1. UVOD

U suvremenoj intenzivnoj govedarskoj proizvodnji koja se bavi visokom proizvodnjom mlijeka sve veći problem predstavlja smanjena plodnost. Nekoliko je razloga zbog kojih dolazi do smanjene plodnosti u krava, a jedan od najbitnijih je svakako neodgovarajuća prehrana. Brojna istraživanja kod mliječnih krava potvrdila su kako nagli porast u produkciji mlijeka tijekom rane laktacije povećava pojavnost različitih reproduktivnih problema. Osim što negativni energetski status produžuje servis period i međutelidbeno razdoblje te slabi sekreciju prolaktina i smanjuje osjetljivost jajnika na stimulaciju prolaktinom u takvih je krava ustanovljena niža razina progesterona u krvi. Krave s vrlo ozbiljnim negativnim energetskim statusom tijekom prvih devet dana postpartum imaju sniženu razinu progesterona i tijekom trećeg estrusnog ciklusa nakon poroda. Zbog snižene razine progesterona takve krave se preganjaju čak i ako je došlo do koncepcije, jer koncentracija progesterona u ranoj gravidnosti nije dovoljno visoka da bi se graviditet održao. 

Razina progesterona u serumu se može održati parenteralnom aplikacijom progesteronskih preparata čime se poboljšava postotak koncepcije u uzgoju i smanjuje učestalost rane embrionalne smrtnosti. Uzimanjem seruma od tretiranih i kontrolnih skupina krava provjerava se uspjeh terapije, tj. njen utjecaj na razinu progesterona u serumu, a istovremena primjena ultrazvučne i rektalne pretrage omogućava provjeru utjecaja takve terapije na ishod i tijek gravidnosti. Progesteronske preparate, odnosno njihove sintetske analoge (gestagene) treba aplicirati 12-og dana kod krava koje su se preganjale i bile ponovno osjemenjene kako bi podržali gravidnost odnosno zadržali razinu progesterona koja to omogućava.
U SAD-u i Švicarskoj u upotrebi su preparati progesterona za parenteralnu i peroralnu primjenu, dok se u zemljama Europske unije koriste sintetički preparati progesterona (gestageni) za peroralnu primjenu. Smatra se da se ti preparati mogu koristiti i u liječenju nekih patoloških stanja na jajnicima kao što su ciste te u sinhronizaciji estrusa. 

Cilj našeg istraživanja je poboljšati ukupni postotak koncepcije krava na terenu i utvrditi vezu između razine progesterona u serumu i parenteralne aplikacije gestagena, te njihov utjecaj na tijek i ishod graviditeta u krava. Potvrdom pozitivnog učinka preparata progesterona u vidu povećanja njegove koncentracije u krvi u vremenu kritične faze cvata žutog tijela (12-i do 15-i dan nakon ovulacije) znatno bi se smanjila pojava rane embrionalne smrtnosti, a time i broj pregona. Na osnovi toga ovaj preparat mogao bi se koristiti i u liječenju patologije u reprodukciji kao što su jajničke ciste, nimfomanija, sprečavanje prolapsusa vagine u zadnjoj trećini graviditeta kao i u cilju sprečavanja tzv. habitualnog pobačaja kada se zbog smanjene produkcije progesterona od strane žutog tijela ili nedovoljne produkcije od strane placente razina progesterona u krvi smanji.

2. DOSADAŠNJE SPOZNAJE 

2. 1. Spolni ciklus
Prirodna dinamika pojave spolnog ciklusa u sisavaca najčešće predstavlja pojavu od jednog ciklusa godišnje koji se javlja, ovisno o trajanju gravidnosti, u ono doba godine koje omogućava da porod nastupi u proljeće. Na taj je način osigurano da majka dobije dovoljno hrane za održavanje laktacije, a novorođenče raste i razvija se u toploj i svijetloj okolini. Proces domestifikacije je omogućio domaćim sisavcima da imaju povoljne uvjete hranidbe i okoliša u svako doba godine, što je omogućilo produljenje perioda spolne aktivnosti, a kod nekih vrsta domaćih životinja kao što su goveda i svinje, spolni se ciklus periodički javlja tokom cijele godine. Ipak, ne treba zaboraviti kako spolni ciklus u svih domaćih životinja ima tendenciju povratka ka prirodnom  ritmu od jednog ciklusa godišnje. 


Razmnožavanje domaćih životinja moguće je jedino tijekom tjeranja ili estrusa kada na jajnicima dolazi do pucanja Graafovih folikula, tj. ovulacije, a ženka pokazuje želju za parenjem što je vidljivo iz niza vanjskih znakova i promjena u vladanju životinje. Ukoliko u tom periodu dođe do uspješnog parenja rezultat je graviditet (Noakes, 2001). 
2. 2. Spolno dozrijevanje i početak spolne aktivnosti

Kada ukupni rast i razvoj mladog organizma dostigne određenu veličinu i formu, prolazi kroz fazu spolnog dozrijevanja kad se javlja početak cikličnih promjena na jajnicima, odnosno spolni ciklus je praćen s morfološkim i fiziološkim promjenama jedinke. Ukoliko su okolišni čimbenici povoljni kada jednom "biološki sat" krene, spolna aktivnost jedinke ostaje očuvana sve do njene smrti, ukoliko ne dođe do dramatičnih promjena u okolišu ili samom organizmu. Policiklične životinje kao što su krave imaju kontinuiranu izmjenu faza spolnog ciklusa koje mogu prekinuti samo gravidnost, laktacija i eventualno pojava težih patoloških stanja koja ozbiljno narušavaju život i zdravlje dotične jedinke. Tijekom spolnog dozrijevanja dolazi do intenzivnog rasta spolnih organa koji se povećavaju u veličini i posljedično masi. Krave odnosno junice ulaze u pubertet sa 7 do 18 mjeseci starosti.
Sve promjene u organizmu nastupaju pod izravnim utjecajem početka rada jajnika čija je funkcija dvojaka: germinativna i endokrina. Naime, na jajnicima se odvija produkcija gameta, ali i sinteza te sekrecija hormona. Kod novorođenog teleta jajnici sadrže oko 150 000 primordijalnih folikula, a svaki folikul sadrži oocitu okruženu jednoslojnim epitelom i nema stanica theca internae. Ubrzo nakon rođenja na jajnicima se počinju razvijati folikuli koji se sastoje od oocite s dva ili više slojeva granuloza stanica te od bazalne membrane. Stimulans za razvoj takvih folikula je intraovarijski, te će se do puberteta ti folikuli razvijati samo do stupnja gdje će sadržavati theca internu, a zatim će početi njihova atrezija. Razvoj takvih folikula do stupnja zrelih, odnosno Graafovih (antralnih) folikula ovisan je o stimulansu od strane gonadotropnih hormona što se javlja u vrijeme spolne dozrelosti (Noakes, 2001). 
Usprkos odsutnosti spolnih ciklusa, pomoću linearne rektalne ultrazvučne sonde zabilježen je rast folikula kod teleta starog 2 tjedna. Uočeno je da je do rasta folikula došlo usljed odgovora na stimulaciju jajnika od strane folikulostimulirajućeg hormona (FSH) iz prednjeg režnja hipofize (Adams, 1994).
Luteinizirajući hormon (LH) je primarno odgovoran za početak aktivnosti jajnika, jer se pokazalo da se njegova koncentracija u cirkulaciji osjetno podiže tek u periodu spolnog dozrijevanja. Naime, hipofiza već kod vrlo mladih životinja sposobna za sintezu dostatne koncentracije LH za izazivanje ovulacije, ali nedostaje pozitivna povratna sprega estradiola pa nema ni porasta LH. Naime, mozak mladunčeta izlučuje različite opioidne peptide koji djeluju inhibirajuće na odnos koncentracija estrogena i LH u cirkulaciji, a zbog morfoloških i citostrukturnih promjena koje se zbivaju u mozgu tijekom rasta i razvoja jedinke, njihova se koncentracija smanjuje i postepeno dozvoljava porast LH i posljedično ovulaciju (Noakes, 2001). 

Vrlo važnu ulogu igra i hormon leptin, koji se luči iz masnog tkiva proporcionalno njegovoj masi te također utječe na proces spolnog dozrijevanja i pojavu prve ovulacije (Cunningham i sur., 1999; Chillard i sur., 2001). U fiziološkim koncentracijama (2-10 ng/mL) u serumu, on potiče steroidogenezu jajnika. Međutim, ukoliko je koncentracija leptina vrlo visoka (oko 100 ng/mL) u serumu tada dolazi do inhibicije aktivnosti jajnika. Leptin igra značajnu ulogu u svim fazama reprodukcije (Yu i sur., 1997). Pokusi na miševima i ljudima dokazali su da je upravo porast koncentracije leptina signal koji inicira početak spolnog dozrijevanja i uspostavu ciklusa (Ahima i sur., 1997). Aplikacija leptina izaziva porast koncentracije LH, FSH i testosterona u plazmi, a kod intra-cerebro-ventrikularne aplikacije (ICV) stimulira sekreciju LH i estrogena u primarno ovariektomiziranih štakorica (Yu i sur., 1997).
Prvo tjeranje u junica redovito prolazi asimptomatski (tzv. tiho gonjenje) jer je za manifestni estrus neophodna prethodna senzibilizacija progesteronom, nastalim u žutom tijelu iz prethodnog ciklusa. Ipak, valja naglasiti da svega mali broj junica ne ovulira u prvom estrusu (Morrow, 1969). Kada uđu u pubertet ciklička aktivnost jajnika krava ne prestaje sve do smrti osim tijekom graviditeta, zatim tri do šest tjedana postpartum, a posebice za vrijeme visoke proizvodnje mlijeka (Noakes, 1996a). U junica prosječni spolni ciklus iznosi 20, a u krava 21 dan. Prosječno trajanje estrusa je 15 sati, međutim raspon trajanja estrusa je prilično širok i iznosi 2 do 30 sati. Više je različitih čimbenika koji mogu utjecati na njegovo trajanje. To su: pasmina, godišnje doba, prisutstvo bika, prehrana, proizvodnja mlijeka i možda najvažniji čimbenik predstavlja broj krava koje su istovremeno u estrusu (Esslemont i Bryant, 1974; Hurnik i sur., 1975).
Vanjski čimbenici koji utječu na početak spolnog dozrijevanja prema (Noakes, 2001):
1. prehrana, jer početak spolne aktivnosti uvelike ovisi o tjelesnoj masi jedinke premda ne treba zaboraviti da je on genetski uvjetovan

2. godišnje doba 
3. prisutnost bika, jer on svojim feromonima pospješuje pojavu estrusa 
4. klima, jer životinje u tropskim krajevima brže ulaze u pubertet, premda neka istraživanja to opovrgavaju

5. pojavnost bolesti, direktno te indirektno jer je zbog bolesti usporen rast i opada tjelesna masa
2. 3. Spolni ciklus krave 
Spolni ciklus u krave dijelimo u četiri osnovne faze prema (Noakes, 2001):

Proestrus

Označava fazu koja direktno prethodi estrusu. To je faza porasta aktivnosti reproduktivnog sustava u kojoj dolazi do regresije žutog tijela i posljedično razvoja folikula. Maternica se povećava, na endometriju se javlja kongestija i edem, a njegove žlijezde pojačavaju sekretornu aktivnost. Sluznica vagine je hiperemična, povećava se broj slojeva stanica u epitelu vagine, a površni-superficijelni sloj orožnjava.

Estrus

Predstavlja fazu prihvaćanja parenja. Dolazi do promjene u vladanju jer krava prihvaća zaskakivanje bika. Maternične, cervikalne i vaginalne žlijezde luče pojačane količine sluzi, vaginalni epitel i endometrij su kongestivni i hiperemični, a cerviks je otvoren.  Znakovi estrusa u krave su: nemir i povećana aktivnost, u prvom redu kretanje (Lewis i Newman, 1984), smanjena proizvodnja mlijeka (Horrell i sur., 1984), krave pokušavaju zaskočiti druge krave (Esselmont i Bryant, 1974) te dopuštaju da budu zaskočene, što kao pozitivni odgovor traje više od 5 sekundi (Hurnik i sur., 1975), zatim edem i hiperemija stidnice te bistra, viskozna sluz koja se rasteže od stidnice skroz do tla (Noakes, 1996a).
Proestrus i estrus zajedno nazivamo folikularnom fazom na jajnicima, kada je estrogen dominantni jajnički hormon u cirkulaciji. U krave dolazi do ovulacije 12 h nakon prestanka vanjskih znakova estrusa.
Metestrus

To je faza koja slijedi nakon estrusa. Dolazi do redukcije u žljezdanoj sekreciji maternice, cerviksa i vagine i formiranja žutog tijela. Ono nastaje nakon ovulacije gdje se iz granuloza stanica stvaraju luteinske stanice.

Diestrus

Vrijeme aktivnosti žutog tijela. U to vrijeme sluznica vagine postaje blijeda, a cerviks zatvoren. Maternične žlijezde podliježu hiperplaziji i hipertrofiji, a iscjedak iz spolnih organa se gubi ili se bar značajno smanjuje. Žuto tijelo je endokrinološki aktivno i izlučuje velike količine progesterona. Period aktivnosti žutog tijela naziva se još i lutealna faza. 

Uz već opisani jajnički ciklus čiji hormoni izazivaju sve već navedene promjene postoji i ciklus endometrija kod kojeg proestrus i estrus ubrajamo u proliferativnu fazu, a  metestrus i diestrus u sekrecionu fazu.

2. 4. Prirodna regulacija spolnog ciklusa

Regulacija spolne aktivnosti ženke je složen proces. Sve regulacijske funkcije odvijaju se preko međuodnosa hipotalamus-hipofiza-jajnici. Noakes, (2001) smatra da je važan i utjecaj ekstrahipotalamičkih centara, u prvom redu kore velikog mozga, talamusa i primozga na koje djeluju olfaktorni, svjetlosni i taktilni podražaji (Ellendorff, 1978). S druge strane, važan je i utjecaj maternice na jajnike. Hipotalamus regulira izlučivanje gonadotropina iz adenohipofize pomoću specifičnih releasing i inhibitornih hormona. Oni se luče u hipotalamusu i putem portalnog krvotoka stižu u adenohipofizu. U hipotalamusu postoje dva centra koji reguliraju izlučivanje gonadotropina: epizodičko-tonički i pulzatorni. Pri tome je epizodičko-tonički centar odgovoran za sekreciju bazalnih koncentracija gonadotropina i uspostavljanje te održavanje germinalne i endokrine funkcije jajnika, dok je pulzatorni centar odgovoran za nagli porast koncentracije LH i izazivanje ovulacije koja je u krave spontana (Noakes, 2001). Jajnici također djeluju regulatorno na više centre pa tako estrogen i progesteron mehanizmom negativne povratne sprege inhibiraju djelovanje epizodičko-toničkog centra (Lamming i sur., 1979). Nadalje, kod svih domaćih životinja, a osobito kod preživača izlučivanje FSH direktno ovisi o koncentraciji drugih hormona jajnika (pretežno peptida) u cirkulaciji. Takav je npr. inhibin, produkt granuloza stanica zrelog folikula kojeg možemo izolirati iz stijenke zrelog folikula, ali i iz testisa i sjemene plazme. On zajedno s estrogenima izaziva supresiju u lučenju FSH. Inhibin se izlučuje iz svih antralnih folikula pa ima dulji biološki poluživot od estradiola i odgovoran je za dugotrajan, postepeni pad FSH u cirkulaciji, dok je estradiol kojeg izlučuju samo predovulatorni antralni folikuli odgovoran za dnevne fluktuacije u lučenju FSH jer ima kraći biološki poluživot (Baird i sur., 1991). Druga dva važna peptida izolirana iz folikularne tekućine su aktivin koji potiče, te folikulostatin koji inhibira lučenje FSH. No, njihov utjecaj na razvoj folikula još nije do kraja razjašnjen. Pozitivna povratna sprega estradiola izaziva porast u lučenju LH i ovulaciju, razvoj žutog tijela i prijelaz u lutealnu fazu. Uz to postoje i samoregulirajući lokalni mehanizmi između hipotalamusa i adenohipofize koji također reguliraju izlučivanje gonadotropina. LH se izlučuje pulzatorno kao odgovor na pulzatorno izlučivanje GnRH za LH iz pulzatornog centra hipotalamusa (Noakes, 2001).

Početak spolne aktivnosti javlja se u periodu spolnog dozrijevanja kao i nakon poroda zbog porasta u sekreciji epizodičko-toničkog centra, dok mužjak posredstvom feromona djeluje na porast sekrecije u pulzatornom centru što također stimulira početak spolne aktivnosti (Karsch, 1984).
 Glavni regulator sekrecije LH je progesteron, čiji pad u cirkulaciji zbog regresije žutog tijela, izaziva porast LH (Karsch i sur., 1979). Porast LH izaziva porast estradiola i posljedično dovodi do razvoja zrelih folikula i ovulacije. Nadalje, inhibin selektivno blokira izlučivanje FSH te djeluje lokalno na jajnicima gdje inhibira vezanje FSH na granuloza stanice  (Baird i sur., 1991).
U novije vrijeme dokazano je da inzulinu slični čimbenici rasta (IGF), a posebice IGF-I kao i vezajuće mu bjelančevine (IGFBP) imaju važnu ulogu za normalnu funkciju jajnika. Prvenstveno se to odnosi na razinu stanica granuloza i thece interne te lutealnih stanica. Naime, smatra se da IGF-I najvjerojatnije djeluje sinergisitički s gonadotropinima (Lucy, 1999).

Žuto tijelo kod krave kao i kod većine domaćih životnija nastaje nakon ovulacije, pretvorbom granuloza stanica Graafovog folikula u luteinske stanice (Reynolds i Redmer, 1999). Tvorba žutog tijela odvija se pod sinergističkim djelovanjem LH i prolaktina, a smatra se da određenu ulogu pri tome igra i FSH, iako se pokazalo da on nije potreban za kasnije održavanje funkcije žutog tijela. Važnost prolaktina odnosno LH u održavanju funkcije žutog tijela varira od vrste do vrste. Sinteza prolaktina je pod direktnim nadzorom PIF i PAF iz hipotalamusa, a sinteza i sekrecija FSH i LH je pod kontrolom endogenih opioidnih peptida koji djeluju na vezu hipotalamus-hipofiza preko lokalnog portalnog krvotoka. To su npr. β-endorfin i met-enkefalin. Oni ne samo što inhibiraju sintezu i otpuštanje FSH i LH, već istovremeno i potiču sintezu prolaktina. Za to je neophodna prisutnost steroida što su pokazali pokusi na ovariektomiziranim ovcama. Stoga se smatra da negativna povratna sprega progesterona prema LH djeluje upravo preko gore navedenih opioida. Pod djelovanjem žutog tijela i njegovog hormona progesterona, jajnici, a i organizam ženke u cijelosti se nalaze u stanju pripreme za gravidnost (Noakes, 1996a). 
Vrlo važan regulatorni mehanizam za održanje odnosno razgradnju žutog tijela u krave predstavlja maternica. Negravidna maternica izlučuje prostaglandin PGF2α koji krvlju stiže do jajnika i izaziva luteolizu pa ga nazivamo i luteolizin (Horton i Poyser, 1976). Prostaglandini su derivati nezasićenih hidroksilinih kiselina (linolenske i arahidonske) (Noakes, 2001). Nadalje, kod krave prostaglandini do jajnika stižu lokalnom cirkulacijom, putem vene uterine medie gdje prelazi u uterusnu arteriju na mjestu gdje su te krvne žile najbliže i najtanje. U preživača je dokazano da se prostaglandini luče pulzatorno svakih 6 h u vrijeme luteolize. Oni se izlučuju pod djelovanjem oksitocina koji se u manjoj mjeri luči i iz zrelog žutog tijela, a prostaglandini također potiču jajnike na sintezu i sekreciju oksitocina. Smatra se da oslobađanje nesteroidnih stanica endotela žutog tijela može posredovati u djelovanju PGF2α i da je njegovo fizičko nestajanje povezano s djelovanjem makrofaga koje mogu izlučivati citokini, primjerice TNFα (čimbenik tumora i nekroze) (Meidan i sur., 1999). Oksitocin je inače hormon stražnjeg režnja hipofize (neurohipofiza) koji se zajedno s vazopresinom sintetizira u hipotalamusu (paraventrikularni i supraoptički ganglij), a skladišti se u neurohipofizi odakle se i izlučuje. On je odgovoran za kontrakcije glatke muskulature, a može djelovati samo na organe senzibilizirane estrogenom (Gyuton, 1985).
2. 5. Ciklična aktivnost jajnika

U jajnicima spolno zrelih jedinki neprekidno se odvija folikulogeneza, u kojoj sazrijevaju jajne stanice, a koja završava ovulacijom najčešće jednog folikula, na čijem mjestu se kasnije stvara žuto tijelo (corpus luteum CL). Funkcija žutog tijela je sinteza gestagena od kojih je biološki najaktivniji progesteron, važan za očuvanje graviditeta krava. Za vrijeme spolnog ciklusa u krave dominantni folikul dosegne promjer od približno 10 do 20 mm (Fortune i sur., 1988; Savio i sur., 1988; Ginther i sur., 1989c), a ostali folikuli na jajnicima dosegnu maksimalnu veličinu do 8 mm (Ginther i sur., 1989a) i zabilježeni su na jajnicima svakodnevno. Savio i sur., (1988) te Ginther i sur., (1989c) su koristeći ultrazvuk svakog dana na jajnicima zabilježili tri do 10 folikula promjera ≥ 4 mm. Kod krave se razvoj folikula odvija u valovima, što su detaljno opisali Roche i sur., (1998); Adams, (1999); Ginther, (2000); Ireland i sur., (2000) te Fortune i sur., (2001) navodeći da se većina spolnih ciklusa sastoji od dva ili tri vala razvoja folikula. Folikularni valovi se javljaju oko drugog i 11-og dana ili drugog, devetog i 16-og dana ovisno da li je riječ o dva ili tri vala (Sirois i Fortune, 1988). Čini se da pasmina i dob nisu pokazatelji veće vjerojatnosti pojave broja valova u spolnom ciklusu krave (Evans, 2003). Postoje određene indikacije da krave koje imaju dva folikularna vala po ciklusu imaju kraće cikluse, a ovuliraju veći i stariji folikuli i one su manje plodne od krava s tri folikularna vala po ciklusu (Townson i sur., 2002). Kratki spolni ciklusi s jednim folikularnim valom zabilježeni su u vrijeme puberteta (Evans i sur., 1994) i u puerperiju nakon prve ovulacije (Savio i sur., 1990).  Primjer ciklične aktivnosti jajnika krave u obliku folikularnih valova opisali su za vrijeme graviditeta Ginther i sur., (1989b). Navedeni autori su ustanovili da je maksimalni promjer folikula za vrijeme graviditeta  manji nego za vrijeme spolnog ciklusa. Folikularni valovi su također opisani tijekom puerperija ili za vrijeme laktacije (Savio i sur., 1990). Fluktuacije u koncentraciji estradiola interpretirane su kao nagovještaj folikularnih valova prije no što su precizno zabilježeni ultrazvučnom pretragom (Ireland i Roche, 1987). Drinacourt, (2001) te Fortune i sur., (2001) su ustanovili da je prolazno povećanje koncentracije FSH gotovo uvijek pretpostavka za pojavu vala folikularnog razvoja.

Rast antralnih folikula u krave se javlja u obliku valova tijekom spolnog ciklusa, ali i razdoblja puerperalne anestrije (Ginther, 2000). Nastanak svakog novog vala je stimuliran prolaznim (1-2 dana) povećanjem koncentracije FSH u krvi kod krava u ciklusu (Sunderland i sur., 1994), ali i kod anestričnih krava (Stagg i sur., 1998). Nakon što dosegne vrhunac lučenja, razina FSH u krvi se počinje nakon nekoliko dana smanjivati prateći rast folikula od 4 do 8,5 mm (Ginther i sur., 1997). Neko vrijeme svi folikuli rastu podjednakim intenzitetom da bi se napokon izdvojio jedan, dominantni folikul. To izdvajanje dominantnog folikula zbiva se obično u trenutku kada najveći folikul ima promjer 8,5 mm (Kulick i sur., 1999; Ginther i sur., 2001). Izdvojeni dominantni folikul nastavlja rast dok ostali folikuli više ne rastu. Dominantni folikul za razliku od ostalih folikula na jajniku se bitno povećava, ima povećani kapacitet za sintezu estradiola, održava niskom intrafolikularnu koncentraciju inzulinu sličnih čimbenika rasta-vežućih bjelančevina (IGFBP -2, -4 i -5) i folistatina (Austin i sur., 2001), te povećava intrafolikularnu koncentraciju inzulinu sličnog čimbenika rasta I (IGF-I) (Ginther i sur., 2001). Izdvajanje dominatnog folikula se zbiva tijekom pada razine FSH i tada je razina FSH na najnižoj razini sve dok ne ovulira ili atrezira što ovisi o lučenju LH. Tijekom završnog stadija izdvajanja dominantnog folikula on prestaje biti ovisan o razini FSH, a postaje ovisan o razini LH. To se zbiva zahvaljujući sintezi receptora za LH u stanicama granuloze (Bao i Garverick, 1998). Zahvaljujući tome dominantni folikul i dalje raste i sintetizira estradiol. Svaki folikularni val ima životni vijek od 7 do 10 dana. U 95 % krava javljaju se 2 do 3 folikularna vala (Stagg, 2000) dok 5 % krava imaju i do četiri folikularna vala (Diskin i sur., 2003). Rast folikula na jajnicima obnavlja se unutar prvih 10 dana postpartum u mliječnih i u mesnih pasmina krava (Savio i sur., 1988; Stagg i sur., 1995). Stoga je izostanak ovulacije važniji razlog produženog anestrusa u puerperiju od izostanaka dominantnog folikula. Beam i Butler, (1999) su ustanovili da u 46 % mliječnih krava ovulira prvi dominantni folikul, dok u 31 %, mliječnih krava trebaju proći barem dva folikularna vala prije prve ovulacije, a kod 23 % mliječnih krava javljaju se ciste. 

Biološka mogućnost nove koncepcije u puerperiju se zasniva na involuciji maternice, povratku ciklične aktivnosti jajnika te na usklađenom krugu koji čine hipotalamus, hipofiza, jajnici i maternica (Karg i Schallenberger, 1983).

Krave kod kojih je funkcija ciklične aktivnosti jajnika bila poremećena bile su starije i imale su veću mliječnost, lošije reproduktivno stanje i slabiji indeks osjemenjivanja. U cilju postizanja optimalnih ekonomskih rezultata općenito je prihvaćeno da bi krave trebale imati tele svake godine (Dijkhuizen i sur., 1997). Da bi ostvarili takve optimalne rezultate krave bi trebale koncipirati do 85-og dana postpartum. Zbog toga je neophodan povratak normalne ciklične aktivnosti jajnika povezan s vidljivim znakovima estrusa. (Opsomer i sur., 1998). Zdravim mliječnim kravama postpartum smatramo one koje imaju povratak ciklične aktivnosti jajnika do 50-og dana postpartum i spolni ciklusi su u pravilnim razmacima od oko 21-og dana (Lamming i sur., 1981). Mnogi istraživači su zaključili da značajan problem produženja servis perioda vodi produženju međutelidbenog razdoblja, što ustvari predstavlja veći uzgojni problem nego unutrašnji problem krave (Harrison i sur., 1990). Rektalnom pretragom krava u kojih je ustanovljeno kašnjenje ciklične aktivnosti jajnika ili izostanak ovulacije ustanovljeno je da 94 % krava ima funkcionalno neaktivne jajnike, a u 6 % krava palpirane su cistolike tvorbe (Opsomer i sur., 1998). Izostanak ovulacije u mliječnih krava u puerperiju javlja se u dva pravca. Nakon teljenja puno folikula može rasti i regresirati prije nego jedan folikul dosegne veličinu za sintetiziranje dovoljne količine estradiola kako bi pozitivnom povratnom spregom potaknuo lučenje LH vala i ovulaciju (Roche i Diskin, 2001). Drugi pravac se javlja kasnije u puerperiju kad neke krave ne uspiju ovulirati nakon početnog povratka ciklične aktivnosti jajnika. Zaključak mnogih novijih istraživanja je da su ključni regulatori ciklične aktivnosti jajnika povećanje frekvencije LH vala te adekvatna razina inzulina i inzulinu sličnog čimbenika rasta I (IGF-I) (Butler, 2001; Roche i Diskin, 2001). Prolazno povećanje razine FSH drugog do trećeg dana postpartum praćeno je pojavom rasta brojnih folikula promjera 4-6 mm sve do 10-og dana kad će jedan od njih postati dominantan (Roche i Diskin, 2001). Frekvencija lučenja LH vala se povećava tijekom prvih dva tjedna nakon poroda i viša je u krava u kojih je ovulirao prvi dominantni folikul nego kod krava kod kojih to nije slučaj (Beam i Butler, 1999).  Lučenje LH vala smanjeno je u krava koje nisu dosegnule minimalni negativni energetski status, a koje su hipoglikemične ili visokoproduktivne (Butler, 2001). 
Hipofiza preživača sadrži visoku koncentraciju IGF receptora tipa 1 (IGF-1R) i na aplikaciju egzogenog IGF-I odgovorit će povećanim lučenjem LH (Adam i sur., 2000). IGF vežuće bjelančevine (IGFBP), -2, -3 i -5 također se nalaze u hipofizi i njihova koncentracija u prvom redu ovisi o prehrani krave (Snyder i sur., 1999). Ti podaci pokazuju izravan inhibitorni učinak naprednog metaboličkog signala na lučenje LH te da cirkulirajuća razina IGF-I modulirana IGFBP može promijeniti osjetljivost hipofize na GnRH za LH i na estradiol. Proizvodnja mlijeka, dob krave i godišnje doba u kojem se krava teli imaju utjecaj na početak ciklične aktivnosti jajnika, odnosno prvu ovulaciju (Wathes i sur., 2003). U mliječnih krava folikuli obično ovuliraju kad dosegnu veličinu između 13 i 20 mm u razdoblju od 24 do 48h nakon LH vala. LH val potiče stanice folikula na prestanak sinteze estradiola, a potiče sintezu progesterona (Juengel i Niswender, 1999). LH val također aktivira upalnu reakciju što uključuje hiperemiju i razgradnju kolagena u stijenci folikula i to posredno preko PGE2 i PGF2α koji su ustvari odgovorni za pucanje stijenke folikula, tj. ovulaciju (Espey, 1980). U periodu nakon poroda određeni broj dominantnih folikula ne ovulira u odgovarajuće vrijeme, ali perzistiraju 10 i više dana. Učestalost izostanka ovulacije dominantnog folikula kreće se između 6 i 19 % (Hooijer i sur., 2001; Silvia i sur., 2002).
Hormoni i metaboliti u plazmi postali su jako važni u prepoznavanju signala prema reproduktivnom traktu koji mijenjaju cikličnu aktivnost jajnika i time utječu na reproduktivni status (Kruip i sur., 2001; Taylor i sur., 2001).
2. 6. Progesteron

Progesteron je steroidni hormon. Producira ga žuto tijelo, theca interna folikula, nadbubrežna žlijezda, a tijekom graviditeta i placenta (Younes i Goll, 1991 te Grunert i Berchtold, 1995). Predstavlja najvažniji spolni hormon s progestinskom aktivnošću (Dickson i sur., 1975). Steroidni hormoni kao što je progesteron nalaze se u vrlo visokoj koncentraciji u krvi u kojoj se može izmjeriti njihova koncentracija (Edquist, 1997). Uloga progesterona je da djeluje kao antagonist estrogenim hormonima, dovodi do zatvaranja cervikalnog kanala pri kraju estrusa, potpomaže sekrecijsku fazu endometrija i smanjuje spontani motilitet miometrija (Kroker, 1997). Učinak djelovanja progesterona na sekreciju hipofiznih gonadotropina (FSH i LH) je na principu negativne povratne sprege, tako da kod gravidnih krava sprečava ponovni estrus (Grunert i Berchtold, 1995). Poznato je da steroidi imaju ciklopentanoperhidrofenantrensku jezgru. Steroidi jajnika nastaju iz acetata koji sadrži samo dva atoma ugljika, iz njega djelovanjem enzima preko međuspojeva nastaje kolesterol, a iz njega pregnenalon, koji je prekurzor za sve steroidne hormone jajnika (Drobnjak i Grizelj, 1974). Csapo, (1977) objašnjava teoriju kako progesteron djeluje na maternicu na način da lokalno, na mjestu implantacije posteljice blokira provodljivost muskulature, jer je koncentracija progesterona na mjestima gdje je nasjela posteljica 10 puta veća nego drugdje na maternici. Po toj teoriji porod počinje kada prestane progesteronski lokalni blok. Gyuton, (1985) govoreći o progesteronu navodi da je on steroidni hormon molekularne težine koja se bitno ne razlikuje od molekularne težine drugih steroidnih hormona (estrogena, testosterona i kortikosteroida), pa su im neke funkcije bliske. Charles i Glover, (1988) ističu da je osnovna tvar iz koje se sintetiziraju gestageni kolesterol acetat. Povišenje koncentracije kortizola u cirkulaciji je najvažniji čimbenik koji utječe na steroidogenezu u placenti. Arthur i sur., (1992) navode da sekrecija progesterona održava graviditet kroz cijelo vrijeme graviditeta. Meyer, (1994) piše da je progesteron prevladavajući prirodni progesteron, kojeg secerniraju granuloza i theca stanice žutog tijela, uz napomenu da se najveće koncentracije izlučuju u graviditetu. Isti autor ističe kako placenta i žuto tijelo imaju različite funkcije u sintezi progesterona i održavanju graviditeta tijekom evolucije posteljice. Fortin i sur., (1994) navode kako se progesteron podrijetlom iz žutog tijela održava na visokoj razini sve do regresije žutog tijela. 
Budući da se ciklična aktivnost jajnika krava općenito odražava prisutstvom ili odsutstvom žutog tijela nekolicina istraživača posvetila je posebnu pažnju mogućnostima praćenja razine progesterona u plazmi. Koncentracije progesterona u plazmi krava s relativno niskom bazalnom razinom osigurava sekretorna aktivnosti lutealnog tkiva, budući da nema drugih mogućih izvora progesterona u negravidnih krava (Opsomer i sur., 1999). Iako analiza progesteronskog profila vrlo pouzdano služi u postavljanju dijagnoze poremećene funkcije jajnika ipak su ponekad moguće pogreške u postavljanju dijagnoze. Na primjer, nije moguće razlikovati lutealne ciste i perzistentno žuto tijelo, zatim folikulinske ciste i neaktivne jajnike isključivo na osnovi analize progesteronskog profila. Istraživanja ciklične aktivnosti jajnika koja se zasnivaju na preciznijim pretragama kao što su ultrazvučna pretraga jajnika ili redovito određivanje koncentracije progesterona u plazmi dosad su često korištena (Savio i sur., 1990; Lucy i sur., 1991). Opsomer i sur., (1998) govore kako analiza progesteronskog profila predstavlja pouzdanu metodu praćenja ciklične aktivnosti jajnika. Pomoću njega može se precizno odrediti trajanje anestrije, povratak ciklične aktivnosti jajnika, pojavnost disfunkcije jajnika i naposlijetku početak i održavanje graviditeta. 

 Rezultate istraživanja vrlo je teško uspoređivati s rezulatima mnogih autora zbog različitog modela istraživanja kao i definiranja normalnog i abnormalnog progesteronskog profila. Tako Morino i sur., (1984) smatraju da je vrlo upitno razlikovati normalan od abnormalnog profila što ih dovodi do vrlo visokog broja abnormalnih profila (81,6 % n=38). Bulman i Wood, (1980) ustanovili su 22,5 % (n=533) abnormalnih profila. 
          Roelofs i sur., (2004) su dobili maksimalnu koncentraciju progesterona od 1,62 ± 0,10 ng/mL, 120 sati nakon vrhunca lučenja LH. 

2. 7. Estrogeni

Estrogeni su skupina steroidnih hormona. Glavni, najaktivniji i najzastupljeniji su estradiol (estradiol 17 beta) i estron koji se sintetiziraju u jajniku, a estradiol, estron, estriol i epiestriol nastaju u placenti. Svi nastaju iz kolesterola i acetata, a u tijeku djelovanja metaboliziraju jedni u druge (Drobnjak i Grizelj, 1974). Gyuton, (1985) navodi da se od svih estrogena najčešće iz mokraće određuju estradiol, estron i estriol. Najvjerojatnije je da se estron i estradiol mogu pretvarati jedan u drugoga, s tim da je češća pretvorba estradiola u estron. Jajnik izlučuje oba hormona dok je estriol najvjerojatnije metabolički produkt ova dva hormona čija se sinteza odvija u jetri. Navedeni autor piše kako samo jajnici izlučuju veće količine estrogenih hormona, a tek neznatne kora nadbubrežne žlijezde. Za vrijeme graviditeta placenta izlučuje čak 300 puta više estrogena od jajnika u vrijeme normalnog spolnog ciklusa. Aktivnost 17β-estradiola je dvanaest puta jača od aktivnosti estrona, a oko osamdeset puta od estriola. Količina estrona koji izlučuju jajnici četiri je puta veća od količine estradiola. Međutim, ako se uzme u obzir ukupni estrogeni učinak onda je učinak 17 β-estradiola oko tri puta jači od učinka estrona. Isti autor nadalje navodi da se estrogeni izlučuju u manjim količinama u predpubertetu da bi se tijekom puberteta količina povećala oko 20 puta. Tada oni djeluju na proliferaciju stanica i rast tkiva u svim organima vezanim uz razmnožavanje (spolni organi, mliječna žlijezda, primarna spolna obilježja). Uz to sudjeluju u procesima vezanim uz formiranje sekundarnih spolnih osobina (razvoj kostura, dlaka, metabolizam masti, odlaganje bjelančevina, sinteza i akumuliranje RNA i bjelančevina). Arthur, (1996) navodi da estrogeni imaju široku ulogu u reproduktivnim procesima. Primarno su odgovorni za estrusno vladanje ženki, stimuliraju promijene u organima spolnog trakta koji kontroliraju transport gamete i zajedno s progesteronima uzrokuju razvoj mliječne žlijezde. Nadalje, potiču djelovanje oksitocina i prostaglandina na miometrij te stimuliraju preovulacijski val gonadotropina (LH).
2. 8. Graviditet
2. 8. 1. Razvoj ploda

Za vrijeme ovulacije folikularna tekućina i jajna stanica budu izbačeni u jajovod. Nakon oplodnje jajne stanice u ampuli jajovoda započinje njen embrionalni razvoj. Trepetljike jajovoda i peristaltičke kontrakcije muskulature jajovoda omogućuju gibanje oplođene jajne stanice (zigote) prema maternici. Kada dospije u maternicu, a to je kod krave za 3 do 4 dana nakon ovulacije zigota ima oblik morule (16 do 32 stanica). Od trenutka dospijeća u maternicu do nidacije zigota se razvija i hrani materničnim mlijekom. Nakon devet dana u razvije se u oblik blastociste i počinje nagli rast i razvoj (Noakes, 1996b). Konačna nidacija zigote u maternici krave zbiva se između 18-og i 22-og dana nakon oplodnje (Findlay, 1981).
2. 8. 2. Majčinsko prepoznavanje graviditeta
U krave je za postizanje i održavanje graviditeta neophodna produžena lutelna faza s prisutstvom žutog tijela. Kao posljedica toga koncentracije progesterona ostaju povišene, čime se postiže negativna povratna sprega na hipotalamus, odnosno hipofizu i time onemogućava ovulacija tijekom graviditeta. Prisutstvo živog zametka sprečava regresiju žutog tijela od strane PGF2α i time povratak u estrus. Taj se fenomen naziva majčinsko prepoznavanje graviditeta (Short, 1969) i kod krave se javlja između 16-og i 17-og dana, dakle nekoliko dana prije konačne nidacije (Finley, 1981). Dvije su teorije o tome na koji način zametak to čini. Prva govori da zametak djeluje antiluteolitički sprečavajući sintezu, oslobađanje ili djelovanje PGF2α, a druga teorija govori da zametak ima snažan luteotrofan učinak i time nadmašuje luteolitički učinak PGF2α (Heap i sur., 1978).
2. 8. 3. Endokrinolološki aspekti graviditeta krave 

Glavni izvor progesterona za održavanje graviditeta u krave je žuto tijelo. Progesteron doduše luči i placenta, ali samo u malim količinama. Do 200-og dana graviditeta uklanjanje žutog tijela bilo fizički bilo upotrebom PGF2α imati će za posljedicu pobačaj. Međutim, ukoliko to učinimo nakon 200-og dana, graviditet će se nastaviti. Koncentracija progesterona u perifernoj krvi tijekom prvih 14 dana graviditeta slične su onima u diestrusu stoga ih je moguće razlikovati tek nakon 18-og dana od ovulacije. Koncentracije progesterona zadržavaju razinu postignutu iza 18-og dana blago rastući do otprilike 50-og dana graviditeta i počinju padati tek 20 do 30 dana pred porod (Noakes, 1996b). Koncentracije estrogena su tijekom ranog i srednjeg razdoblja graviditeta niske, iznose manje od 100 pg/mL, međutim približavanjem kraja graviditeta, posebice iza 250-og dana koncentracije estrogena se povećaju na najviše vrijednosti i dva do pet dana pred porod iznose 7 ng/mL estron sulfata (Thatcher i sur., 1980). Naposlijetku, ustanovljeno je da osam sati pred porod razina estrogena naglo padne (Noakes, 1996b). Koncentracije FSH i LH ostaju niske tijekom graviditeta i ne pokazuju značajnije fluktuacije. Razina prolaktina je niska tijekom graviditeta i iznosi oko 50-60 ng/mL sve do pred osam sati prije poroda kad se značajno poveća i dosegne maksimalnu vrijednost od 320 ng/mL. Oko 30 sati nakon poroda vrijednost prolaktina pada na bazalnu razinu (Hoffmann i sur., 1973). 
2. 8. 4. Nepravilan razvoj ploda i njegove posljedice 
 
Mnogobrojni čimbenici utječu na pravilan odnosno nepravilan razvoj ploda. Plod može biti izložen brojnim štetnim utjecajima tijekom svih stadija njegovog embrionalnog razvoja. Rana embrionalna ili fetalna smrt kao i rođenje živog, ali abnormalnog odnosno nakaznog podmladka nesposobnog za život predstavljaju značajne biološke, ali i vrlo značajne ekonomske gubitke. Općenito govoreći embrionalna smrt ploda može biti uzrokovana genetskim ili okolišnim čimbenicima pojedinačno, ali i njihovim zajedničkim djelovanjem. Okolišni čimbenici su: klima, vrijeme umjetnog osjemenjivanja, prehrana, stres, postotak ovulacije, pogreška u majčinskom prepoznavanju graviditeta, stanje maternice, hormoni i različiti teratogeni uzročnici kao što su virusi, biljke i slično. Vrijeme osjemenjivanja je značajno jer primjerice prekasno osjemenjivanje vodi starenju jajne stanice i time posljedično embrionalnoj smrti. Nadalje, umjetno osjemenjivanje gravidne plotkinje uzrokovat će gubitke bilo zbog mehaničkog oštećenja fetalnih membrana ili infekcije (Long, 1996). Neodgovarajuća prehrana, primjerice manjak bakra, fosfora, selena i β karotena također mogu uzrokovati embrionalnu smrt. Stres, primjerice zbog visokih temperatura uzrokovat će embrionalnu smrt (Thatcher i Collier, 1980).

Genetski čimbenici su oštećenje jednog gena ili više njih i abnormalnosti kromosoma. Abnormalnosti kromosoma mogu biti u broju (aneuploidija ili poliploidija) i/ili strukturalne koje se mogu javiti na spolnim i/ili svim drugim kromosomima. One uključuju gubitak genetskog materijala (delecija) ili njegovo premještanje (insercije, inverzije i translokacije). Najčešća strukturalna abnormalnost kromosoma je centralna translokacija. Prilikom centralne translokacije dva kromosoma se spoje blizu centromere što ima za posljedicu smanjene broja kromosoma (Long, 1996).
2. 8. 5. Lutealna deficijencija

Poznato je da je progesteron neophodan za održavanje graviditeta u krave. Sve do otprilike između 150-og i 200-og dana graviditeta, a u pojedinim slučajevima i do samog poroda žuto tijelo predstavlja glavni izvor progesterona. Ukoliko ono nije u potpunosti formirano ili mu je funkcija poremećena sintetizira se nedovoljna količina progesterona i usljed toga dolazi do prekida gradviditeta. Zbog toga se lutealna deficijencija dugo vremena smatrala uzrokom neplodnosti (Parkinson, 2001). 
Koncentracija progesterona u krvi gravidne životinje raste u prvih 12 do 15 dana graviditeta i ostaje približno na istoj razini do kraja graviditeta. Međutim, kod nekih životinja dolazi do porasta progesterona u krvi, ali se on ne održi tijekom cijele gestacijske faze već u kritičnom razdoblju «cvata žutog tijela» dolazi do pada njegove razine što uzrokuje pojavu rane embrionalne smrtnosti i posljedično preganjanje životinje. Rektalnom palpacijom nije moguće ustanoviti razliku između normalnog i abnormalnog žutog tijela, međutim određivanjem koncentracije progesterona u krvi ili mlijeku može se ustanoviti funkcionalna aktivnost žutog tijela (Noakes, 1996d).
Erb i sur., (1976) su ustanovili da je u 50 % krava koje su ovulirale i nisu koncipirale razina progesterona u plazmi 6 dana nakon ovulacije bila niža nego u grupi krava koje su koncipirale. Produženu nisku razinu progesterona tijekom rane lutealne faze Bulman i Lamming, (1978) su zabilježili u 2 %, te Jackson, (1981) u 18 % krava. LH je luteotropan u krave (Donaldson i sur., 1965). Zbog toga ukoliko apliciramo injekciju hCG ili GnRH odmah nakon ovulacije na taj način možemo stimulirati razvoj i funkciju žutog tijela ili nastanak dodatnih žutih tijela. Međutim, Greve i Lehn-Jensen (1982) te Sreenan i Diskin, (1983) nisu ustanovili statistički značajno poboljšanje postotka koncepcije nakon aplikacije injekcije hCG i GnRH odmah nakon osjemenjivanja. Rezultati nakon aplikacije hCG-a često su bili razočaravajući (Hansel i sur., 1976; Leidl i sur., 1979). Oprečno tome aplikacja GnRH davala je ohrabrujuće rezultate (Lee i sur., 1981; Nakao i sur., 1983; Morgan i Lean, 1993) u poboljšavanju stope graviditeta nakon osjemenjivanja. Maurice i sur., (1982) te Stevenson i sur., (1984) ipak naglašavaju da su prilikom aplikacije GnRH iznimka lošiji rezultati postotka gravidnosti nakon prvog osjemenjivanja. Zbog takvih rezultata upotreba preparata GnRH je i danas puno češća nego hCG-a (Malmo i Beggs, 2000). 
Alternativno, injekcija hCG i GnRH može se aplicirati 11 do 13 dana nakon osjemenjivanja ili prirodnog pripusta. Ipak, mnogobrojna istraživanja u tom smjeru pokazala su oprečne rezultate (Parkinson, 2001). Sheldon i Dobson, (1993) su poboljšali postotak koncepcije i graviditeta sa 50,6 % na 60 % aplicirajući injekciju GnRH 11-og dana nakon osjemenjivanja, međutim Jubb i sur., (1990) nisu postigli značajno poboljšanje postotka koncepcije nakon aplikacije injekcije hCG i GnRH 12-og dana nakon osjemenjivanja.
Primjena progesteronskih preparata u svrhu održanja funkcije žutog tijela tijekom rane gravidnosti korisiti se već čitav niz godina, a o njoj su pisali brojni autori. Tako primjerice Rosen i sur., (1988) izvještavaju da su primjenom progesteronskih implantata tijekom prvih 12 dana gravidnosti u krava povećali ukupnu postotak koncepcije za 51,5 %. Pokazalo se da inicijalni porast progesterona bilo endogenog ili egzogenog, modulira endogenu sekreciju gonadotropina i potiče aktivnost jajnika te da ponavljanje doze progesterona potiče funkciju žutog tijela (Webb i sur., 1977; Lamming, 1978). Terapija progesteronom često se koristi za poticanje aktivnosti jajnika postpartum (Foote i Hunter, 1964; Wishart i Young, 1974). Takva je terapija učinkovita jer istovremeno stimulira lutealnu fazu i uzrokuje nakupljanje gonadotropina mehanizmom negativne povratne sprege (Lamming, 1980). 
U tu svrhu koriste se injekcije i implantati progesterona PRID ili CIDR spirale (engl. Progesterone-realising intravaginal device i Controled internal drug release device). Pokazalo se da nakon takvog liječenja krave nisu plodne kao što bi bile u normalnom estrusu, ali su svakako stope koncepcije veće nego kod kontrolnih netretiranih krava (Macmillan i Pickering, 1988). Progesteronski implantati mogu se aplicirati u relativno visokoj dozi od 800 mg za odraslu kravu. Međutim, glavna im je zamjerka što su prilično skupi i općenito gledano od male praktične vrijednosti za širu upotrebu zbog niske razine apsorpcije (Parkinson, 2001). Diskin i Sreenan, (1986) su istražujući učinak aplikacije egzogenog progesterona kravama zaključili da je neučinkovit. Međutim, u novije vrijeme je ponovno poraslo zanimanje za aplikaciju egzogenog progesterona kako bi se povećala postotak gravidnosti. Metoda koja se najčešće koristi u tu svrhu je ponovno umetanje ranije korištenih PRID ili CIDR spirala. Na taj se način može povećati postotak gravidnosti (Macmillan i sur., 1986) povećanjem koncentracije progesterona u krvi, ali to ima i dodatnu prednost zbog sinhronizacije estrusa u negravidnih krava ili njegovoj pojavi u predvidljivo vrijeme (Cavaleri i sur., 2000a,b)   
Važno je naglasiti da je dijagnostika lutealne deficijencije samo na osnovi jednog uzorka krvi ili mlijeka nepouzdana jer postoje značajne individualne razlike. Stoga je potrebno uzimati više uzoraka tijekom prvog mjeseca gravidnosti i napraviti krivulju za svaku životinju (Parkinson, 2001). Također, važno je napomenuti da koncentracija progesterona u životinja koje nisu koncipirale može biti i povišena, ali je rijetko na fiziološkoj razini (Corah i sur., 1974).
3. MATERIJAL I METODE
3. 1. Vlastiti rad
U ovom istraživanju obuhvatili smo 58 plotkinja simentalske pasmine u dobi od tri do šest godina koje su se telile jedan do tri puta i imale uredan puerperij te su prije ponovnog osjemenjivanja bile ginekološki, a prema potrebi i ultrazvučno pregledane. Sve plotkinje su držane na vezu i potječu iz 5 seoskih domaćinstava s područja Međimurske županije. Hranjene su mješavinom kukuruzne i zelene silaže, koncentrata i mineralnim dodacima. Tijekom istraživanja plotkinje smo podijeli u 2 skupine. Prva skupina obuhvatila je svih 58 krava koje smo osjemenili. Drugu skupinu predstavljaju krave, njih 31 koje nisu ostale gravidne nakon prvog osjemenjivanja, a ponovno su došle u estrus 21-og dana po prvom osjemenjivanju. Njima je egzogeni progesteron apliciran jednokratno, 12-og dana nakon drugog umjetnog osjemenjivanja. 
Nakon toga obje skupine dodatno smo podjelili u skupinu gravidnih i skupinu negravidnih krava.
3. 2. Skupljanje uzoraka krvi

Uzorke krvi svim kravama uzimali smo iz vene jugularis u vacutainer pribor. 
I skupina krava
Prvoj skupini krava odnosno kravama koje smo osjemenili te im 12-og dana po osjemenjivanju nismo aplicirali progesteron, uzorke krvi smo uzimali prema sljedećem redosljedu:

1. vađenje – 12. dan nakon U.O

2. vađenje – 21. dan nakon U.O

II skupina krava
Druga skupina krava, njih 31 koje su 21-og dana po prvom umjetnom osjemenjivanju ponovno bile u estrusu pregledane su ginekološki i ultrazvučno pomoću ultrazvučnog aparata Aloka, model SSD-500 (Aloka Co. Ltd., Tokyo, Japan), s realnim vremenom (real-time) i B-oblikom skenera te s linearnom rektalnom sondom ultrazvučne frekvencije od 5 MHz. Jajnici su prikazani u nekoliko projekcija kako bi pronašli sve ciklične tvorbe na njima. Ispis slika smo dobili koristeći video štampač (Mitsubishi Electronics Co. Ltd., Tokyo, Japan). Nakon toga krave su drugi put osjemenjene, a uzorke krvi smo im uzimali prema sljedećem redosljedu: 
1. vađenje – 12. dan nakon U.O.-a, a nakon toga smo jednokratno intramuskularno aplicirali 250 mg Progesteron Graub ad us. Vet., Injektionslösung- gestagen za krave.
1 mL uljne suspenzije ovog preparata za parenteralnu primjenu sadrži: Progesteronum 25 mg, Conserv.: alcohol benzilicus 50 mg, Triglicerida saturata media ad solut. iniect. 
2. vađenje – 21. dan nakon U.O.-a ukoliko se krava nije preganjala

U hematološkom laboratoriju Veterinarske stanice Čakovec prema Bage i sur., (2002) dobivene uzorke krvi smo centrifugirali na 3000 okretaja u minuti kroz 10 minuta, a izdvojenu plazmu smo vrlo brzo (15 minuta) nakon toga pohranili na temperaturu od -20°C. Uzorke smo u prenosnom hladnjaku dostavili na Kliniku za porodništvo i reprodukciju Veterinarskog fakulteta u Zagrebu.
3 .3. Određivanje razine progesterona u krvnoj plazmi krava

(Radioimunološka analiza, RIA)

Mjerenje razine progesterona načinjeno je u Zavodu za endokrinologiju  Kliničke bolnice za ženske bolesti i porode, Petrova, Zagreb. Korištena je metoda PROG-CTK-3, (Sorin-Biomedica, Italija) radioimunološka metoda za direktno kvantitativno mjerenje nivoa progesterona u plazmi ili serumu, bez postupka ekstrakcije. Bit metode jest u kompeticiji progesterona obilježenog radioaktivnim jodom-125, sa progesteronom u uzorcima krvne plazme (vezanja, za ista antitijela). Budući su antitijela vezana uz stijenku polipropilenske epruvetice, jednostruko odljevanje supernatanta dostatno je za okončanje kompeticije i izolaciju frakcije vezanih antitijela radioaktivnog progesterona. Brojenjem impulsa u gama brojaču dobivaju se brojčani iznosi na temelju kojih se metodom kalibracije krivulje određuje nivo progesterona u uzorcima.

Prije pretrage reagensi se ostave na sobnoj temperaturi (obično do sutrašnjeg dana). U svaku epruveticu dodalo se po 50 μL standarda i 50 μL uzorka. Nakon toga pipetom se dodalo 1 mL tracera. Epruvetice su stavljene u mješalicu kako bi se sadržaj dobro izmiješao. Slijedila je inkubacija od tri sata na sobnoj temperaturi. Sadržaj epruvetica je aspiriran i one su postavljene u Gama brojač gdje su kroz jednu minutu mjereni impulsi. Dobiveni rezultati izraženi su u ng/mL.

3. 4. Statistička obrada podataka
U tablicama i grafikonima smo prikazali uspjeh plodnosti kod krava kojima egzogeni progesteron nije apliciran te kod krava kojima je egzogeni progesteron apliciran 12-og dana nakon U.O-a.
Prikazali smo rezultate prosječne koncentracije progesterona u krvi plotkinja obje skupine te rezultate razine progesterona kod gravidnih i negravidnih krava 12-og dana nakon osjemenjivanja i rezultate razine progesterona 21-og dana nakon osjemenjivanja između gravidnih krava bez i sa aplikacijom egzogenog progesterona te negravidnih krava.
Prikazana je korelacija između razine progesterona 12-og i 21-og dana nakon osjemenjivanja u gravidnih bez i sa aplikacijom egzogenog progesterona te kod negravidnih krava.
Zbog bolje preglednosti, prosječne vrijednosti svih dobivenih parametara prikazali smo histogramima i box plot grafikonima. Svi rezultati istraživanja obrađeni su statističkom metodom ANOVA (StatSoft, Statistika, 5.1. verzija 1984. - 1996. godina) koristeći angularnu transformaciju (arcsin√ P/100) vrijednosti rezultata izraženih u postotcima i Tukeyevim-ovim testovima post-hoc analize.
Rezultati sa P < 0,05 smatrali su se statistički signifikantnima.

Dobiveni podaci su pohranjeni u Data manegment setu (StatSoft, Statistika, 5.1. verzija 1984. - 1996. godina).
4. REZULTATI
4. 1. Uspjeh plodnosti 
Svih 58 krava koje smo koristili u istraživanju smo osjemenili, zatim im 12-og i 21-og dana nakon osjemenjivanja izvadili krv te određivali razinu progesterona u serumu. Ginekološkim i ultrazvučnim pretragama 35 dana po osjemenjivanju gravidnost je dijagnosticirana kod 21 krave ili 36.21 % dok je 37 krava odnosno 63.79 % ostalo negravidno. Rezultati uspjeha plodnosti krava skupine I  prikazani su u tablici 1. i histogramu 1.
Tablica 1. Rezultati uspjeha plodnosti bez aplikacije egzogenog progesterona
	UKUPNO %
	GRAVIDNE  %
	NEGRAVIDNE %

	58 (100%)
	21 (36.21%)
	37 (63.79)


Histogram 1. Rezultati uspjeha plodnosti krava skupine I (bez aplikacije egzogenog progesterona)
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Od ukupno 37 krava koje nisu koncipirale nakon prvog U.O-a, u estrusu 21-og dana bilo je njih 31 koje su ponovno osjemenjene. Kod preostalih 6 krava koje nisu koncipirale nakon prvog osjemenjivanja, a kod kojih nije zabilježen estrus smo ginekološki i ultrazvučno pregledali 35-og dana po prvom osjemenjivanju čime smo dijagnosticirali patološke promjene na jajnicima i proveli odgovarajuću terapiju. Kod navedene 31 krave smo dvanaestog dana nakon drugog U.O.-a, jednokratno intramuskularno aplicirali 250 mg Progesteron Graub ad us. Vet., Injektionslösung- gestagen. Uzorke krvi nakon drugog osjemenjvanja smo im uzimali 12-og i 21-og dana da bi određivali razinu progesterona u serumu. Nakon 21-og dana po drugom U.O-u estrus nije zabilježen u 18 krava (58.06 %) i kod njih je 35-og dana ginekološkim i ultrazvučnim pretragama dijagnosticirana gravidnost. Preostalih 13 krava (41.94%) ostalo je negravidno te su treći put osjemenjene. Rezultati uspjeha plodnosti krava skupine II nakon aplikacije egzogenog progesterona 12-og dana po U.O.-u su prikazani u tablici 2. i histogramu 2.

Tablica 2. Rezultati uspjeha plodnosti nakon aplikacije egzogenog progesterona
	UKUPNO %
	GRAVIDNE  %
	NEGRAVIDNE %

	31 (100%)
	18 (58.06%)
	13 (41.94%)


Histogram 2. Rezultati uspjeha plodnosti krava skupine II (nakon aplikacije egzogenog progesterona)
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Statističkom analizom dobivenih rezultata ustanovili smo signifikantnu razliku (P <0.05) u plodnosti između krava skupine II (58,06 %) i skupine I (36,21 %). Usporedba uspjeha plodnosti prikazana je u tablici 3. i histogramu 3.
Tablica 3. Usporedba uspjeha plodnosti  između obje skupine krava
	UKUPNO 
	GRAVIDNE  %
	NEGRAVIDNE %

	Skupina I (bez aplikacije progesterona) (n=58)
	21 (36.21%)
	37 (63.79)

	Skupina II (nakon aplikacije progesterona(n=31)
	18 (58.06%)
	13 (41.94%)


Histogram 3.  Usporedba uspjeha plodnosti između skupina krava
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Slika 1 i 2. Ultrasonografski prikaz 35-og dana gravidnosti
4. 2. Rezultati razine progesterona 12-og dana nakon osjemenjivanja
Nakon osjemenjivanja krava skupine I, njih 21 (36,21%) krava ostalo je gravidno. Dvanaestog dana nakon osjemenjivanja kod tih krava je maksimalna vrijednost progesterona iznosila 10.30 ng/mL, a minimalana vrijednost progesterona je iznosila 2.49 ng/mL. Srednja vrijednost razine progesterona 12-og dana je iznosila 5.37 ng/mL sa standardnom devijacijom od 2.27 ng/mL i standardnom pogreškom srednje vrijednosti od 0.50 ng/mL. 

Negravidnih krava je nakon prvog osjemenjivanja bilo 37 ili 63.79 %. Kod tih se krava 12-og dana nakon osjemenjivanja razina progesterona kretala od minimalnih 0.93 ng/mL do maksimalnih 10.38 ng/mL. Srednja vrijednost razine progesterona 12-og dana je iznosila 5.94 ng/mL sa standardnom devijacijom od 2.46 ng/mL i standardnom pogreškom srednje vrijednosti od 0.41 ng/mL. Rezultati razine progesterona krava skupine I 12-og dana nakon osjemenjivanja dana prikazani su u tablici 4. 

Tablica 4. Razina progesterona u ng/mL krava skupine I 12-og dana nakon osjemenjivanja
	
	GRAVIDNE
	NEGRAVIDNE

	N
	21
	37

	MAX
	10.30
	10.38

	MIN
	2.49
	0.93

	M
	5.37
	5.94

	ST.DEV.
	2.27
	2.46

	S.E.M.
	0.50
	0.41


 Statističkom analizom dobivenih rezultata razine progesterona 12-og  dana nakon osjemenjivanja između gravidnih i negravidnih krava skupine I nismo ustanovili signifikantu razliku (P <0.05) što smo prikazali u histogramu 4.
Histogram 4.  Usporedba razine progesterona u krava 12-og dana nakon osjemenjivanja

[image: image6]
4. 3. Rezultati razine progesterona 21-og dana nakon osjemenjivanja
Nakon osjemenjivanja krava I skupine njih 21  (36,21%) ostalo je gravidno. 21-og dana nakon osjemenjivanja kod tih krava je maksimalna vrijednost progesterona iznosila 8.92 ng/mL, a minimalana vrijednost progesterona je iznosila 3.01 ng/mL. Srednja vrijednost razine progesterona 21-og dana je iznosila 5.91 ng/mL sa standardnom devijacijom od 1.81 ng/mL i standardnom pogreškom srednje vrijednosti od 0.40 ng/mL. 

Nakon osjemenjivanja krava skupine II kojima je apliciran egzogeni progesteron 12-og dana, njih 18 (58,06%) ostalo je gravidno. Kod gravidnih krava 21-og dana nakon osjemenjivanja maksimalna je vrijednost progesterona iznosila 9.56 ng/mL, a minimalna vrijednost progesterona 2.68 ng/mL. Srednja vrijednost razine progesterona 21-og dana bila je 6.37 ng/mL sa standardnom devijacijom od 1.65 ng/mL i standardnom pogreškom srednje vrijednosti od 0.39 ng/mL. 
Nakon prvog i drugog U.O-a negravidno je ostalo 19 krava. Kod tih krava je maksimalna vrijednost progesterona 21-og dana bila 9.62 ng/mL, a minimalana vrijednost progesterona 0.52 ng/mL. Srednja vrijednost razine progesterona 21-og dana bila je 3.18 ng/mL sa standardnom devijacijom od 2.96 ng/mL i standardnom pogreškom srednje vrijednosti od 0.70 ng/mL. Razinu progesterona u krava 21-og dana nakon osjemenjivanja prikazali smo u tablici 5. i histogramu 5.
Tablica 5. Razina progesterona u ng/mL u krava 21-og dana nakon osjemenjivanja
	 
	GRAVIDNE
	GRAVIDNE PROG.
	NEGRAVIDNE

	N
	21
	18
	19

	MAX
	8.92
	9.56
	9.62

	MIN
	3.01
	2.68
	0.52

	M
	5.91
	6.36
	3.07

	ST.DEV
	1.81
	1.65
	2.96

	S.E.M.
	0.40
	0.39
	0.70


Histogram 5. Usporedba razine progesterona u ng/mL u krava 21-og dana nakon osjemenjivanja
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Statističkom analizom dobivenih rezultata ustanovili smo signifikantnu razliku za razinu progesterona (P<0.05) 21-og dana po osjemenjivanju između krava koje su ostale gravidne nakon prvog osjemenjivanja, krava koje su ostale gravidne nakon drugog U.O-a i skupine negravidnih krava. Signifikantnu razliku nismo ustanovili (P>0.05) između gravidnih krava kojima je apliciran egzogeni progesteron 12-og dana nakon osjemenjivanja i gravidnih krava kojima egzogeni progesteron nije apliciran što smo prikazali u histogramu 8.
 Histogram 6.  Usporedba razine progesterona u krava 21-og dana nakon osjemenjivanja
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Histogram 7. Usporedba prosječne razine progesterona u krava 12-og i 21-og dana nakon osjemenjivanja
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Uspoređujući korelacije između razine progesterona 12-og i 21-og dana u gravidnih krava bez aplikacije progesterona ustanovili smo da između njih postoje vrlo jake, pozitivne i signifikantne korelacije (r=0,92; p<0,05) što je vidljivo iz Histograma 8.

Histogram 8. Korelacije između razine progesterona 12-og i 21-og dana u gravidnih krava bez aplikacije egzogenog progesterona
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Uspoređujući korelacije između razine progesterona 12-og i 21-og dana u gravidnih krava nakon aplikacije progesterona ustanovili smo da između njih postoje jake, pozitivne i signifikantne korelacije (r=0,72; p<0,05) što je vidljivo iz  Histograma 9.

Histogram 9. Korelacije između razine progesterona 12-og i 21-og dana u gravidnih krava s apliciranim egzogenim progesteronom 
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Uspoređujući korelacije između razine progesterona 12-og i 21-og dana u negravidnih krava ustanovili smo da između njih postoje slabe, pozitivne ali i nesignifikantne korelacije (r=0,44; p>0,05) što je vidljivo iz Histograma 10.

Histogram 10. Korelacije između razine progesterona 12-og i 21-og dana u negravidnih krava
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4. RASPRAVA

Razina progesterona u serumu može se održati parenteralnim aplikacijama progesteronskih preparata čime se poboljšava postotak koncepcije u uzgoju i smanjuje učestalost rane embrionalne smrtnosti i posljedičnog preganjanja. Paralenim uzimanjem seruma od tretiranih i kontrolnih skupina krava provjerava se uspjeh terapije, tj. njen utjecaj na razinu progesterona u serumu, a istovremena primjena ultrazvučne i rektalne pretrage omogućava provjeru utjecaja takve terapije na ishod i tijek gravidnosti. Progesteronske preparate, odnosno njihove sintetske analoge (gestagene) treba aplicirati 12-og dana kod krava koje su se preganjale i bile ponovno osjemenjene kako bi podržali gravidnost odnosno zadržali razinu progesterona koja to omogućava. Poznato je da je progesteron neophodan za održavanje graviditeta u krave. Sve do otprilike između 150-og i 200-og dana graviditeta, a u pojedinim slučajevima i do samog poroda žuto tijelo predstavlja glavni izvor progesterona. Ukoliko ono nije u potpunosti formirano ili mu je funkcija poremećena zbog različiih vanjskih i unutarnjih čimbenika, sintetizira se nedovoljna količina progesterona i usljed toga dolazi do prekida gradviditeta. Zbog toga se lutealna deficijencija dugo vremena smatrala uzrokom neplodnosti (Parkinson, 2001). 
Noakes, (1996d) tvrdi da koncentracija progesterona u krvi gravidne životinje raste u prvih 12 do 15 dana graviditeta i ostaje približno na istoj razini do kraja graviditeta. Međutim, kod nekih životinja dolazi do porasta progesterona u krvi, ali se on ne održi tijekom cijele gestacijske faze već u kritičnom razdoblju «cvata žutog tijela» dolazi do pada njegove razine što uzrokuje pojavu rane embrionalne smrtnosti i posljedično preganjanje životinje. Isti autor smatra da rektalnom palpacijom nije moguće ustanoviti razliku između normalnog i abnormalnog žutog tijela, međutim određivanjem koncentracije progesterona u krvi ili mlijeku može se ustanoviti funkcionalna aktivnost žutog tijela što je u skladu s rezultatima našeg istraživanja. Ustanovili smo da aplikacija egzogenog progesterona 12-og dana nakon osjemenjivanja poboljšava plodnost krava. Razlog za to je najvjerojatnije jako izražen negativan energetski status u krava visoke mliječnosti i posljedično nedostatna razina endogenog progesterona za održanje gravidnosti. Zbog čega u takvih krava najvjerojatnije dolazi do rane embrionalne smrtnosti i preganjanja. 

Bulman i Lamming, (1978) su zabilježili produženu nisku razinu progesterona tijekom rane lutealne faze u 2 %, a Jackson, (1981) u 18 % krava. Donaldson i sur., (1965) navode da je LH luteotropan u krave i da zbog toga ukoliko apliciramo injekciju hCG ili GnRH odmah nakon ovulacije možemo stimulirati razvoj i funkciju žutog tijela ili nastanak dodatnih žutih tijela. Međutim, Greve i Lehn-Jensen (1982) te Sreenan i Diskin, (1983) nisu ustanovili statistički značajno poboljšanje postotka koncepcije nakon aplikacije injekcije hCG i GnRH odmah nakon osjemenjivanja. Mi smo, što je oprečno rezultatima navedenih autora ustanovili da aplikacija egzogenog progesterona 12-og dana nakon osjemenjivanja signifikanto (P<0.05) poboljšava plodnost krava. 

Alternativno, injekcija hCG i GnRH može se aplicirati 11 do 13 dana nakon osjemenjivanja ili prirodnog pripusta. Ipak, mnogobrojna istraživanja u tom smjeru pokazala su oprečne rezultate (Parkinson, 2001). Sheldon i Dobson, (1993) su poboljšali postotak koncepcije i graviditeta sa 50,6 % na 60 % aplicirajući injekciju GnRH 11-og dana nakon osjemenjivanja. Naši su rezultati plodnosti bili 36.05 % za krave kojima nismo aplicirali egzogeni progesteron dok smo kod krava kojima smo aplicirali egzogeni progesteron dobili signifikantno (P<0.05) poboljšanje plodnosti od 58.05 % što je u skladu s rezultatima navednih autora. Rezulate oprečne našim i navednih autora dobilli su Jubb i sur., (1990). Autori nisu postigli značajno poboljšanje postotka koncepcije nakon aplikacije injekcije hCG i GnRH 12-og dana nakon osjemenjivanja. 
Primjena progesteronskih preparata u svrhu održanja funkcije žutog tijela tijekom rane gravidnosti korisiti se već čitav niz godina, a o njoj su pisali brojni autori. Tako primjerice Rosen i sur., (1988) izvještavaju da su primjenom progesteronskih implantata tijekom prvih 12 dana gravidnosti u krava povećali ukupnu postotak koncepcije za 51,5 % što je u skladu s rezultatima našeg istraživanja. Ustanovili smo da je kod signifikantno većeg broja krava (P < 0.05) potvrđena gravidnost 35-og dana od osjemenjivanja nakon aplikacije egzogenog progesterona 12-og dana nakon osjemenjivanja ( 58,06 %) od skupine krava kojima egzogeni progesteron nije apliciran ( 36,21 %). Pokazalo se da inicijalni porast progesterona bilo endogenog ili egzogenog, modulira endogenu sekreciju gonadotropina i potiče aktivnost jajnika te da ponavljanje doze progesterona potiče funkciju žutog tijela (Webb i sur., 1977; Lamming, 1978). Terapija progesteronom često se koristi za poticanje aktivnosti jajnika postpartum (Foote i Hunter, 1964; Wishart i Young, 1974). Takva je terapija učinkovita jer istovremeno stimulira lutealnu fazu i uzrokuje nakupljanje gonadotropina mehanizmom negativne povratne sprege (Lamming, 1980). U tu svrhu koriste se injekcije i implantati progesterona PRID ili CIDR spirale. Pokazalo se da nakon takvog liječenja krave nisu plodne kao što bi bile u normalnom estrusu, ali su svakako stope koncepcije veće nego kod kontrolnih netretiranih krava (Macmillan i Pickering, 1988). Rezultati dobiveni u našem istraživanju sukladni su s rezulatima navednih autora budući da smo značano poboljšali plodnost krava aplikacijom egzogenog progesterona. Progesteronski implantati mogu se aplicirati u relativno visokoj dozi od 800 mg za odraslu kravu. Međutim, glavna im je zamjerka što su prilično skupi i općenito gledano od male praktične vrijednosti za širu upotrebu zbog niske razine apsorpcije (Parkinson, 2001). Rezulate oprečne rezulatima našeg istraživanja ustanovili su Diskin i Sreenan, (1986). Oni su istražujući učinak aplikacije egzogenog progesterona kravama zaključili da je neučinkovit. Međutim, u novije vrijeme je ponovno poraslo zanimanje za aplikaciju egzogenog progesterona kako bi se povećala postotak gravidnosti. Metoda koja se najčešće koristi u tu svrhu je ponovno umetanje ranije korištenih PRID ili CIDR spirala. Na taj se način može povećati postotak gravidnosti (Macmillan i sur., 1986) povećanjem koncentracije progesterona u krvi, ali to ima i dodatnu prednost zbog sinhronizacije estrusa u negravidnih krava ili njegovoj pojavi u predvidljivo vrijeme (Cavaleri i sur., 2000a,b) što je ustvari sukladno sa rezultatima našeg istraživanja. 
Parkinson, (2001) naglašava da je dijagnostika lutealne deficijencije samo na osnovi jednog uzorka krvi ili mlijeka nepouzdana jer postoje značajne individualne razlike što je u skladu sa zaključcima našeg istraživanja. Stoga je potrebno uzimati više uzoraka tijekom prvog mjeseca gravidnosti i napraviti krivulju za svaku životinju. Važno je napomenuti da koncentracija progesterona u životinja koje nisu koncipirale može biti i povišena, ali je rijetko na fiziološkoj razini (Corah i sur., 1974). 
Na osnovi rezultata našeg istraživanja možemo zaključiti da aplikacija egzogenog progesterona 12-og dana nakon osjemenjivanja poboljšava plodnost krava. Razlog za to je najvjerojatnije jako izražen negativan energetski status u krava visoke mliječnosti i posljedično nedostatna razina endogenog progesterona za održanje gravidnosti. Zbog toga najvjerojatnije dolazi do rane embrionalne smrtnosti odnosno preganjanja i posljedično signifikantno nižeg postotka graviditeta od krava kojima je apliciran egzogeni progesteron 12-og dana nakon osjemenjivanja u vrijeme tzv. kritične faze cvata žutog tijela.

5. ZAKLJUČCI

1. Ustanovili smo da je kod signifikantno većeg broja krava (P < 0.05) potvrđena gravidnost 35-og dana od osjemenjivanja nakon aplikacije egzogenog progesterona 12-og dana nakon osjemenjivanja ( 58,06 %) od skupine krava kojima egzogeni progesteron nije apliciran ( 36,21 %). 

2. Između gravidnih i negravidnih krava nismo ustanovili statistički signifikantu razliku (P < 0.05) za razinu progesterona u krvi 12-og dana nakon osjemenjivanja.

3. Ustanovili smo statistički signifikantu razliku za razinu progesterona        (P < 0.05), 21-og dana nakon osjemenjivanja između gravidnih krava bez i sa aplikacijom egzogenog progesterona i negravidnih krava. Međutim, nismo ustanovili statistički signifikantnu razliku (P > 0.05), 21-og dana nakon osjemenjivanja između gravidnih krava kojima je apliciran egzogeni progesteron i gravidnih krava kojima egzogeni progesteron nije apliciran.

4. Uspoređujući korelacije između razine progesterona 12-og i 21-og dana  ustanovili smo da u svih gravidnih krava postoje jake, pozitivne, signifikantne korelacije (r > 0,71; p < 0,05), međutim nismo ustanovili jake i signifikante korelacije u negravidnih krava (r < 0,5; p > 0,05 ).
5. Aplikacija egzogenog progesterona 12-og dana nakon osjemenjivanja poboljšava plodnost krava. Razlog za to je najvjerojatnije jako izražen negativan energetski status u krava visoke mliječnosti i posljedično nedostatna razina endogenog progesterona za održanje gravidnosti zbog čega dolazi do rane embrionalne smrtnosti.
6. SAŽETAK

Cilj je našeg istraživanja bio poboljšanje postotka koncepcije krava i utvrđivanje veze između razine progesterona u serumu i parenteralne aplikacije gestagena, te njihovog utjecaja na tijek i ishod graviditeta u krava. Za izradu rada obuhvatili smo ukupno 58 plotkinja simentalske pasmine u dobi od 3 do 6 godina koje su se telile 1 do 3 puta, imale uredan puerperij te prije ponovnog osjemenjivanja bile ginekološki i ultrazvučno pregledane. Sve plotkinje su držane na vezu i potječu iz 5 seoskih domaćinstava s područja Međimurske županije. 
Prva skupina obuhvatila je svih 58 krava. Te smo krave osjemenili te im 12-og dana nakon osjemenjivanja nismo aplicirali egzogeni progesteron. Drugu skupinu predstavljaju 31 krava koje nisu ostale gravidne nakon prvog osjemenjivanja i koje su došle u estrus 21-og dana po prvom osjemenjivanju.
Njima je egzogeni progesteron apliciran jednokratno, 12-og dana nakon drugog umjetnog osjemenjivanja. Istraživanjem utjecaja aplikacije egzogenog progesterona na plodnost krava ustanovili smo da je kod statistički signifikantno (P<0.05) većeg broja krava (58,06%) potvrđena gravidnost 35-og dana od osjemenjivanja nakon aplikacije egzogenog progesterona 12-og dana nakon osjemenjivanja od skupine krava kojima egzogeni progesteron nije apliciran (36,21 %). Na osnovi toga, dokazali smo da aplikacija egzogenog progesterona 12-og dana nakon osjemenjivanja poboljšava plodnost krava. 
Istovremeno, između gravidnih (5.37 ng/mL) i negravidnih (5.94 ng/mL) krava nismo ustanovili statistički signifikantu razliku (P<0.05) za razinu progesterona u krvi 12-og dana nakon osjemenjivanja. Nadalje, ustanovili smo signifikantu razliku za razinu progesterona (P<0.05), 21-og dana nakon osjemenjivanja između gravidnih krava bez (5.91 ng/mL) i sa aplikacijom egzogenog progesterona (6.36 ng/mL) i negravidnih krava (3.07 ng/mL). Međutim, nismo ustanovili statistički signifikantnu razliku (P>0.05), 21-og dana nakon osjemenjivanja između gravidnih krava kojima je apliciran egzogeni progesteron 12-og dana nakon osjemenjivanja i gravidnih krava kojima egzogeni progesteron nije apliciran.
7. SUMMARY
The influence of endogene and exogene progesterone on ongoing and failing pregnancy in high producing dairy cows 
The aim of our research was to found out the connection between serum concentration of progesterone and parenteral administration of progestagene and their influence on pregnancy rates in high producing dairy cows. For that purpose a group of 58 simmenthal cows between 3 to 6 years old was chosen. All cows had physiological puerperium and were monitored by gynaecological and ultrasound examination before second insemination. All cows originated from 5 husbandries in Međimurje district and were divided in two groups. 
The first group included all 58 cows which were inseminated. The second group included 31 unpregnant cows after first insemination which had shown oestrus signs on day 21 after that. We inseminated all the cows and administrated exogene progesterone on day 12th.
Researching the influence of administration of exogene progesterone on cows fertility, we found out on day 35th after insemination statisticaly higer (P<0.05) number of pregnant cows (58.06%) after administration of exogene progesterone from cows without administration of exogene progesterone (36.21%). On the basis collected datas we concluded that administration of exogene progesterone on 12th day after insemination can improve fertility in the cows.
In the same time, we found out no significant differences (P<0.05) between pregnant (5.37 ng/mL) and nonpregnant (5.94 ng/mL) cows for progesterone concentration on day 12th after insemination. Besides, we found out significant differences (P<0.05) for progesterone concentration on day 21 after insemination between pregnant cows without administration of exogene progesterone (5.91 ng/mL), with administration of exogene progesterone on day 12th after insemination (6.36 ng/mL) and nonpregnant cows (3.07 ng/mL). 
However, comparing the results of the progesterone concentration on day 21 after insemination between pregnant cows and pregnant cows with administration of exogene progesterone on day 12th after insemniation there were no significant differences (P>0.05).
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