zakoni, pravilnici i sl.
ANONIMUS (2005): Pravilnik o lovostaji. Narodne novine 155/05.

8. Tekst rada u MS Wordu i priloge dovoljne kvalitete da se mogu uspjesno reproducirati, treba slati na e-mail adresu veterinar@
vef.hr.

9. Rukopise radova ne vracamo.
10. Radovi koji ne ispunjavaju gore navedene upute urednistvo nece prihvatiti.
11. UredniStvo dostavlja svakom autoru jednu tiskanu verziju ¢asopisa.

12. Radovi objavljeni u ¢asopisu Veterinar dostupni su online na www.vef.hr/veterinar .



Velterimair

SADRZAJ:

uvob

e Rije¢ urednice

IZVORNI ZNANSTVENI RADOVI

e Komparativna analiza tumora sjemenika pasa upotrebom
histopatoloske pretrage i metodom protocne citometrije

 Diferencijacija stanica u primarnoj kulturi neurona iz dva soja
transgenicnih miseva

STRUCNI RADOVI

e Prikaz koronarnih arterija ovce na anatomskom preparatu srca
primjenom poliuretanske smjese

e Dijagnostika gravidnosti koza

POPULARIZACIJSKI CLANCI

e Udruga studenata veterinarske medicine USVM

e USVMEQUUS

e |VSA HRVATSKA European Veterinary Students Seminar
e European Veterinary Students Seminar, Utrecht 2016.
e Humanijada

e Hvala CEEPUS-u za divan rujan u Ljubljani

* Kanada. Eh?

e Bok, bok!
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