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INSULINSKA REZISTENCIJA KOD KRAVA HOLSTAJN RASE
TOKOM PERIODA ZASUSENJA I RANE LAKTACIJE

REZIME

Cilj istrazivanja u okviru ove disertacije je bio da se ispita da li u periodu oko teljenja
postoje razlike u stepenu insulinske rezistencije kod visokomle¢nih krava razlicite telesne
kondicije. U tu svrhu je, 30. dana pre o¢ekivanog teljenja, odabrano 16 krava holStajn rase
razliCite telesne kondicije. Prvu grupu (kontrolna, n = 8) ¢inile su krave optimalne telesne
kondicije (OTK = 3,00 1o 3,25), a drugu (ogledna, n = 8) ugojene zivotinje (OTK = 4,25 no
4,50). Sve zivotinje ukljuene u ogled podvrgnute su intravenskom testu opterecenja
glukozom (GTT) Eetiri puta: 28. i 10. dana pre o¢ekivanog termina teljenja, kao i 14. i 28.
dana posle teljenja. Uzorci krvi su uzimani neposredno (0. minut) pre aplikacije rastvora
glukoze, kao i 15., 30., 60., 90., 120. i 180. minuta nakon davanja glukoze. U uzorcima uzetim
0. minuta odredivane su koncentracije ukupnih proteina, albumina, BHBA, ukupnog bilirubina,
uree, Ca i P, dok je u svim uzetim uzorcima krvi odredivana koncentracija glukoze, insulina i
NEFA. Deset dana pre, kao i 14. dana posle teljenja uzeti su uzorci tkiva jetre, masnog i
miSi¢nog tkiva od svih ispitanih zivotinja. U uzorcima tkiva jetre odredivan je stepen
zamas$céenja jetre, a u uzorcima masnog tkiva dijametar adipocita. Zastupljenost proteina
receptora za insulin i transportnog molekula za glukozu (GLUT 4) ispitana je u miSi¢nom i
masnom tkivu. Za procenu stepena insulinske rezistencije tokom izvodenja GTT korisc¢eni
su matematicki izvedeni parametri metabolizma glukoze (K, T12, Pikgiuk i AUCquk), insulina
(AMaxins, Pikins i AUCins), NEFA (AUCngra), kao i RQUICKY indeks. Rezultati su
pokazali da antepartalno nije bilo znacajne razlike u vrednostima ispitivanih biohemijskih
parametara izmedu dve grupe krava, dok je postpartalno utvrdena znacajno viSa
koncentracija ukupnog bilirubina (p < 0,05) 14. dana, a znafajno niza koncentracija
albumina (p < 0,05) 28. dana laktacije kod oglednih u odnosu na kontrolne krave. Rezultati
dobijeni tokom izvodenja prvog GTT su pokazali da je glikemija bila znacajno veéa (p <

0,05) kod oglednih nego kontrolnih krava jedino 180. minuta, dok se koncentracije insulina



I NEFA nisu znacajno razlikovale izmedu dve grupe krava. Trend promena koncentracija
glukoze i insulina tokom GTT bio je sli¢an kod obe grupa krava. Nije bilo razlike u
vrednostima AUCngra i RQUICKY izmedu dve grupe krava. Rezultati GTT izvedenog
deset dana pre teljenja su pokazali da su kod oglednih krava glikemije bile znacajno vece 0.
I 180. minuta (p < 0,05, pojedinacno), a insulinemije 0. i 30. minuta (p < 0,05,
pojedina¢no). Nije bilo znacajne razlike u koncentraciji NEFA izmedu dve grupe krava.
AUC\gra | RQIUCKY su bili znacajno manji (p < 0,01, p < 0,001, pojedina¢no) kod
oglednih nego kontrolnih krava. Rezultati GTT izvedenih 14. dana posle teljenja su
pokazali da je kod oglednih u odnosu na kontrolne krave glikemija jedino 0. minuta bila
znacajno veca (p < 0,05), dok su koncentracije insulina i NEFA bile veée u svim
vremenskim tackama tokom izvodenja testa, ali znacajno za insulin jedino 60. minuta (p <
0,05), a za NEFA jedino 30. i 180. minuta (p < 0,05, pojedina¢no) testa. AUCjns je bio
znacajno veci (p < 0,05), a RQUICKY znacajno manji (p < 0,01) kod oglednih nego
kontrolnih krava. Rezultati dobijeni tokom izvodenja GTT 28. dana laktacije su pokazali
odsustvo znacajne razlike u glikemijama izmedu dve grupe krava, dok su insulinemije bile
znacajno vise kod oglednih u odnosu na kontrolne krave u svim vremenskim tackama testa
izuzev 180. minuta (p < 0,05, p < 0,05, p < 0,05, p < 0,001, p < 0,05, p < 0,05,
pojedinacno). Koncentracije NEFA su bile vece ili jednake kod oglednih u odnosu na
kontrolne krave u svim vremenskim tackama testa, ali je ova razlika bila znacajna jedino 0.
i 15. minuta (p < 0,001 i p < 0,01, pojedinacno). AUCins, AMaXins i AUCngra SU bili
znacajno veci (p < 0,05, p < 0,051 p <0,001, pojedinacno), a RQUICKY znacajno manji (p
< 0,01) kod oglednih krava. Sadrzaj ukupnih lipida u hepatocitima 10. dana pre i 14. dana
nakon teljenja je bio znacajno veci kod oglednih nego kontrolnih krava (p < 0,01 1 p <
0,001, pojedinacno). Dijametar adipocita 10. dana pre teljenja bio je znacajno manji kod
kontrolnih krava (p < 0,05), kod kojih je nakon teljenja ustanovljeno i znac¢ajno povecanje
dijametra adipocita (p < 0,05) u odnosu na antepartalne vrednosti. Zastupljenost proteina
insulinskih receptora u misi¢énim ¢elijama 10. dana pre teljenja je bila znac¢ajno manja (p <
0,05) kod oglednih nego kontrolnih krava. Ekspresija proteina GLUT 4 molekula u
adipocitima je antepartalno bila znacajno veca (p < 0,05) kod oglednih krava, kod kojih je

nakon teljenja ustanovljeno znacajno smanjenje nivoa proteina GLUT 4 molekula u



adipocitima. Na osnovu svih ispitivanih parametara koji se mogu smatrati parametrima
insulinske rezistencije moze se zakljuciti da je 10. dana pre oc¢ekivanog teljenja kao i tokom
rane laktacije kod ugojenih krava smanjena efikasnost insulina u pogledu kori$éenja

glukoze u perifernim tkivima, kao 1 prometu masti u telesnim depoima i ¢elijama jetre.
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INSULIN RESISTANCE IN HOLSTEIN DAIRY COWS DURING THE
DRY PERIOD AND EARLY LACTATION

SUMMARY

The aim of this doctoral dissertation was to examine relationship between insulin resistance
and body condition score (BCS) in high-yielding dairy cows. Approximately 30 days
before expected calving 16 Holstein cows were scored for body condition and assigned to
one of two groups (n = 8 per group), control (BCS = 3.0 to 3.25) and experimental (BCS =
4.25 to 4.50). A total of 16 cows were subjected to glucose tolerance test (GTT) four times:
at days -28, -10, 14 and 28 relative to calving. Blood samples were collected at 0, 15, 30,
60, 90, 120 and 180 min relative to infusion of 0.5 g/kg BW glucose, and were analyzed for
glucose, insulin and non-esterified fatty acids (NEFA). The concentrations of total protein,
albumin, B-hydroxybutyrate (BHBA), total bilirubin, urea, calcium and phosphorus were
measured at sampling point 0 min. Besides, adipose tissue, muscle and liver samples were
taken from all examined animals at day 10 ante and day 14 post partum. Determinations of
the lipids content in hepatocytes and subcutaneous adypocites diameter were performed by
histopathological analysis. Muscle and adipose tissue insulin receptor (IR) and glucose
transporter (GLUT 4) contents were determined by the Western blot procedure. Insulin
resistance was estimated by calculating parameters that describe metabolism of glucose (K,
T, Peakgiye | AUCqiyc), insulin (AMaxXins, Peakins | AUCins) and NEFA (AUCngra) during
GTT. The revised quantitative insulin sensitivity check index (RQUICKI) was also
calculated. Selected serum biochemical parameters did not differ between the groups ante
partum, but experimental cows had greater total bilirubin concentrations (P < 0.05) at day
14 and lower albumin concentrations (P < 0.05) at day 28 post partum compared to those in
control group. Results obtained during the first GTT revealed that the blood glucose was
significantly higher in experimental compared to control cows only 180 min after infusion,
whereas insulin and NEFA concentrations did not significantly differ between the groups.

The patterns of blood glucose and insulin during the glucose challenge were similar in both



groups. AUCnera and RQUICKY were also similar in both groups. The GTT results at day
10 before parturition showed that glycemia levels were significantly higher at minutes 0
and 180 (P < 0.05, respectively), insulinemia at minutes 0 and 30 (P < 0.05, respectively)
after infusion in experimental cows than in their control counterparts. At the same time,
there were no significant differences in NEFA level among the groups, but AUCgra and
RQIUCKY were significantly lower (P < 0.01 and P < 0.001, respectively) in experimental
compared to control cows. Results of the GTT done at day 14 after parturition revealed
significantly higher basal blood glucose level (P < 0.05) in experimental compared to
control cows, while insulin and NEFA levels were numerically higher at all sampling
points, but significantly only 60 min for insulin (P < 0.05) and 30 and 180 min for NEFA
(P < 0.05, respectively). AUCi,s was significantly higher (P < 0.05), whereas RQUICKY
was significantly lower (P < 0.01) in experimental than in control cows. During the GTT at
28 days of lactation glycemia level did not significantly differ among the groups, while
insulinemia were significantly higher in experimental cows compared with those of control
cows at all sampling points with exception 180 min after infusion (P < 0.05, P < 0.05, P <
0.05, P < 0.001, P < 0.05 and P < 0.05, respectively). NEFA level was numerically higher
in experimental than in control cows at all sampling points, but significantly only at
minutes 0 and 15 (P < 0.001 and P < 0.01, respectively). AUCins, AMaXi,s and AUCnera
were significantly higher (P < 0.05, P < 0.05 and P < 0.001, respectively), whereas
RQUICKY was significantly lower (P < 0.01) in experimental cows. The content of lipids
in hepatocytes before and after onset of lactation were significantly higher in experimental
than in control cows (P < 0.01 and P < 0.001, respectively). Experimental cows had
significantly greater adipocytes diameter (P < 0.05) ante partum, but the increase in
diameter of adipocytes (P < 0.05) in relation to antepartal values was established in control
cows post partum. In experimental cows, IR contents in muscle strips ante partum were
significantly lower (P < 0.05) than those in control cows. Control cows had significantly
lower GLUT 4 contents in adipocytes (P < 0.05) ante partum compared to experimental
cows, in which significant decrease in GLUT 4 contents post partum was established in
relation to antepartal values. Taken together, obtained results suggest that experimental

cows experienced reduced insulin efficiency in stimulating peripheral glucose utilization, as



well as in fatty acids turnover in body fat depots and the liver cells at 10 days before and
after onset of lactation.

Key words: high-yielding dairy cows, body condition, insulin resistance, glucose tolerance

test, insulin receptor, GLUT 4
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Skracenice koriSéene u tekstu

AcCoA — acetyl coenzyme A

ACTH (Adrenocorticotropic hormone) — adrenokortikotropni hormon
APO — apolipoprotein

BHBA (B hydroxybutyric acid) — B hidroksibuterna kiselina
CAC- ciklus limunske kiseline

CPT — karnitin palmitoil transferaza

DAG — diacilglicerol

DIO - dejodinaza

GH (Growth hormone) — hormon rasta

GLUT 4 — glukozni transporter

GTT (Glucose tolerance test) — test opterecenja glukozom

IGF-I (Insulin like growth factor-1) — insulinu sli¢an faktor rasta - |
IL-1 (Interleukin-1) — interleukin - 1

IL-6 (Interleukin-6) — interleukin — 6

IR — insulinski receptor

KoA — koenzim A

NEB (Negative energy balance) — negativni bilans energije

NEFA (Nonesterified fatty acid) — neesterifikovane masne kiseline
OTK - ocena telesne kondicije

PA — propionska kiselina

PEB (Positive energy balance) — pozitivan bilans energije

PKC — protein kinaza C

RQUICKI — Revised Quantitative Insulin Sensitivity Check Index
SM - suva materija obroka

TAG — trigliceridi

TNF-a (Tumor necrosis factor- o)) — faktor nekroze tumora - a

VLDL (Very low density protein) — proteini vrlo niske gustin



1. UvOD

Tokom poslednjih decenija u govedarstvu su se postavljali sve veci zahtevi u
odnosu na intenzitet i kvalitet proizvodnje. Dok su se broj stada i ukupan broj krava u celoj
Evropi stalno smanjivali, dotle su proizvodnja mleka i prosecan broj krava po stadu belezili
stalni porast. Povecan obim proizvodnje po kravi je rezultat mera intenzivne genetske
selekcije, kao i tendencije da se tom cilju prilagode ishrana i na¢in drzanja i iskori$¢avanja
(menadZment) Zivotinja. Smatra se da je uces$ce genetike u povecanju proizvodnih rezultata
kod krava sa visokom proizvodnjom mleka od 33 do 40 posto, dok se ostali deo povecanja
proizvodnih sposobnosti pripisuje uticajima menadzmenta i ishrane krava. Radi ilustracije,
pocetkom osamdesetih godina prosloga veka proizvodnja mleka po kravi u nasoj zemlji bila
je nesto veca od 6000 litara u toku jedne laktacije, a danas, na mnogim farmama sa
razvijenom govedarskom proizvodnjom, ona iznosi preko 8500 litara. Dakle, godisnja
proizvodnja mleka po kravi se povecala za vise od 40 procenta, sa trendom povecanja od
1,4 posto godisnje.

Kao $to se moze zakljuciti, selekcijske mere su tokom poslednjih decenija bile
usmerene isklju¢ivo na povecanje proizvodnih sposobnosti krava visokomlec¢nih rasa, $to je
dodatno dovelo do povecanja potreba u hranljivim materijama, pogotovo tokom
laktacionog perioda. Ovakve mere selekcije uticale su istovremeno na sposobnost i
stabilnost neuroendokrine regulacije metabolickih funkcija. Drugim rec¢ima, grla sa veCom
mle¢nos¢u trpe vece metaboli¢ko opterecenje, a kao posledica toga njihov organizam
izloZen je izrazito velikim naporima. U takvim uslovima regulatorni mehanizmi mogu da
budu optereceni do krajnjih fizioloSkih granica, a mogu da budu poremeceni i normalni
tokovi fizioloskih procesa. Uprkos konstantnom napretku u razumevanju biologije i
metabolizma visokomlecnih krava pod takvim zahtevima sve vise se javljaju poremecaji
metabolizma i reprodukcije, kao veoma znacajan zdravstveni i ekonomski problem. To je
osnovni razlog §to je ekonomska dobit od proizvodnje mleka jos uvek u senci visokih
troskova lecenja obolelih Zivotinja. Prema podacima iz literature procenjuje se da na
farmama visokomle¢nih krava na podrucju Srbije prosecni ekonomski gubitak po zivotinji

oboleloj od masne jetre iznosi oko 250 evra godisnje. Dakle, intenzivna govedarska



proizvodnja postavlja velike zahteve i dovodi do sve vecih suprotnosti izmedu biolosko-
fizioloske opterecenosti organizma i zdravlja zivotinja. Zbog toga, treba da se veéim
brojem mera, posebno ishranom i pogodnom tehnologijom, ublaze ili neutraliSu postojeci
disbalansi. Poznavanje funkcionisanja mehanizama i zakonitosti koji posreduju u procesu
prilagodavanja u takvim uslovima je od prvostepenog znacaja, sa posebnim osvrtom na
reakcije nekih endokrinih zlezda i odgovore perifernih tkiva na hormonalne uticaje.

U najvecoj meri, mnogobrojne adaptivne promene koje mogu da imaju kljucni
uticaj na zdravstveno stanje, proizvodnju i ekonomi¢nost uzgoja javljaju se od kraja
gestacionog perioda (kasni graviditet) i tokom perioda rane laktacije. Zapravo, peripartalni
period podrazumeva promenu u aktivnosti skoro svih ¢elija u organizmu, da bi se
odgovaraju¢om preraspodelom hranljivih materija obezbedile optimalne potrebe fetusa i
mlecne Zlezde. To, pre svega, ukljucuje uskladivanje velikog broja metabolickih procesa
(glukoneogeneza, glikogeneza, glikogenoliza, proteoliza, lipoliza 1 lipogeneza),
istovremeno ukazuju¢i i na znacaj mehanizama koji su odgovorni za regulaciju
metabolizma u vreme njegovog velikog opterec¢enja. Stoga, mozZe se reci da je osnovno
obelezje ovih fizioloskih promena kod svih vrsta sisara da se prvenstveno obezbedi
snabdevanje fetusa, odnosno novorodencadi optimalnom koli¢inom hranljivih materija
stavljajuéi u ,,drugi plan* ostale potrebe organizma majki. Da bi se uspostavila ovakva
»energetska hijerarhija®, periferna tkiva (miSi¢no i masno) koriste manje glukoze, ali, isto
tako, u njima se intenziviraju procesi lipolize i katabolizma proteina. Ovaj potencijal je
najvise ispoljen kod goveda visokomlecnih rasa, §to im omogucava da proizvode daleko
vece koli¢ine mleka. Uporedo sa ovim promenama, metabolicka aktivnost jetre se veoma
brzo 1 viSestruko povecava u periodu oko teljenja putem povecanja protoka krvi, potrosnje
kiseonika 1 enzimske aktivnosti. Pored toga, jetra preZivara mora da se metabolicki
prilagodi, odnosno prestroji, u prvom redu zbog naglih promena u sastavu prisutnih
slobodnih masnih kiselina u krvi, koje se deSavaju u ovom periodu. Imaju¢i u vidu
navedene c{injenice, jetra seé opravdano smatra glavnom ,raskrsnicom* metabolickih
procesa tokom peripartalnog perioda, jer je njeno funkcionalno stanje od presudnog znacaja

za prilagodavanje organizma visokomle¢nih krava u tranzicionom periodu.



Fizioloski mehanizmi uklju¢eni u proces prilagodavanja organizma u uslovima
velikih energetskih zahteva veoma su komplikovani za tumacenje i po svemu sudeci ti
procesi se odvijaju razli¢ito kod svake jedinke. Zbog toga, ostaje kao mogucénost da se
utvrde validni ¢inioci koji mogu blagovremeno da ukazu na stepen adaptacije organizma u
odredenom periodu proizvodnog ciklusa. U takve c¢inioce ubrajaju se danas telesna
kondicija krava, parametri metabolickog profila, koncentracija hormona u krvnoj plazmi i
sadrzaj organskih sastojaka mleka. U poslednje vreme se sve vise preporucuje, kao dodatni
pokazatelj, ocena stepena osetljivosti perifernih tkiva na insulin (insulinska rezistencija) da
bi se predvidelo nastajanje metabolickih poremecaja i njihova tezina kod zivotinja ¢iji je
organizam opterecen visokom proizvodnjom mleka.

Imajuéi u vidu da su literaturni podaci o uticaju stanja uhranjenosti na funkcionalnu
aktivnost B-celija endokrinog pankreasa i stepen osetljivosti perifernih tkiva na insulin
(insulinska rezistencija) tokom perioda zasuSenja i u ranoj laktaciji oskudni, smatrali smo
da postoji nau¢na opravdanost za sprovodenjem takvog istrazivanja. Na taj nacin bi se
doprinelo daljem razumevanju patogeneze insulinske rezistencije kod visokomle¢nih krava,

a time i njihove sposobnosti da se adaptiraju u uslovima visoke proizvodnje mleka.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Osobenosti metabolizma visokomle¢nih krava

Prelazni period iz kasnog graviditeta u fazu rane laktacije je najrizi¢niji period u
proizvodno-reproduktivnom ciklusu visokomle¢nih krava, jer se naglo menjaju potrebe
organizma kako u pogledu energije, tako i drugih materija, a pracen je i naglim promenama
u neuroendokrinom i metabolickom statusu (Bell, 1995). Dodatno, u ovom periodu krave
treba da se prilagode na mnogobrojne stresogene ¢inioce, kao §to su: ambijentalni uslovi
drzanja, promene u sastavu i rezimu ishrane, kao i sa kompeticijom i hijerarhijom izmedu
zivotinja u slobodnom ili poluslobodnom sistemu uzgoja krava. Kutana sluzokoza i
mikroflora buraga moraju da se razviju i prilagode ishrani bogatoj energijom, a oskudnom u
pogledu strukturnih (sirovih) vlakana. Takode, u ovom periodu u jetri visokomle¢nih krava
treba da se intenzivira proces glukoneogeneze i obezbedi optimalno koris¢enje dospelih
hranljivih materija (Goff i Horst, 1997; Drackley, 1999; Jorritsma 1 sar., 2001). Budu¢i da
se intenziviranjem metaboli¢kih procesa kod visokomlecnih krava pojavljuje potreba u
glukozi i do 4 kg dnevno, jasno ukazuje na visoke zahteve koji se postavljaju pred
glukoneogenezu u jetri. Poveéanje transkripcije (MRNK) i aktivnosti enzima piruvat
karboksilaze i fosfoenolpiruvat karboksikinaze u jetri, u tesnoj je vezi sa hormonalnim
promenama koje uvode organizam visokomle¢nih krava u stanje Stednje glukoze od strane
perifernih tkiva, a karakteriSu se niZim nivoom insulina i poviSenom koncentracijom
hormona rasta u krvi (Knapp i sar., 1992; Greenfield i sar., 2000; Drackley i sar., 2001).
Ve¢ je istaknuta vazna osobina visokomle¢nih krava da se u fazi rane laktacije, u uslovima
energetskog deficita, favorizuju katabolicki procesi u telesnim tkivima sa ciljem
adekvatnog snabdevanja mlecne Zlezde prekursorima za sintezu organskih sastojaka mleka.
Pokretanje procesa mobilizacije masnih kiselina iz telesnih rezervi u uslovima negativnog
bilansa energije je hormonski regulisano i smatra se da nizak koli¢nik insulina i glukagona
ima veoma vaznu ulogu u nastanku i kasnijem odrzavanju tog procesa (Drackley, 2000;
Ingvartsen i sar., 2003). U tom pogledu, visokomleéne krave moraju da se izbore sa

posledicama koje moze da prouzrokuje mobilizacija hranljivih materija iz telesnih depoa,



pri ¢emu dodatno naruSavanje energetskog statusa povecava rizik za nastajanje
mnogobrojnih metaboli¢kih, reproduktivnih i infektivnih bolesti (Bobe, 2004; Samanc i
sar., 2010b, 2011). Nemoguénost visokomle¢nih krava da se prilagode na bilo kom
navedenom nivou potrebama visoke proizvodnje, ima za posledicu nedovoljno
iskori$¢avanje energije i dalje produbljivanje negativnog energetskog bilansa. Drugim
reCima, raznolikost poremecaja zdravlja koji mogu da se jave u periodu rane laktacije
potvrduje da naruSavanje funkcionalne sposobnosti nekih organskih sistema ima primarnu
ulogu, odnosno da ovi poremecaji zdravlja imaju zajednicku etiopatogenetsku osnovu.
Ipak, i dalje ostaje otvoreno pitanje individualnih razlika u nivou hormonskog regulisanja
metabolickih procesa, kao i odnosa ovakvog regulisanja prema energetskom statusu
zivotinje (Kessel i sar., 2008; Hammon i sar., 2009).

Visoka ucestalost metabolickih, infektivnih 1 reproduktivnih poremecaja zdravlja
visokomle¢nih krava u peripartalnom periodu predstavlja veliki problem stru¢ne i naucne
javnosti Sirom sveta. Siroko usvojena praksa za minimiziranje metabolickih poremecaja
kod krava visokomle¢nih rasa poc¢iva na kontroli unosa suve materije obroka u periodu
zasuSenja sa ciljem da se spreci preterano odlaganje rezervi u telesne depoe (Grummer i
sar., 2004). Preciznije reCeno, ograni¢avanjem unosa energetskih prekursora na pocetku
zasuSenja, smanjuje se koli¢ina masnih kiselina dostupnih za mobilizaciju, §to ograni¢ava
njihov porast u cirkulaciji u peripartalnom periodu, 1 na taj nacin znatno smanjuje
moguénost nakupljanja triglicerida i proizvodnje ketonskih tela u jetri (Murondoti i sar.
2004). Medutim, rezultati ispitivanja u pogledu menadZmenta ishrane krava tokom perioda
zasuSenja nisu konzistentni i u izvesnoj meri su protivureéni. Naime, neke studije su
pokazale pozitivan efekat postepenog povecanja unosa energije u prepartalnom periodu,
pogotovo u slucajevima kada se stanje uhranjenosti bitno ne menja u tom periodu (Doepel 1
sar., 2002). S druge strane, postoje podaci koji ukazuju da kontrolisani unos energije u
zasuSenju moze da dovede do povoljnih rezultata u procesu prilagodavanja na pocetak
laktacije (Holcomb i sar., 2001). Ove nedoslednosti sugeriSu da su neke pojedinosti oko
etiopatogeneze metaboli¢kih poremecaja kod visokomlecnih krava jo§ uvek nepoznate.

Inflamacija je predlozena kao karika koja nedostaje u patologiji metabolickih

poremecaja krava u tranzicionom periodu (Drackey, 1999). Od ranije je poznato da akutna



inflamacija dovodi do metabolickog efekta (mobilizacija masti i glikogena, nakupljanje
triglicerida u jetri) Sto se u sustini deSava u tranzicionom periodu. Ustanovljeno je da
citokini potpomazu proces lipomobilizacije putem smanjenja apetita (Kushibiki 1 sar.,
2003), narusavanjem osetljivosti perifernih tkiva na insulin, i ¢ak direktnom stimulacijom
procesa lipolize (Kushibiki i sar., 2001), a $to je sve povezano sa nastankom ketoze i masne
jetre kod krava (Ingvartsen, 2006). Jo§ vise je intrigantan podatak da TNF-a smanjuje
proizvodnju glukoze u jetri (Kettelhut i sar., 1987) i podstice esterifikaciju masnih kiselina
u obliku triglicerida (Garcia Ruiz i sar., 2006). Direktni efekti citokina na metabolizam jetre
mogu igrati kljuénu ulogu u patogenezi metabolickih poremecaja krava u peripartalnom
periodu, narocito onih izlozenih inflamaciji ili optere¢enih prekomernim koli¢inama masti
u telesnim depoima (Ohtsuka i sar. 2001; Ametaj i sar., 2005, Loor i sar., 2006).

U svakom sluc¢aju, poremecaje zdravlja koji se javljaju u periodu oko teljenja ne
treba gledati kao izolovane subjekte, ve¢ naprotiv, kao dogadaje koji su isprepleteni i
povezani mnogobrojnim medusobnim interakcijama. Najbolji primer za ovakav koncept je
¢injenica da krave koje imaju vecu ocenu telesne kondicije u trenutku teljenja su podlozZnije
razvoju mnogobrojnih poremecaja zdravlja. Pouzdano je utvrdeno da pregojene krave
(OTK > 4,0) imaju smanjen apetit u periodu oko teljenja i predispoziciju da mobiliSu vise
prekursora iz telesnih depoa u odnosu na krave optimalne telesne kondicije (OTK < 3,75)
(Garnsworthy i Topps, 1982; Rukkwamsuk i sar., 1999). Pored toga, preobilna ishrana u
periodu zasusenja se dovodi u vezu sa razvojem insulinske rezistencije, masne jetre, ketoze
(Herdt, 2000; Holtenius i sar., 2003; Bobe i sar., 2004) i hipokalcemije (Horst i sar., 2002).
Pregojene krave takode imaju vecu predispoziciju za teSka teljenja, zadrzavanje posteljice
(Gearhart 1 sar., 1990) i pad imuniteta (Lacetera 1 sar., 2005). Na kraju se moze reci, da bilo
koji poremecaj zdravlja u peripartalnom periodu moZze da pokrene ,,Javinu®, odnosno ¢itav
niz nekontrolisanih reakcija koje dodatno pogorsavaju energetski status organizma krava i
tako nepovoljno uti¢u na funkcionalnu sposobnost vise organskih sistema.

Ipak, ostaje otvoreno pitanje, koji disbalansi su odgovorni za razvoj dugotrajnog
katabolickog stanja kod visokomle¢nih krava tokom rane laktacije? Smanjena sposobnost

lucenje PB-celija endokrinog pankreasa, razvoj insulinske rezistencije perifernih tkiva i



narusena funkcionalna i metabolicka sposobnost jetre, su svakako glavne karike za odgovor

na pitanje, jer zauzimaju centralno mesto u metabolizmu krava u peripartalnom periodu.
2.2. Odlike energetskog metabolizma krava u peripartalnom periodu

Energetske potrebe visokomlecnih krava, izrazene kao neto energija za laktaciju
(NEL), sastoje se od uzdrznih potreba (0.080 MCal/kg ®" po danu) i energetskih potreba za
proizvodnju mleka (gruba procena 0.40 MCal po kilogramu energetski korigovanog
mleka). Energetske potrebe krava u graviditetu do 190. dana su zanemarljive, i za njihovo
izraCunavanje koristi se formula (0.0032 x D — 0.0352)/0.22 MCal po danu, za tele telesne
mase od 45 kg, gde je D = dan graviditeta posle 190. dana. Hipoteti¢ki dnevne energetske
potrebe za kravu holStajn rase telesne mase od 700 kg tokom zasuSenja iznose oko 11,5
MCal NEL u 220. danu graviditeta, i povecavaju se na 13 MCal NEL u 270. danu
graviditeta. Medutim, neposredno posle partusa, sa pocetkom laktacije ukupan promet
energije se znac¢ajno menja, potrebe za energijom se viSestruko povecavaju usled rastuce
proizvodnje mleka (Goff i Horst, 1997). Tako, samo nekoliko dana nakon teljenja, potrebe
visokomle¢nih krava se povecavaju aproksimativno na oko 25 Mcal NEL/dnevno za nivo
proizvodnje od 20 kg mleka, a utroSak energije kod krava sa najve¢om proizvodnjom mleka
dostize i do 45 Mcal NEL (National Research Council, 2001). Bell (1995) je utvrdio da
energetske potrebe visokomle¢nih krava na pocetku laktacije, samo za nekoliko dana, mogu
da porastu 3 puta u odnosu na potrebe za rast fetusa na samom kraju graviditeta (Grafik 1).
Medutim, ve¢ tokom kasnog graviditeta, dolazi do smanjenja unosa suve materije obroka, i
to dvojako: sa jedne strane mehanic¢ki, povecanjem zapremine gravidnog uterusa, i sa
druge, hormonalno, porastom koncentracije estrogena i glukokortikosteroida u krvi
(Ingvartsen 1 Andersen, 2000; Grummer i sar., 2004). Ustanovljeno je da se unos suve
materije smanjuje za 5 posto tokom svakih 20 narednih dana posle 210. dana graviditeta
(National Research Council, 2001), odnosno prema gruboj proceni za oko 30 posto tokom
poslednje dve nedelje graviditeta (Bertics i sar., 1992; Doepel i sar., 2002). Karakteristi¢no
je da je najnizi unos suve materije upravo u periodu neposredno oko teljenja. Tome, bez

sumnje, najvise doprinose stresogeni ¢inioci kao $to su promene u sastavu obroka i/ili



rezima ishrane, kompeticija izmedu jedinki, ambijentalni uslovi, kao i sam partus
(Grummer i sar., 2004; Drackley, 2005).

Slika 1. Hipoteticki prikaz potreba u energiji (plava linija), kapaciteta organa za varenje

(crna linija) i bilansa energije (crvena linija) visokomlecnih krava pre i posle teljenja.
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2.2.1. Pozitivan bilans energije

Tokom srednje i1 kasne faze laktacije, kao 1 ranog perioda zasuSenja, unos suve
materije obroka (SM) i adaptacija mikroflore buraga su ocuvani. U ovom periodu,
energetske potrebe se lako zadovoljavaju, a neretko energetski priliv je 1 veéi, S§to
omogucava kravama da viSak energije skladiSte u telesnim depoima u vidu masti, glikogena
1 proteina (Grummer, 2008). Prema podacima nekih autora, krave na pocetku zasuSenje
unose i do 60 posto viSe hranljivih materija nego S$to su njihove stvarne potrebe ako se
hrane ad libitum (Dann i sar., 2006; Douglas i sar., 2006). Zbog toga, u toj fazi proizvodno-

reproduktivnog ciklusa kod visokomlecnih krava bilans energije je pozitivan (Bewley i



Schutz, 2008). Metabolizam ugljenih hidrata i masti u visokom graviditetu karakterisu
pojacana glukoneogeneza u jetri i smanjenje periferne utilizacije glukoze; nepromenjena ili
smanjena utilizacija acetata; umerena mobilizacija masnih kiselina iz telesnih rezervi
pracena povecanjem njihove utilizacije u perifernim tkivima (Bell, 1995). Ehrhardt i Bell
(1997) utvrdili su da se na membranama ¢elija posteljice progresivno povecava ekspresija
GLUT 1 i 3 molekula, pocevsi od sredine pa do kraja graviditeta, favorizujuéi tako
koris¢enje glukoze od strane fetalnih tkiva, nezavisno od energetskog statusa majki.
Ovakvim prestrojavanjem metabolickih procesa treba da se obezbede optimalne koli¢ine
glukoze i aminokiselina za rast i razvoj ploda, dok je organizam majke preusmeren na
koriséenje slobodnih masnih kiselina i ketonskih tela kao izvora energije.

Drackley 1 sar. (2001) su izneli miSljenje da proces prilagodavanja kod
visokomle¢nih krava poc€inje jo§ u poslednjim nedeljama graviditeta. lako je pri kraju
graviditeta bilans energije pozitivan, prilagodavanje organizma zapocinje promenama u
hormonalnoj konstelaciji i mobilizacijom viSih masnih kiselina iz telesnih depoa. Zbog
toga, koncentracija slobodnih masnih kiselina (NEFA) u krvi pocinje da raste pre teljenja,
mada, jo§ u tom periodu, medu Zivotinjama nastaju velike razlike u stepenu
lipomobilizacije (Grummer, 2008). Budu¢i da se uporedo sa poviSenjem koncentracije
slobodnih masnih kiselina istovremeno povecava i koncentracija glukoze u krvi, smatra se
da je u tom periodu ocuvana metabolicka ravnoteza. Usled smanjene aktivnosti karnitin
palmitoiltransferaze-1 (CPT-I), transport NEFA u mitohondrije je ograni¢en, tako da je
reesterifikacija i ponovna redistribucija putem lipoproteina vrlo male gustine (VLDL)
dominantan matabolic¢ki put kojim se reSava sudbina viSih masnih kiselina u jetri za vreme
pozitivnog energetskog bilansa (Drackley i sar., 1991, Overton i Waldron, 2004). Pri tome,
smatra se da je kapacitet hepatocita za sintezu i sekreciju lipoproteina u periodu zasusenja
dovoljan da jetra odrzi korak sa prispelim viSim masnim kiselinama. Medutim, kod nekih
Zivotinja upravo u tom periodu podinje proces zamaiéenja jetre (Samanc i sar., 2010a;
2011), sto jasno pokazuje da se proces prilagodavanja odvija u nezeljenom pravcu pre nego
Sto nastane negativan bilans energije. Kao $to je ve¢ objasnjeno, tokom kasnog graviditeta,
kada je metabolizam pod jakim uticajem insulina i koncentracija hormona rasta je relativno

niska, ispoljava se relativna neosetljivost masnog tkiva (insulinska rezistencija) na



aktivnost homeostatskih regulatornih mehanizama (Rhoads i sar., 2007). To ukazuje da se u
kasnom graviditetu povecava aktivnost drugih lipolitickih hormona, koji, isto tako, imaju
sposobnost, kao i hormon rasta, da indukuju insulinsku rezistenciju. U tom pogledu,
promene u koncentraciji estradiola, progesterona i prolaktina u krvi krava neposredno pre
teljenja smatraju se znacajnim, jer je pokazano da ovi hormoni mogu da menjaju odgovor
adipocita na delovanje insulina i kateholamina (Bell, 1995; McNamara, 1997; Hayirli,
2006; Butler, 2010). Pored toga, koncentracija kateholamina i kortikosteroida se povecava
oko teljenja (Edgerton i Hafs, 1973); kateholamini aktiviraju triacil glicerol lipazu (hormon
senzitivna lipaza), dok kortikosteroidi povecavaju odgovor (senzitivnost) adipocita na
delovanje kateholamina, a dodatno ovi hormoni povecavaju koncentraciju glukoze u krvi
tako sto u jetri stimulisu glikogenolizu i glukoneogenezu (Lay i sar., 1992; Drackley,
2000). Ove hormonalne promene su kratkotrajne u poredenju sa promenama u koncentraciji
hormona rasta i insulina, i njihov relativni doprinos metabolickom adaptiranju je verovatno
limitiran. Ipak, danas preovladava misljenje da su oni inicijatori insulinske rezistencije i
lipolize tokom kasnog graviditeta i rane faze laktacije (Bell, 1995; Bell i Bauman, 1997).
Ocigledno je da u procesu prilagodavanja Zivotinja u uslovima pozitivnog bilansa
energije ucestvuju mnogobrojni mehanizmi, pa je zbog toga veoma tesko da se proceni da li
se u odredenom periodu proizvodnog ciklusa taj proces odvija u fizioloskim okvirima ili

ne, ne gubeci iz vida da medu Zivotinjama uvek postoje velike razlike.

2.2.2. Negativan bilans energije

Nakon teljenja, koli¢ina konzumirane hrane se postepeno povecava, ali nedovoljno
brzo da bi se zadovoljilo naglo povecanje potreba u energetskim prekursorima. S obzirom
da se maksimum proizvodnje mleka (pik laktacije) ocekuje od 4. do 8. nedelje, a najveci
unos suve materije obroka se postize tek posle 10., pa sve do 22. nedelje posle teljenja
(National Research Council, 2001), to ima za rezultat negativan enegetski bilans (NEB) u
toj fazi laktacije (Beam i Butler, 1997; Butler, 2000; Jorritsma i sar., 2003; Grummer,
2008). Kod vecine visokomle¢nih krava NEB je najizrazeniji oko 14. dana laktacije, a

narusena ravnoteza izmedu mogucénosti unosenja energije preko hrane i energetskih potreba
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zivotinja priblizno traje do 72. dana laktacije (Doepel i sar., 2002; Jorritsma 1 sar., 2003).
Prema navodima Samanca i sar. (2005), kod visokomle¢nih krava u prvim nedeljama
laktacije prose¢no nedostaje 28,9 MJ NEL. Medutim, intenzitet i trajanje NEB subjektivna
je osobina svake jedinke i veoma varira izmedu krava. Danas se smatra da ¢inioci koji uticu
na koli¢inu konzumirane hrane, a samim tim i unos energije, kao $to su telesna kondicija u
trenutku teljenja, puerperalne bolesti, kvalitet hraniva, adaptiranost mikroflore buraga na
sastav obroka i kompeticija izmedu samih Zivotinja, imaju daleko veci uticaj, sami po sebi,
nego energetske potrebe za proizvodnju mleka (Jorritsma i sar., 2003; Grummer, 2010).
Koli¢ina proizvedenog mleka prvenstveno zavisi od stepena sinteze laktoze u
¢elijama mleéne Zlezde, jer je osmotski aktivna i povlac¢i vodu iz cirkulacije u lumen
mlecne zlezde (Zhao 1 Keating, 2007). Laktoza se sintetiSe iz dva molekula galaktoze,
poreklom (derivati) od glukoze iz krvi. PoSto se najve¢i deo ugljenih hidrata razlaze u
predzelucima delovanjem mikropopulacije do nizih masnih kiselina, resorpcija glukoze iz
digestivnog trakta kod prezivara je mala (oko 10 do 15 posto) i nedovoljna da podmiri
potrebe organizma preZivara. Iz tog razloga, prezivari i do 90 posto ukupnih potreba
organizma u glukozi zadovoljavaju sintezom iz glikogenoplasti¢nih prekursora procesom
glukoneogeneze u jetri (Young, 1977). Utvrdeno je da je za proizvodnju 1 kg mleka
neophodno oko 72 g glukoze (Zhao i Keating, 2007), a ukupne dnevne potrebe za
glukozom kod pojedinih krava sa izuzetno visokom proizvodnjom mleka mogu da budu i
vece od 4 kg (Bell, 1995; Drackley 1 sar., 2001). Medutim, u prvim nedeljama laktacije
deficit glukoze nastao zbog nesklada izmedu potreba uslovljenih laktacijom i moguénosti
da se iz alimentarnih i endogenih izvora obezbede neophodne koli¢ine glukoze iznosi i do
500 g dnevno, kako navodi Drackley (2005). Pokusaji da se intenzitet NEB umanji
koriS¢éenjem masti u ishrani visokomlecnih krava nisu dali zadovoljavajuée rezultate.
Nasuprot tome, dodavanje glikogenoplasti¢nih jedinjenja imalo je za rezultat ublaZzavanje
intenziteta NEB (van Knegsel i sar., 2005; Grummer, 2008). Ovo saznanje pokazuje da je
upravo glukoza jedinjenje koje predstavlja ,,usko grlo* za visoku proizvodnju mleka, i da se
NEB u sustini moze smatrati negativnim bilansom glukoze. Kao posledica toga, visoku
proizvodnju mleka kod savremenih rasa goveda sa izrazito velikim proizvodnim

potencijalom, uprkos ¢injenici da konzumiraju manju koli¢inu hrane tokom rane laktacije,
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moguce je ostvariti jedino ako se obezbedi snabdevanje mlecne Zzlezde dovoljnim
koli¢inama glukoze. To prakti¢no znaci, da se sva raspoloziva glukoza kod visokomle¢nih
krava stavlja na raspolaganje mlecnoj zlezdi. Da bi se ovo ostvarilo neophodno je ispuniti
sledece uslove: 1) sva periferna, ekstramamarna tkiva (misi¢no i masno) treba da se uvedu
u stanje Stednje, odnosno restriktivnog koris¢enja glukoze; 2) maksimalno intenziviranje
procesa glukoneogeneze u jetri; 3) mobilizacija energetskih prekursora iz telesnih depoa
kao alternativnih izvora energije za periferna, ekstramamarna tkiva. Ova izmena u
preraspodeli i koriS¢enju energije iz alternativnih izvora je rezultat veoma znacajnih
promena u hormonalnoj konstelaciji i senzitivnosti pojedinih tkiva na njih, prvenstveno
jetre, masnog tkiva, skeletnih miSi¢a i mlecne zlezde, Sto su Bauman i Currie (1980) opisali
kao ,,homeoreza“. Homeoretske promene su ustanovljene kod svih vrsta sisara, a osnovna
strategija ovih promena je stvaranje boljih uslova za prezivljavanje novorodenih jedinki.
Moze se pretpostaviti da su veoma znacajne dve ¢injenice za adaptaciju metabolizma krava
u peripartalnom periodu. To su pad koncentracije insulina u krvi i smanjena senzitivnost
i/ili odgovor perifernih tkiva na insulin.

Intracelularni unos glukoze odvija se olak§anom difuzijom pomoc¢u membranski -
vezanih transportnih molekula za glukozu (GLUT). Do sada je identifikovano 12 tipova
GLUT molekula. Ekspresija razlicitih tkivno-specificnth GLUT molekula omogucava
insulinu da kontroliSe preraspodelu hranljivih materija (glukoze) u celom organizmu (Zhao
1 Keating, 2007). U miSi¢nom i masnom tkivu ustanovljeno je da su najzastupljeniji insulin
zavisni GLUT molekuli tipa 4, dok je prisustvo insulin nezavisnih GLUT 1 molekula, za
bazalno snabdevanje ¢elija glukozom, samo u tragovima. Nasuprot tome, mle¢na Zlezda,
fetalna tkiva i jetra uglavnom poseduju insulin nezavisne GLUT molekule tipa 1, 2, i 3
(Duehlmeier i sar., 2005; Nishimoto i sar., 2006; Zhao i sar., 2006; Zhao i Keating, 2007).

Peripartalni period se karakteriSe veoma niskom bazalnom i glukozo-zavisnom
sekrecijom insulina od strane B-celija endokrinog pankreasa (Lomax, 1979; Sartin i sar.,
1985; Bell, 1995; Herzog, 2001; Holtenius i sar, 2003). lako insulin nema direktan uticaj na
proizvodnju mleka, niska koncentracija insulina ima za posledicu izrazito smanjenu
ekspresiju GLUT 4 molekula, a time i koriS¢enje glukoze za potrebe miSi¢nog i masnog

tkiva, Sto povecava raspolozivost glukoze za potrebe insulin-nezavisnih tkiva. Kao §to je

12



ve¢ istaknuto, pocevsi od sredine pa do kraja graviditeta na membranama celija posteljice
progresivno se povecava ekspresija GLUT 1 i 3 molekula, poveéavajuéi tako koris¢enje
glukoze od strane fetalnih tkiva nezavisno od energetskog statusa majki (Ehrhardt i Bell,
1997). Intenziviranje potrosnje glukoze od strane mlecne zlezde odvija se putem sli¢nih
mehanizama: ekspresija svih transportnih molekula za glukozu u mle¢noj zlezdi, pogotovo
insulin nezavisnih GLUT 1 molekula, se povecava za 5 do vise od 100 puta na pocetku
laktacije (Zhao i Keating, 2007). Kao rezultat ovih desavanja priliv glukoze u mle¢nu
zlezdu je konstantan, dok se koncentracija glukoze u krvi krava krece u rasponu od 4,4 do
10 mmol/L (Kaneko, 2008), pri ¢emu vime moze da koristi 97 posto energije dobijene iz
konzumirane hrane (Bell, 1995; Drackley, 1999) i 85 posto raspolozive glukoze iz krvi
(Knight i sar., 1994; Zhao i sar., 1996; Etherton i Bauman, 1998).

Proporcionalno deficitu energije u ranoj laktaciji, visokomle¢ne krave mobiliSu
energetske prekurzore iz telesnih depoa, $to se ispoljava gubitkom u telesnoj masi zivotinja.
Prosecno smanjenje ocene telesne kondicije (OTK) u periodu neposredno pre teljenja, pa
do kraja perioda NEB, se kre¢e u rasponu od 0,5 do 1 poena, na skali gde se OTK izrazava
u rasponu od 1 do 5 (Edmondson i sar., 1989; Waltner i sar., 1993; National Research
Council, 2001). Kada se ocena telesne kondicije smanji za 1 poen (rani puerperijum : 10-12
nedelje laktacije), raCuna se da je gubitak u telesnoj masi od 7 do 8 posto, §to priblizno
iznosi oko 417 MCal NEL (National Research Council, 2001, Oikawa i Oetzel, 2006).
Tako, procenjeno je da visokoproduktivna grla proizvode i do 550 kg mleka po laktaciji
koriS¢enjem upravo izvora energije iz telesnih depoa (Tamminga i sar., 1997). Sa
energetskog gledista masno tkivo je veoma dinamic¢no i fleksibilno. Depoi masti kod
visokomle¢nih krava u trenutku teljenja mogu iznositi 1 preko 100 kg, iz koga, tokom
perioda predstojece laktacije, mogu da budu mobilisane masne kiseline za zadovoljavanje
energetskih potreba (McNamara, 1997). Koncentracija neesterifikovanih masnih kiselina
(NEFA) je najcesce povecana nekoliko puta u periodu oko teljenja i moze biti veca od 1000
pmol/L tokom nekoliko nedelja (Herzog, 2001; Holtenius i sar., 2003). Opste je prihvaceno
da je insulin glavni posrednik—medijator procesa mobilizacije masti iz telesnih depoa.
Niska koncentracija insulina u krvi povecava aktivnost triacil glicerol lipaze i inhibira

ulazak NEFA, glicerola 1 glukoze u adipocite tako Sto smanjuje aktivnost lipoprotein lipaze
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I ekspresiju-translokaciju GLUT 4 molekula (McNamara, 1997). Insulin ne deluje direktno
na katabolizam proteina, zato niska koncentracija insulina snazno smanjuje sintezu
proteina, uspostavljaju¢i takvu ravnotezu izmedu anabolickih i katabolickih procesa, pri
¢emu se favorizuje mobilizacija amino-kiselina iz skeletnih miSi¢ima (Bell i Bauman,
1997). Povecani priliv slobodnih amino-kiselina iz poprecno-prugastih misi¢a doprinosi
povecanju koncentracije, odnosno raspolozivosti glukoze, s obzirom na ¢injenicu da se one
uglavnom Koriste za glukoneogenezu u jetri. Pored ovoga, niska insulinemija i veéa
koncentracija glukagona u ranoj laktaciji direktno aktivira enzime glukoneogeneze u jetri
(Greenfield i sar., 2000). Shematski prikaz raspodele glukoze i mobilizacije energetskih

prekurzora iz telesnih depoa tokom zasus$enja i laktacije dat je na slici 2.

Slika 2. Energetska raspodela tokom perioda zasusenja (A) i rane laktacije (B).
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Lipidni pool krvne plazme uglavnom c¢ine siréetna i1 buterna kiselina, dve glavne
nize masne kiseline koje nastaju mikrobnim razlaganjem u buragu strukturnih ugljenih-
hidrata biljaka, 1 mobilisane neesterifikovane (viSe) masne kiselina (NEFA) (Van Knegsel 1
sar., 2005). Sastav lipida krvne plazme se znac¢ajno menja u kvalitativnom i kvantitativnom
smislu nakon teljenja, uglavhom zbog intenzivne lipomobilizacije i trenda povecanja
proizvodnje mleka (Rukkwamsuk i sar., 2000; Duffield i sar., 2009). Deo masnih kiselina

krvne plazme direktno se koristi za sintezu mle¢ne masti u vimenu ili kao izvor energije za
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periferna tkiva (misi¢no i masno), ali veliki deo, proporcionalno protoku krvi kroz jetru,
biva preuzet od strane hepatocita (Reynolds i sar., 2003; Overton i Waldron, 2004). Jetra,
kako za vreme gladovanja tako i u stanju optimalne ishrane Zivotinja, ima Sposobnost da iz
krvi ekstrahuje oko 30 posto slobodnih masnih kiselina (Mayes, 1989). Pri tome, postoji
nekoliko metabolickih puteva u kojima se odreduje sudbina nizih masnih kiselina i NEFA u
jetri, od kojih su dva najznaCajnija: 1) potpuna oksidacija masnih Kiselina u
mitohondrijama, i 2) reesterifikacija i ponovna redistribucija putem cirkulacije (VLDL).
Medutim, oba ova puta se mogu ,blokirati“ neprimerenim prilivom masnih kiselina,
pogotovo tokom perioda rane laktacije kada je najintenzivnija mobilizacija NEFA iz
masnog tkiva, $to je prikazano na slici 3 i detaljno objasnjeno u daljem tekstu.

Transport NEFA u mitohondrije je povezan sa energetskim statusom putem karnitin
palmitoil transferaze transportnog ,,8atl“sistema, koji se aktivira delovanjem glukagona, a
inhibira od strane insulina, propionata i malonil-CoA (Jesse i sar., 1986; Drackley i sar.,
1991). Poslednji u nizu molekula koji inhibiraju transport NEFA u mitohondrije, malonil -
CoA, je posrednik ili veza izmedu metabolizma propionata i masnih kiselina i moZe se
smatrati energetskim ,,barometrom* (Grummer, 1992; Bruss, 2008). Zbog toga je transport
NEFA u mitohondrije tokom pozitivnog energetskog bilansa ograni¢en, a nasuprot tome,
tokom NEB je olakSan-favorizovan. Nakon ulaska u mitohondrije masne kiseline se
procesom [-oksidacije razlazu do acetil CoA. Tokom rane laktacije, zbog intenziviranja
procesa glukoneogeneze, raspoloZzivost oksal acetata (delimi¢no limitiraju¢i ¢inilac ciklusa
limunske kiseline) je smanjena, tako da se viSak ostataka sa 2 C atoma (acetil CoA), koristi
za alternativni energetski put, odnosno sintezu ketonskih tela (Grummer, 1992; Van
Knegsel i sar., 2005). Bez obzira na intenzitet NEB, odnos izmedu C2 (poreklom od acetata
I butirata koji nastaju u procesima fermentacije sirovih vlakana u buragu) i C3 (poreklom
od propionske kiseline koja nastaje varenjem skroba u buragu) energetskih prekursora u
obroku za pojedine kategorije visokomle¢nih krava je predloZzen kao delom limitirajuci
mehanizam za potpunu oksidaciju. Dokazana je ¢injenica da ishrana bogata C3 energetskim
prekursorima, ,,glikogena ishrana®, povecava priliv oksalacetata, i uglavnom ima za rezultat
pad koncentracije NEFA 1 ketonskih tela u krvi krava, dok s druge strane ,lipogena

ishrana“ znaCajno povecava priliv acetii CoA i dovodi do suprotnog efekta u
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intermedijarnom metabolizmu (van Knegsel i sar., 2005). Vazno je naglasiti da proces
ketogeneze, iako je u energetskom pogledu nepovoljniji, ne treba smatrati patoloskim
procesom, ve¢ prvenstveno adaptivnim odgovorom i efikasnom strategijom goveda
visokomlec¢nih rasa i drugih sisara, da potpomognu ,,Stednju® glukoze i ublaze opterec¢enost
hepatocita mastima (Drackley i sar., 2000; Duffield i sar., 2009). U prilog tome je i
¢injenica da su ketonska tela rastvorljiva u vodi i kao takva mogu da se koriste kao izvor
energije u srcu, bubrezima, skeletnim misi¢ima i drugim tkivima (Drackley i sar., 2001).
Prema podacima nekih autora, u peripartalnom periodu u jetru krava dospeva u
proseku 525 g NEFA dnevno od kojih se moze sintetisati 583 g triglicerida (Drackley i sar.,
2001). S obzirom da je tokom NEB transport NEFA u mitohondrije hepatocita olaksan
(favorizovan), aktivnost karnitinskog transportnog ,,8atl“ sistema ipak nije neogranic¢ena.
Xu i sar. (2011) su pokazali da porast koncentracije NEFA u krvnoj plazmi krava preko 1.2
umol/l znacajno inhibira aktivnost CPT-l. Dakle, kada je stepen mobilizacije masnih
kiselina iz telesnih rezervi veoma intenzivan i njihov priliv prevazilazi oksidativne
kapacitete, odnosno potrebe hepatocita, visak masnih kiselina se zadrzava u citosolu i
ponovo re-esterifikuje u trigliceride (Van den Top i sar., 1995; Drackley i sar., 2000). Pod
normalnim, fizioloskim okolnostima reesterifikovani trigliceridi se inkorporisu u
lipoproteine vrlo male gustine (VLDL) (Puppione, 1978; Bauchart i sar., 1989). Imajuci u
vidu da je sadrZzaj masti u hranivima za preZivare nizak, 1 da je, za razliku od
monogastri¢nih Zivotinja, kod njih masno tkivo glavno mesto lipogeneze, ne ¢udi $to jetra
prezivara nije predodredena da distribuira vece koli¢ine masti, odnosno nema dovoljno
razvijen transportni sistem za reesterifikovane masne kiseline. Rezultati brojnih istrazivanja
su pokazali da je sposobnost jetre prezivara za sintetezu i sekreciju lipoproteina veoma
niska, u poredenju sa monogastricnim sisarima, i tokom rane laktacije ne moze da odrzi
korak sa povecanim prilivom NEFA (Katoh, 2002; Piepenbrink i Overton; 2003; Overton i
Waldron, 2004; Bruss, 2008). Gruffat 1 sar. (1997) su ustanovili da se prosecan sadrzaj
masti u jetri znacajno povecava sa 0,35 posto (u sirovom uzorku jetre; u odnosu na masu
tkiva jetre) tokom perioda zasusSenja, na 4,5 do 10 posto tokom prve i druge nedelje
laktacije. Prakti¢no, tokom tranzicionog perioda kod visokomle¢nih krava veoma cesto se

javlja odredeni stepen zamasSc¢enja jetre (Veenhuizen i sar., 1991; Jorritsma 1 sar., 2001).
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Iako vecina krava ne pokazuje klinicke simptome bolesti, deponovanje masti iznad
odredene granice moze da utice na funkcionalnu sposobnost jetre i ozbiljno ugrozi
odvijanje metabolickih procesa, a samim tim i zdravlje zivotinja (Bobe 1 sar., 2004;

Overton i Waldron, 2004).

Slika 3. Metabolicka sudbina masti u jetri (putevi raspodele) tokom pozitivnog (A) i

negativnog energetskog bilansa (B).
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CAC= ciklus limunske kiseline; NEFA= neesterifikovane masne kiseline; APO =
apolipoprotein; CPT = karnitin palmitoil transferaza: VLDL = lipoproteini vrlo male

gustine; AcCoA = acetyl coenzyme A; PA = propionska kiselina; TAG = trigliceridi.

2.3. Uloga hormona u regulaciji metabolizma krava u peripartalnom periodu

Hormonalni status krava zavisi od fizioloSkog stanja i genetske predispozicije za
proizvodnju mleka (Bonczek i sar., 1988; Veerkamp i sar., 2003). Opste je prihvaceno da
endokrine Zlezde imaju klju¢nu ulogu u dinami¢nom procesu adaptacije jedinke na uslove
spoljaSnje sredine, kao i1 u pravovremenom uspostavljanju neophodne metabolicke
ravnoteze kod krava u periodu oko teljenja. Po svemu sude¢i, u tim procesima presudna je

uloga hipofize i nadbubrezne zlezde, kao i hormona tireoidee 1 B-¢elija endokrinog
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pankreasa, Cija se aktivnost uskladuje prema metabolickim potrebama Zivotinja. Pri tome,
sastav obroka moze da bude veoma vazan Cinilac od koga zavisi funkcionalna aktivnost
nekih endokrinih Zlezda, a samim tim i tok metaboli¢kih procesa u organizmu krava u
periodu kada su najviSe opterecene potrebama za proizvodnjom mleka (Bobe i sar., 2004;

Goff, 2006; Samanc i sar., 2005, 2011).

2.3.1. Uloga insulina

Koncentracija insulina u krvi prezivara, kao i kod monogastri¢nih zivotinja,
pokazuje znatna kolebanja tokom dana. U odnosu na fazu proizvodno-reproduktivnog
ciklusa, insulinemija je niza u poslednje tri nedelje graviditeta i na pocetku laktacije u
odnosu na period zasuSenja (Blum i sar., 1973; Smith i sar., 1976; Winkelman i sar., 2008).
Pad koncentracije insulina u krvi na pocetku laktacije dovodi se u vezu sa negativnim
bilansom energije koji je prisutan kod mle¢nih krava (Kunz i Blum, 1985; Reist i sar.,
2002). U skladu sa tim Sartin i sar. (1988) utvrdili su znacajno nize vrednosti koncentracija
insulina u krvi 30. dana laktacije kod visokomle¢nih krava, kod kojih je energetski
disbalans izrazeniji u odnosu na krave sa niskom proizvodnjom mleka. Veéi porast
koncentracije insulina u krvnom serumu krava utvrden je tek u periodu od 4. do 12. nedelje
laktacije (Terao i sar., 2010). Od ranije je poznato da stepen insulinskog odgovora zavisi od
fizioloskog stanja i stadijuma laktacije u kome se nalaze krave (Sartin i sar., 1985). Kod
visokomlec¢nih krava u laktaciji je ustanovljen slabiji insulinski odgovor na infuziju glukoze
u odnosu na visokosteone i krave koje se ne muzu. Za razliku od visokomleénih krava, kod
krava tovnih rasa, odgovor B-¢elija endokrinog pankreasa na stimulaciju glukozom raste
tokom laktacije, a zatim opada sve do poslednje faze graviditeta (Shingu i sar., 2002). U
poslednje vreme se sve vise isti¢e da elektrohemijska reakcija krvi uti¢e na aktivnost -
¢elija, samim tim i koncentraciju insulina u krvi (Bigner i sar., 1996).

Insulin ima viSestruka delovanja u organizmu sisara. Pored anabolickog uticaja na
metabolizam organskih materija (ugljenih hidrata, masti i proteina) ima znacaj i za pravilan
rast 1 razvoj organizma kao celine. Kod monogastri¢nih zivotinja glavna uloga insulina je

da pospesuje koris¢enje glukoze kao izvora energije. Budu¢i da u jetru prezivara dospeva
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veoma mala koli¢ina glukoze iz krvi i digestivnog trakta, uticaj insulina na metabolizam
glukoze u jetri prezivara je od manjeg znacaja nego kod monogastri¢nih zivotinja. Kod
prezivara, medutim, insulin ima daleko veéi znaCaj u regulaciji metabolizma masti
(McNamara i sar., 1995; Komatsu i sar., 2005). S obzirom da kod njih glukoza nije glavni
izvor energije i da je masno tkivo glavno mesto lipogeneze, aktivnost insulina je usmerena
pre svega na periferna tkiva. U ¢elijama masnog tkiva insulin smanjuje razlaganje
triglicerida, a pospesSuje sintezu glicerola i masnih kiselina (Hayirli, 2006). Zato danas
preovladava miSljenje da snizenje koncentracije insulina u krvi ispod fizioloSkih vrednosti
u periodu posle teljenja, ima vaznu ulogu u mobilizaciji masti iz telesnih depoa, koja za
posledicu moze da ima nastajanje postpartalnih metaboli¢kih oboljenja, kao §to su masna
jetra i ketoza (Bobe i sar., 2004; Samanc i sar., 2008). Detaljan pregled najvaznijih uloga

insulina u regulaciji metabolizam ugljenih hidrata i masti kod krava dat je u poglavlju 2.6.

2.3.2. Uloga hormona tireoidee

Medu prvim i najbolje izu¢enim efektima endokrinog sistema na metabolizam
molekula organskih materija bio je uticaj hormona Stitaste zlezde na energetski
metabolizam Zivotinja 1 ljudi. Utvrdeno je da na metabolizam ugljenih hidrata uticu tako $to
dovode do brzeg ulaska glukoze u ¢elije, povecanja intenziteta glikolize 1 glukoneogeneze.
S druge strane, pod uticajem hormona tireoidee povecavaju se gotovo svi aspekti
katabolizma masti, posebno lipoliza i1 oksidacija masnih kiselina na nivou Celije
(Huszenicza i sar., 2002). S obzirom na njihovo ucesée u regulaciji prometa energije, kao i
¢injenicu da je najveci procenat poremecaja zdravlja visokomlecnih krava u peripartalnom
periodu vezan upravo za poremecaje energetskog metabolizma, tireoidni hormoni
zauzimaju posebno mesto u istrazivanjima u ovoj oblasti nau¢no-istrazivackog rada. U tom
pogledu, danas je opste prihva¢eno da aktivnost tireoidee ima znacajnu ulogu u patogenezi
poremecaja metabolizma krava u peripartalnom periodu, kao 1 samog toka laktacije. Naime,
brojna istrazivanja su ukazala na ¢vrstu vezu izmedu nivoa hormona ove Zlezde u krvi 1
energetskog bilansa s jedne, i proizvodnih sposobnosti Zivotinja s druge strane (Samanc i

sar., 1988; Capuco i sar., 1989; Oldenbroek i sar., 1989; Pezzi i sar., 2003).
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Koncentracija hormona tireoidne zlezde tokom graviditeta kod krava je relativno
visoka, da bi neposredno pre, a pogotovo nakon teljenja, nastao znacajan pad njihove
koncentracije u krvnoj plazmi, kada krave ulaze u funkcionalno hipotireoidno stanje
(Jovanovi¢ 1 sar., 1988; Stoji¢ i sar., 2001). Smatra se da su niske koncentracije tireoidnih
hormona u krvi tokom rane laktacije posledica velikih metabolickih zahteva zbog rastuce
proizvodnje mleka (Nixon i sar., 1988; Capuco i sar., 1989, 1999). Koncentracija tireoidnih
hormona u krvi krava podlozZna je cirkadijalnim i ultradijalnim varijacijama (Bitman i sar.,
1994), a na nju uti¢e niz ambijentalnih 1 alimentarnih faktora, kao §to su temperatura
sredine, sastav i unos hranljivih materija obroka (McGuire i sar., 1991; Grum i sar., 1996;
Blum i sar., 2000). Takode, koncentracija tircoidnih hormona uslovljena je i snabdevenoséu
jodom i selenom (Wichtel i sar., 1996, Awadeh i sar., 1998), kao i prisustvom prirodnih ili
sintetskih goitrogena (Browning i sar., 1998, 2000). Tabachnick i Korcek (1986) navode da
slobodne masne kiseline inhibiraju vezivanje tiroksina za proteine nosace u krvnom serumu
ljudi, Sto potvrduje da masne kiseline mogu ucestvovati u regulaciji transporta tiroksina u
krvi. Ovaj efekat slobodnih masnih kiselina svakako treba uzeti u obzir prilikom
razmatranja uticaja intenzivne lipomobilizacije na koncentraciju tireoidnih hormona u
sistemskoj cirkulaciji 1 genezu hipofunkcije tireoidee u postpartalnom periodu. Veci broj
autora (Kunz i sar., 1985; Furll i Schafer, 1993; Nikoli¢ i sar., 2000) ustanovio je znacajno
nize koncentracije trijodtironina i tiroksina u krvi krava u uslovima negativnog bilansa
energije 1 intenzivne lipomobilizacije od fizioloskih vrednosti.

Riis i Madesen (1985) smanjenu sekreciju tiroksina smatraju vidom metabolicke
adaptacije na negativan bilans energije na pocetku laktacije 1 potencijalno klju¢nim
procesom u prilagodavanju perifernih tkiva na povecane metabolicke zahteve mlecne
zlezde. Nikoli¢ (1996) smatra da zbog smanjene aktivnosti tireoidnih hormona u krvi dolazi
do opadanja prometa energije na sistemskom nivou, kao i nivoa bazalnog metabolizma.
Ovaj adaptivni mehanizam omogucava koriS¢enje energije iz telesnih rezervi masti za
potrebe visoke proizvodnje mleka (Squires, 2003). U energetskom pogledu, ovaj
mehanizam je koristan, medutim kada se koncentracija tireoidnih hormona spusti ispod
kriti€nih vrednosti (1,3 nmol/L), on postaje znaCajan etiopatogenetski faktor u nastanku

poremecaja zdravlja. Razlog za to je nekontrolisana lipomobilizacija i nakupljanje masti u
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parenhimatoznim organima, prvenstveno jetri. Kovacevi¢ i sar. (2005) ustanovili su visoko
znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu koncentracije neesterifikovanih masnih kiselina u
krvi i stepena zamascenja jetre i kod ugojenih i kod kontrolnih krava. Uporedo sa tim, ovi
autori su ustanovili negativnu korelaciju izmedu koncentracije trijodtironina i stepena
zamascenja jetre tokom puerperijuma. Navedeni autori su kod 70% ugojenih i 30% krava
optimalne telesne kondicije ustanovili hipotireoidizam i visok stepen zamascenja jetre, Sto
ukazuje da gojaznost nije jedini etioloski faktor koji utice na pojavu i intenzitet zamascéenja
jetre (Kovacevic¢ i sar., 2005). Ve¢i broj autora povezuju difuzno zamaScéenje hepatocita sa
stanjem hipofunkcije Stitaste zlezde, tumace¢i ga smanjenim kapacitetom mitohondrija
hepatocita da oksidiu prispele masne kiseline (Kapp i sar., 1979; Samanc i sar., 1988).
Naime, dobro je poznato da je intenzitet oksidativne fosforilacije u mitohondrijama u
direktnoj vezi sa koncentracijom tireoidnih hormona, tako da se smatra da je u uslovima
negativnog bilansa energije i intenzivne lipomobilizacije snizenje trijodtironina i tiroksina u
krvi vazan etiopatogenetski faktor u nastanku zamaséenja jetre. Ove navode potvrduju i
kasniji rezultati Samanca i sar., (2000, 2005, 2010, 2011) koji su upravo kod krava sa
najtezim oblicima zamas$c¢enja jetre ustanovili najniZze koncentracije tireoidnih hormona u
krvi. Takode, Samanc i sar. (2010) isti¢u naroiti zna¢aj smanjene aktivnosti tireoidne
Zlezde jos u prepartalnom periodu kao faktora rizika za pojavu masne jetre.

Hormoni tireoidee ispoljavaju pozitivan uticaj na lu€enje insulina 1 njegove
periferne efekte. Pod uticajem trijodtironina nalazi se transkripcija proteina transportera
glukoze koji je transportuju pod dejstvom insulina (Weinstein, 1977). Smanjenje broja
receptora ya insulin tokom peripartalnog perioda (down regulation) slabi odgovor tkiva na
insulin, posebno u masnom tkivu, gde zbog izostanka recikliranja receptora izostaje njegov
anabolicki efekat, a jaca lipoliticki efekat glukagona i drugih lipolitickih hormona. Ve¢ je
istaknuto da hormoni tireoidee pospesuju metabolizam glukoze. Istovremeno, podsticu i
degradaciju insulina u jetri, kao i razlaganje glikogena (Sekuli¢, 1985). Bernal i de Groot
(1980) navode da male doze tireoidnih hormona pospeSuju sintezu glikogena, dok vise
dovode do glikogenolize. Isti autori su ustanovili da tireoidni hormoni kontrolisu aktivnost
nekih enzima koji ucestvuju u metabolizmu ugljenih hidrata, a za indikator indeksa

perifernog delovanja isti¢u alfa-glicerofosfat dehidrogenazu.
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2.3.3. Uloga glukokortikoida

Glukokortikoidi ispoljavaju mnogobrojne efekte na metabolizam molekula
organskih materija. Neki od ovih efekata su direktni, dok su ostali posledica sinergistickog
delovanja sa drugim hormonima na metabolicke procese u ciljnim tkivima. Najjaci uticaj
imaju na proces glukoneogeneze u jetri, a stimuliSu i sintezu glikogena u jetri, aktivirajuéi
glikogen sintetazu, ali istovremeno povecevaju i aktivnost glukozo-6-fosfataze, Sto izaziva
pojacano oslobadanje glukoze iz jetre i porast njene koncentracije u krvi. Ipak, novija
saznanja upucuju da kortizol nije glavni kratkoro¢ni regulator homeostaze glukoze, ali jeste
vazan u procesima dugoroénog snabdevanja tkiva energijom (Samanc i Kirovski, 2008).

Od ranije je poznato da glukokortikoidi §tite organizam od hipoglikemije u stanjima
kada je znaCajno povecana potreba za glukozom kao izvorom energije (Baird, 1982).
Dokazana je njihova uloga u obezbedenju prekurzora iz endogenih izvora (aminokiselina) i
uticaju na aktivnost enzima glukoneogeneze (Fleig i sar., 1984; Lay i sar., 1992). Pored
toga, glukokortikoidi pojacavaju efekat glukagona i epinefrina kada je umanjena dostupnost
glukoze ¢elijama, i istovremeno inhibiraju efekat insulina na energetski metabolizam. Ovaj
antiinsulinski efekat glukokortikoidi ostvaruju smanjenjem afiniteta insulinskih receptora
za insulin, ¢ime inhibiraju fosforilaciju glukoze (Samanc i Kirovski, 2008). Zbog ovoga,
dugotrajna administracija glukokortikoida moze da dovede do takozvanog steroidnog
dijabetesa. S druge strane, Zivotinje kod kojih je nedovoljna aktivnost kore nadbubreZnih
zlezda izuzetno su osetljive na insulin. U ¢elijama miSi¢nog i masnog tkiva, glukokortikoidi
sprecavaju translokaciju GLUT-1, 4 molekula iz citoplazme u ¢éelijsku membranu. Time se
dodatno smanjuje koriS¢enje glukoze od strane celija miSi¢nog 1 masnog tkiva.
Glukokortikoidi imaju blag lipoliti¢ki efekat (Bell, 1995). Oni mobiliSu masne kiseline iz
¢elija masnog tkiva i sprecavaju preuzimanje masnih kiselina i sintezu masti u njima. Kao
Sto je ve¢ navedeno, glukokortikoidi ispoljavaju permisivno delovanje na proces
mobilizacije masnih kiselina, na taj nacin Sto pojacavaju efekat glukagona, epinefrina 1
hormona rasta (Bell i Bauman, 1997). Interesantno je da glukokortikoidi u normalnim
koncentracijama pojacavaju efekte insulina na iskoriS¢avanje glukoze u ¢elijama, stimuliSu

glikogenolizu i lipogenezu (Samanc i Kirovski, 2008).
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Navedeni podaci upucuju na potrebu da se pitanje funkcionalne aktivnosti kore

nadbubrega razmatra u kontekstu veceg broja Cinjenica.

2.3.4. Uloga hormona rasta

Hormon rasta ili somatotropni hormon (STH) se ubraja u grupu hormona sa
najsnaznijim homeoretskim delovanjem kod visokomle¢nih krava, koji moze da utice na
tok metabolickih procesa 1 menja aktivnost homeostatskih regulatornih mehanizama
(Bauman, 1999). Nivo somatotropina u krvnoj plazmi krava se povecava krajem
graviditeta, sa maksimalnom koncentraciojom u toku partusa, posle ¢ega dolazi do
njegovog sniZenja. Za vreme laktacije nivo STH je umereno poviSen i smatra se da je kod
prezivara mnogo vaznije njegovo delovanje od dejstva prolaktina na lucenje mleka (Bell,
1995). Naime, vazan faktor u odrzavanju eutireoidnog stanja u mle¢noj Zlezdi jeste upravo
potencirajuéi efekat somatotropnog hormona na aktivnost enzima dejodinaze (DIO2) i
stepen dejodinacije tiroksina u metabolicki aktivniji trijodtironin (Capuco i sar., 1989; Kahl
i sar., 1995). Ranu laktaciju karakteriSe smanjena hormonom rasta stimulisana sekretorna
sposobnost jetre za insulinu-slican faktor rasta I (IGF-1) i ovaj fenomen je poznat kao
,dekuplovanje* STH-IGF osovine (raskidanje somatotropne osovine) (Radcliff i sar., 2003;
Rhoads i sar., 2004, Lucy, 2008). Raskidanje negativne povratne sprege izmedu IGF-1 i
hipotalamusa ima za rezultat povecanje koncentracije STH u krvi (Doepel i sar., 2002; Zulu
i sar., 2002; Rhoads i sar., 2004). Dokazano je da je ponovno uspostavljanje STH-IGF-I
osovine tesno povezan sa energetskim statusom jedinke, $to se smatra direktnom
posledicom delovanja insulina: obilna ishrana krmnim smeSama ili egzogena aplikacija
insulina ima za rezultat povecanje sinteze (mRNK) STH receptora i IGF-I molekula u
hepatocitima, porast koncentracije IGF-I, a pad koncentracije somtotropnog hormona u krvi
krava (Ingvartsen i sar., 2001; Mashek i sar., 2001; Molento i sar., 2002; Rhoads i sar.,
2004; Lucy, 2008). Uporedo sa tim, u ovakvim okolnostima dolazi i do pojacane sinteze
(mRNK) receptora za hormon rasta u c¢elijama masnog tkiva, Sto dodatno potencira
osetljivost masnog tkiva na stimulativni uticaj hormona rasta (Butler i sar., 2003). Stoga,

sasvim se opravdano smatra da je uloga hormona rasta za odrzavanje uravnotezenog
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energetskog metabolizma od najveéeg znaCaja u uslovima povecanih zahteva za
energetskim prekursorima i/ili njihovog nedovoljnog priliva u odnosu na postojece potrebe,
a Sto se dogada za vreme rane laktacije, odnosno stanja negativnog bilansa energije.

Sve vise je jasno, da hormon rasta ima Klju¢nu ulogu u obezbedenju mle¢ne Zlezde
neophodnim koli¢inama prekurzora. Efekat STH na proizvodnju mleka je veoma dobro
proucen: povecanje proizvodnje mleka za 10 do 20 procenata, izrazeniji pik i perzistentnost
proizvodnje mleka su ustanovljeni nakon parenteralne aplikacije STH (Davis i sar., 1988;
Sechen i sar., 1989; Etherton i Bauman, 1998), pri ¢emu se ovi efekti mogu pripisati
delovanju hormona rasta na mle¢nu zlezdu i druge organske sisteme (Bell i Bauman, 1997;
Etherton i Bauman, 1998). Hormon rasta poja¢ava minutni volumen srca i protok krvi kroz
mle¢nu zlezdu (Davis i sar., 1988), a time povecava njenu sintetsku aktivnost (Knight i sar.,
1990; Baldwin 1 Knapp, 1993). Posebno je znacajna ¢injenica da STH povecava koli¢inu
raspolozivih energetskih prekursora za sintezu mleka, bez propratnog povecanja unosa suve
materije obroka, Sto ukazuje da se povecanje proizvodnje mleka ostvaruje na racun
hranljivih materija mobilisanih iz telesnih depoa (Bauman i sar, 1988;. Sechen i sar, 1989;
1990). Naime, pouzdano je utvrdeno da viSe promena u metabolizmu krava u laktaciji
tretiranih somatotropinom nastaje zbog izmene osetljivosti perifernih tkiva na insulin i
kateholamine, kakve mogu da se sretnu i za vreme peripartalnog perioda (Bauman i
Vernon, 1993; Etherton i Bauman, 1998). Ova istrazivanja su pokazala da in vivo tretman
somatotropinom smanjuje stepen lipogeneze i inhibira kljuéne enzime (acetil-COA
karboksilaza) koji ucestvuju u tom procesu u masnom tkivu. Takode, parenteralna
aplikacija STH uti¢e na porast osetljivosti masnog tkiva prema adrenergickim agonistima
na taj nacin §to povecava broj B-adrenergickih receptora i/ili smanjuje antilipoliticki uticaj
adenozina (Houseknecht i Bauman, 1997; Drackley, 2000). Ovi podaci jasno ukazuju na
jedan od glavnih efekata hormona rasta da menjaju¢i odgovor masnog tkiva na insulin i
kateholamine, pojacava rezistenciju na insulin 1/ili stimuliSe kataboli¢ke procese u masnom
tkivu (Bauman i Vernon, 1993, Bell, 1995, McNamara, 1997). To ima za rezultat
intenziviranje procesa lipolize iz telesnih depoa i obezbedenje mlec¢ne zlezde neophodnim
koli¢inama prekursora. Takode, utvrdeno je da hormon rasta pored toga Sto stimuliSe

lipolizu, istovremeno smanjuje ekstramamarno koriS¢enje glukoze 1 aminokiselina na racun
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povecanog koriS¢enja visih masnih kiselina, pre svega u misi¢nom tkivu (Tyrrell i sar.,
1988). U misi¢nom i masnom tkivu u in vitro uslovima, STH smanjuje ekspresiju i
translokaciju GLUT 4 (Zhao i Keating, 2007) i u skladu je sa delovanjem STH koji
smanjuje oksidaciju glukoze u organizmu i, tako obezbeduje adekvatan priliv glukoze u
mle¢nu zlezdu u iv vivo uslovima (Bauman i sar., 1988). U jetri, ovaj hormon stimuliSe i
proces glukoneogeneze posredstvom glicerola koji se oslobada iz masnog tkiva, a smatra se
da tome doprinosi i smanjenjem inhibitornog uticaja insulina na enzime glukoneogeneze
(Dunshae i sar., 1992; Knapp i sar., 1992; Bell i Bauman, 1997).

Svi navedeni podaci podrzavaju koncept da hormon rasta indukuje promene u
senzitivnosti i odgovoru tkiva na insulin. To doprinosi $tednji glukoze, intenziviranju

procesa glukoneogeneze i lipolize kod krava na pocetku laktacije.

2.4. Odlike metabolizma i hormonalnog statusa ugojenih krava

Generalno, metabolizam ugljenih hidrata 1 masti ugojenih krava karakteriSu
nepromenjena do smanjena glukoneogeneza u jetri uz smanjenje utilizacije glukoze u
perifernim tkivima; nepromenjena ili smanjena utilizacija acetata; pojacana mobilizacija
masnih kiselina iz telesnih rezervi pracena povecanjem njihovog nakupljanja u jetri i/ili
utilizacije u perifernim tkivima (Rukkwamsuk i sar., 1998; 1999).

lako je dosta ispitivano u pogledu strategije ishrane krava u tranzicionom periodu,
ne postoji jedinstvena strategija koja bi se mogla primeniti na sve zapate, mada se danas
smatra da je restriktivna ishrana bazirana na kabastim hranivima pouzdan nacin da se
minimizira neizbezan pad unosa suve materije neposredno posle teljenja (Janovick i sar.,
2011). Postoji sve vise dokaza da ograni¢avanjem unosa energije preko hrane u periodu
zasuSenja dovodi do brZeg porasta unosa suve materije obroka posle teljenja, §to ima za
rezultat uravnotezeniji energetski promet i smanjenu mobilizaciju masnih kiselina iz
telesnih rezervi, 1 sledstveno tome nize vrednosti NEFA 1 BHBA u krvi (Dann 1 sar., 2006).
Nasuprot tome, primeceno je da krave koje joS u periodu zasuSenja unose hraniva visoke
energetske vrednosti i/ili ugojene krave viSe gube u telesnoj masi, imaju izraZeniju

lipomobilizaciju 1 duze trajanje perioda negativnog bilansa energije u toku rane faze
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laktacije (Reid i sar., 1986; Ingvartsen i sar., 1995). Utvrdeno je da krave koje su bile
pregojene u periodu zasuSenja, posle teljenja imaju sporiji porast unosa suve materije
obroka u odnosu na povecanje potreba za sintezu sastojaka mleka (Treacher i sar., 1986;
Hayirli i sar., 2002). Kao rezultat, deficit izmedu unosa energije putem hrane i potreba
krava u energetskim prekursorima je znatno vec¢i kod ugojenih nego kod krava optimalne
telesne kondicije (Rukkwamsuk i sar., 1999, 2000; Agenés i sar., 2003). Stoga, sasvim je
opravdano pretpostaviti da krave koje u periodu zasusenja deponuju vise energetskih
prekursora u telesne depoe su sklonije jace izrazenom negativnom bilansu energije
neposredno posle teljenja, sa pocetkom laktacije. Kao posledica jace izrazenog negativnog
bilansa energije, intenzivira se mobilizacija masnih kiselina iz telesnih rezervi, S$to
predisponira ove zivotinje veem stepenu zamascenja celija jetre. Neretko, ovaj proces
moze da evoluira u patolosko stanje, kada narusavanjem morfoloskog i funkcionalnog
integriteta hepatocita ima negativne posledice na proizvodne, zdravstvene i reproduktivne
pokazatelje Zivotinja (Bobe i sar., 2004; Samanc i sar., 2005, 2008, 2010, 2011). Ovi nalazi
jasno ukazuju da postoje znaCajne razlike u prometu materija, odnosno energije kod
Zivotinja u zavisnosti od fizioloSkog 1 stanja uhranjenosti.

lako se tac¢an uzrok smanjenog unosa suve materije obroka kod ugojenih krava jos
uvek ne zna, danas se smatra da je dobrim delom uslovljen hormonalnim promenama koje
se desavaju u periodu oko teljenja. Buduc¢i da je kod ugojenih krava tokom pozitivnog
bilansa energije metabolizam pod dugotrajnim i jakim uticajem insulina (Holtenius i sar.,
2003), veruje se da insulin moZe da uti¢e na potrebu za uzimanjem hrane uticu¢i na
metabolizam u jetri (inhibira glukoneogenezu) i raspodelu hranljivih materija (Bradford i
Allen, 2007). To je u skladu sa hipotezom po kojoj smanjeno kori§¢enje propionata u
procesu glukoneogeneze posledi¢no dovodi do veceg koriscenja propionata u oksidativne
svrhe i smanjenog apetita krava (Allen i sar., 2005). Medutim, potencijalna uloga insulina
kao dugorocnog regulatora unosa hranljivih materija je pod znakom pitanja, jer kod goveda
ipak nije utvrdena tako Cvrsta zavisnost izmedu gojaznosti i insulinemije kao kod nekih
drugih vrsta (Polansky i sar., 1988; Meikle i sar., 2004). Za razliku od insulina, visoko
znacajna pozitivna korelacija je utvdena izmedu stanja uhranjenosti (veli¢ine adipocita) i

koncentracije leptina u krvi krava (Ehrhardt i sar., 2000; Chilliard i sar., 2001; Block i sar.,
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2003). Stoga, poslednjih godina, posebna paznja je posvecena rasvetljavanju potencijalne
uloge leptina (16-kDa protein koga luce adipociti) u procesima regulisanja unosa hranljivih
materija i energetskog metabolizma kod prezivara. Na osnovu podataka proisteklih iz
eksperimenata na ljudima, pacovima i naroc¢ito ovcama, vrlo je verovatno da leptin igra
vaznu ulogu u regulisanju unosa hrane i kod prezivara (Vernon i sar., 2002; Bradford i sar.,
2006). Koncentracije drugih hormona takode se menjaju u krvi krava koje se hrane
,pojacano® za vreme pozitivnog bilansa energije. To su u prvom redu hormoni regulatori
reproduktivne funkcije zivotinja, naroCito estrogen, ¢ija koncentracija znacajno raste u
kasnoj fazi graviditeta kod ugojenih krava. Naime, kod ljudi i veceg broja zivotinjskih
vrsta, ukljucujuéi i prezivare, dokazano je da masno tkivo u uslovima jace izrazenog
pozitivnog bilansa energije, pod uticajem insulina ispoljava pojacanu steroidnu aktivnost
(Butler i sar., 2004; Peng, 2011).

Ove promene u hormonalnoj konstelaciji odrazavaju se u znacajnoj meri na sve
mehanizme koji su odgovorni za prilagodavanje organizma na uslove negativnog bilansa

energije, funkciju mlec¢ne Zlezde i1 reproduktivnih organa.

2.5. Patogeneza metaboli¢kih poremec¢aja ugojenih krava

Tokom perioda zasuSenja metabolizam je pod jakim uticajem insulina, dominiraju
anabolic¢ki procesi 1 postoji velika opasnost da nastane pozitivan bilans energije i suficit
proteina, odnosno da dode do disbalansa izmedu metabolicke aktivnosti i telesne mase tih
Zivotinja. Ovaj disbalans energije moze da bude viSe izraZen ukoliko udeo smese u obroku
nije prilagoden padu mlecnosti i/ili kada se u zasuSenju Kkoriste hraniva bogata energijom,
pogotovo kada se zivotinje hrane ad libitum (Dann i sar., 2006; Douglas i sar., 2006). Pri
tome, gojenju su naroCito sklone junice koje se ne osemenjavanju u optimalno vreme
telesnog 1 polnog razvica, ve¢ mnogo kasnije, kao 1 starije krave kod kojih je produzen
servis period. Nastanak suficita energije na kraju perioda laktacije i u zasuSenju osnovni je
uzrok znatnog povecanja telesne mase Zzivotinja, ali isklju€ivo na raun uvecanja depoa
masti u telu (Bobe 1 sar., 2004; Blewey i Schutz, 2008; Samanc i sar., 2008, 2010). Pri

tome, uvecanje masnog tkiva moze da se odvija hiperplazijom i hipertrofijom, ali je
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naroCito kod odraslih prezivara promena u veli¢ini adipocita (hipertrofija) dominantan
nacin uvecéanja telesnih rezervi masti u periodu zasusenja (Peng, 2011).

Odavno je zapazeno da ishrana visokomlec¢nih krava u zasusenju i ranoj fazi
laktacije ima velikog udela u pojavi mnogobrojnih faktora rizika za nastanak poremecaja u
metabolizmu, koji nepovoljno uti¢u kako na proizvodne rezultate, tako i na reproduktivnu
sposobnost zivotinja (Grummer, 1992; Greenfield i sar., 2000). Brojna istrazivanja su
nedvosmisleno pokazala da se poremecaji metabolizma u najvecem procentu javljaju u
peripartalnom periodu, i u ¢vrstoj su korelaciji sa energetskim statusom zivotinja koji je
najvecim delom uslovljen ishranom u svim fazama proizvodno-reproduktivnog ciklusa
(Bell, 1995; Herdt, 2000). Danas je opste prihvaceno da su preobilna ishrana i gojaznost
krava u periodu zasusenja (BCS > 4.0) dominantni etiopatogenetski ¢inioci u nastajanju
metabolickih oboljenja, §to je usko skopéano sa promenama u aktivnosti neuroendokrinog i

imunskog sistema kod tih Zivotinja (Bobe i sar., 2004; Leblanc, 2010; Samanc i sar., 2010).

2.5.1. Poremecaji metabolizma masti i ugljenih hidrata

Uzrok pojave promena u metabolizmu kod ugojenih krava je visestruk. Opste je
prihvaceno da regulacija 1 odrZivost energetskog metabolizma krava zavisi, u prvom redu,
od disbalansa izmedu potreba krava za energijom, s jedne strane, i kapaciteta organa za
varenje (mogucnosti unosenja energije preko hrane) i kapaciteta organizma da koristi
energiju koja se nalazi deponovana u telesnim rezervama, s druge strane (Jorritsma i sar.,
2003; Grummer, 2008). Naime, krave koje su pregojene u periodu pre teljenja imaju slabiji
apetit u odnosu na krave optimalnog stanja uhranjenosti. Smanjen apetit kod njih je
posledica povecane sekrecije adipocitokina (TNFo i IL-6), ali i visoke koncentracije
hormona (leptina i insulina) §to deluje inhibitorno na unos hrane. Zbog toga je, u periodu
odmah nakon teljenja, kada je apetit smanjen, unos energije putem hrane nedovoljan da
obezbedi energiju potrebnu za rastucu laktaciju. Ovaj negativan bilans energije (NEB)
dovodi do niza promena u metabolizmu koje imaju za posledicu intenziviranje procesa
mobilizacije masnih Kiselina iz telesnih rezevi. Metabolicka sudbina NEFA u jetri je

viSestruka i zavisi od njihove koncentracije u cirkulaciji, faze proizvodno-reproduktivnog
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ciklusa i metabolickog potencijala svake jedinke. Nezavisno od navedenih faktora, u
slucajevima pojacanog priliva NEFA u jetru, znacajno je poveéana aktivnost enzima
ukljucenih u sintezu triglicerida (Rukkwamsuk 1 sar., 1999; Xu 1 sar., 2011), koji se potom
u vidu VLDL transportuju iz jetre za potrebe mlecne zlezde. Povecana lipomobilizacija
dodatno smanjuje apetit jer porast koncentracije masnih kiselina u krvi inhibira unos hrane
kod zivotinja, zbog posledi¢nog povecanja nivoa masnih kiselina i njihovih KoA estara u
hipotalamusu (Zurek i sar., 1995; Drackley i sar., 2005). S druge strane, odavno je poznato
da kod jace izraZzenog negativnog bilansa energije intenzivna lipomobilizacija moze da
utice na funkcionalni integritet hepatocita (Drackley i sar., 1991). Utvrdeno je da je
konverzija propionata u glukozu smanjena infiltracijom hepatocita sa lipidima, a takode je
smanjen kapacitet Celija jetre za ureagenezu (Rukkwamsuk i sar., 1998). U ovakvim
okolnostima, za pravilan promet masti i ugljenih hidrata, presudna je uloga piruvat
karboksilaze, enzima Ccija je aktivnost stimulisana prisustvom supstrata (laktat,
aminokiseline i propionat), ali je takode dokazano da neke masne kiseline (stearinska)
suprimiraju njenu aktivnost (Donkin, 2011; White i sar., 2012). Stoga, moze se
pretpostaviti da promene u koncentraciji i profilu masnih kiselina u peripartalnom periodu
(Rukkwamsuk i sar., 2000) mogu suprimirati aktivnost ovog enzima u vreme kada su
znacajno povecani zahtevi za glukoneogenezom 1 oksidacijom prispelih masnih kiselina u
jetri. Pored toga, ugojene krave imaju nizu koncentraciju karnitina u hepatocitima Sto
dodatno smanjuje kapacitet hepatocita za oksidaciju masnih kiselina (Piepenbrink i
Overton, 2003). Ovakav razvoj metabolickih procesa ima za posledicu pojacano
nakupljanja triglicerida u hepatocitima 1 smanjen intenzitet glukoneogeneze koji ne moze
da zadovolji potrebe za glukozom u vremenu visoke laktacije $to se manifestuje nastankom
hipoglikemije i intenziviranjem procesa ketogeneze (Herdt, 2000; Samanc i sar., 2011).
Rezultati istrazivanja veceg broja autora su pokazali da izrazito pozitivan bilans
energije krava u zasuSenju dovodi do naruSavanja ravnoteZe izmedu anabolickih i
katabolickih procesa u masnom tkivu jo§ u visokom graviditetu. Medutim, jo§ uvek je
nejasno koji mehanizmi obezbeduju kontrolu procesa mobilizacije masti pri razli¢itim
energetskim zahtevima organizma. Mnoge Cinjenice ukazuju da je promena u veliCini

adipocita odgovorna za ve¢inu promena na nivou masnog tkiva (Bobe i sar., 2004; Blewey i
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Schutz, 2008). U tom pogledu, utvrdeno je da mnogobrojne promene u metaboli¢koj
aktivnosti odredenih tkiva koje se kod visokomle¢nih krava odvijaju tokom zasusenja i rane
faze laktacije su posredovane najve¢im delom promenama u odgovoru na homeostatske
signale koje iniciraju insulin i epinefrin (Bell i Bauman, 1997). Smanjen odgovor ovih tkiva
na insulin uzima se uopsteno kao pokazatelj insulinske rezistencije (Hayirly, 2006). Kao $to
je ve¢ navedeno, neki aspekti insulinske rezistencije (vezani za skeletne misice) su korisni
zbog Stednje glukoze za potrebe gravidnog uterusa i mle¢ne zlezde. S druge strane, veruje
se da smanjena osetljivost masnog tkiva na insulin moze da doprinese povecanju
koncentracije viSih masnih kiselina u cirkulaciji i smanjenju unosa suve materije obroka
kako se blizi teljenje. Allen i sar. (2005) su izneli hipotezu po kojoj povecanje
koncentracije NEFA u krvnoj plazmi tokom perioda zasuSenja i posledi¢na oksidacija
NEFA u jetri moZe da bude uzrok smanjenog apetita krava kako se blizi teljenje. Ovi
rezultati jasno ukazuju da smanjena osetljivost masnog tkiva na insulin bi predisponirala
krave da mobilisu vise NEFA, na taj na¢in stvarajuéi circulus viciosis mobilizacije NEFA i
smanjenog unosa suve materije obroka tokom kasnog prepartalnog perioda. Takode, to ¢e
pomo¢i da se sa metabolickog aspekta objasni zasto ugojene krave imaju slabiji apetit i
izrazeniji pad unosa suve materije joS u prepartalnom perioda negoli krave optimalne ili
suboptimalne telesne kondicije (Grummer i sar., 2004).

Novija istrazivanja su podrzala ranije spekulacije oko povezanosti medijatora
zapaljenja i poremecaja metabolizma krava. Ametaj i sar. (2005) su ustanovili povisene
koncentracije brojnih markera zapaljenja u krvnoj plazmi krava sa masnom jetrom. Sli¢ne
rezultate su objavili Ohtsuka i sar. (2001) koji su utvrdili povisenu TNF-a aktivnost kod
krava sa umerenim do tezim stepenom masnih promena na jetri. Nedavno, mastitis
indukovan endotoksinom je doveo do promena u ekspresiji gena vaznih za metabolizam, a
pogotovo je smanjena bila ekspresija gena ukljucenih u proces glukoneogeneze (Jiang i
sar., 2008). Loor i sar. (2006) su ¢ak ustanovili pove¢anu ekspresiju gena povezanih sa
proinflamantornim citokinima kod krava koje su unosile viSe energije nego §to su stvarne
potrebe organizma u periodu zasuSenja. lako znacaj inflamacije u tranzicionim
poremecajima metabolizma visokomlecnih krava postaje sve jasniji, mogucéi putevi koji

dovode do inflamacije su ipak nedovoljno poznati. Infekcije svakako iniciraju ove
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poremecaje kod nekih, ali sigurno ne i kod svih krava, a posebno kod krava sa naglasenom
telesnom kondicijom (Morow, 1979). Pored akutnih inflamatornih reakcija, pokazano je da
hroni¢na zapaljenja blazeg stepena mogu da igraju ulogu u tranzicionim poremecajima.
Pocetkom 90-ih godina prosloga veka otkriveno je da je masno tkivo imunokompetentan
organ, §to je kasnije potvrdeno i kod goveda (Mukesh i sar., 2010). Nakon ovih saznanja,
na poremecaje metabolizma kod ljudi se sve vise gleda kao proizvode inflamacije masnog
tkiva blazeg stepena uzrokovane gojaznosS¢u. Danas se masno tkivo smatra vaznim
generatorom TNF-o u cirkulaciji i dokazano je da je TNF-o povecan kod ugojenih jedinki
viSe vrsta, ukljucujuéi ovce (Daniels i sar., 2003). Na osnovu ovih nalaza, jasno je da
infekcija nije neophodna u etiologiji poremec¢aja metabolizma u tranzicionom periodu. U
svakom slucaju, blazi stepen inflamacije koji prati stanje ugojenosti moze da pomogne u
razja$njavanju sindroma masne jetre krava (Morrow, 1979).

Lipidni peroksidi se takode pojavljuju kao verovatni medijatori koji povezuju
plazma lipide i inflamaciju (Pessayre i sar., 2004). Kao §to je poznato, lipidni peroksidi
nastaju u reakciji lipida i slobodnih kiseonikovih radikala. Neki radikali kiseonika se stalno
proizvode u jetri, medutim, novonastali odnosi u intermedijarnom metabolizmu na pocetku
laktacije doprinose vecoj produkciji slobodnih radikala. Naime, visokomle¢ne krave se
adaptiraju na povecan priliv NEFA u jetri na taj nacin §to povecavaju kapacitiet ¢elija jetre
za njihovu oksidaciju u mitohondrijama, ali i u peroksizomima (Piepenbrink i Overton,
2003) kao alternativnom putu oksidacije viSih masnih kiselina. Medutim, na ovaj nacin
povecava se oksidativni kapacitet celije, ali prvi korak na ovom putu generiSe vodonik
peroksid umesto NADH (Drackley, 1999). Na osnovu iznetog moze se pretpostaviti da
zivotinje koje u peripartalnom periodu imaju naglaseno stanje uhranjenosti imaju vecu
sklonost ka stvaranju lipidnih peroksida (Bernabucci i sar., 2005). Lipidni peroksidi potom
aktiviraju kaskadni niz inflamatornih reakcija koje, kao $to je ve¢ istaknuto, dovode do gore
opisanih promena u metabolizmu (Pessayre i sar., 2004).

Iz napred izloZenog proisti¢e da navedena stanja podsti¢u sistemsku inflamaciju u
peripartalnom periodu, narusavaju¢i imunsku funkciju ¢ine krave podloznijim infekciji,
usporavaju proces prilagodavanja metabolizma i na taj nacin povecavaju rizik za nastajanje

mnogobrojnih metabolickih poremecaja krava.
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2.5.2. Masna jetra

Masna jetra se najceSce razvija tokom ranog postpartalnog perioda koje karakterise
izrazen negativan bilans energije, ali u nekim slucajevima i pre teljenja, odnosno pre ulaska
Zivotinja u stanje negativnog bilansa energije (Samanc, 2009).

Najces¢i uzrok pojave masne jetre je preterana gojaznost krava u zavrSnoj fazi
graviditeta (Rukkwamsuk i sar., 1998). Dokazana je ¢injenica da krave ¢ija je ocena telesne
kondicije (OTK) 15 dana pre teljenja veca od 4, oboljevaju u znatno ve¢em procentu od
masne jetre nego krave koje su u tom periodu u optimalnoj (OTK < 3.75) telesnoj kondiciji
(LeBlanc, 2010). Gojaznost krava medutim nije jedini uzrok masne jetre. Na to ukazuje
¢injenica da se masna jetra ne javlja kod svih pregojenih krava, kao i da se masna jetra
javlja i kod krava koje su u poslednjoj fazi graviditeta imale optimalno stanje uhranjenosti
(Morrow, 1979; Grummer, 1993; Drackly, 1999; Bobe i sar., 2004; Samanc i sar., 2010).

Danas se smatra da nepravilno prilagodavanje endokrinog sistema u peripartalnom
periodu moze biti jedan od klju¢nih cinilaca odgovornih za nastajanje nekontrolisane
lipomobilizacije i veceg stepena zamascenja jetre. Tu se, pre svega, misli na aktivnost
endokrinog pankreasa 1 tireoidee. Smanjenje koncentracije hormona ovih Zlezda u krvi
krava u peripartalnom periodu, naro¢ito na pocetku laktacije, omogucava koriS¢enje i
preusmeravanje telesnih rezervi organizma za potrebe mlecne zlezde. Naime, poznato je da
tireoidni hormoni usmeravaju slobodne masne kiseline, dospele u hepatocite nakon lipolize
u masnom tkivu, ka potpunoj oksidaciji. U slu¢aju smanjene koncentracije tireoidnih
hormona, kao $to je to slu¢aj odmah nakon teljenja, dolazi do slabljenja intenziteta ovog
metabolickog puta a pojacava se proces reesterifikacije masnih kiselina 1 sinteze triglicerida
u hepatocitima. To je dobar primer metaboli¢ke i hormonalne adaptacije organizma na
visoku proizvodnju mleka. Medutim, ukoliko je pad koncentracija tireoidnih hormona
izrazeniji, to moze da bude i1 uzrok narusavanja metabolicke ravnoteze sa posledi¢nim
nakupljanjem masti u parenhimatoznim organima, pre svega u jetri (Nikoli¢ i sar., 2003).
Posebnu opasnost za pojavu masne jetre predstavlja hipotireoza ispoljena jo§ u periodu
zasu$enja (Samanc i sar., 2010b). Kao $to je veé izneto, u peripartalnom periodu u krvi

krava nastaju znacajne promene i u koncentraciji insulina, koji je jedan od najvaznijih
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anabolickih hormona. Koncentracija insulina u krvi se snizava u poslednjim danima
graviditeta 1 najnize vrednosti dostiZze u toku ranog puerperijuma, tako da se smanjuje i
inhibitorni uticaj insulina na proces lipolize. Ovo predstavlja jo§ jedan vid endokrine
adaptacije na visoku mle¢nost. Smatra se da i visoke koncentracije estrogena u krvi krava
pre partusa mogu da imaju znacajnu ulogu u nastajanju tezeg stepena zamascéenja jetre
(Grummer, 1993; Bremmer i sar., 1999). Naime, visoke koncentracije estrogena stimuliSu
enzimske sisteme u hepatocitima koji usmeravaju metabolicki put ka reesterifikaciji. Pored
toga, povecava se osetljivost masnog tkiva na lipoliticke hormone kao §to su kateholamini,
najverovatnije zbog porasta koncentracije estrogena, hormona rasta i prolaktina koji je
karakteristi¢an za period oko teljenja (McNamara, 1988). U periodu ranog puerperijuma
kod visokomle¢nih krava postoji veoma Sirok raspon koncentracija hormona rasta 1 insulina
u krvi $to pospesuje proces lipolize u masnom tkivu. Istovremeno je smanjeno stvaranje
IGF-I u hepatocitima zbog ¢ega je dodatno pojacano lipoliticko dejstvo hormona rasta.
Prakti¢no, uticaj ovih hormona na promet masti u ¢elijama jetre je indirektan, i odvija se
regulacijom intenziteta lipolize u masnom tkivu i promenom nivoa vi$ih masnih kiselina u
krvi (Bines i sar., 1982). Prema tome, moze se pretpostaviti da u nastanku masne jetre
odnos homeostatskih 1 homeoretskih hormona ima odlucujuéu ulogu, s tim, da od sastava
obroka u punoj meri zavisi njihov medusobni odnos.

U etiologiji nastanka zamasc¢enja jetre odredenu ulogu ima i genetska predispozicija
za proizvodnju mleka. Bobe i saradnici (2004) su ustanovili masnu infiltraciju i
degeneraciju hepatocita veceg stepena kod 66 % krava koje su u prethodnoj laktaciji imale
prose¢nu prozvodnju mleka od 7400 litara, a svega kod 30 % zivotinja kod kojih je
proizvodnja mleka u prethodnoj laktaciji bila prose¢no oko 4000 litara. Pored navedenih
etioloskih Cinilaca u nastajanju masne jetre ucestvuju i drugi faktori koji svoje puno
delovanje ispoljavaju tek u sadejstvu sa gore navedenim faktorima. Tako je Schulze (1985)
utvrdio da postpartalna hipofosfatemija ima znacajnu ulogu u nastanku masne jetre.

Opste je prihvaceno da do pojave masne jetre dolazi kada preuzimanje i/ili de novo
sinteza masnih kiselina prevazide kapacitet njihove oksidacije i sekrecije iz hepatocita. Pri
tome treba podsetiti da se kod prezivara, za razliku od neprezivara, de novo sinteza masnih

kiselina gotovo i ne odigrava u jetri (Drackley, 2000). Upravo je zbog toga uzrok masne
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jetre kod prezivara pojacani priliv masnih kiselina u hepatocite, a ne njihova de novo
sinteza u veéem obimu. S toga, u slucajevima kada je priliv masnih kiselina u hepatocite
veliki dominantan metaboli¢ki put masnih kiselina je usmeren Ka sintezi triglicerida, koji se
iz jetre ekskretuju uz pomo¢ VLDL. Razumljivo je da svi ¢inioci koji dodatno ogranic¢avaju
oksidaciju masnih kiselina kao i oni koji remete sintezu VLDL doprinose pojavi masne
jetre, jer se na taj nacin favorizuje nakupljanje triglicerida u hepatocitima

Kao §to je poznato oksidacija masnih kiselina se odigrava u mitohondrijama i
peroksizomima. Ulazak masnih kiselina dugih lanaca u mitohondrije je zavistan od
energetskih zahteva ¢elija i mogu¢ je jedino posredstvom karnitina. Reakcija se odvija uz
pomo¢ karnitin aciltransferaze I, koja se nalazi na unutrasnjoj strani spoljne membrane
mitohondrija, a koja omogucava prenos acil grupa sa KoA na hidroksilnu grupu karnitina,
grade¢i acil karnitin. Nagradeni acil karnitin ulazi u unutrasnjost mitohondrija, gde se acil
grupa, prenosi na intramitohondrijalni KoA pod uticajem karnitin aciltransferaze 11, koja se
nalazi sa unutra$nje strane membrane mitohondrija. Osloboden karnitin se opet vraca u
citoplazmu. Ovaj proces je znac¢ajno poznavati jer nedostatak karnitina moze da smanji
kapacitet oksidacije masnih kislina u mitohondrijama i time doprinese njihovoj vecoj
reesterifikaciji u trigliceride. S druge strane, dodavanje karnitina u hranu krava povecava
njegovu koncentraciju u hepatocitima i tako, pozitivno uti¢e na oksidaciju masnih kiselina
u mitohondrijama (Dann i Drackley, 2005). Takode, kartnitin moze sintetisati u organizmu
iz lizina dobijenog proteolizom. Na osnovu ovoga se moze pretpostaviti da se sinteza
karnitina moze modulirati i dodavanjem aminokiselina (lizina i metionina) u hranu
(Piepenbrink i Overton, 2003). Oko 49 % ukupne oskidacije masnih kiselina u hepatocitima
prezivara odigrava se u peroksizomima. Medutim, ovaj proces nije posredovan karnitinom,
odnosno nije uslovljen energetskim zahtevima celije (Drackley i sar., 1991). Pokazano je da
se ovaj proces moze modulirati dodavanjem masti u hranu prezivara (Drackley, 2000).

Ponovna esterifikacija masnih kiselina je proces koji se odigrava u jetri i dovodi do
deponovanja triglicerida u citoplazmi hepatocita. PoCetnu reakciju esterifikacije katalizuje
enzim glicerol 3 fosfat dehidrogenaza, ¢iji je koenzim NAD. Kako je hidroliza triglicerida
kod prezivara ogranicena zbog smanjene aktivnosti lipoprotein lipaze i hepati¢ne lipaze,

stvoreni trigliceridi se kod njih, u najve¢oj meri, uklanjaju iz hepatocita putem VLDL
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(Piepenbrink i Overton, 2003). Medutim, u odnosu na druge vrste zivotinja i sinteza VLDL
kod prezivara je smanjena, $to sve doprinosi brzem nakupljanju triglicerida u hepatocitima,
pogotovo tokom prve tri nedelje nakon teljenja, kada je priliv masnih kiselina u jetru

povecan. Na slici 4. prikazan je proces sinteze VLDL kod prezivara.

Aktivacija transiacije apoB iIRNK
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Slika 4. Sekrecija VLDL. 1. Aktivacija translacije iRNK za apoB u citoplazmi. 2.
Translacija i transport apoB (apoprotein B-100) u granulirani endoplazmatski retikulum. 3.
Savijanje N terminalnog kraja apoB. 4. Dodavanje triglicerida i holesterol estara na N
terminalni region pomo¢u MTP (mikrozomalnog transfer proteina za trigliceride). 5. Dalja
translacija i transport apoB u lumen. 6. Formiranje pred-lipoproteina. 7. Dalje dodavanje
lipida pred-lipoproteinu. 8. Potpuno formirani VLDL. 9-10. Zaustavljen transport apoB i

degradacija C-terminalnog kraja, koje dovodi do sekrecije fragmenta od 85 kDa.

Sinteza VLDL, odnosno lipoproteina bogatih trigliceridima, zahteva prisustvo
triglicerida, fosfolipida, holesterola i holesterol estara i apoproteina (B-100, C-I, C-I1, C-lII,
E-2, E-3 i1 E-4). Stepen sinteze VLDL je odreden koli¢inom prekurzora koji su prisutni u
¢eliji, tako da nedostatak triglicerida, apoproteina-B 100 i fosfatidilholina moZe ograniciti
sintezu VLDL. Danas se smatra da je nedostatak apoproteina-B 100 glavni faktor koji

ograni¢ava sintezu VLDL, a time doprinosi pojavi masne jetre jer je njegova sinteza
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smanjena kod krava na pocetku laktacije (Gruffat i sar., 1997). Pored toga, nakupljanjem
triglicerida u hepatocitima stepen sinteze apoproteina B-100 jos$ vise opada.

Nedostatak fosfatidil holina olak$ava nastanak masne jetre jer je on neophodan za
pravilnu konformaciju molekula apoproteina B 100, a time i sekreciju VLDL (shema 2.2).
Fosfatidilholin se moze sintetisati u organizmu, ali nedostatak holina i metionina uslovljava
smanjenu sintezu fosfatidil holina u hepatocitima. Krave koje su debele pred teljenje imaju
smanjen apetit, zbog ¢ega je unos ovih prekursora u sintezi fosfolipida smanjen, $to
dodatno povecava predispoziciju za nastajanje masne jetre. Pored naruSene glikolizacije
apoproteina B-100, mogué¢i mehanizmi smanjene sekrecije VLDL su smanjen transport
VLDL od EPR do Goldzi kompleksa, smanjeno stvaranje sekretornih vezikula i smanjena
migracija sekretornih vezikula od Goldzi kompleksa do ¢elijske membrane.

Genetski faktori koji bi mogli da utiCu na pojavu masne jetre obuhvataju mutacije
koje bi uticale na resorpciju masti, njihov metabolizam u masnom tkivu ili na metabolizam
i sekreciju masti u jetri. Do danas nije otkriven specifiCan gen koji uti¢e na povecan

nastanak masne jetre (Bobe i sar., 2004).

2.6. Uloga insulina u regulaciji metabolizma masti i ugljenih hidrata

Odavno je poznato da insulin pospeSuje ulazak glukoze u celije perifernih -
ekstrahepati¢nih tkiva (Brockman, 1975), prvenstveno misi¢nog i masnog tkiva (Jarrett i
sar., 1974; Hayirli, 2006), tako $to pojacava translokaciju proteina za transport glukoze na
povrSinu membrane ovih Celija (GLUT 4). Pored toga, insulin utiCe na dalju sudbinu
glukoze unutar celije, stimuliSu¢i aktivnost enzima glukokinaze koji fosforiliSe glukozu u
glukozo-6 fosfat (G6P). Na taj nacin se sprecava izlazak glukoze iz ¢elije. Insulin takode
pokrece sintezu glikogena, depoa glukoze, povecavajuéi aktivnost glikogen sintaze, a
suprimira aktivnost glikogen fosforilaze (O Brien i Granner, 1990). Insulin suprimira
aktivnost klju¢nih enzima sinteze glukoze u procesu glukoneogeneze: fruktozo-difosfataze,
piruvat karboksilaze i fosfoenolpiruvat karboksikinaze (Barthel i Schmoll, 2003). Ipak,

danas se smatra da se inhibitorni efekat insulina na proces glukoneogeneze u jetri
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prvenstveno odvija indirektim putem, smanjenjem sposobnosti glukagona da stimulise
ekspresiju enzima fosfoenolpiruvat karboksikinaze (Drackley i sar., 2001)

Kao $to se moze pretpostaviti, aktivnost insulina je usmerena pre svega na periferna
tkiva. Buduci da u jetru preZivara dospeva veoma malo glukoze iz krvi i digestivnog trakta,
uticaj insulina na metabolizam glukoze u jetri prezivara je od manjeg znacaja nego kod
monogastri¢nih Zivotinja (Faulkner i Pollock, 1990; Besong, 1996). Jetra nije insulin
senzitivan organ (u odnosu na transport glukoze) jer se na povrsini hepatocita dominantno
nalaze GLUT 2 ¢ija je distribucija i aktivnost nezavisna od prisustva insulina u cirkulaciji.
Ortmeyer i Hansen (1998) su ispitivali uticaj insulina na aktivnosti glikogen sintaze i
glikogen fosforilaze u tkivu jetre kod insulin-rezistentnih majmuna. U miSi¢nom tkivu je
izostao stimulativni efekat insulina na glikogen sintazu, kao i inhibiraju¢i efekat na
glikogen fosforilazu. Ovaj efekat je postojao i u jetri insulin-rezistentnih majmuna
(Ortmeyer i Hansen, 1998).

Da bi se odredio uticaj insulina na metabolizam glukoze u organizmu jedinke, mora
se uzeti u obzir i koncentracija drugih, antiinsulinskih hormona, ¢ija se koncentracija
gotovo trenutno menja sa promenom koncentracije glukoze koju izaziva insulin. Zbog toga
ti hormoni u sadejstvu sa insulinom uticu na kona¢nu vrednost glikemije u odredenom
momentu. U eksperimentima sprovedenim na ovcama utvrdeno je da insulin moze da
smanji sintezu glukoze za samo 15 posto. Naime, istrazivanja su pokazala da se u uslovima
hipoglikemije poveéava kompenzatorna sekrecija glukagona, koji intenzivira proces
glukoneogeneze i tako odrzava glikemiju u fizioloskim granicama (Brockman, 1978). Ako
se hipoglikemija 1 posledicno povecana koncentracija glukagona u krvi prevenira
kontrolisanim parenteralnim davanjem glukoze i insulina, sinteza glukoze i dalje je
umanjena samo za oko 15 posto. Smanjena sinteza glukoze u ovom sluc¢aju moze da bude
posledica inhibiranog procesa glikogenolize ali ne i glukoneogeneze (Brockman, 1978).
Razlog za ovo moze da bude ishrana Zivotinja, jer su hranjene obrocima koji zadovoljavaju
samo potrebe za odrzanje Zivota, tako da se proces glukoneogeneze odvija na znatno nizem
bazalnom nivou i insulin u takvim uslovima nema inhibitorni efekat (Brockman, 1978).

Istovremeno sa procesom glikogeneze, insulin stimuliSe glikolizu u jetri 1 miSi¢ima.

Isto tako, insulin stimuliSe aktivnost glikolitickih enzima fosfofruktokinaze i piruvat
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kinaze, pa se glukoza u ¢elijama metaboliSe do piruvata i laktata (Berne i Levy, 1993). Kod
prezivara insulin stimuliSe glikogenezu. Medutim, prezivari imaju vrlo slabu aktivnost
glukokinaze u hepatocitima (Brockman i Laarveld, 1993). Umesto ovog enzima u tkivu
jetre prezivara, heksokinaza ima glavnu ulogu za dalju sudbinu glukoze (Brockman 1984).
Heksokinaza je nespecifi¢an enzim koji ima u osnovi nizi afinitet (manju Km vrednost) za
glukozu u poredenju sa glukokinazom (Berne i Levy, 1993). Zbog toga je u optimalnim
fizioloSkim uslovima priliv glukoze u jetru prezivara mali.

Istrazivanja Petersona i sar. (1994) i Lewis i sar. (2002) su potvrdila da insulin
primarno utice na ekstrahepati¢na ili periferna tkiva (miSi¢no i masno), tako Sto olakSava
ulazak glukoze u ¢elije 1 stimuliSe metabolicke procese kojima se povecavaju energetske
rezerve organizma. Kao §to je ve¢ navedeno, u masnom tkivu insulin pospeSuje ulazak
glukoze u adipocite preko transportnih molekula GLUT 4 (Katzung, 1995), gde se ona
oksidise do alfa glicerofosfata, koji se koristi za esterifikaciju slobodnih masnih kiselina
tokom lipogeneze (Drackley, 2000). U adipocitima insulin intenzivira sintezu triglicerida
tako Sto obezbeduje prekurzore za njihovu sintezu i stimuliSe aktivnost enzima lipoprotein
lipaze (Lewis 1 sar., 2002). Dodatno, insulin suprimira lipolizu smanjuju¢i nivo cAMP 1
inhibira aktivnost enzima protein kinaze A i hormon senzitivne lipaze (Berne i Levy, 1993;
Brockman, 1978; 1979). Zbog svega ovog insulin dovodi do smanjivanja koncentracije
slobodnih masnih kiselina u krvi (Mayes, 1989), §to je dokazano i kod prezivara (Drackley,
2000; Hayirly, 2006). Naime, kod preZivara insulin inhibira lipolizu i stimuliSe sintezu
masnih kiselina. Glavni prekursori za lipogenezu u masnom tkivu prezivara su siretna i
buterna kiselina, dok je to glukoza kod monogastri¢nih Zzivotinja. Pored toga §to su
prekurzori razliciti, insulin ima identi¢énu ulogu u procesu lipogeneze u jetri, miSi¢nom 1
masnom tkivu kod svih domacih zivotinja (Brockman i Larveld, 1986).

U jetri, insulin stimuli$e sintezu masnih kiselina i triglicerida, a inhibira ketogenezu
(Brockman, 1978 i 1979). Slobodne masne kiseline dospele u jetru se reesterifikuju sa
glicerol-3-fosfatom koji je produkt direktne oksidacije glukoze stimulisane insulinom
(heksozomonofosfatni Sant), ili sa glicerolom koji nastaje u biohemijskoj reakciji
katalizovanoj enzimom glicerolfosfat kinazom. Medutim, acetil-COA sintetisan u

mitohondrijama u reakciji koju Kkatalizuje piruvat dehidrogenaza transportuje se u
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citoplazmu i potom pretvara u malonil-CoA uz pomo¢ enzima acetil-CoOA karboksilaze.
Ovaj proces je stimulisan od strane insulina i predstavlja limitirajuéi €inilac lipogeneze u
hepatocitima (Drackley, 2000). Antiketogeni efekat insulina u jetri prezivara je posredovan
slicnim mehanizmima kao kod monogastri¢cnih Zivotinja (Brockman i Laarveld, 1986).
Svoje antiketogeno delovanje insulin ostvaruje: favorizovanjem lipogeneze i inhibiranjem
lipolize u masnom tkivu, intenzivira kori$¢enje ketonskih tela od strane perifernih tkiva,
snizava aktivnost ketogenih enzima i smanjuje priliv prekursora za sintezu ketonskih tela u
jetri (Brockman, 1979). Direktan antiketogeni efekat insulin ostvaruje tako §to u jetri
smanjuje aktivnost enzima Karnitin palmitoiltransferaze-1 (CPT-I), a povecava njegov
afinitet za malonil-CoA (Grantham i Zammit, 1988). Kako je ve¢ navedeno, glavna uloga
CPT-I u jetri je da reguliSe transport masnih kiselina dugih lanaca iz citoplazme u
mitohondrije gde mogu da se podvrgnu procesu esterifikacije ili oksidacije. Ve¢ je
napomenuto da insulin stimuliSe aktivnost enzima acetil-CoA karboksilaze koji katalizuje
sintezu malonil-CoA, inhibitora CPT-I, §to predstavlja dodatni antiketogeni efekat insulina
kojim se sintetisani acetil-CoA usmerava u pravcu lipogeneze (Zammit, 1981, 1990, 1996).

Poznato je da prezivari koriste zanemarljivu koli¢inu glukoze za sintezu masti.
Oksidacijom glukoze u heksozomonofosfatnom putu nastaju NADPH; i a-glicerofosfat koji
su neophodni za sintezu masnih kiselina iz acetata 1 laktata kod prezivara (Prior 1 Scott,
1980). Za razliku od monogastri¢nih Zivotinja, jetra prezivara nije primarno mesto sinteze
masti. Digestivni trakt i jetra kod prezivara u¢estvuju svega sa 8 posto u ukupnoj lipogenezi
organizma (Ingle i sar., 1972). Osim toga, mobilisane neesterifikovne masne kiseline iz

telesnih depoa su primarni izvor za sintezu masti u jetri preZivara (Emery i sar., 1992).

2.7. Mehanizam nastanka insulinske rezistencije

Berson i Yalow (1970) su opisali insulinsku rezistenciju kao stanje pri kome je
neophodna veca koli¢ina insulina da bi se ostvario normalan fizioloski odgovor, pri ¢emu
se podrazumeva da se insulinska rezistencija moZe prevazi¢i egzogenom aplikacijom
insulina. Ovo stanoviSte se moze smatrati tanim samo u slu¢ajevima kada do insulinske

rezistencije dolazi usled smanjene sinteze i/ili lucenja insulina (prereceptorska insulinska
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rezistencija). Medutim, aplikovanje egzogenog insulina u nekim slu¢ajevima ne dovodi do
normalizacije insulinskog odgovora, kada su promene lokalizovane na receptorskom i
postreceptorskom nivou. Prema Kahn-u (1978) insulinska rezistencija se definiSe kao stanje
u kome ,trenutna koncentracija insulina u krvi proizvodi manji bioloski odgovor od
normalnog® i moze biti prouzrokovana putem smanjenja maksimalnog insulinskog efekta
(smanjen insulinski odgovor), kao i potrebom da se poveca koncentracija insulina da bi se
postigla polovina maksimalnog efekta (smanjena insulinska senzitivnost) ili kombinacija
oba ova nacina (Slika 5.) Naime, smanjena insulinska senzitivnost generalno je indukovana
smanjenim brojem receptora ili njihovog afiniteta za insulin, a smanjenje insulinskog
odgovora pra¢eno je promenama na post-receptorskom nivou, kada nastaju greske u
transdukciji insulinskog signala, na nivou sekundarnih glasnika i translokacije GLUT
molekula na membranama ciljnih ¢elija. (Herzog, 2001; Krift, 2004). Iz prakti¢nih razloga,
izmedu smanjenog insulinskog odgovora i senzitivnosti nefe se praviti terminoloska
razlika, ve¢ ¢e se oba fenomena nazivati insulinskom rezistencijom ili smanjenim
insulinskim odgovorom. U nekoliko revijalnih radova izneto je misljenje da umerena
insulinska rezistencija doprinosi povecanju lipolize, glukoneogeneze i uvodenju misi¢nog i
masnog tkiva krava u stanje Stednje glukoze (Bell, 1995; Bell i Bauman, 1997). Na osnovu
ovih stanovista, Hayirly (2006) je predlozio da se pod insulinskom rezistencijom u Sirem
smislu podrazumevaju stanja koja ukljuuju: 1) smanjeno lucenje insulina, 2) smanjen
odgovor B-¢elija na akutnu aplikaciju glukoze 1 3) smanjen metabolicki efekat insulina u
ciljnim tkivima. Takode, u ovoj disertaciji navedeni kriterijumi ¢e biti koriS¢eni za

interpretaciju dobijenih rezultata.

40



Slika 5. Shematski prikaz dva tipa insulinske rezistencije

Bioloski efekat insulina

Maks efekat
(1=3)

Maks efekat
2)

— — — —

K (1 -~ 2) Kiz () Konc. insulina

Smanjen insulinski odgovor je uzrokovan smanjenjem maksimalnog insulinskog
efekta (pomeranje 1, od pune ka isprekidanoj liniji), dok se smanjena osetljivost na insulin
manifestuje povecanjem koncentracije insulina potrebnog da bi se ostvarila polovina

maksimalnog bioloskog efekta ( Ki/»; pomeranje 2, od pune do isprekidane linije).

2.7.1. Metaboli¢ki pokazatelji insulinske rezistencije

Insulinska rezistencija je multifaktorijalan fenomen koji je u humanoj populaciji
karakterisan metabolickom acidozom, hiperglikemijom, smanjenom tolerancijom na
glukozu, glukozurijom, ketonemijom, ketonurijom, pojacanom diurezom, hipovolemijom,
dehidracijom, polidipsijom i depresijom centralnog nervnog sistema (McCance i Huether,
1994). Mnogi od nabrojanih patofizioloskih poremecaja su takode uoceni i kod prezivara u
uslovima indukovane ili spontane hepaticne lipidoze (masne jetre) (DeBoer i sar, 1985;
Veenhuizen i sar., 1991; Drackley i sar., 1999; Pires i sar., 2007). Preciznije re¢eno, uo¢eno
je da su ¢inioci odgovorni za nastanak insulinske rezistencije kod ljudi zapravo isti ili sli¢ni
onima koji se dovode u vezu sa nastankom masne jetre i ketoze prezivara. Ovi ¢inioci
ukljucuju kasni graviditet, gojaznost, hiperinsulinemiju, ishranu lipidima, hiperlipidemiju,

pothranjenost, hormonalnu konstelaciju, genetske faktore i inflamaciju (Hayirli, 2006).
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2.7.2. Cinioci odgovorni za nastanak insulinske rezistencije

Umerena insulinska rezistencija tokom graviditeta je ustanovljena kod velikog broja
sisara (Stanley i sar., 1998; Pere i sar., 2000; Johnson, 2008). Tako, ustanovljeno je da je
metabolizam glukoze kod gravidnih ovaca pod slabijim uticajem insulina u odnosu na
negravidne ovce. Smanjena konzumacija hrane (restriktivna ishrana) doprinosi razvoju
insulinske rezistencije i uzrokuje gubitak u telesnoj masi plotkinja bez ikakvih posledica po
masu ploda, §to jasno oslikava svrhu bioloSkog postojanja insulinske rezistencije: da
obezbedi adekvatno snabdevanje fetusa energijom na racun promena energetskog statusa
majki (Petterson i sar., 1993). Osim toga, inhibitorno delovanje insulina na lipolizu je
manje izrazeno kod gravidnih u poredenju sa negravidnim ovcama (Petterson 1 sar., 1994).
Pored graviditeta, insulinska rezistencija moze da se razvije i tokom laktacije. Nadeno je da
je insulin-zavistan metabolizam glukoze u in vitro uslovima bio smanjen u uzorcima

masnog tkiva ovaca u laktaciji u odnosu na ovce koje se ne muzu (Vernon i Taylor, 1988).

2.7.2.1. Ishrana

Unazad nekoliko godina, interesovanje velikog broja istrazivaca je bilo usmereno na
dalje razumevanje prirode i vremena pojavljivanja insulinske rezistencije sa posebnim
osvrtom na utvrdivanje moguénosti manipulisanja interakcije NEFA 1 stanja apetita krava
tokom peripartalnog perioda. Veliki doprinos u ovoj oblasti su dali istrazivaci iz Amerike.
Inicijalna istrazivanja stru¢njaka sa Univerziteta Cornell su upucivala na to da bi masno
tkivo moglo da bude refraktarnije na insulin tokom perioda zasusenja nego u postpartalnom
periodu. Takode, slede¢i radovi u ovoj oblasti generalno su podrzali koncept da stepen
insulinske rezistencije moze biti ¢ak i ve¢i u antepartalnom nego u postpartalnom periodu
(Smith 1 sar., 2006). Kao rezultat ovog istrazivanja i drugih posrednih dokaza da naglaSena
insulinska razistencija tokom perioda zasusenja ima velikog udela u smanjenom unosu suve
materije obroka, povec¢anju NEFA i1 smanjenju telesne kondicije tokom perioda rane
laktacije, istrazivaCi sa Univerziteta Cornell su uspeli da administracijom tiazolidona

(analoga koriStenih u tretmanu tip 2 diabetesa kod ljudi) izazovu specifi¢nu modulaciju
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insulinske rezistencije u masnom tkivu u antepartalnom periodu. Stavise, administracija
tiazolidona imala je tendenciju smanjenja NEFA i povecanja unosa suve materije obroka u
periodu 7 dana pre do perioda 7 dana posle teljenja (Smith 1 sar. 2007). Vazno je naglasiti
da se administracija TZD nije odrazila na koriS¢enje (Stednju) glukoze od strane perifernih
tkiva. U jednoj sli¢noj studiji, ista grupa autora (Smith i sar. 2009), pored ve¢ navedenih
efekata TZD, utvrdila je i poboljSanje energetskog statusa, smanjen stepen gubitka telesne
kondicije, 1 krac¢i servis period kod tretiranih krava. Ovi rezultati su jasno ukazali da
specificna modulacija osetljivosti na insulin na nivou masnog tkiva ima veoma pozitivan
efekat na promene u metabolizmu krava u peripartalnom periodu. lako je modulacija
insulinske rezistencije koriste¢i farmaceutski pristup, u svakom slu¢aju intrigantna, to je
dovelo do logi¢kog pitanja u vezi sa aspektima ishrane koji mogu da utiCu na stepen
insulinske rezistencije. Tokom poslednjih nekoliko godina pitanje ishrane krava u pogledu
energije tokom perioda zasusenja ponovo je zavredelo veliku paznju (Janovick i sar., 2011)
I U vezi sa tim postoji saglasnost velikog broja istrazivaa da ishrana u energetskom
pogledu moZze u znacajnoj meri da uzajamno deluje sa stepenom osetljivosti perifernih tkiva
na insulin tokom kasnog prepartalnog perioda.

Da bi se izbegle drasti¢ne promene u metabolizmu u periodu oko teljenja i ranoj fazi
laktacije, primenjuje se priprema zivotinja potrebnim merama ishrane. Naime, dugi niz
godina, pokusavajuci da ublaze negativan bilans energije, tendencija istrazivaca i stru¢njaka
iz oblasti govedarstva bila je da se maksimalno moguce poveca unos suve materije (SM) u
poslednjoj fazi zasusenja, postepenim uvodenjem u obrok manjih koli¢ina smesa, i to, istog
sastava kao i hraniva koja se koriste na pocetku laktacije (Overton i Waldron, 2004;
Drackley i Dann, 2005). Ova strategija ishrane je delom podrzana istrazivanjem koje je
pokazalo da su krave sa nizim vrednostima vi§ih masnih kiselina u krvnoj plazmi tokom
poslednje dve nedelje gestacionog perioda imale manju incidencu najvaznijih postpartalnih
metabolickih poremecaja (Dik, 1995). Ako se uzme u obzir da povecani unos hranljivih
materija obi¢no dovodi do nizih vrednosti NEFA u cirkulaciji, povezanost boljeg unosa
suve materije iz obroka i poboljSanja zdravstvenog statusa i performansi bi se mogla
podrazumevati. Nase iskustvo sugeriSe da su mnoge farme zaista poboljsale zdravstveni

status 1 ekonomic¢nost proizvodnje primenom ovog koncepta ishrane, pogotovo tokom
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kasnog perioda zasuSenja. S druge strane, brojna istrazivanja su pokazala da se planiranjem
ishrane, narocito unosa energetskih hraniva u peripartalnom periodu, moze smanjiti stepen
insulinske rezistencije i stoga uticati na interakciju izmedju NEFA i apetita krava u
prepartalnom periodu. Mashek i Grummer (2003) su naveli da krave koje su imale slabiji
apetit u antepartalnom periodu, generalno zbog poja¢anog unosa suve materije obroka 3 do
4 nedelje pre ocekivanog teljenja, su imale veée postpartalne koncentracije NEFA u krvi i
triglicerida u jetri. Jo§ neposrednije dokaze obezbedili su Douglas i sar. (2006) koji su
izneli da krave koje su tokom celog perioda zasuSenja konzumirale 80 % od svojih
energetskih potreba su imale nizu NEFA postpartalno, nizu glukozu i nizi insulin
antepartalno 1 bolji unos suve materije obroka postpartalno u poredenju sa kravama koje su
konzumirale 160 % od predvidenih potreba u energiji u istom periodu. Slicno Holcomb 1
sar. (2001) su izvestili da krave podvrgnute restriktivnoj ishrani tokom kasnog prepartalnog
perioda su imale blazu krivu NEFA tokom peripartalnog perioda. Dodatno Holtenius i sar.
(2003) su ustanovili da krave koje su u periodu zasuSenja unosile 180 % od izracunatih
potreba u energiji, su imale viSe koncentracije insulina i glukoze antepartalno, bolji
odgovor B-celija endokrinog pankreasa u testu opterecenja glukozom antepartalno, i vecu
koncentraciju NEFA tokom peripartalnog perioda nego krave hranjene 75 % ili cak 110 %
od izracunatih energetskih potreba. Dalje, Agenas i sar. (2003) su izneli da iste krave
hranjene sa 128 % od potreba u energiji u periodu zasusenja su imale slabiji apetit i
produZeni period negativnog bilansa energije tokom postpartalnog perioda u poredenju sa
druga dva tretmana ishrane. Takode, Dann i sar. (2006) su pokazali da ishrana sa 150 % od
potreba u energiji tokom ranog perioda zasuSenja moze dovesti do pogorsavanja insulinske
rezistencije kako se blizi teljenje, §to rezultira u vecoj koncentraciji NEFA i BHBA u krvi i
slabijem apetitu 1 energetskoj ravnotezi krava tokom prvih 10 dana laktacije. Jo$
neposrednije, Schoenbreg i Overton (2010) su demonstrirali da je odgovor NEFA tokom
izvodenja testa opterecenja glukozom mnogo refraktarniji kod krava hranjenih obrocima
vece energetske vrednosti, S§to jasno ukazuje da ishrana energetski bogatim hranivima
tokom perioda zasusenja pojacava stepen insulinske rezistencije u masnom tkivu. Sve u
svemu, ovi rezultati podrzavaju izrazeno stanoviste da konzumiranje energetski bogate

hrane u periodu zasu$enja rezultira promenama u metabolizmu krava, koje zauzvrat
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najverovatnije predisponiraju Zivotinje ka smanjenom unosu suve materije obroka i vi§im

koncentracijama NEFA u krvi neposredno posle teljenja.

2.7.2.2. Hiperlipidemija

Tokom perioda rane laktacije, odgovor [-cCelija endokrinog pankreasa na
intravensku aplikaciju glukoze i propionata, glavnih insulintropnih supstanci kod
visokomle¢nih krava (Hayirli, 2006), znaajno je manji u odnosu na period zasusSenja
(Lomax i sar., 1979; Holtenius i sar., 2003). lako snizavanje koncentracije insulina u krvi
ima glavnu ulogu u homeoretskom prilagodavanju, dugotrajno suprimirana sekrecija
insulina moZe imati za rezultat intenzivnu lipolizu, a samim tim i ve¢u mobilizaciju masnih
kiselina iz telesnih rezervi, $to povecava rizik za pojavu dislokacije siriSta, masne jetre,
ketoze (Holtenius i Traven, 1990; Herzog, 2001; Bobe i sar., 2004) i reproduktivnih
poremecaja. Zbog toga, izgleda da je prepoznavanje Cinilaca koji reguliSu lucenje insulina
kod visokomle¢nih krava od prvostepenog znacaja. Na osnovu in Vvitro istrazivanja kod
ljudi (Zhou i Grill, 1995; Grill i Qvigstad, 2000) i pacova (Shimabukuro i sar., 1998;
Mason i sar., 1999; Maedler i sar., 2001), izgleda da kratkotrajno izlaganje kulture tkiva
povisenoj koncentraciji NEFA ima stimulativno delovanje 1 povecava sekreciju insulina.
Nasuprot tome, dugotrajno izlaganje kulture tkiva povisenoj koncentraciji NEFA, dovodi
do smanjene sekretorne sposobnosti f-Celija 1 do njihovog potpunog iscrpljivanja
(insuficijencije). U skladu sa napred navedenim, kod ljudi dugotrajno hroni¢no povecanje
koncentracije NEFA u krvi igra glavnu ulogu za razvoj funkcionalne dekompenzacije
pankreasa kod dijabetesa tip Il (Gravena i sar., 2002; Petersen i Shulman, 2006).
Mehanizam ustanovljen kod ljudi i pacova, verovatno moze da se primeni i kod
visokomle¢nih krava, s obzirom da povisena koncentracija NEFA u krvi koincidira sa
padom insulinemije i sekretorne sposobnosti endokrinog pankreasa tokom rane laktacije.
Pored toga, smanjena senzitivnost, odnosno odgovor B-Celija pankreasa na intravenski
aplikovanu glukozu je ustanovljena kod ketoznih krava koje su gladovale u poredenju sa
zdravim zivotinjama (Hove, 1978). U prikazu jednog sporadicnog slucaja, opisana je masna

infiltracija 1 insuficijencija B-Celija, a navedene patohistoloske promene dovedene su u vezu
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sa pregojeno$¢u krava u prepartalnom periodu, obimnom lipolizom i masnom jetrom
postpartalno (Nazifi i sar., 2004). Medutim, medijatori koji uti¢u na lucenje insulina i
interakcija izmedu NEFA u krvi i1 funkcije endokrinog pankreasa nisu u potpunosti
rasvetljeni kod visokomle¢nih krava.

Pored smanjene sekrecije insulina, dugotrajno-hroni¢no smanjenje insulinskog
odgovora (insulinska rezistencija) moze predisponirati visokomle¢ne krave za kontinuiranu
lipolizu i povecati rizik za razvoj peripartalnih poremecaja zdravlja. Uprkos ¢injenici da je
malo konkretnih podataka o razlikama u insulinskom odgovoru izmedu krava u laktaciji i
perioda zasusenja, ipak, tokom laktacije jasno je uocena povezanost insulinske rezistencije i
pojave mnogobrojnih poremecaja zdravlja kao §to su: dislokacija siriSta (van Meirhage i
sar., 1988; Holtenius i Traven, 1990; Kraft, 2004), masna jetra, ketoza (Herzog, 2001;
Ohtsuka i sar., 2001; Kréaft, 2004; Oikawa i Oetzel, 2006) i pojava cista na jajnicima
(Opsomer i sar., 1999). Jo$ jednom treba ista¢i, da povisena koncentracija NEFA u Kkrvi bilo
da je izazvana gladovanjem zivotinja (Oikawa i Oetzel, 2006) ili intravenoznim davanjem
emulzije masnih kiselina (Pires i sar., 2007) nepovoljno uti¢e na insulin zavistan promet
(klirens) glukoze. Holtenius i Holtenius (2007) su ustanovili manju vrednost Indeksa za
kvantitativnu procenu insulinske senzitivnosti (Revised Quantitative Insulin Sensitivity
Check Index - RQUICKI), ukazujuci na veéi stepen insulinske rezistencije kod ugojenih u
odnosu na krave optimalne telesne kondicije. Pored toga, Holtenius i sar., (2003) su izneli
hipotezu da je smanjeni promet (klirens) glukoze krava u laktaciji koje su hranjene veCom
koli¢inom krmnih smeSa (Zitarica) tokom perioda zasuSenja, posledica: 1) poviSene
koncentracije NEFA u krvi (obimna lipomobilizacija), koja nastaje zbog izrazitog
smanjenja koli¢ine konzumirane hrane u peripartalnom periodu i, 2) hroni¢ne-dugotrajne
hiperinsulinemije koja tokom perioda zasusenja mehanizmom negativne povratne sprege
(down-regulation) regulise ekspresiju insulinskih receptora.

Nacin, ili bolje receno putevi kojima NEFA mogu da ometaju prenoSenje
insulinskog signala (¢elijska transdukcija) detaljnije je proucavano kod ljudi i1 pacova.
Dodavanje palmitinske kiseline u fizolo§kim koncentracijama u medijum kulture adipocita
pacova (in vitro) imalo je za rezultat smanjenje insulin zavisnog transporta glukoze (Van

Epps-Fung i sar., 1997). Ova zapazanja nije bilo moguce objasniti promenama u ekspresiji
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ili aktivaciji insulinskih receptora, §to je ukazivalo na promene i greske u prenoSenju
insulinskog signala na post-receptorskom nivou (Van Epps-Fung i sar., 1997; Petersen i
Shulman, 2006). Unutaréelijsko nakupljanje meduprodukata metabolizma masnih kiselina
moze da dovede do prekida normalnog post-receptorskog prenosSenja insulinskog signala
putem sekundarnih glasnika, §to na kraju dovodi do smanjenja translokacije GLUT 4 na
¢elijskoj membrani i ulaska glukoze u skeletne misice. Zapravo, intracelularno nakupljanje
meduprodukata metabolizma masnih kiselina i smanjenje ekspresije GLUT 4 molekula na
membranama popre¢noprugastih misica je perzistentan nalaz u ranom stadijumu smanjene
tolerancije na glukozu kod ljudi (Petersen i Shulman, 2006). Medutim, kod prezivara jo$
uvek se ne zna kojim putevima NEFA indukuju insulinsku rezistenciju, mada neki
istrazivaci, na osnovu sprovedenih istrazivanja, pretpostavljaju da promene nastaju pre na
post-receptorskom nego na receptorskom nivou (Debras i sar., 1989; Vernon i sar., 1990;
Kraft, 2004). Dakle, mehanizmi koji uzrokuju insulinsku rezistenciju kod visokomle¢nih

krava se verovatno mogu uporediti sa onim kod ljudi i pacova.

2.7.2.3. Genetski faktori

Razlike u ekspresiji GLUT 4 molekula u skeletnim miSi¢ima 1 tolerancije na
glukozu se pojavljuju kod zdrave, mlade i mr$ave, dece ¢iji roditelji boluju od dijabetesa,
mnogo ranije nego Sto se ispolje klinicki znaci bolesti. To pokazuje da genetski ili
epigenetski ¢inioci, nezavisno od nacina Zivota i metabolizma, mogu da imaju znacajnu
ulogu u razvoju netolerancije na glukozu (Petersen i Shulman, 2006). Imajuéi u vidu
¢injenicu da kod ljudi postoji genetska predispozicija za razvoj insulinske rezistencije,
navodi nas da postavimo jedno veoma zanimljivo pitanje: da li je mozda genetska sklonost
krava prema insulinskoj rezistenciji sekundarna pojava jednostrane visedecenijske selekcije
mlecnih rasa goveda na visoku proizvodnju mleka? lako odgovor na ovo pitanje nije u
potpunosti rasvetljen, slicnim povezivanjem se dobrim delom moze objasniti veca sklonost
visokomle¢nih krava ka nastanku oboljenja.

Pitanje da li su i u kojoj meri NEB i proces lipolize genetski determinisani, je dalo

mnogo povoda istraziva¢ima za razmisljanje. PokuSaji da se u potpunosti izbegne NEB kod
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visokomle¢nih krava odredenim manipulacijama u ishrani nisu dali ocekivane rezultate
(Ingvartsen i sar., 2003). Krave sa predispozicijom za visoku proizvodnju mleka izgleda da
su u stanju da dodatno unete izvore energije usmere direktno ka proizvodnji mleka umesto
za poboljsanje njihove telesne kondicije, dok krave koje nemaju predispoziciju za visoku
proizvodnju koriste energetske dodatke kako bi ublazili NEB (Veerkamp i Koenen, 1999;
Kay i sar.,, 2009; Lucy i sar.,, 2009). Krave sa visokim selekcionim indeksom za
proizvodnju mleka ispoljavaju nizi BCS tokom svih faza laktacije u poredenju sa kravama
sa nizim selekcionim indeksom (Berry 1 sar., 2003). Ovi nalazi su dali povoda za koncept
genetski determinisanog gubitka BCS kod rasa selekcionisanih na visoku proizvodnju
mleka (Ingvartsen i sar., 2003; Friggens i sar., 2007). Kao §to je navedeno od strane Rauw i
sar., (1998) genetska predispozicija za visoku proizvodnju je u osnovi ,,crna kutija® ako
osnovni fizioloski procesi selekcije nisu u dovoljnoj meri poznati. Nije iznenadujuce $to su
pokusaji da se rasvetle ovi fizioloSki procesi uglavnom usmereni na GH-IGF osovinu,
koncentraciju insulina i insulinsku senzitivnost.

Brojne studije su otkrile rasne razlike u funkcionisanju somatotropne osovine krava
u laktaciji. Severnoamericki hol$tajn ispoljava vise GH i nize IGF koncentracije, povezano
sa viSim koncentracijama NEFA, gubitkom BCS i usmeravanjem energije ka proizvodnji
mleka, u odnosu na manje mle¢ne Novozelandske sojeve, nezavisno od razlika u insulinu
(Kay i sar., 2009; Lucy i sar., 2009). Pove¢ano dodavanje hrane nije rekuplovalo GH-IGF
osovinu u visokoproduktivnih rasa, za razliku od krava niZih genetskih sposobnosti (Lucy 1
sar., 2009). Takode, GH odgovori na izazove GH oslobadajueg faktora bili su
spektakularno nizi u Japansko crnih u poredenju sa Holstajn kravama u laktaciji, Koji se
mozZe objasniti njihovim veoma malim prinosom mleka, ali 1 tokom perioda zasuSenja, §to
ukazuje na GH razlike nezavisno od energetskog statusa (Shingu i sar., 2002). Nasuprot
tome, odsustvo razlike u bazalnim ili indukovanim GH koncentracijama mogli bi biti
ustanovljeni u studiji porede¢i grupe HolStajn teladi razli¢itog genetskog porekla
(Baumgard i sar., 2002). Niska koncentracija insulina i senzitivnost su drugi potencijalni
nasledni mehanizmi za genetski uslovljene BCS gubitke. Nize postpartalne koncentracije
insulina su prijavljene u krava poreklom od bikova sa visokim selekcionim indeksom za

mlecnost, Sto je dovelo do procene umerene heritabilnosti (h2) za postpartalni insulin
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(Swali i Vathes, 2006). Takode, koncentracije insulina bile su nize u krvi krava sa visokim
u poredenju sa kravama nizeg laktacionog potencijala, nezavisno od energetskog balansa i
proizvodnje tokom trajanja ispitivanja (Gutierrez i sar, 2006.). Japanske Crne krave
ispoljavale su mnogo vece bazalne i glukozom indukovane koncentracije insulina u odnosu
na Holstajn krave u toku perioda zasuSenja i laktacije (Shingu i sar, 2002). Nasuprot tome,
Kay i sar. (2009) ne navode znacajne razlike u koncentracijama insulina u krvi krava
razli¢itog genetskog porekla. Hammon i sar. (2007) su pronasli nize glukozom indukovane
insulinske odgovore cross-bred junica sa viSom mle¢no$¢u u odnosu na junice iste rase koje
su imale nize prinose mleka, ali jo$ vaznije, ta razlika je bila ocigledna samo u toku
laktacije. Sto se ti¢e insulinske senzitivnosti, manji stepeni tolerancije na glukozu posle
IVGTT su nedavno primeceni kod krava HolStajn rase u laktaciji poreklom iz Severne
Amerike u odnosu na krave sa Novog Zelanda, §to ukazuje na prisutne razlike u insulinskoj
senzitivnosti u zavisnosti od genetske konstitucije Zivotinja (Chagas i sar., 2009).

Sve u svemu, postoje dobri argumenti za pretpostavljanje da je selekcija za visoku
proizvodnju uspostavila genetsku sklonost ka dekuplovanju GH-IGF osovine, niskoj
koncentraciji insulina i niskoj insulinskoj senzitivnosti. Medutim, podaci dobijeni kod
krava u laktaciji mogu biti kompromitovani uslovima drzanja, ishrane, produkcijom 1
zdravstvenim statusom tih Zivotinja. U svakom slu¢aju, poredenjem ovih mehanizama kod
nelaktiraju¢ih Zivotinja, pod sliénim uslovima ishrane, drZanja 1 iskoriS¢avanja, ce

omoguciti objektivnije tumacenje pozadina ovih urodenih mehanizama.

2.7.2.4. Inflamacija

Zapaljenjski procesi u puerperijumu, kao §to su zadrzavanje posteljice i mastitis,
mogu predstavljati dodatno opterecenje za tranzicioni period, a posebno za funkciju jetre.
Kao prvo, inflamatorni procesi u peripartalnom periodu nepovoljno deluju na energetski
status jedinki tako S§to smanjuju koli¢inu konzumirane hrane i pokrec¢u lipolizu
povecavajuci aktivnost simpatikusa (McNamara, 1997; Urton i sar., 2005). Kao drugo,
zapaljenske procese karakteriSe 1 oslobadanje proinflamatornih citokina (TNF-a, interleukin

1 1 6) iz leukocita. Ovi citokini povecavaju potroSnju energije koja se trosi za rast telesne
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temperature i aktivnosti imunskog sistema (Johnson i Finck, 2001). Inflamatorni procesi u
organizmu mogu da uti¢u i na insulinski odgovor, na S§ta ukazuju rezultati istrazivanja
Ohtsuka 1 sar. (2001) koji su ustanovili negativnu korelaciju izmedu insulin zavisnog
prometa glukoze 1 koncentracije tumor nekroze faktora o (TNF-a) kod krava koje su imale
masnu jetru. Pored toga citokini u jetri na poseban nacin pokreéu sintezu pozitivnih
proteina akutne faze (+AP) haptoglobin, serum amiloid-A i ceruloplazmin, dok smanjuju
sintezu negativnih proteina akutne faze (—AP) kao $to su: albumin, transferin, retinol
vezujudi protein i apolipoproteini (Gruys i sar., 2005; Bionaz i sar., 2007; Bertoni i sar.,
2008). Ovaj niz lanc¢anih dogadaja poznat je kao akutno fazna reakcija, i generalno se
smatra protektivnim reakcijom domacina na inflamaciju (Petersen i sar., 2004), mada
istovremeno moze da ima nepozeljan efekat na tranzicioni period krava. Na primer,
povecana sinteza haptoglobina, ceruloplazmina i serum amiloida-A u jetri je od velikog
znacaja, jer pospeSuje zarastanje i obnovu tkiva, ali moze da umanji sintezu drugih
apolipoproteina koji su neophodni za transport lipida iz jetre, poveéavajuéi tako rizik za

deponovanje masti u hepatocitima (Katoh, 2002).

2.7.3. Uloga receptora u nastanku rezistencije na insulin

Svoje efekte na nivou ciljnih ¢elija insulin ostvaruje vezivanjem za specificni receptor
od koga zapoc€inju svi signalni putevi insulina. Receptor za insulin je transmembranski
heterotetramerni (2 vancelijske a i 2 transmembranske B subjedinice) proteinski molekul
(350 kDa), koji pripada superfamiliji membranskih receptora koji poseduju kinaznu
aktivnost (Youngren, 2007). lako je zapaZeno da insulin ostvaruje maksimalan metabolicki
efekat vezivanjem za srazmerno mali deo raspolozivih receptora (teorija viska receptora;
eng. spare receptors), primeceno je da smanjenje broja receptora ipak uti¢e na fizioloski
efekat insulina (De Meyts, 2008). Zastupljenost receptora za insulin zavisi od vrste tkiva,
pri ¢emu u jetri i masnom tkivu, na kojima ovaj hormon ima presudan uticaj u procesu
koris¢enja energetskih prekursora, dostize i 200000 po ¢eliji (White i Kahn, 1994).

Ukratko, normalan, fizioloski prenos insulinskog signala na nivou ciljnih ¢elija odvija

se slede¢im redosledom: vezivanje molekula insulina za subjedinicu o dovodi do
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konformacione promene molekula §to dovodi do aktivacije kinazne aktivnosti subjedinice
B, koja wvrsi autofosforilaciju (Avruch, 1998). Autofosforilacija podstice interakciju
receptora sa proteinima, supstratima receptora za insulin (IRS 1-6) i fosforililaciju tih
molekula (De Meyts, 2008), koji signal u delovanju insulina usmeravaju uglavnom ka
regulaciji metabolickih procesa u ¢elijama. To ima za posledicu aktivirane niza sekundarnih
glasnika, ukljucujué¢i PIP 3 (eng. phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate), koji moze da
aktivira ili suprimira mnogobrojne enzime i proteine u ciljnim tkivima. Tako, veoma
znacajan efekat PIP 3 u adipocitima i miSi¢nim Celijama je u aktiviranju i translokaciji
GLUT 4 molekula iz unutarcelijskih depoa u plazma membranu ovih ¢elija (Thong i sar.,
2005; Sale i Sale, 2008). Osim pomenutog signalnog puta, treba ista¢i da insulin koristi i
drugi ¢elijski put u regulaciji lokalizacije GLUTA4, svojstven samo insulinu, a koji zapocinje
fosforilacijom proteina Cbl od strane receptora za insulin (Saltiel i Pessin, 2003).

Paralelno prenosu signala ka narednim molekulima u signalnom putu, nakon
vezivanja insulina dolazi do internalizacije kompleksa ligand-receptor iz plazma membrane
u citoplazmu. U endozomima se deSava disocijacija i degradacija insulina, a molekuli
receptora se defosforiliSu 1 u odredenom procentu ponovo integriSu u plazma membranu
(Carpentier, 1994). Regulatori aktivnosti receptora su tirozin fosfataze, ali i razlicite
serin/treonin kinaze koje ga fosforiliSu na serinu ili treoninu. Dokazano je da fosforilaciju
receptora na brojnim serin/treonin ostacima vrSe neke izoforme protein kinaze C (PKC),
koje se aktiviraju pri akumulaciji lipida, posredstvom povecanja koncentracije
diacilglicerola (DAG) u ¢eliji ili u stanju hiperglikemije (Idris i sar., 2001). Takode, insulin
negativno reguliSe broj sopstvenih receptora u ciljnim ¢elijama mehanizmom negativne
regulacije koja podrazumeva i promene u ekspresiji gena za receptor, uz uceSce
transkripcionog regulatora FOXO1 (eng. forkhead box O1). Pored toga, insulin podstic¢e
internalizaciju 1 degradaciju sopstvenog receptora. Na ovaj nacin insulin negativno reguliSe
i druge molekule svog signalnog sistema (Huang i sar., 2002; Puig i Tjian, 2005). U
regulaciji ekspresije 1 funkcije receptora za insulin ucestvuju i drugi agensi, kao Sto su
hormoni, citokini, hranljivi sastojci, ali 1 fizi€ka aktivnost. Na primer, hiperglikemija moze
negativno uticati na aktivnost receptora za insulin (Youngren, 2007). Fizi¢ka aktivnost,

nasuprot tome, ima pozitivan efekat na receptorsku funkciju (Youngren i sar., 2001).
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Kao sto je izneto, pored smanjenja bazalne i glukozom stimulisane sekrecije p-celija
endokrinog pankreasa, promene koje dovode do supresije insulin-zavisnih metabolic¢kih
efekata i/ili nastanka insulinske rezistencije takode mogu da se odvijaju i na nivou
perifernih tkiva. Na prvom mestu, alteracije na receptorskom nivou su moguci razlog za
smanjenje insulinskog odgovora i/ili smanjenjne insulinske senzitivnosti masnog tkiva.
Vernon i sar. (1981) su uocili smanjenje de novo sinteze masnih Kiselina i aktivnosti
lipoprotein lipaze u masnom tkivu ovaca u zasuSenju i tokom rane laktacije, Sto je bilo
pra¢eno smanjenjem broja 1 afiniteta insulinskih receptora. U jednoj drugoj studiji, za
vreme laktacije je nadeno smanjenje broja i afiniteta insulinskih receptora na povrSini
adipocita ovaca u poredenju sa periodom zasuSenja (Guesnet i sar., 1991). Slican
mehanizam nastanka insulinske rezistencije je ustanovljen i kod ljudi (Pessin i Saltiel,
2000) i nekih drugih Zivotinjskih vrsta (Flores-Riveros i sar., 1993; Brennan i sar., 2004;
Suagee i sar., 2011). Medutim, sve vise se istiCe da su promene na postreceptorskom nivou,
tj. promene u signalnim putevima insulina koji uéestvuju u njegovom delovanju, glavni
uzrok smanjenog c¢elijskog odgovora na stimulaciju insulinom kod prezivara (Debras i sar.,
1989; Sasaki, 2002).

2.7.4. Testovi za utvrdivanje insulinske rezistencije

Pravilna ocena stepena insulinske rezistencije veoma je vazna da bi se predvidelo
nastajanje poremecaja u energetskom metabolizmu 1 njihova teZina kod pojedinih Zivotinja.
Sve krave sa veoma izrazenom neosetljivos¢u perifernih tkiva na insulin (insulinska
rezistencija) su sklonije nastanku masne jetre i drugih poremecaja metabolizma, a primena
testova koji mogu da ukaZzu na ova stanja istovremeno moze da ukaZe i na uslove pod
kojima su oni nastali. U ovakvim slucajevima insulinske rezistencije karakteristican je
nalaz relativno visokog nivoa glikemije 1 insulinemije antepartalno, kao 1 znacajno
povecanje koncentracija B-hidroksibuterne kiseline 1 slobodnih vi§ih masnih kiselina u krvi
postpartalno. Medutim, poteskoée u proceni insulinske rezistencije nastaju kod prezivara u
laktaciji u in vivo uslovima. Tumacenje rezultata testova za utvrdivanje insulinske

rezistencije se komplikuje €injenicom da se viSe od 80 % prometa glukoze u organizmu
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prezivara tokom laktacije odvija u insulin nezavisnim metaboli¢kim putevima (Petterson i
sar., 1993; Holtenius i Holtenius, 2007). Osim toga, tipi¢na klinicka slika insulinske
rezistencije kod ljudi kao Sto je hiperinsulinemija sa hiperglikemijom (Petersen i Shulman,
2006), kod krava u laktaciji najverovatnije ¢e izostati, jer ranu laktaciju karakteriSe
hipoinsulinemija i smanjena koncentracija glukoze §to je u direktnoj vezi sa NEB.

Nekoliko testova je u upotrebi za ispitivanje funkcionalne aktivnosti B-Celija
endokrinog pankreasa, i stepena osetljivosti perifernih tkiva na insulin (Monzillo i Hamdy,
2003). Zlatnim standardom za procenu insulinske rezistencije smatraju se takozvane
»klamp-tehnike®. U toku hiperglikemijskog klampa, koncentracija glukoze u krvi se
odrzava na odredenom nivou podesavajuéi koli¢inu parenteralno aplikovane glukoze, $to se
smatra direktnom funkcijom sekrecije insulina i kori§¢enja glukoze u perifernim tkivima.
Ovaj metod se prvenstveno koristi za kvantitativno ispitivanja funkcionalne sposobnosti p-
¢elija pankreasa (DeFronzo i sar., 1979). Pored ovoga, za procenu osetljivosti perifernih
tkiva (insulinska rezistencija) na insulin, koristi se tehnika hiperinsulinemijskog-
euglikemijskog klampa. Za vreme izvodenja ovog testa, uporedo sa egzogenom aplikacijom
insulina vr8i se kontrolisana intravenska aplikacija glukoze, sa ciljem odrZavanja glikemije
na bazalnom nivou. U momentu uspostavljanja ravnoteznih odnosa koncentracija insulina 1
glukoze u krvi, nivo parenteralnog dodavanja glukoze se uzima kao mera stepena
insulinske rezistencije, jer ona predstavlja u suStini koli¢inu glukoze iskoriS¢enu u
perifernim tkivima (DeFronzo i sar., 1979; Robert, 1995).

Zbog toga §to su ,.klamp-tehnike* zahtevne za izvodenje i pre svega skupe, ovi
testovi nisu nasli Siroku primenu u praksi, i koriste se uglavnhom u eksperimentalne svrhe.
Kod visokomle¢nih krava, znatno CeS¢e za procenu insulinske rezistencije se koriste
intravenski testovi tolerancije na glukozu (GTT) i testovi tolerancije na insulin (ITT), koji
se ujedno smatraju ,,srebrnim standardom® (Hammon i sar., 2007; Bossaert i sar., 2008;
Samanc i sar., 2009a; Jaakson i sar., 2010). Tokom izvodenja GTT specifi¢na koli¢ina
rastvora glukoze odgovaraju¢e koncentracije se intravenski aplikuje recipijentima. To
dovodi do naglog porasta glikemije, $to je praceno pojacanom sintezom i lu¢enjem insulina
u krvotok. Nakon dostizanja maksimalnih vrednosti (pika), koncentracije glukoze i insulina

se postepeno smanjuju i na kraju stabilizuju na pocetne (bazalne) vrednosti. Za procenu
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funkcionalne aktivnosti -Celija pankreasa, insulinski odgovor na akutnu aplikaciju glukoze
se procenjuje na osnovu vrednosti pika, povrsine ispod krive (AUC) i brzine eliminacije
(ER) i/ili vremena potrebnog za dostizanje polovine vrednosti pika koncentracije insulina
(T12). Koristeéi iste karakteristike dinamike kretanja krive glukoze u GTT, procenjuje se
stepen osetljivosti na insulin i/ili utilizacije glukoze u perifernim tkivima (Kaneko i sar.,
1997). Takode, tokom izvodenja ovih testova moze se pratiti i dinamika promene
koncentracije NEFA u krvi (Grlinberg i sar., 2011; Schoenberg i sar., 2012). Za razliku od
,klamp-tehnika®, rezultati prikupljeni u GTT testu nisu tako laki za interpretaciju. Na
primer, tesko je razgraniciti da li je pojacan stepen uklanjanja glukoze iz krvi posledica
pojacane utilizacije glukoze ili smanjene njene produkcije (Hayirli i sar., 2001). U ovakvim
slu¢ajevima, molarni odnos koncentracija glukoze i insulina u krvi ili odnos njihovih brzina
uklanjanja se smatra pouzdanijim indikatorom tolerancije na glukozu (insulinske
rezistencije), nego sama vrednost stepena uklanjanja glukoze iz krvi (Subiyatno i sar.,
1996; Terao i sar., 2010). Takode, jedno od ograni¢enja GTT testa je $to nije moguce
razgrani€iti tip insulinske rezistencije, odnosno u kojoj meri stepen uklanjanja glukoze iz
krvi odslikava senzitivnost tkiva na insulin, a u kojoj meri veli¢inu insulinskog odgovora
(DeFronzo i sar., 1979; Kaneko i sar., 1997).

Danas su sve viSe u upotrebi razli¢iti matematicki modeli za procenu stepena
insulinske rezistencije kao Sto su ve¢ pomenuti molarni odnos glukoze i insulina (G/I),
zatim HOMA (Homeostasis Model Assessment) i QUICKI indeks (Quantitative Insulin
Sensitivity Check Index) za ¢ije izraGunavanje se koriste samo bazalne vrednosti glukoze i
insulina (Monzillo i Hamdy, 2003). Vujanac (2010) je ustanovio nizu vrednost HOMA
indeksa kod krava u uslovima toplotnog stresa u poredenju sa kravama u optimalnim
ambijentalnim uslovima. Kod visokomle¢nih krava, RQUICKI indeks (Revised
Quantitative Insulin  Sensitivity Check Index), koji dodatno uklju¢uje vrednosti
koncentracija NEFA u krvi (Rabasa-Lhoret i sar., 2003), predloZen je kao veoma pouzdan

pokazatelj insulinske rezistencije kod ove vrste zivotinja (Holtenius i Holtenius, 2007).
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3. CILJ I ZADACI ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja u okviru ove disertacije je da se doprinese rasvetljavanju znacaja
insulinske rezistencije u procesu adaptacije krava na visoku proizvodnju mleka pra¢enjem i
poredenjem parametara koji ukazuju na energetski status jedinke i stepena zamascenja jetre

u periodu oko teljenja kod ugojenih i krava optimalne telesne kondicije.
Shodno postavljenom cilju, pristupilo se reSavanju slede¢ih zadataka:

+ ispitivanje funkcionalnog stanja B-Celija pankreasa i odgovora perifernih
tkiva na insulin pracenjem dinamike kretanja koncentracija glukoze,
insulina i NEFA u intravenskom testu optere¢enja glukozom

* ispitivanje stepena insulinske rezistencije obra¢unavanjem RQUICKI
indeksa

+ ispitivanje zastupljenosti proteina insulinskog receptora u uzorcima
miSi¢nog 1 masnog tkiva uzetih u periodu pre i posle teljenja

* ispitivanje zastupljenosti proteina transportera za glukozu (GLUT 4) u
uzorcima misi¢nog i masnog tkiva uzetih u periodu pre i posle teljenja

+ odredivanje antepartalnog i postpartalnog dijametra (povrsine) adipocita

» odredivanje antepartalnog 1 postpartalnog stepena zamascéenja jetre

 ispitivanje parametara krvi koji ukazuju na energetski status jedinke
(koncentracija glukoze, BHBA, NEFA i insulina)
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4. MATERIJAL | METODE RADA

4.1. Mesto istraZivanja

Eksperimentalni deo istrazivanja sproveden je na farmi goveda ,,Mladost“ u Kovilovu
(PKB Korporacija), a laboratorijske analize uzetih uzoraka krvi, tkiva jetre, masnog i
misi¢nog tkiva u odgovarajuéim laboratorijama Fakulteta veterinarske medicine

Univerziteta u Beogradu 1 Instituta za nuklearne nauke ,,Vinca®.
4.2. Ishrana i nacin drZanja oglednih Zivotinja

Istrazivanje je sprovedeno na ukupno 16 visoko-mle¢nih krava holstajn-frizijske
rase. Sve zivotinje ukljuene u ogled bile su klinicki zdrave, §to je utvrdeno klinickim
pregledom i uvidom u podatke iz evidencije o zdravstvenom stanju Zzivotinja. Takode,
tokom celog perioda istrazivanja Zivotinje su bile pod stalnim nadzorom veterinarske
sluzbe farme. Zivotinje su drzane u uobi¢ajenim farmskim uslovima, u stajama zatvorenog
tipa, na vezu.

Kao kriterijum za odabir Zivotinja za ovaj eksperiment uzeto je stanje uhranjenosti
krava u poslednjoj fazi graviditeta, 30 dana pred ocekivani termin teljenja. Ocekivani
datum teljenja je odreden na osnovu datuma osemenjavanja. Stanje uhranjenosti
procenjeno je na osnovu ocene telesne kondicije (OTK) u navedenom periodu
proizvodno-reproduktivnog ciklusa, na osnovu ¢ega su formirane dve grupe od po osam
krava. Prvu grupu (kontrolna, n = 8) ¢inile su krave optimalne telesne kondicije (OTK =
3,00 mo 3.,25), a drugu (ogledna, n = 8) ugojene zivotinje (OTK = 4,25 no 4,50). Sve
odabrane krave bile su od 2. do 4. laktacije. Prosecna telesna masa ogledne grupe krava je
bila 630,4 = 22,4 kg, a krava kontrolne grupe 578,7 £ 25,3 kg. Obe grupe krava su tokom
izvodenja eksperimenta dobijale potpuno izmesani (miksirani) obrok (Total Mixed Ratio,
TMR), dva puta dnevno, pri ¢emu su sastav i koli¢ina obroka bili uskladeni sa potrebama
za datu proizvodno-reproduktivnu fazu, telesnu masu i proizvodnju mleka. Sastav i

nutritivna vrednost obroka prikazani su u Tabelama 1. i 2.
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Tabela 1. Vrsta i koli¢ina hraniva u obroku ispitivanih krava

Period u odnosu na dan teljenja

Sastojak (kg) -60. dan do -14.|-14. dan do 0.|0.dan do +60.
dan dan dan
Seno lucerke - - 3,43
Seno trava 2,82 1,50 -
PSenicna slama 1,80 0,60 -
Silaza kukuruza, 44% SM - - 9,50
Silaza kukuruza, 33% SM 10,00 10,00 -
Silaza kukuruza, 33,94%SM | - - 9,00
Senaza lucerke, 51,79% SM | 5,00 2,50 -
Senaza lucerke, 47,40% SM | - - 5,00
Pivski trop, 21% SM - - 5,00
Zrno kukuruza 0,71 0,98 2,50
Zrno jema 0,50 0,50 1,50
Sojine ljuspice - 0,30 1,30
Sojina satma, 44% N 0,67 1,10 1,13
PSeni¢no brasno 0,50 0,50 1,30
Rezanci SeCerne repe - - 1,82
DextroFat SC - 0,10 0,40
Optigen 11, 41% N - - 0,14
Dekstroza monohidrat - 0,04 0,10
Dikalcijum fosfat, 18% P - - 0,27
Magnezijum oksid - - 0,05
Natrijum bikarbonat - - 0,15
Natrijum hlorid, jodirani - - 0,07
Kalcijum karbonat 0,03 0,04 0,03
Milkinal trocken, 3% 0,20 0,08 -
Beta karotin - 0,004 -
Ukupno: 22,23 18,24 42,69
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Tabela 2. Hemijski sastav i nutritivna vrednost obroka ispitivanih krava

Period u odnosu na dan teljenja

Nutritivna vrednost -60. dan do -14.|-14. dan do 0.|0. dan do +60.
dan dan dan

Suva materija, kg 12,35 9,82 23,63

Neto energija laktacije

(NEL), MJ 72,86 65,50 163,03

Sirovi proteini (SP), % 12,50 15,03 16,05

Proteini nerazgradivi u 4,00 5,00 5,06

buragu, %

Sirova mast, % 2,60 3,82 4,78

Kisela deterdzentska 32,19 25,31 22.08

vlakna, %

Neutralna deterdZentska 49,53 40,59 35,48

vlakna, %

Ca, % 0,73 0,64 0,90

P, % 0,44 0,42 0,52

Na, % 0,23 0,13 0,36

Cl, % 0,30 0,17 0,29

Mg, % 0,31 0,27 0,34

K, % 1,42 1,30 1,18

S, % 0,23 0,22 0,22

Mn, ppm 111,56 129,36 82,40

Cu, ppm 33,23 39,81 25,64

Zn, ppm 132,27 168,24 96,90

Co, ppm 0,78 1,03 0,54

J, ppm 2,44 3,06 1,64

Fe, ppm 221,67 228,38 220,53

Se, ppm 0,89 1,14 0,70

Vitamin A, 1J/kg 21 487,26 41 234,28 21 273,58

Vitamin D, 1J/kg 1574,05 4 487,10 3445,30

Vitamin E, 1J/kg 83,31 117,79 69,35
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4.3. Tretman Zivotinja

Sve zivotinje ukljucene u ogled (n = 16) podvrgnute su intravenskom testu opterecenja
glukozom (GTT) cetiri puta u toku trajanja perioda ispitivanja. Ogled je zapoceo 28. dana
pre ocekivanog termina teljenja i trajao je do 28. dana laktacije. Testovi opterecnja su
izvodeni uvek u istom periodu dana, 4 sata nakon davanja jutarnjeg obroka.

Na pocetku ogleda, 28 dana pre ocekivanog termina teljenja, sproveden je prvi test
opterec¢enja glukozom. Testovi opterecenja glukozom, izvedeni na isti nacin, ponovljeni
su 7 do 10 dana pre oc¢ekivanog termina teljenja, kao i 14. 1 28. dana laktacije.

Realizaciju istrazivanja odobrio je Eticki komitet Fakulteta veterinarske medicine
Univerziteta u Beogradu, u skladu sa odredbama Zakona o veterinarstvu (Sluzbeni glasnik
91/2005), Zakona o naucno-istrazivackoj delatnosti Republike Srbije (Sluzbeni glasnik
110/2005 1 50/2006) i Evropske konvencije o zastiti ki¢menjaka koji se koriste za ogledne i
druge nauc¢ne svrhe (ETC 123, 1986).

4.4. Metode rada

4.4.1. Intravenski test opterefenja glukozom

Testovi optereenja glukozom su izvedeni davanjem 500 mg/kg telesne mase 50

13

postotnog rastvora glukoze (,,Hemofarm *, VrSac), infuzijom u venu jugularis. Prose¢no

vreme trajanja infuzije rastvora glukoze bilo je 6 + 2 minuta.

4.4.2. Uzimanje uzoraka krvi

Uzimanje uzoraka krvi izvrSeno je punkcijom suprotne V. jugularis, u koju nije
davana infuzija. Uzorci krvi su uzimani neposredno pre aplikacije rastvora glukoze (0. minut),
kao i 15., 30., 60., 90., 120. i 180. minuta nakon davanja rastvora glukoze. Kako bi se izbegao
uticaj uzimanja obroka na rezultate analiza, uzorkovanje je vrSeno uvek u isto vreme, 4 Casa

nakon jutarnjeg hranjenja. Za odredivanje koncentracije glukoze i beta-hidroksi buterne
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kiseline (BHBA), koris¢ena je puna krv (neposredno nakon uzorkovanja), dok je za
odredivanje koncentracije insulina i odabranih biohemijskih parametara koris¢en krvni serum.

Uzorci krvi su uzimani u sterilne vakutajnere bez antikoagulansa. Nakon uzimanja,
uzorci su ¢uvani u ru¢nom frizideru na ledu da bi se izvrsila spontana koagulacija, a zatim
centrifugirani na 3,000 g tokom 15 minuta. Dekantirani uzorci krvnih seruma su

zamrzavani na -18°C sve do izvodenja analiza.

4.4.3. Uzimanje uzoraka tkiva jetre, masnog i miSi¢nog tkiva

Sedam do deset dana pre oCekivanog termina teljenja, kao i Cetrnaest dana posle
teljenja uzeti su uzorci tkiva jetre, masnog 1 miSiénog tkiva od svih ispitanih Zivotinja.
Uzorci tkiva jetre uzeti su perkutanom biopsijom, prema Gaal-ovoj modifikovanoj metodi
po Hojcova-Kacafirex (Gaal i sar., 1983). Uzorci misi¢nog i masnog tkiva uzeti su
perkutanom biopsijom prema metodi koju su opisali Al-Trad i saradnici (2009).

Biopsija je vrSena pomoc¢u modifikovanog biopsera za uzimanje uzoraka tkiva jetre
koji se sastojao od igle sa vrhom u obliku bodeza duge 20,5 cm, umetnute u ¢eli¢nu kanilu
(spoljasnji promer ~6 mm, unutras$nji promer ~4 mm). Pribor za izvodenje biopsije, pored
opisanog biopsera, sastojao se od brijaca, rastvora povidon-jodida, 2% rastvora prokain-

hidrohlorida, skalpela i plasti¢nog Sprica sa klipom (slika 6).

Slika 6. Pribor za izvodenje biopsije jetre
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Biopsije jetre izvodena je sa desne strane zivotinje, u 11. medurebarnom prostoru,
oko 2 cm ventralno od horizontalne linije kroz tuber coxae. Biopsija masnog tkiva je vr§ena
u predelu korena repa, a tkiva miSi¢a na posteriornoj strani regije buta. Nakon fiksacije
zivotinje 1 pripreme operacionog polja priblizne veli¢ine 5 x 5 cm (SiSanje, brijanje,
dezinfekcija rastvorom povidon-jodida, lokalna infiltrativna anestezija sa 5 ml 2% prokain-
hidrohlorida), nacinjena je incizija koze i supkutisa skalpelom, a zatim su biopserom
probijeni medurebarni misi¢i, peritoneum i kapsula jetre. Prilikom uvodenja biopser je
usmeren prema levom olekranonu (kranio-ventralno). Nakon ulaska u tkivo jetre, igla
biopsera je izvadena, a na kanilu je postavljen plasti¢ni Spric koji povlacenjem klipa stvara
vakuum. Uzorak tkiva jetre (dijametra 3-4 mm i duzine 3-5 cm) je uzet tako S$to je
istovremeno sa povlacenjem Klipa, instrument potiskivan dublje u tkivo jetre uz rotaciju od
180°, ¢ime je isecak tkiva uvucen u lumen kanile. Nakon vadenja kanile sa iseCkom tkiva

jetre, rana na kozi tretirana je antibiotskim praskom.

+. mesto uboda bipserom

a. dijafragma b. desno pluéno krilo
<. jetra d. desni bubreg

¢. 11. rebro £ 12. rebro

2. biopser

Slika 7. Sematski prikaz mesta vrsenja biopsije jetre

Uzorci masnog i tkiva jetre su po uzimanju podeljeni na dva jednaka dela, od kojih je
jedan (za odredivanje ekspresije proteina insulinskog receptora i GLUT 4 molekula) odmah
duboko zamrzavan u te€nom azotu, a zatim ¢uvan na -80°C, do izvodenja analiza. Druga

polovina uzoraka (za odredivanje sadrzaja masti i dijametra adipocita) konzervisana je u
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10% puferizovanom rastvoru formalina i tako ¢uvana do izvodenja analiza. Uzorci
miSi¢nog tkiva su zamrzavani u te¢nom azotu i cuvani na -80°C, do izvodenja analiza

(odredivanje ekspresije proteina insulinskog receptora i GLUT 4 molekula)

4.4.4. Ocena telesne kondicije

Telesna kondicija svih ispitanih krava ocenjivana je vizuelno, prema sistemu Elanco
Animal Health Bulletin Al 8478 (Samanc i sar., 2010a) za ocenu telesne kondicije krava u
graviditetu i laktaciji, ukupno 4 puta tokom izvodenja ogleda, i to 30. i 7. do 10. dana pre

o¢ekivanog termina teljenja, kao i 14., 128. dana pose teljenja.

4.4.5. Odredivanje koncentracije biohemijskih parametara krvi

U svim uzorcima krvi uzetih tokom testova optere¢enja odredene su koncentracije
glukoze, neesterifikovanih masnih kiseline (non-esterified fatty acids, NEFA) i insulina.
Dodatno, u uzorcima krvi uzetih 0. minuta odredene su koncentracije ukupnih proteina,
albumina, beta-hidroksi buterne kiseline (#-hydroxy butiric acid, BHBA), uree, ukupnog
bilirubina, kalcijuma i fosfora.

Koncentracije glukoze i BHBA su merene na samoj farmi u punoj krvi, neposredno
nakon uzimanja uzoraka krvi. Vrednosti glikemije i ketonemije su odredene enzimskom

metodom na aparatu Xceed™

(Abbott, USA) upotrebom komercijalnih test traka istog
proizvodaca. Koncentracije biohemijskih sastojaka krvnog seruma merene su u laboratoriji
Katedre za bolesti kopitara, mesojeda, zivine 1 divljaci Fakulteta veterinarske medicine
Univerziteta u Beogradu, na automatskom veterinarskom biohemijskom analizatoru (Vet
Evolution, Italijja). Vrednosti odabranih parametara metabolickog profila su odredene
kolorimetrijski i upotrebom enzimskih metoda, koris¢enjem komercijalnih test paketa

(Human, Nemacka).
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4.4.6. Odredivanje koncentracije insulina u krvnom serumu

Koncentracija insulina odredena je u laboratoriji Instituta za nuklearne nauke ,,Vin¢a“
(Beograd, Srbija) upotrebom komercijalnih RIA kitova (INEP, Zemun), prilagodenih za
detekciju koncentracije hormona u krvnom serumu goveda, prema metodi koju su opisali
Nikoli¢ i saradnici (1996).

Test je standardizovan prema referentnom materijalu Svetske zdravstvene
organizacije: insulin (WHO 53/511). U testu je koriS8¢en humani insulin obeleZen
radioaktivnim izotopom '® I. Kao reagens je koris¢en kuniéev poliklonski antiserum na
humani insulin. Kompleksi antitela i insulina su talozeni kombinacijom sekundarnih
antitela 1 polietilen glikola. Radioaktivnost nastalog taloga merena je na gama brojacu 1219
LKB (LKB Wallac 1219 RackBeta). Istovremeno sa uzorcima seruma tretirani su i
standardi govedeg insulina, koji sadrze precizno definisane koncentracije insulina, pomoc¢u
kojih se formira standardna (kalibraciona) kriva. Uporedivanjem sa standardnom krivom

odredivana je koncentracija insulina u uzorcima seruma.

4.4.7. Histoloska ispitivanja

HistoloSka ispitivanja su obavljena u laboratoriji Katedre za patoloSku morfologiju
Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu. Stepen zama$cenja jetre odreden
je stereometrijskom metodom, na patohistoloskim preparatima tkiva jetre, uzetih biopsijom
i bojenih hematoksilin-eozinom (HE). Dijametar adipocita odreden je morfometrijskom
metodom, na patohistoloskim preparatima masnog tkiva, uzetih biopsijom i bojenih
hematoksilin-eozinom (HE). Histoloski preparati su pregledani na optickom mikroskopu

Olypmus Bx51 uz upotrebu uobicajenih uvelicanja (20x, 40x, 100x, 200x, 400x 1 600x).

4.4.7.1. Odredivanje stepena zamascéenja jetre

Deo isecka tkiva dobijen biopsijom jetre fiksiran je u 10 % neutralnom formalinu.

Nakon toga tkivo je obradeno standardnim histoloskim tehnikama u automatskom tkivnom
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procesoru (dehidratacija kroz seriju alkohola, prosvetljavanje u ksilolu, impregnacija
parafinom) i uklopljeno u parafinske blokove. Nakon kalupljenja u parafinu, tkivo je uz
pomo¢ mikrotoma iseceno na listi¢e debljine 3 - 5 um, koji su potom obojeni hematoksilin-
eozinom (HE). Koli¢ina masti u hepatocitima je odredivana stercometrijski,

izraunavanjem volumenske gustine prema formuli:

gde je: Vvf — volumenska gustina faze; Pf — tacke koje padaju na fazu; Pt — tacke testnog
sistema.

Zapreminska gustina (Vv) je relativna stereoloska veli¢ina koja pokazuje koliki deo
ukupnog prostora pripada proucavanoj fazi. Dimenzija zapreminske gustine ima eksponent
0, odnosno ona je bez dimenzije (npr. mm%*mm?®= 0). Ukoliko se dobijena vrednost
zapreminske gustine ponozi sa 100, u rezultatu se dobija procenat proucavane faze (ukupni
lipidi) u jedinici prostora (hepatocit). Zapreminska gustina odredena je tako $to je se presek
proucavane strukture prekrio testnim sistemom i prebrojane tacke koje su padale na
proucavanu fazu (Pf), pa je se taj broj podelio brojem tacaka testnog sistema (Pt). Za
brojanje je koriS¢ena mrezica M 100 (Weibel, 1979).

Dobijeni rezultati tumaceni su u skladu sa klasifikacijom koju je predloZzio Gaal
(1993), prema kojoj se na osnovu sadrZaja masti u jetri sve krave svrstavaju u grupu onih sa

blagim (0-20%), srednjim (20-40%) ili teskim stepenom zamascenja jetre (preko 40%).
4.4.7.2. Odredivanje dijametra adipocita
Za morfometrijsku analizu koriS¢en je morfometrijski softver Olympus Cell B. U
svakom preparatu masnog tkiva, pripremljenih na istovetan nacin kao 1 tkiva jetre, meren je

dijametar (povrSina) adipocita. Pomenuto merenje izvrSeno je na 100 nasumi¢no odabranih

adipocita na uvelicanju objektiva 100x.
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Nakon odredivanja dijametra adipocita izraCunata je prosecna vrednost i standardna
devijacija za svaku ispitanu grupu i fazu ispitivanja. Fotografije su napravljene digitalnom

kamerom Olympus Color View III pomoc¢u optickog mikroskopa Olympus Bx51

4.4.8. Matematicki modeli za procenu insulinske rezistencije

4.4.8.1. RQUICKI (Revised Quantitative Insulin Sensitivity Check Index)

Danas se RQUICKI indeks smatra relevantnim parametrrom za procenu stepena
insulinske rezistencije, odnosno osetljivosti perifernih tkiva na insulin kod visokomle¢nih
krava (Holtenius i Holtenius, 2007). RQUICKI indeks je izracunat na osnovu bazalnih
vrednosti (0. minut testa) za koncentraciju glukoze (Gb), insulina (Ib) i neesterifikovanih

masnih kiselina (NEFADb) u krvi, a uz pomo¢ formule:

1

RQUICKI =
[log(Gb) + log (Ib) + log (NEFAD)]

U veterinarskoj medicini ne postoje grani¢ne vrednosti RQUICKI indeksa za
pojedine uzrasne i proizvodno-reproduktivne kategorije goveda, kao $to je to slucaj za neke
indekse za procenu insulinske rezistencije u humanoj medicini (Reinehr i Andler, 2004,
Mehmet i sar., 2005). Stoga, uopSteno se uzima, da nize vrednosti RQUICKI indeksa
ukazuju na vecu insulinsku rezistenciju, a ukoliko je dobijena vrednost veca, onda je

osetljivost perifernih tkiva na insulin bolja.

4.4.8.2. Parametri vezani za promene koncentracija glukoze, insulina i NEFA
tokom GTT

Trend promena koncentracija glukoze, insulina i NEFA tokom izvodenja GTT
takode mogu da ukazu na stepen osetljivosti tkiva na insulin. U te svrhe koris¢eni su

matematicki izvedeni parametri koji blize opisuju metabolizam glukoze (k, Tis, Pikgiu i
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AUCg k), insulina (AMaxXins, PiKins I AUCins) 1 NEFA (AUCnera), @ prema metodama
proracuna prethodno opisanih od strane Opsomera i saradnika (1999).

4.4.9. Odredivanje nivoa sadrZaja proteina insulinskih receptora i

transportnog molekula za glukozu (GLUT 4)
4.4.9.1. Priprema ¢elijskog lizata misi¢nog i masnog tkiva

Uzorci miSi¢nog i masnog tkiva homogenizovani su u modifikovanom RIPA puferu
(50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1% Triton X-100, 0,2 % Na-deoksiholat, 0,2 % SDS, 1
mM EDTA) uz dodavanje proteaznih (2 mM PMSF, 10 pg/ml leupeptin i 10 pg/mi
aprotinin) i fosfataznih inhibitora (100 mM natrijum fluorid, 10 mM natrijum pirofosfat i 2
mM natrijum ortovanadat), misi¢i u odnosu 1:4 Ultra-Turrax homogenizerom, a masno
tkivo u odnosu 1:2 sa 6 do 8 zaveslaja u staklo-teflon homogenizeru. Dobijeni homogenat
misi¢a je centrifugiran 30 min na 15000 x g na 4°C. Homogenat masnog tkiva je
centrifugiran na 3000 x g 15 min, a zatim je dobijeni internatant centrifugiran 30 min na
15000 x g na 4°C. U dobijenim supernatantima, koji predstavljaju lizate ¢elija masnog i
misi¢nog tkiva odredivana je koncentracija proteina BCA metodom. Svi uzorci su potom
razblaZzeni RIPA puferom do 10mg/ml, a zatim je dodat Laemli pufer u odnosu 1:1. Tako

pripremljeni uzorci su kuvani 5 min na 95 °C, i ¢uvani na -20 °C do kori$¢enja.

4.4.9.2. Odredivanje koncentracije proteina BCA metodom

Koncentracija proteina u uzorcima misi¢nog i masnog tkiva odredivana je
kolorimetrijskom metodom, koriS¢enjem komercijalnog dijagnostickog kompleta BCA
(Smith i sar., 1985). BCA, u formi natrijumove soli, je senzitivan, stabilan i visoko
specifican reagens za jone bakra Cu'*. Peptidne veze i 4 aminokiseline (cistein, cistin,
triptofan i tirozin) su odgovorne za razvijanje boje u proteinskim uzorcima inkubiranim sa
BCA. BCA proteinski esej kombinuje biuretsku reakciju (protein redukuje Cu®* jone do

Cu®* u alkalnoj sredini) sa jedinstvenim karakteristikama BCA. Purpurni reakcioni produkt,
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formiran interakcijom dva molekula BCA sa jednim Cu* jonom, hidrosolubilan je i snazno
apsorbuje na 562 nm. Ovo omogucava spektrofotometrijsku kvantifikaciju proteina u
opsegu koncentracija 20-2000 pg/ml. Koncentracija ukupnih proteina je preracunavana sa
standardne krive, konstruisane na osnovu izmerenih vrednosti apsorbanci poznatih rastu¢ih

koncentracija (0,2, 0,4, 0,8, 1,2, 1,6 i 2 mg/ml) govedeg serumskog albumina (BSA).

4.4.9.3. SDS-Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu i Western blot

Nivoi ekspresije proteina insulinskog receptora i GLUT 4 molekula odredivan je u
ukupnim ¢elijskim lizatima, metodom SDS-elektroforeze na poliakrilamidnom gelu (SDS-
PAGE, engl. SDS polyacrylamide gel electrophoresis) i Western blot-a.

Proteini su razdvajani po molekulskoj masi na denaturiSucoj SDS elektroforezi na
poliakrilamidnom gelu, po metodi Laemmli (Laemmli, 1970). Proteini su pomocu SDS-a,
anjonskog deterdzenta koji disocira i denaturi$e proteine, prevodeni u linearne polipeptidne
lance. Supernatant kod preparata celijskog lizata koris¢en je za Western blot analize, pri
¢emu su razblazivani do koncentracije 10 mg/ml odgovaraju¢im puferom i zatim do
finalnih 5 mg/ml dodavanjem iste zapremine 2 x Laemmli pufera (100 mM Tris—HCI pH
6,8, 200 mM ili B—merkaptoetanol, 4% SDS, 0,2% brom fenol plavo i 20% glicerol),
kuvani 5 min na 100 °C, hladeni na sobnoj temperaturi i skladisteni na -20 °C. Uzorci
proteina (50 pg ili 75 pg) su nanoseni na 10% poliakrilamidni gel i u tank puferu (0,0025
M Tris pH 8,3, 0,192 M glicin i 0.1% SDS) razdvajani po molekulskoj masi pomo¢u mini
sistema za elektroforezu (Mini Protein Electrophoresis Cell, Bio-Rad). Koris¢en je
proteinski marker za elektroforezu, koji sadrzi 9 proteina razlic¢itih molekulskih masa (250,
130, 100, 75, 55, 35, 27, 151 10 kDa, Fermentas, Litvanija). Elektroforeza je trajala 2 h pri
konstantnom naponu od 100 V. Posle elektroforeze gelovi su koriséeni za Western blot
analizu.

Western blot, koji prati razdvajanje proteina SDS-PAGE elektroforezom,
predstavlja prenos proteina sa poliakrilamidnog gela na poliviniliden fluorid membranu
(PVDF, Immobilon—P membrana, veli¢ine pora 0,45 pum, Millipore, USA) i detekciju

specificnih proteina pomocu primarnih i sekundarnih antitela kuplovanih sa enzimom ¢ija
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se aktivnost detektuje prisustvom obojenog produkta. Nakon elektroforeze, prenos proteina
sa gelova na membrane vrSen je pri konstantnoj struji limitiranoj na 0,1 A na 4 °C preko
no¢i, pomocu sistema za mokri transfer (Trans Blott Cell, Bio-Rad). Za transfer je
upotrebljavan Transfer pufer (0,0025 M Tris pH 8,3, 0,192 M glicin i 20% metanol). Nakon
zavrSenog transfera, nespecifiéno vezivanje antitela za membrane prevenirano je
inkubacijom u TBST puferu (25 mM Tris, 150 mM NaCl i 0,1% Tween, pH 8,0) sa 5%
obranim mlekom u prahu ili 5% BSA tokom 1,5 h uz meSanje na sobnoj temperaturi.

Tako tretirane membrane su inkubirane preko no¢i na 4 °C, sa primarnim antitelima
na GLUT4, IR beta ili p—aktin. RazblaZenja primarnih antitela bila su u opsegu 1:200 do
1:1000. Po zavrSenoj inkubaciji sa primarnim antitelom, membrane su ispirane 5 x 5 min
TBST puferom na sobnoj temperaturi uz blago mesanje. Nakon ispiranja membrane su
inkubirane 1,5 h, uz mesanje, sa sekundarnim anti-misjim (odnosno anti-ze¢ijim) antitelom
konjugovanim sa HRP (razblaZenje 1:10000, TBST) ili alkalnom fosfatazom (razblazZenje
1:5000, TBST). Nakon inkubacije, membrane su ispirane 5 x 5 min u TBST. Radi
vizualizacije traka, na membrane je nanoSen supstrat za hemiluminiscenciju (ECL, engl.
enhanced chemiluminescence).

Supstrat za ECL je dobijen meSanjem istih zapremina luminola i rastvora vodonik
peroksida, koji u prisustvu HRP enzima na sekundarnom antitelu dovodi do hemijske
reakcije (oksidacije luminola) 1 do oslobadanja energije u obliku svetlosti. Membrane su
inkubirane u ECL supstratu 5 min, nakon ¢ega su suSene, pokrivane plasti¢cnom folijom i
postavljane u kasete za razvijanje filmova. Na pokrivene membrane je postavljan rendgen
film (ORTO CP-G-PLUS, AGFA), pri ¢emu je duzina ekspozicije varirala od 3—5 min.
Intenzitet signala na filmu odgovara koli€ini specifi¢énog proteina u analiziranim uzorcima.

Posle analize GLUT 4 membrane su stripovane 30 min na 50 °C u puferu sledeceg
sadrzaja: 100 mM pB-merkaptoetanol, 2% SDS i 62,5 mM Tris pH 6,7. Stripovanje
membrane podrazumeva njeno izlaganje takvim uslovima sredine, koji sa nje uklanjaju
supstrat, primarno i sekundarno antitelo, i vracaju membranu u isto stanje u kome se
nalazila nakon skidanja sa transfera. Nakon ispiranja i blokiranja nespecificnog vezivanja,

membrane su reblotovane sa f-aktinom, kao kontrola unosa uzoraka na gel.
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4.4.10. Statisticka obrada rezultata

Podaci dobijeni u ovoj disertaciji su obradeni standardnim statistiCkim metodama u
softverskom paketu STATISTICA v.6. Rezultati istrazivanja prikazani su uz pomoc
parametara deskriptivne statistike (aritmetika sredina - X, standardna devijacija - SD,
standardna greska aritmetic¢ke sredine - SE, koeficijent varijacije — CV%, interval varijacije
— IV). Statisti¢ka znacajnost razlika srednjih vrednosti ispitivanih parametara (p) izmedu
ogledne i kontrolne grupe krava testirana je uz pomo¢ Studentovog t-testa. Kao statisticki
znaCajne uzete su razlike na nivou znacajnosti od p < 0,05. Svi dobijeni rezultati su

prikazani tabelarno i/ili graficki.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. KONCENTRACIJE GLUKOZE, INSULINA | NEFA TOKOM TESTOVA
OPTERECENJA GLUKOZOM

Rezultati ispitivanja funkcionalne aktivnosti B ¢elija endokrinog pankreasa i stepena
osetljivosti perifernih tkiva na insulin prikazani su za sva Cetiri ispitivana perioda (28. 1 10.
dana pre teljenja, i 14. i 28. dana posle teljenja) odvojeno, poredenjem rezultata dobijenih
kod krava optimalne telesne kondicije (Opt) i ugojenih krava (Deb).

5.1.1. KONCENTRACIJE GLUKOZE, INSULINA | NEFA TOKOM TESTA
OPTERECENJA IZVEDENOG 28. DANA PRE TELJENJA

5.1.1.1. Koncentracija glukoze

U tabeli 5.1. je prikazana koncentracija glukoze u uzorcima krvi uzetim pre (0. minut) i
nakon davanja glukoze (15., 30., 60., 90., 120. i 180. minuta) tokom testa opterecenja

izvedenog 28. dana pre teljenja.
Tabela 5.1. Koncentracija glukoze (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 28. dana pre teljenja

0. min 15. min 30. min 60. min 90. min 120. min 180. min

Opt | Deb | Opt | Deb | Opt | Deb | Opt | Deb | Opt | Deb | Opt | Deb | Opt | Deb
X | 295 | 3,05 |12552 | 12,23 | 9,37 | 9,95 | 6,38 | 587 | 487 | 443 | 3,83 | 3,75 | 3,25 | 3,58*
sb| 035|033 124 | 133|080 |08 | 123 | 1,37 | 091 | 1,16 | 0,46 | 0,89 | 0,28 | 0,30
SE | 012 | 0,12 | 0,44 | 047 | 0,28 |0,30| 0,43 | 0,48 | 0,32 | 0,41 | 0,26 | 0,31 | 0,09 | 0,11
Cv | 11,85 10,77 | 9,89 | 10,88 | 8,59 | 8,54 | 19,30 | 23,29 | 18,82 | 26,27 | 12,12 | 23,71 | 8,51 | 8,50
N 2,2- 2,4- | 10,8- | 10,1- | 8,0- | 8,7- | 4,6- 4,7- 3,1- 3,6- 3,1- 3,0- | 2,7- | 3,1-

33 34 | 148 | 139 | 104|111 | 85 8,6 6,2 7,2 43 58 | 36 | 42

*p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u testu
opterecenja kod krava optimalne kondicije
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Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.1. se zapaza da se koncentracija glukoze nije znacajno

razlikovala izmedu krava optimalne telesne kondicije i ugojenih krava, izuzev 180. minuta

nakon aplikacije glukoze kada je kod ugojenih krava koncentracija glukoze bila statisticki

znacajno veca (p < 0,05) nego kod krava optimalne telesne kondicije.

5.1.1.2. Koncentracija insulina

U tabeli 5.2. je prikazana koncentracija insulina u uzorcima krvi uzetim pre (0. minut) i

nakon davanja glukoze (15., 30., 60., 90., 120. i 180. minuta) tokom testa opterecenja

izvedenog 28. dana pre teljenja.

Tabela 5.2. Koncentracija insulina (uW[lU/mL) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 28. dana pre teljenja.

0. min

15. min

30. min

60. min

90. min

120. min

180. min

Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb

X | 2556 | 29,36 | 173,07 | 153,91 | 130,89 | 158,55 | 80,91 | 106,62 | 79,87 | 73,41 | 41,39 | 35,71 | 24,21 | 25,01

SD | 12,49 | 1142 | 27,49 | 38,88 | 30,94 | 56,25 | 36,88 | 43,27 | 60,75 | 23,81 | 3254 | 9,80 | 13,76 | 4,58

SE | 441 | 4,04 9,72 13,74 | 10,94 9,80 | 13,04 | 1530 | 21,48 | 842 |1150| 346 | 486 | 1,62
CV | 4885|3891 | 1589 | 2526 | 23,63 | 3548 | 4558 | 40,59 | 76,07 | 32,44 | 78,60 | 27,45 | 56,85 | 18,32
v | 10,95- | 8,9- | 113,56- | 83,68- | 102,30- | 43,71- | 49,49- | 47,56- | 17,32- | 32,48- | 9,9- | 19,25- | 9,9- | 18,37-
50,6 | 46,46 | 208,87 | 209,61 | 183,98 | 236,34 | 165,17 | 171,50 | 193,16 | 106,22 | 93,64 | 54,70 | 47,11 | 32,88

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u testu
opterecenja kod krava optimalne kondicije

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.2. se zapaza da nema znacajne razlike izmedu dobijenih
srednjih vrednosti koncentracije insulina u krvi ugojenih krava u odnosu na vrednosti
insulinemije odredene istog minuta u testu opterecenja kod krava optimalne telesne

kondicije.

5.1.1.3. Koncentracija NEFA

U tabeli 5.3. je prikazana koncentracija NEFA u uzorcima krvi uzetim pre (0. minut) i

nakon davanja glukoze (15., 30., 60., 90., 120. i 180. minuta) tokom testa opterecenja

izvedenog 28. dana pre teljenja.
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Tabela 5.3. Koncentracija NEFA (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 28. dana pre teljenja.

0. min 15. min 30. min 60. min 90. min 120. min 180. min
Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb
X |03 | 042 | 038 | 042 | 037 | 040 | 027 | 031 | 0,23 | 024 | 020 | 023 | 0,25 | 027
SD | 0,08 | 0,16 0,1 0,18 | 0,18 | 0,14 | 0,08 | 0,09 | 0,08 | 005 | 0,03 | 0,07 | 0,05 | 0,06
SE | 0,03 | 0,06 | 003 | 006 | 0,06 | 0,05 | 003 | 003 | 003 | 002 | 001 | 002 | 002 | 0,02
CV | 2481 | 37,66 | 26,09 | 42,44 | 49,2 | 33,83 | 31,1 | 27,67 | 34,85 | 19,57 | 14,9 | 29,57 | 18,54 | 20,63
Iv | 0,20- | 0,25- | 0,23- | 0,19- | 0,15- | 0,21- | 0,11- | 0,19- | 0,11- | 0,19- | 0,16- | 0,13- | 0,18- | 0,19-
046 | 078 | 050 | 0,76 | 0,76 | 068 | 0,37 | 046 | 0,36 | 0,34 | 0,26 | 0,36 | 0,30 | 0,40

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u testu

opterecenja kod krava optimalne kondicije

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.3. se uocava da nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu

koncentracije slobodnih vi§ih masnih kiselina izmerene u krvi ugojenih krava u odnosu na

vrednosti NEFA u krvi krava optimalne telesne kondicije.

5.1.1.4. Matematic¢ki izracunati i izvedeni parametri testa opterecenja glukozom

izvedenog 28. dana pre teljenja

U tabeli 5.4. prikazani su parametri koji opisuju trend promena koncentracije glukoze (k,
T1p, Pikguk 1 AUCgk), insulina (AMaxXins, Pikins i AUCins) i NEFA (AUCngra) nNakon

aplikacije glukoze 28. dana pre teljenja.
Tabela 5.4. Parametri testa opterecenja izvedenog 28. dana pre teljenja (X£SD)

Optimalne krave

Debele krave

Bazalnagukoza (MMOI/L) 2,95+0,35 3,05+0,33

K (%/min) 1,52+0,38 1,67+0,46

T2 (Min) 48,06+12,03 44,58+12,95
PiKgiuk 12,52+1,24 12,23+1,33
AUC 1028,12+100,27 1015,3+145,65
Bazalnii,s (WIU/mL) 25,56+12,49 29,36+11,42
AMaxis (uIU/mL) 147,51+£31,90 116,95+26,62*
Pikins (WIU/mL) 173,07+27,49 158,55+56,25
AUC;p 13145,51+£5369,06 13854,19+3785,03
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Bazalnangra 0,33+0,08 0,42+0,16
AUCngra -12,39+7,57 -17,04+7,49
RQUICKY 0,39+0,03 0,38+0,04
*p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u
testu optere¢enja kod krava optimalne kondicije

Iz tabele 5.4. kao 1 prilozenih grafikona se moze videti da je trend promena koncentracije
glukoze tokom testa opterecenja bio slican kod obe grupa krava. S druge strane, dok je kod
krava optimalne kondicije insulinemija dosegla vrednost pika ve¢ 15. minuta nakon
aplikacije glukoze, kod ugojenih krava najvisa vrednost koncentracije insulina tokom testa
je utvrdena tek 30. minuta nakon davanja glukoze. 1z tog razloga je kod ugojenih krava
AMaxins bio znacajno nizi (p < 0,05) nego kod krava optimalne kondicije. Nije bilo razlike

u vrednostima AUCngra izmedu dve grupe krava, kao ni u vrednosti RQUICKY indeksa.

Na grafikonima 1, 2 i 3 prikazane su koncentracije glukoze, insulina i NEFA tokom testa
opterecenja izvedenog 28. dana pre teljenja uporedo kod ugojenih i krava optimalne telesne

kondicije u cilju lakSeg prac¢enja kretanja parametara u testu.

Grafikon 1. Koncentracija glukoze (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 28. dana pre teljenja
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Grafikon 2. Koncentracija insulina (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 28. dana pre teljenja
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Grafikon 3. Koncentracija NEFA (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja
testa 28. dana pre teljenja
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5.1.2. KONCENTRACIJE GLUKOZE, INSULINA | NEFA TOKOM TESTA
OPTERECENJA IZVEDENOG 10. DANA PRE TELJENJA

5.1.2.1. Koncentracija glukoze

U tabeli 5.5. je prikazana koncentracija glukoze u uzorcima krvi uzetim pre (0. minut) i
nakon davanja glukoze (15., 30., 60., 90., 120. i 180. minuta) tokom testa opterecenja

izvedenog 10. dana pre teljenja.

Tabela 5.5. Koncentracija glukoze (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 10. dana pre teljenja

0. min 15. min 30. min 60. min 90. min 120. min 180. min

Opt Deb Opt Deb Opt | Deb | Opt Deb Opt Deb Opt | Deb | Opt

Deb

X | 2,62 |3,18* | 11,67 | 1097 | 817 | 823 | 523 | 532 | 3,68 | 3,88 | 3,18 | 3,08 | 2,67 | 2,98*
sb| 050 | 020 | 086 | 1,12 | 099 | 051 | 089 | 089 | 0,72 | 0,76 | 0,37 | 0,21 | 0,52 | 0,25
SE | 018 | 007 | O30 | 040 | 035 | 0,18 | 031 | 0,32 | 0,25 | 0,27 | 0,24 | 0,07 | 0,18 | 0,09
Cv (1931 638 | 7,34 | 10,22 | 12,24 | 6,25 | 17,05 | 16,83 | 19,55 | 19,68 | 11,68 | 6,81 | 20,71 | 8,29
N 18- | 2,9- 9,9- 9,6- 6,1- | 7,1- | 3,7- 3,8- 2,8- 2,6- 2,7- | 28-| 21- | 2,6-
3,4

3,4 3,6 12,8 | 12,7 9,4 8,8 6,4 6,8 52 4,9 3,9 3,4 3,6

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u testu
opterecenja kod krava optimalne kondicije

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.5. se zapaza da su koncentracije glukoze u krvi ugojenih
krava bile statisti¢ki znacajno ve¢e u odnosu na vrednosti izmerene kod krava optimalne
telesne kondicije jedino na pocetku i kraju testa opterecenja glukozom, odnosno 0. i 180.

minuta (p < 0.05, pojedinacno).
5.1.2.2. Koncentracija insulina

U tabeli 5.6. je prikazana koncentracija insulina u uzorcima krvi uzetim pre (0. minut) i
nakon davanja glukoze (15., 30., 60., 90., 120. i 180. minuta) tokom testa opterecenja

izvedenog 10. dana pre teljenja.
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Tabela 5.6. Koncentracija insulina (uW[U/mL) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 10. dana pre teljenja

0. min

15. min

30. min

60. min

90. min

120. min

180. min
Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt | Deb | Opt | Deb
X | 10,24 | 17,33* | 112,39 | 131,6 | 102,19 | 134,9* | 53,72 | 94,51 | 19,25 | 29,11 | 20,84 | 13,63 | 13,49 | 13,64
SD | 504 | 490 51,66 | 4598 | 21,32 | 31,41 | 40,34 | 61,80 | 8,78 | 1548 | 17,42 | 424 | 6,09 | 6,72
SE | 1,78 1,73 18,26 | 16,26 7,54 11,10 | 14,26 | 21,85 | 3,10 | 5,47 6,16 | 1,50 | 2,15 | 2,37
CV | 4919 | 2925 | 4596 | 37,84 | 20,87 | 2349 | 75,08 | 66,92 | 45,63 | 51,03 | 83,60 | 31,01 | 45,14 | 48,06
Iv | 2,85- | 10,44- | 14,16- | 33,99- | 70,48- | 90,94- | 6,22- | 23,96- | 5,93- | 10,58- | 4,25- | 8,15- | 8,34- | 7,89-
17,53 | 24,22 | 175,46 | 177,48 | 145,95 | 176,79 | 137,82 | 195,15 | 34,75 | 63,68 | 60,58 | 22,04 | 27,58 | 29,33
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u testu
opterecenja kod krava optimalne kondicije
Iz tabele 5.6. se zapaza da je poc€etna koncentracija insulina, kao i koncentracija insulina 30.
minuta nakon davanja glukoze kod ugojenih krava bila statisti¢ki znac¢ajno veca (p < 0,05)
u odnosu na vrednosti insulinemije izmerene istog minuta u testu optereéenja kod krava
optimalne telesne kondicije.
5.1.2.3. Koncentracija NEFA
U tabeli 5.7. je prikazana koncentracija NEFA u uzorcima krvi uzetim pre (0. minut) i
nakon davanja glukoze (15., 30., 60., 90., 120. i 180. minuta) tokom testa opterecenja
izvedenog 10. dana pre teljenja.
Tabela 5.7. Koncentracija NEFA (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja
testa 10. dana pre teljenja
0. min 15. min 30. min 60. min 90. min 120. min 180. min
Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb
X 0,46 0,43 0,39 0,44 0,33 0,42 0,26 0,27 0,29 0,32 0,29 0,35 0,36 0,35
SD | 020 | 014 | 025 | 014 | 0,19 | 0,15 | 0,15 006 | 0,19 | 0,24 | 0,22 | 0,11 | 0,16 | 0,10
SE | 0,07 0,05 0,09 0,05 0,07 0,05 0,05 0,02 0,07 0,05 0,08 0,04 0,06 0,04
CV | 4426 | 33,34 | 6359 | 31,81 | 58,11 | 36,32 | 56,72 | 22,92 | 67,10 | 42,64 | 75,64 | 32,29 | 46,25 | 29,33
v | 0,22- | 0,24- | 0,29- | 0,21- | 0,09- | 0,2- | 0,09- | O,17- | 0,08- | 0,17- | 0,11- | 0,18- | 0,18- | 0,2-
0,87 0,7 0,95 0,58 0,66 0,67 0,56 0,34 0,65 0,59 0,82 0,51 0,68 | 0,54
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*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u testu
opterecenja kod krava optimalne kondicije

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.7. se uoCava da nema statisticki znaCajne razlike izmedu

koncentracija NEFA izmerenih u krvi ugojenih i krava optimalne telesne kondicije.

5.1.2.4. Matematicki izracunati i izvedeni parametri testa opterecenja glukozom

izvedenog 10. dana pre teljenja

U tabeli 5.8. prikazani su parametri koji opisuju trend promena koncentracije glukoze (k,
T1p, Pikguk 1 AUCguk), insulina (AMaxXins, Pikins i AUCins) i NEFA (AUCngra) nNakon
aplikacije glukoze 10. dana pre teljenja.

Tabela 5.8. Parametri testa opterecenja izvedenog 10. dana pre teljenja (X£SD)

Optimalne krave Debele krave
Bazalnagjykoza (Mmol/L) 2,62+0,5 3,18+0,2*
Kk (%/min) 1,80+0,46 1,63+0,33
Tu» (min) 41,22+13,51 44,12+8,9
Pikgiu 11,67+0,85 10,97+1,12
AUC g1 869,12+69,77 877,87+79,21
Bazalnijns (WIU/mL) 10,2445,04 17,33+4,90*
AMaXins (WIU/mL) 102,15+49,72 116,95+26,62
PiKins (WIU/mL) 112,39+51,66 134,9+31,41
AUCins 7593,87+2679,90 9604,36+3534,44
Bazalnanera 0,46+0,20 0,43+0,14
AUC\gra -25.50+11.80 -10.97+1.37**
RQUICKY 0,46+0,04 0,39+0,02***

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u testu
opterecenja kod krava optimalne kondicije

Na osnovu izraCunatih 1 izvedenih parametara testa opterecenja glukozom izvedenog 10.
dana pre teljenja moze se zapaziti da, iako nema statisticki znacajnih razlika u trendu
promena koncentracija glukoze i insulina izmedu dve grupe krava, dobijeni rezultati, za
razliku od prvog testa opterecenja, ipak ukazuju na nesto brzi promet glukoze kod krava

optimalne kondicije. Pored toga vazno je naglasiti da je povrSina ispod krive insulina,
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sli¢no kao i1 u prvom testu, bila ve¢a kod ugojenih krava, ali ne statisti¢ki znacajno. AUC
vrednost za koncentracije NEFA tokom izvodenja testa je bila znaajno manja (p < 0,01)
kod ugojenih u odnosu na krave optimalne telesne kondcije.Vrednost RQUICKY indeksa,
obraCunata na osnovu bazalnih koncentracija glukoze, insulina i NEFA, bila je znacajno
visa (p < 0,001) kod krava optimalne telesne kondicije ukazujuéi na smanjenu osetljivost

perifernih tkiva na insulin kod ugojenih krava u tom periodu.

Na grafikonima 4, 5 i 6 prikazane su koncentracije glukoze, insulina i NEFA tokom testa
opterecenja izvedenog 10. dana pre teljenja uporedo kod ugojenih i1 krava optimalne telesne

kondicije u cilju lakSeg praéenja kretanja parametara u testu.

Grafikon 4. Koncentracija glukoze (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 10. dana pre teljenja
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Grafikon 5. Koncentracija insulina (uIU/mL) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 10. dana pre teljenja
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Grafikon 6. Koncentracija NEFA (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 10. dana pre teljenja
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5.1.3. KONCENTRACIJE GLUKOZE, INSULINA | NEFA TOKOM TESTA
OPTERECENJA IZVEDENOG 14. DANA POSLE TELJENJA

5.1.3.1. Koncentracija glukoze

U tabeli 5.9. je prikazana koncentracija glukoze u uzorcima krvi uzetim pre (0. minut) i
nakon davanja glukoze (15., 30., 60., 90., 120. i 180. minuta) tokom testa opterecenja

izvedenog 14. dana posle teljenja.

Tabela 5.9. Koncentracija glukoze (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 14. dana posle teljenja

0. min 15. min 30. min 60. min 90. min 120. min 180. min

Opt | Deb Opt Deb Opt Deb Opt | Deb | Opt | Deb | Opt Deb Opt Deb
X | 281338 | 1222 | 1202 | 897 | 818 | 466 | 447 | 3,27 | 34 | 291 | 322 | 2,82 | 317
SD | 0,26 | 0,64 0,91 1,30 | 1,29 | 135 | 111 |125| 062 | 0,73 | 045 | 051 | 0,59 | 0,63
SE 1 0,09 | 0,23 0,32 0,46 | 046 | 048 | 0,39 | 044 | 0,22 | 0,26 | 0,16 | 0,18 | 0,21 | 0,22
CV 1933|1899 | 7,49 | 10,80 | 14,39 | 16,56 | 23,77 | 28,0 | 19,15 | 21,5 | 15,50 | 15,80 | 21,02 | 20,01
v | 24-| 23- | 10,70- | 10,0- | 6,60- | 69- | 2,60- | 3,0- | 23- | 24- | 2.2- 2,3- 2,1- 2,3-

3,1 4,3 1360 | 144 | 10,30 | 11,1 | 540 | 6,6 3,9 4,6 3,6 4,0 4,1 4,2

*p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u testu

opterecenja kod krava optimalne kondicije

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.7. se vidi da je jedino na pocetku testa opterecenja (0.
minuta) koncentracija glukoze u krvi ugojenih krava bila statisti¢ki znacajno veca (p <

0,05) u odnosu na glikemiju odredenu kod krava optimalne telesne kondicije.

5.1.3.2. Koncentracija insulina

U tabeli 5.10. je prikazana koncentracija insulina u uzorcima krvi uzetim pre (0. minut) i
nakon davanja glukoze (15., 30., 60., 90., 120. i 180. minuta) tokom testa opterecenja
izvedenog 14. dana posle teljenja.

Tabela 5.10. Koncentracija insulina (ulU/mL) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 14. dana posle teljenja
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0. min 15. min 30. min 60. min 90. min 120. min 180. min
Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb
X | 959 | 14,39 | 122,08 | 138,67 | 105,87 | 120,84 | 32,88 | 59,58* | 23,03 | 33,09 | 17,16 | 19,41 | 10,79 | 13,04
SD | 289 | 7,82 26,16 30,42 38,17 34,16 | 10,59 | 24,23 10,99 | 19,01 | 2,00 9,60 | 4,36 5,40
SE | 1,02 | 2,77 9,25 10,76 13,49 12,08 3,74 8,57 3,89 6,72 0,71 3,39 1,54 1,91
CV | 301 | 54,39 | 21,43 21,94 36,05 28,27 32,19 40,68 47,76 | 57,43 | 11,68 | 49,48 | 40,38 | 41,41
v | 507-| 499- | 72,58- | 102,22- | 53,11- | 68,61- | 16,38- | 32,62- | 13,50- | 9,83- | 13,66- | 8,34- | 6,59- | 6,35-
134 | 29,95 | 155,65 | 179,38 | 147,99 | 170,62 | 49,17 | 104,75 | 46,31 | 70,96 | 20,30 | 36,85 | 20,92 | 24,22
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u testu
opterecenja kod krava optimalne kondicije
Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.8. se zapaza da su koncentracije insulina bile viSe kod
ugojenih u odnosu na krave optimalne kondcije u svim vremenskim tackama tokom
izvodenja testa opterecenja glukozom, ali je jedino 60. minuta nakon aplikacije glukoze ova
razlika bila statisticki znacajna (p < 0,05).
5.1.3.3. Koncentracija NEFA
U tabeli 5.11. je prikazana koncentracija NEFA u uzorcima krvi uzetim pre (0. minut) i
nakon davanja glukoze (15., 30., 60., 90., 120. i 180. minuta) tokom testa opterecenja
izvedenog 14. dana posle teljenja.
Tabela 5.11. Koncentracija NEFA (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja
testa 14. dana posle teljenja
0. min 15. min 30. min 60. min 90. min 120. min 180. min
Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt | Deb | Opt Deb Opt Deb Opt Deb
X 0,66 0,78 0,47 0,62 0,37 | 0,52 | 0,35 | 0,43 | 0,38 0,41 0,41 0,51 0,47 | 0,62*
SD | 0,19 0,37 0,15 0,25 0,04 0,18 0,17 | 0,17 | 0,14 0,15 0,11 0,21 0,08 0,14
SE | 0,07 0,12 0,05 0,09 0,02 0,06 0,06 | 0,06 | 0,05 0,05 0,04 0,08 0,03 0,05
CV | 28,70 | 47,98 | 31,86 | 40,01 | 11,43 | 34,37 | 48,39 | 40,0 | 35,33 | 35,64 | 27,59 | 42,18 | 18,01 | 23,24
v | 0.30-| 03- | 0,24- | 0,29- | 0,30- | 0,30- | 0,23- | 0,25- | 0,25- | 0,23- | 0,29- | 0,25- | 0,37- | 0,42-
0,85 1,58 0,79 1,12 0,43 0,78 0,75 | 0,78 | 0,62 0,71 0,63 0,96 0,63 0,91

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u testu

opterecenja kod krava optimalne kondicije
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Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.11. se zapaza da su koncentracije NEFA bile viSe kod
ugojenih u odnosu na krave optimalne kondcije u svim vremenskim tackama tokom
izvodenja testa opterecenja glukozom, ali je ova razlika bila statisticki znacajna jedino 30. i

180. minuta nakon aplikacije glukoze (p < 0,05, pojedinacno).

5.1.3.4. Matematicki izralunati i izvedeni parametri testa opterecenja glukozom

izvedenog 14. dana posle teljenja

U tabeli 5.12. prikazani su parametri koji opisuju trend promena koncentracije glukoze (k,
aplikacije glukoze 14. dana posle teljenja.

Tabela 5.12. Parametri testa opterecenja izvedenog 14. dana posle teljenja (X£SD)

Optimalne krave Debele krave
Bazalnag,x (mmol/L) 2,81+0,26 3,38+0,64*
Kk (%/min) 2,26+0,54 2,21+0,48
T2 (Min) 32,5045,77 32,31+8,21
Pikgiuk 12,22+0,91 12,02+1,30
AUC 859,70+113,77 865,5+113,93
Bazalnij,s (WIU/mL) 9,59+2,89 14,3947,83
AMaXips (WIU/mL) 107,68+20,48 129,07+24,63
Pikis (LIU/mL) 122,08+26,16 138,67+30,42
AUC;s 7058,74+1388,01 8951,39+2291,37*
Bazalnanera 0,66+0,19 0,78+0,37
AUCqgra -51,69+21,98 -40,31+10,82
RQUICKY 0,41+0,02 0,37+0,02**

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u testu

opterecenja kod krava optimalne kondicije

Trend promena koncentracija glukoze i insulina u testu optere¢enja glukozom izvedenog
14. dana posle teljenja pokazala je slicnu tendenciju kao 1 tokom drugog testa opterecenja.
Medutim, iako je koncentracija insulina kod ugojenih, kao i kod krava optimalne kondicije,
dosegla vrednost pika 15. minuta nakon aplikacije glukoze, povrsina ispod krive bila je

statisticki znacajno veca (p < 0,05) kod ugojenih nego kod krava optimalne kondicije. Tako
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je AUC za NEFA bio nizi kod ugojenih u odnosu na krave optimalne kondicije ova razlika
nije bila statisticki znacajna. Takode, obracunati RQUICKY indeks je bio znac¢ajno manji

(p < 0,01) kod ugojenih u odnosu na krave optimalne kondicije.

Na grafikonu 7, 8 i 9 prikazane su koncentracije glukoze, insulina i NEFA tokom testa
opterecenja izvedenog 14. dana posle teljenja uporedo kod ugojenih i krava optimalne

telesne kondicije u cilju lakSeg pracenja kretanja parametara u testu.

Grafikon 7. Koncentracija glukoze (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 14. dana posle teljenja
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Grafikon 8. Koncentracija insulina (ulU/mL) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 14. dana posle teljenja
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Grafikon 9. Koncentracija NEFA (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 14. dana posle teljenja
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5.1.4. KONCENTRACIJE GLUKOZE, INSULINA | NEFA TOKOM TESTA
OPTERECENJA IZVEDENOG 28. DANA POSLE TELJENJA

5.1.4.1. Koncentracija glukoze

U tabeli 5.13. je prikazana koncentracija glukoze u uzorcima krvi uzetim pre (0. minut) i
nakon davanja glukoze (15., 30., 60., 90., 120. i 180. minuta) tokom testa opterecenja

izvedenog 28. dana posle teljenja.

Tabela 5.13. Koncentracija glukoze (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 28. dana posle teljenja

0. min 15. min 30. min 60. min 90. min 120. min 180. min
Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb
X 3,21 342 | 12,17 | 11,73 | 7,71 8,28 3,89 4,35 3,17 3,42 3,44 3,22 3,17 3,08
SD | 045 | 056 | 1,31 | 126 | 1,26 | 1,93 | 1,19 | 1,39 | 067 | 0,73 | 043 | 054 | 036 | 040
SE | 016 | 0,20 | 046 | 044 | 044 | 068 | 042 | 049 | 024 | 026 | 015 | 019 | 012 | 0,14
CV 11420 | 16,36 | 10,77 | 10,72 | 16,31 | 23,28 | 30,57 | 32,06 | 21,23 | 21,41 | 12,40 | 16,73 | 11,35 | 12,91
v | 270-1| 26- | 910- | 9,1- | 4,80- | 48- 1,40- | 1,40- | 2,10- | 2,20- | 2,60- | 2,30- | 2,50- 23?;3%

4,20 4,2 13,20 | 134 9,0 119 | 530 6,40 4,0 4,70 | 410 | 410 | 3,80

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u testu

opterecenja kod krava optimalne kondicije

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.13. se vidi da nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu
dobijenih srednjih vrednosti koncentracija glukoze u krvi ugojenih krava u odnosu na

vrednosti glikemije odredene istog minuta u testu optere¢enja kod krava optimalne telesne

kondicije.
5.1.4.2. Koncentracija insulina

U tabeli 5.14. je prikazana koncentracija insulina u uzorcima krvi uzetim pre (0. minut) i
nakon davanja glukoze (15., 30., 60., 90., 120. i 180. minuta) tokom testa opterecenja

izvedenog 28. dana posle teljenja.
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Tabela 5.14. Koncentracija insulina (WIlU/mL) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 28. dana posle teljenja

0. min 15. min 30. min 60. min 90. min 120. min 180. min
Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb
X | 13,14 2:59 138,9 17;’31 120,43 17;,82 32,16 7.:]’?6 21,35 31’:10 12,91 3;,26 15,74 | 22,57
SD | 6,17 9,66 28,36 41,37 37,08 53,54 10,98 17,56 4,41 10,86 | 3,56 | 17,48 | 3,95 17,14
SE | 2,18 3,12 10,03 14,63 13,11 18,93 3,88 6,21 1,56 3,84 1,26 6,18 1,40 6,06
CV | 46,55 | 44,72 | 20,42 23,20 30,79 30,80 34,15 24,01 20,65 | 34,91 | 27,59 | 51,92 | 25,11 | 75,95
v | 7,32- | 11,62- | 89,02- | 113,82- | 45,83- | 110,37- | 16,48- | 48,67- | 11,94- | 18,79- | 8,12- | 11,0- | 10,89- | 8,31-
27,21 | 39,75 | 183,08 | 230,75 | 159,50 | 290,42 | 49,27 | 100,71 | 27,89 | 50,95 | 19,69 | 60,33 | 24,66 | 59,41
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u testu
opterecenja kod krava optimalne kondicije
Iz tabele 5.14. se zapaza da su koncentracije insulina bile statisti¢ki znacajno vise kod
ugojenih u odnosu na krave optimalne kondcije u svim vremenskim tackama tokom
izvodenja testa optere¢enja osim 180. minuta posle aplikacije glukoze kada je insulinemija
kod ugojenih krava i dalje bila viSa nego kod krava optimalne kondicije ali ne znac¢ajno.
5.1.4.3. Koncentracija NEFA
U tabeli 5.15. je prikazana koncentracija NEFA u uzorcima krvi uzetim pre (0. minut) i
nakon davanja glukoze (15., 30., 60., 90., 120. i 180. minuta) tokom testa opterecenja
izvedenog 28. dana posle teljenja.
Tabela 5.15. Koncentracija NEFA (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja
testa 28. dana posle teljenja
0. min 15. min 30. min 60. min 90. min 120. min 180. min
Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb Opt Deb
X 0,29 g::; 0,28 OTZZ 0,26 0,31 0,21 | 0,22 | 0,23 0,26 0,29 | 0,29 | 0,28 0,32
SD | 0,06 0,17 0,05 0,10 0,07 0,05 0,06 | 0,02 | 0,06 0,05 0,04 | 0,03 | 0,04 0,05
SE | 0,02 0,06 0,02 0,04 0,03 0,02 0,02 | 0,01 | 0,02 0,02 0,01 | 0,01 | 0,02 0,02
CV | 1975 | 29,48 | 18,80 | 24,38 | 28,33 | 16,81 | 29,71 | 5,04 | 27,74 | 19,80 | 14,39 | 9,58 | 16,31 | 15,48
v | 019- | 037- | 0,20- | 0,30- | 0,15- | 0,23- | 0,14- | 0,20- | 0,14- | 0,21- | 0,24- | 0,23- | 0,19- | 0,28-

040 | 09 | 039 | 065 | 041 | 042 | 035 | 024 | 037 | 038 | 0,36 | 0,32 | 036 | 0,43
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*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u testu

opterecenja kod krava optimalne kondicije

Iz tabele 5.15. se uocava da su koncentracije NEFA bile vise ili jednake kod ugojenih u

odnosu na krave optimalne kondcije u svim vremenskim tackama tokom izvodenja testa

optere¢enja glukozom, ali je ova razlika bila statisticki znacajna jedino 0. i 15. minuta

nakon davanja glukoze (p < 0,001 i p < 0,01, pojedinacno).

5.1.4.4. Matematic¢ki izraéunati i izvedeni parametri testa opterecenja glukozom

izvedenog 28. dana posle teljenja

U tabeli 5.16. prikazani su parametri koji opisuju trend promena koncentracije glukoze (k,
T1s2, Pikgiuk | AUCqiy), insulina (AMaXins, Pikins i AUCins) | NEFA (AUCngra) Nakon akutne

aplikacije glukoze 28. dana pre teljenja.

Tabela 5.16. Parametri testa opterecenja izvedenog 28. dana posle teljenja (X£SD)

Optimalne krave

Debele krave

Bazalnagk (mmol/L) 3,21+0,45 3,42+0,56

Kk (%/min) 2,65+0,71 2,35+0,76
Ty (Min) 27,42+5,66 31,48+7,19
Pikgiuk 12,17+41,31 11,73+1,26
AUC 842,11+111,84 858,25+124,94
Bazalnijns (uIU/mL) 13,14+6,17 21,5919,66*
AMaxns (LIU/mL) 117,31+25.85 165,06+40,15*
PiKins (0IU/mL) 138,9+28,36 178,31+41,37*
AUC; 7550,36+1544,87 12067,20+2689,16***
Bazalnangra 0,29+0,06 0,57+0,17***
AUC\gra -4,62+1,88 -29,33+4,11***
RQUICKY 0,45+0,08 0,34+0,03**

*p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost odredenu istog minuta u testu

opterecenja kod krava optimalne kondicije
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IzraCunati i izvedeni parametri testa optereéenja izvedenog 28. dana posle teljenja su
pokazali da nema statistiCki znacajnih razlika u trendu promena koncentracija glukoze
izmedu dve grupe krava, iako dobijeni rezultati takode ukazuju na brzi promet glukoze kod
krava optimalne kondicije. Znacajne razlike su ustanovljene u funkcionalnoj aktivnosti B
¢elija endokrinog pankreasa i stepenu osetljivosti perifernih tkiva na insulin, buduéi da su
izmerene bazalne i vrednosti insulinemije nakon aplikacije glukoze bile statist¢ki znacajno
veée (p < 0,05, pojedinacno) kod ugojenih krava u odnosu na krave optimalne kondicije.
Takode, povrSine ispod krive insulina i NEFA je bila znacajno ve¢a (p < 0,001,
pojedinac¢no) kod ugojenih krava. Vrednost RQUICKY indeksa ukazivala je na smanjenu
osetljivost perifernih tkiva na insulin kod ugojenih krava u tom periodu, jer je obracunta

znacajno manja vrednost (p < 0,01) u odnosu na krave optimalne telesne kondicije.

Na grafikonu 10, 11 i 12 prikazane su koncentracije glukoze, insulina i NEFA tokom testa
opterecenja izvedenog 28. dana posle teljenja uporedo kod debelih i krava optimalne

telesne kondicije u cilju lakSeg pracenja kretanja parametara u testu.

Grafikon 10. Koncentracija glukoze (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 28. dana posle teljenja
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Grafikon 11. Koncentracija insulina (ulU/mL) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja
testa 28. dana posle teljenja
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Grafikon 12. Koncentracija NEFA (mmol/L) u uzorcima krvi dobijenim tokom izvodenja

testa 28. dana posle teljenja
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5.2. ZASTUPLJENOST PROTEINA INSULINSKIH RECEPTORA U MISICNOM |
MASNOM TKIVU

Grafikon 13. Nivoi ekspresije proteina insulinskih receptora u misi¢nim c¢elijama (%) kod

obe grupe krava 10. dana pre teljenja (AP) i 14. dana nakon teljenja (PP)
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Sa grafikona 13. se zapaza da je prosec¢na vrednost nivoa proteina insulinskih receptora u
misSi¢nim Celijama, utvrdena Western blot analizom miSi¢nih tkiva uzetih biopsijom 10.
dana pre teljenja, bila statisticki znac¢ajno manja (p < 0,05) kod ugojenih u odnosu na krave
optimalne telesne kondicije. Iako se 14. dana nakon teljenja kod ugojenih krava zapaza
trend povecanja u odnosu na antepartalne vrednosti, izmereni nivo ekspresije proteina
insulinskih receptora u misi¢nim c¢elijama i dalje je bio manji nego kod krava optimalne

telesne kondicije, ali ne znacajno.
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Grafikon 14. Nivoi ekspresije proteina insulinskih receptora u adipocitima (%) kod obe
grupe krava 10. dana pre teljenja (AP) i 14. dana nakon teljenja (PP)
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Sa grafikona 14. se zapaza da je za razliku od antepartalnih vrednosti, 14. dana posle
teljenja kod krava optimalne telesne kondicije utvrden visi nivo ekspresije proteina
insulinskih receptora u adipocitima, i bio je veéi nego kod ugojenih krava. Medutim,
prosecne vrednosti nivoa proteina insulinskih receptora u adipocitima nisu se znacajno

razlikovale izmedu dve grupe niti unutar ispitivanih grupa krava.
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5.3. ZASTUPLJENOST PROTEINA TRANSPORTNOG MOLEKULA ZA
GLUKOZU (GLUT 4) U MISICNOM I MASNOM TKIVU

Grafikon 15. Nivoi ekspresije proteina GLUT 4 molekula u miSi¢nim ¢elijama (%) kod obe

grupe krava 10. dana pre teljenja (AP) i 14. dana nakon teljenja (PP)
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Sa grafikona 15. se zapaZa da je prose¢na vrednost nivoa proteina GLUT 4 molekula u
miSi¢nim ¢elijama, utvrdena Western blot analizom miSi¢nih tkiva uzetih biopsijom 10.
dana pre i 14. dana posle teljenja, bila visa kod ugojenih u odnosu na krave optimalne
telesne kondicije tokom oba ispitivana perioda, ali je samo 10. dana pre teljenja ova razlika

bila statisticki znacajna (p < 0,05).
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Grafikon 16. Nivoi ekspresije proteina GLUT 4 molekula u adipocitima (%) kod obe grupe

krava 10. dana pre teljenja (AP) i 14. dana nakon teljenja (PP)
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Sa grafikona 16. se zapaza da je antepartalno izmerena vrednost nivoa proteina GLUT 4

molekula u adipocitima bila statisticki znacajno vecéa (p < 0,05) kod ugojenih krava, dok je

14. dana posle teljenja bila visa, ali ne statisti¢ki znacajno, kod krava koje su imale

optimalnu telesnu kondiciju. Nakon teljenja kod ugojenih krava se zapaza trend smanjenja,

a kod krava optimalne kondicije povecanja zastupljenosti GLUT 4 molekula u adipocitima.

Promena u zastupljenosti proteina GLUT 4 molekula u adipocitima bila je statisticki

znacajna (p < 0,05) samo unutar grupe ugojenih krava.
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5.4. DIJAMETAR ADIPOCITA

Rezultati ispitivanja dijametra adipocita u subkutanom masnom tkivu kod obe grupe krava

prikazani su u tabeli 5.17. i grafikonu 17.

Tabela 5.17. Dijametar adipocita krava 10. dana pre teljenja (AP) i 14. dana nakon teljenja

(PP) (Hm?)
Krave optimalne telesne
kondicije Ugojene krave

10 AP 14 PP 10 AP 14 PP
X 3987,17 5306,90* | 6393,03* 5551,55
SD 551,30 1542,41 2464,20 1297,42
SE 194,91 545,32 871,23 458,71
CcVv 13,83 29,04 38,54 23,37
vV 3297,84- 2498,02- 3014,27- 3201,01-

5143,0 7918,42 10880,47 7097,54

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost kod krava optimalne telesne
kondicije istog dana ispitivanja

% < 0,05; ®p < 0,01; **p < 0,001 u odnosu na vrednost kod krava iz iste grupe antepartalno

Iz dobijenih rezultata se moze videti da je prose¢na vrednost dijametra adipocita, utvrdena
morfometrijskom analizom subkutanog masnog tkiva uzetih biopsijom 10. dana pre teljenja
iznosila 3987,17+551,30 um? kod krava optimalne telesne kondicije, odnosno
6393,03+2464,20 um? kod ugojenih krava. Razlika u antepartalnom dijametru adipocita
izmedu dve grupe krava je bila statistitki znadajna (p < 0,05). Cetrnaestog dana nakon
teljenja kod krava iz grupe optimalne telesne kondicije ustanovljeno je statisticki zna¢ajno
povecanje dijametra adipocita (p < 0,05) u odnosu na antepartalne vrednosti. Medutim, za
razliku od krava optimalne telesne kondicije, postpartalno izmeren prosecan dijametar
adipocita kod ugojenih krava bio je manji, ali ne statisticki znafajno, u odnosu na

antepartalne vrednosti.
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Grafikon 17. Dijametar adipocita krava 10. dana pre teljenja (AP) i 14. dana nakon teljenja
(PP)
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5.5. SADRZAJ UKUPNIH LIPIDA U JETRI

Rezultati ispitivanja sadrzaja ukupnih lipida u jetri kod obe grupe krava prikazani su u
tabeli 5.18. i grafikonu 18.

Tabela 5.18. Sadrzaj ukupnih lipida u jetri krava 10. dana pre teljenja (AP) i 14. dana
nakon teljenja (PP) («m3/100um® u %).

Krave optimalne Ugojene krave
telesne kondicije
10 AP 14 PP 10 AP 14 PP

X 0,62 3,75% 2,63%** 18,62°%***
SD 0,52 2,87 1,06 8,78
SE 0,18 1,01 0,37 3,01
CVv 82,81 76,42 40,41 47,15
v 0-1,0 0-8,0 1-40 50-32,0

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost kod krava optimalne telesne
kondicije istog dana ispitivanja

p < 0,05; *¥p < 0,01; ®*p < 0,001 u odnosu na vrednost kod krava iz iste grupe antepartalno

Iz dobijenih rezultata se moze videti da je prosetna vrednost sadrzaja ukupnih lipida u
hepatocitima, utvrdena stereometrijskom analizom tkiva jetre uzetih biopsijom 10. dana pre
teljenja iznosila 0,62+0,52% kod krava optimalne telesne kondicije i kretala se od
minimalnih 0% do maksimalnih 1% masti, odnosno 2,63+1,06% kod ugojenih krava sa
intervalom varijacije od 1 do 4%. Razlika u stepenu antepartalnog zamasSc¢enja jetre izmedu
dve grupe krava je bila statisti¢ki zna¢ajna (p < 0,001). Cetrnaestog dana nakon teljenja kod
obe grupe krava ustanovljeno je statisticki znacajno povecanje (p < 0,01 i p < 0,001,
pojedinacno) koli¢ine masti u hepatocitima u odnosu na antepartalne vrednosti, pri ¢emu je
kod krava optimalne telesne kondicije prose¢na vrednost sadrZaja ukupnih lipida iznosila
3,75%£2,87%, odnosno 18,62+8,78% kod ugojenih krava. Takode, razlika u stepenu
postpartalnog zamasc¢enja jetre izmedu dve grupe krava je bila statisticki znacajna (p <
0,001). Pored toga, znacajno je naglasiti da unutar grupe krava koje su imale optimalnu

telesnu kondiciju ni kod jedne krave postpartalno nije utvrden umeren stepen zamascenja
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jetre, i da je kod svih zivotinja sadrzaj masti u hepatocitima bio manji od 10%. Nasuprot

tome, u grupi ugojenih krava, 50% zivotinja je imalo umeren stepen zamaséenja jetre (20,

21, 26, 32%; pojedinacno).

Grafikon 18. Sadrzaj ukupnih lipida u jetri krava 10. dana pre teljenja (AP) i 14. dana

nakon teljenja (PP)
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Histopatoloski nalaz je varirao, ali je bio u korelaciji sa sadrZzajem masti u tkivu jetre. Za

blazi stepen zamasSc¢enja jetre je bilo karakteristicno centrolobularno nakupljanje sitnijih

masnih kapljica (slika 5.1). Sa pove€anjem stepena zamasc¢enja jetre broj i1 veli¢ina masnih

kapljica unutar hepatocita, kao 1 broj infiltriranih ¢elija jetre, se povecavao (slike 5.115.2).
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Slika 5.1. Blago zamascenje jetre (18% masti, HE, 20x) kod krave prekomerne OTK

Slika 5.2. Umereno zamaséenje jetre (32% masti, HE, 20x) kod krave prexkomerne OTK
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5.6. METABOLICKI PROFIL KRAVA

5.6.1. Koncentracija ukupnih proteina

Rezultati ispitivanja koncentracije ukupnih proteina kod obe grupe krava prikazani su u

tabeli 5.19.
Tabela 5.19. Koncentracija ukupnih proteina (g/L) u krvi krava tokom ispitivanih perioda

Krave optimalne kondicije Ugojene krave

28AP | 10AP | 14PP 28PP | 28AP | 10AP | 14PP 28 PP
X 79,41 79,46 76,21 81,58 76,91 75,29 81,59 83,91
SD 4,62 2,82 571 6,17 8,32 6,19 10,89 10,29
SE 1,63 0,99 2,02 2,18 2,94 2,19 3,85 3,64
cVv 5,81 3,55 7,49 7,56 10,82 8,22 13,35 12,27
Y 68,97- | 74,19- | 69,23- | 68,97- | 69,23- | 65,77- | 69,87- | 71,92-

90,12 83,06 87,68 90,12 95,36 84,68 | 106,04 | 105,84

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost kod krava optimalne telesne

kondicije istog dana ispitivanja

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.19. moZe se uociti da izmedu dobijenih srednjih vrednosti
koncentracije ukupnih proteina u krvi ugojenih krava nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike u odnosu na vrednosti proteinemije kod krava optimalne telesne kondicije istog

dana ispitivanja.

Znacajnost razlika u koncentraciji ukupnih proteina unutar ispitivanih grupa prikazana je u

tabeli 5.20.

Tabela 5.20. Znacajnost razlike unutar grupe krava optimalne telesne kondicije i ugojenih

krava
Krave optimalne telesne kondicije Ugojene krave
28 AP 10 AP 14 PP 28 AP 10 AP 14 PP
28 PP NZ NZ NZ 28 PP NZ p <0,05 NZ
14 PP NZ NZ 14 PP NZ NZ
10 AP NZ 10 AP NZ

Testiranjem statistickih znacajnosti razlika dobijenih srednjih vrednosti koncentracije

ukupnih proteina u krvi unutar ispitivanih grupa krava, utvrdena je statisticka razlika na
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nivou znacajnosti od p < 0,05 izmedu vrednosti proteinemija 10. i 28. dana posle teljenja

kod ugojenih krava.

5.6.2. Koncentracija albumina

Rezultati ispitivanja koncentracije albumina kod obe grupe krava prikazani su u tabeli 5.21.

Tabela 5.21. Koncentracija albumina (g/L) u krvi krava tokom ispitivanih perioda

Krave optimalne kondicije

Ugojene krave

28AP | 10AP |14PP 28 PP 28AP |10AP |14PP 28 PP
X 35,53 36,99 34,18 33,55 37,66 37,98 35,67 32,53
SD 2,62 3,49 3,61 4,09 2,68 2,84 6,28 5,06
SE 0,93 1,23 1,28 1,44 0,95 1,00 2,22 1,79
Ccv 7,38 9,43 10,57 12,19 7,11 7,48 17,61 15,56
IV 31,16- | 32,30- |2857- | 26,85 |31,94- |34,84- |2757- | 24,85

40,62 44,61 39,38 41,62 41,12 43,99 47,60 40,0

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost kod krava optimalne telesne

kondicije istog dana ispitivanja

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.21. moze se uociti se da izmedu dobijenih srednjih

vrednosti koncentracije albumina u krvi ugojenih krava nisu utvrdene statisticki znacajne

razlike u odnosu na vrednosti albuminemije kod krava optimalne telesne kondicije istog

dana ispitivanja.

Znacajnost razlika u koncentraciji albumina unutar ispitivanih grupa prikazana je u tabeli

5.22.
Tabela 5.22. Znacajnost razlike unutar grupe krava optimalne telesne kondicije i ugojenih
krava
Krave optimalne telesne kondicije Ugojene krave
28 AP 10 AP 14 PP 28 AP 10 AP 14 PP

28 PP NZ NZ NZ 28PP | p<005|p<005| NZ

14 PP NZ NZ 14 PP NZ NZ

10 AP NZ 10 AP NZ
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Testiranjem statistickih znacajnosti razlika dobijenih srednjih vrednosti koncentracije
albumina u krvi unutar ispitivanih grupa krava, ustanovljeno je statisticki znacajno
smanjenje koncentracije albumina (p < 0,05) u krvi 28. dana posle teljenja u odnosu na

prosecne vrednosti albuminemije 28. i 10. dana pre teljenja kod ugojenih krava.

5.6.3. Koncentracija BHBA

Rezultati ispitivanja koncentracije BHBA kod obe grupe krava prikazani su u tabeli 5.23.

Tabela 5.23. Koncentracija BHBA (mmol/L) u krvi krava tokom ispitivanih perioda

Krave optimalne kondicije Ugojene krave

28 AP |10AP |14PP 28 PP 28AP | 10AP |14FPP 28 PP
X 0,39 0,45 0,71 0,61 0,41 0,55 1,00 0,53
SD 0,06 0,12 0,16 0,23 0,18 0,17 0,53 0,22
SE 0,02 0,04 0,05 0,08 0,06 0,05 0,19 0,08
CcVv 16,54 26,56 21,79 37,47 43,82 30,73 53,18 42,89
Y 0,30- 0,30- 0,50- 0,20- 0,20- 0,40- 0,30- 0,20-

0,50 0,60 1,00 1,00 0,80 0,90 2,00 0,80

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost kod krava optimalne telesne

kondicije istog dana ispitivanja

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.23. moze se zapaziti da, iako je koncentracija BHBA kod
ugojenih krava bila viSa 28. 1 10. dana pre 1 14. dana posle teljenja, nisu utvrdene statisticki

znacajne razlike u koncentracijama BHBA izmedu dve grupe krava.

Znacajnost razlika u koncentraciji BHBA unutar ispitivanih grupa prikazana je u tabeli 5.24

Tabela 5.24. Znacajnost razlike unutar grupe krava optimalne telesne kondicije i ugojenih

krava
Krave optimalne telesne kondicije Ugojene krave
28 AP 10 AP 14 PP 28 AP 10 AP 14 PP
28 PP p <0,05 NZ NZ 28 PP NZ NZ p <0,05
14 PP p<0,001 | p<0,01 14PP | p<0,01 | p<0,05
10 AP NZ 10 AP NZ

Unutar ispitivanih grupa, statistickom obradom razlika dobijenih srednjih vrednosti




koncentracije BHBA uocava se visoko znacajno povecanje koncentracija BHBA u krvi 14.
dana posle teljenja u odnosu na prose¢ne vrednosti BHBA 28. dana (p < 0,001 i p <0,01),
kao i 10. dana (p < 0,01 i p < 0,05) pre teljenja kod obe grupe krava. Takode, vidi se da je
28. dana posle teljenja doslo do smanjenja koncentracije BHBA u krvi obe grupe krava, pri

¢emu je smanjenje znacajno kod ugojenih krava (p < 0,05).

5.5.4. Koncentracija ukupnog bilirubina

Rezultati ispitivanja koncentracije ukupnog bilirubina kod obe grupe krava prikazani su u
tabeli 5.25.
Tabela 5.25. Koncentracija ukupnog bilirubina (umol/L) u krvi krava tokom ispitivanih

perioda

Krave optimalne kondicije Ugojene krave

28 AP | 10AP | 14PP 28 PP 28AP | 10AP | 14PP 28 PP
X 5,09 5,46 5,82 4,84 5,18 5,75 7,58* 5,63
SD 1,66 1,24 1,58 1,04 1,12 0,97 1,67 1,81
SE 0,40 0,34 0,59 0,64 0,40 0,34 0,59 0,64
CVv 32,62 22,73 27,10 21,51 21,68 16,92 22,06 32,19
Y 2,98- 3,68- 3,97- 2,65- 3,97- 4,30- 4,30- 3,31-

7,94 7,46 8,93 6,00 7,26 7,56 9,67 9,30

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost kod krava optimalne telesne

kondicije istog dana ispitivanja

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.24. moze se uociti se da je dobijena vrednost prosecne
koncentracije ukupnog bilirubina u krvi ugojenih krava bila visa nego kod krava optimalne
kondicije tokom celog perioda ispitivanja, ali je ova razlika bila znacajna jedino 14. dana

posle teljenja (p < 0,05).

Znacajnost razlika u koncentraciji ukupnog bilirubina unutar ispitivanih grupa prikazana je
u tabeli 5.26.
Tabela 5.26. Znacajnost razlike unutar grupe krava optimalne telesne kondicije i ugojenih

krava
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Krave optimalne telesne kondicije Ugojene krave
28 AP 10 AP 14 PP 28 AP 10 AP 14 PP
28 PP NZ NZ NZ 28 PP NZ NZ p <0,01
14 PP NZ NZ 14PP | p<0,01 | p<0,05
10 AP NZ 10 AP NZ

Unutar ispitivanih grupa, moze se zapaziti trend povecanja vrednosti koncentracije
ukupnog bilirubina u krvi do 14. dana posle teljenja kod obe grupe krava. Najvisa vrednost
bilirubinemije kod obe grupe krava utvrdena je 14. dana posle teljenja. Medutim, za razliku
od krava optimalne telesne kondicije, ustanovljena prosecna koncentracije ukupnog
bilirubina u krvi ugojenih krava 14. dana posle teljenja bila je statisticki znacajno visa u
odnosu na vrednosti bilirubinemija 28. i 10. dana pre teljenja (p < 0,01 i p < 0,05,

pojedinacno), kao 1 28. dana posle telejnja (p < 0,01).

5.6.5. Koncentracija uree

Rezultati ispitivanja koncentracije uree kod obe grupe krava prikazani su u tabeli 5.27.

Tabela 5.27. Koncentracija uree (mmol/L) u krvi krava tokom ispitivanih perioda

Krave optimalne kondicije Ugojene krave

28 AP 10 AP 14 PP 28 PP 28 AP 10 AP 14 PP 28 PP
X 4,28 5,44 5,12 5,23 4,50 3,57 5,89 5,89
SD 0,46 0,34 0,98 0,73 0,55 0,30 0,56 0,53
SE 0,16 0,12 0,34 0,30 0,20 0,11 0,20 0,19
CVv 10,67 6,22 19,10 14,06 12,33 8,55 9,48 9,00
Y 3,78- 4,76- 3,34- 4,25- 3,79- 3,14- 5,35- 5,22-

5,12 5,93 6,52 6,71 5,58 4,02 6,91 6,82

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost kod krava optimalne telesne

kondicije istog dana ispitivanja

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.27. moze se uociti da je dobijena vrednost prosecne
koncentracije uree u krvi ugojenih krava 10. dana pre teljenja bila statisticki znacajno
manja u odnosu na prosecnu vrednost uremije kod krava optimalne telesne kondicije istog
dana ispitivanja (p < 0,05), dok je u ostalim periodima ispitivanja bila visa, ali ne statistic¢ki

znacajno, kod ugojenih nego krava optimalne kondicije.
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Znacajnost razlika u koncentraciji uree unutar ispitivanih grupa prikazana je u tabeli 5.28.

Tabela 5.28. Znacajnost razlike unutar grupe krava optimalne telesne kondicije i ugojenih

krava
Krave optimalne telesne kondicije Ugojene krave
28 AP 10 AP 14 PP 28 AP 10 AP 14 PP

p< p<

28PP | p<0,01 NZ Nz 28PP | 5001 | 0,001 NZ
p< p<

14PP | p<0,05 NZ 14PP 1 0001 | 0001
p <

10AP | p<0,001 0AP 1 5001

Unutar ispitivanih grupa, statistickom obradom razlika dobijenih srednjih vrednosti

koncentracije uree moze se videti da su koncentracije uree u krvi krava optimalne telesne

kondicije bile statisti¢ki znacajno nize 28. dana pre teljenja u odnosu na prosecne vrednosti

uremije 10. dana pre teljenja (p < 0,001), kao i 14. i 28. dana (p < 0,01 i p < 0,05) posle

teljenja. Za razliku od krava optimalne telesne kondicije, najniza vrednost koncentracije

uree u krvi ugojenih krava utvrdena je 10. dana pre teljenja 1 bila je statisticki znac¢ajno niza

u odnosu na sve ostale vremenske tacke merenja tokom ogleda.

5.6.6. Koncentracija kalcijuma

Rezultati ispitivanja koncentracije kalcijuma kod obe grupe krava prikazani su u tabeli

5.29.

Tabela 5.29. Koncentracija kalcijuma (mmol/L) u krvi krava tokom ispitivanih perioda
Krave optimalne kondicije Ugojene krave
28 AP 10 AP 14 PP 28 PP 28 AP 10 AP 14 PP 28 PP

X 2,43 2,44 2,39 2,45 2,39 2,59 2,49 2,55

SD 0,12 0,19 0,27 0,22 0,18 0,18 0,16 0,22

SE 0,04 0,07 0,09 0,09 0,06 0,05 0,05 0,08

Ccv 5,20 7,88 11,35 9,10 7,71 7,12 6,45 8,83

Y 2,19- 2,09- 2,03- 2,00- 2,17- 2,20- 2,22- 2,23-
2,57 2,74 2,89 2,78 2,69 2,82 2,79 2,93

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost kod krava optimalne telesne

kondicije istog dana ispitivanja
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Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.29. moze se zapaiti se da izmedu dobijenih srednjih

vrednosti koncentracije kalcijuma u krvi ugojenih krava nisu utvrdene statisticki znacajne

razlike u odnosu na vrednosti kalcemije kod krava optimalne telesne kondicije istog dana

ispitivanja.

Znacajnost razlika u koncentraciji kalcijuma unutar ispitivanih grupa prikazana je u tabeli

5.30.
Tabela 5.30. Znacajnost razlike unutar grupe krava optimalne telesne kondicije i ugojenih
krava
Krave optimalne telesne kondicije Ugojene krave
28 AP 10 AP 14 PP 28 AP 10 AP 14 PP

28 PP NZ NZ NZ 28 PP NZ NZ NZ

14 PP NZ NZ 14 PP NZ NZ

10 AP NZ 10AP | p<0,05

Testiranjem statistickih znacajnosti razlika dobijenih srednjih vrednosti koncentracije

kalcijuma u krvi unutar ispitivanih grupa krava, ustanovljeno je da je kalcemija izmerena

28. dana pre teljenja bila statisti¢ki zna¢ajno manja nego koncentracija kalcijuma odredena

10. dana pre teljenja kod ugojenih krava.

5.6.7. Koncentracija fosfora

Rezultati ispitivanja koncentracije fosfora kod obe grupe krava prikazani su u tabeli 5.31.

Tabela 5.31. Koncentracija fosfora (mmol/L) u krvi krava tokom ispitivanih perioda

Krave optimalne kondicije

Ugojene krave

28 AP | 10AP | 14PP 28 PP 28 AP | 10 AP 14 PP 28 PP
X 1,50 1,54 1,41 1,62 1,47 1,67 1,55 1,56
SD 0,29 0,37 0,26 0,23 0,14 0,24 0,26 0,09
SE 0,10 0,14 0,09 0,08 0,05 0,09 0,09 0,03
Ccv 19,14 23,91 18,77 14,03 9,33 14,58 16,89 5,56
W, 1,15- 1,08- 1,03- 1,15- 1,33- 1,23- 1,24- 1,37-

2,12 2,30 1,80 1,96 1,78 2,11 2,04 1,66

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na vrednost kod krava optimalne telesne
kondicije istog dana ispitivanja
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Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.31. moze se videti da izmedu dobijenih srednjih vrednosti

koncentracije fosfora u krvi ugojenih krava nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u

odnosu na vrednosti fosfatemije kod krava optimalne telesne kondicije istog dana

ispitivanja.

Znacajnost razlika u koncentraciji fosfora unutar ispitivanih grupa prikazana je u tabeli

5.32.
Tabela 5.32. Znacajnost razlike unutar grupe krava optimalne telesne kondicije i ugojenih
krava
Krave optimalne telesne kondicije Ugojene krave
28 AP 10 AP 14 PP 28 AP 10 AP 14 PP

28 PP NZ NZ NZ 28 PP NZ NZ NZ

14 PP NZ NZ 14 PP NZ NZ

10 AP NZ 10 AP | p<0,05

Testiranjem statistickih znacajnosti razlika dobijenih srednjih vrednosti koncentracije

fosfora u krvi unutar ispitivanih grupa krava, utvrdeno je da je fosfatemija izmerena 28.

dana pre teljenja bila statisticki znacajno manja nego koncentracija fosfora odredena 10

dana pre teljenja kod ugojenih krava.
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6.0. DISKUSIJA

Goveda visokomlec¢nih rasa izlozena su zna¢ajnim promenama u regulaciji energetskog
metabolizma tokom kasne faze zasuSenja i u ranoj laktaciji. Mehanizmi adaptacije,
ukljuceni u kontrolu toka i prometa hranljivih materija, deSavaju se u razli¢itim tkivima, a
prevashodno ukljucuju promene u odgovoru perifernih tkiva (misicno i masno) na
homeostatske signale koje iniciraju insulin i epinefrin (Bauman i Currie, 1980; Bell, 1995).
Jedna od glavnih adaptivnih promena podrazumeva visestruko povecanje zahteva u glukozi
od strane mlecne zlezde, §to je, u svakom slu€aju, podrzano intenziviranjem sinteze
glukoze u jetri (Reynolds i sar., 2003). Istovremeno periferna tkiva koriste manje glukoze
kao izvor energije, Stedeci je na taj nafin za potrebe gravidnog uterusa i mle¢ne zlezde
(Bauman 1 Elliot, 1983; Petterson 1 sar., 1993). Takode, pojacana mobilizacija visih masnih
kiselina, dodatno olakSana promenama u metabolizmu masnog tkiva, doprinosi
zadovoljavanju povecanih sveukupnih potreba u energiji na pocetku laktacije (Petterson i
sar., 1994). Rezultat ovih adaptivnih promena je koordinisana podrska potrebama fetusa i
proizvodnoj aktivnosti mle¢ne Zlezde kako bi se nadomestio smanjeni i/ili nedovoljan unos
hranljivih materija iz alimentarnih izvora tokom zasusenja i rane faze laktacije.

Poseban znacaj u istraZzivanjima vezanim za fiziologiju i metabolizam visokomle¢nih
krava pridaje se ispitivanju endokrinog i metabolickog statusa krava tokom zasusenja, kao
pripremnog perioda za predstojecu laktaciju (Holtenius i sar., 2003; Douglas i sar., 2006;
Grummer 1 sar., 2010). Razlog tome je Cinjenica da promene u hormonalnom statusu koje
se deSavaju tokom ovog perioda predstavljaju mehanizam adaptacije krava na izrazito
povecane energetske potrebe koje prate rastucu proizvodnju mleka nakon teljenja (Bell,
1995; Bell 1 Bauman, 1997). U literaturi se naj¢eS¢e spominje da je ugojenost krava u
zasusenju jedan od najznacajnijih Cinilaca koji uti¢e na sposobnost krava da se adaptiraju
na predstojecu laktaciju (Morrow, 1979; Reid i sar., 1986; Rukkwamsuk i sar., 1998;
Samanc i sar., 2008, 2010a). Pri tome je mnogo kriti¢niji period pocetak laktacije, kada, u
odnosu na period zasuSenja, nastaju drasticne promene u energetskom statusu Zivotinja
(Herdt 1 sar., 2000; Ingvartsen, 2006). Dokaz za to je svakako veca ucestalost metabolickih

poremecaja posle teljenja, smanjena proizvodnja mleka, kao i reproduktivni problemi kod
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ovakvih jedinki (Holcomb i sar., 2001; Ingvartsen, 2006; LeBlanc, 2010; Janovick i sar.,
2011). Patogeneza metabolickih poremecaja kod ugojenih krava je u mnogim
pojedinostima poznata, ali je joS uvek predmet mnogobrojnih istrazivanja (Bobe i sar.,
2004; Bradford i sar., 2006; Allen i sar., 2009; Jaakson i sar., 2013). Zbog toga se sasvim
opravdano smatra da je upoznavanje promena koje nastaju u metabolizmu i endokrinom
statusu ugojenih Zivotinja u peripartalnom periodu od klju¢nog znacaja u iznalazenju
reSenja za njihovo adekvatno preveniranje.

Danas se smatra da funkcionalna aktivnost B ¢elija endokrinog pankreasa i osetljivost
tkiva na insulin imaju klju¢nu ulogu u procesu adaptacije krava na visoku proizvodnju
mleka (Fenwick i sar., 2008; Schoenberg i Overton, 2010). Sa poc¢etkom laktacije smanjuje
se koncentracija insulina u krvi (Blum i sar., 1973; Jaakson i sar., 2007), kao i odgovor B
¢elija na intravensku aplikaciju glukoze (Opsomer 1 sar., 1999), a masno tkivo postaje
refraktarnije na lipogeni uticaj insulina (Rukkwamsuk i sar., 1999). Insulinska rezistencija
se definise kao stanje pri kome trenutna koncentracija insulina u krvi proizvodi manji
bioloski odgovor od normalnog (Kahn, 1978). Umerena insulinska rezistencija je
ustanovljena tokom graviditeta kod velikog broja sisara, takode 1 kod krava visokomle¢nih
rasa, pogotovo u najranijoj fazi laktacije. Ona doprinosi intenziviranju procesa
lipomobilizacije u cilju zadovoljavanja rastu¢ih potreba u energiji u uslovima velikih
metabolickih optere¢enja, odnosno za vreme visokog graviditeta i laktacije (Regnault 1 sar.,
2004). Medutim, nekontrolisana mobilizacija masnih kiselina iz telesnih depoa moze da
postane samoodrziv proces kada NEFA poc¢ne da utiCe na sekreciju insulina u B ¢elijama
pankreasa i insulinsku senzitivnost (Pires i sar., 2007; Kokkonen i sar., 2009). Pored
mnogobrojnih, genetskih i paragenetskih faktora, pretpostavlja se da telesna kondicija krava
u periodu zasuSenja moze da uti¢e na stepen insulinske rezistencije, a time i na sposobnost
krava da se prilagode na negativan bilans energije koji nastaje u ranoj fazi laktacije
(Holtenius i sar., 2003; Oikawa i Oetzel, 2006; Jaakson i sar., 2013).

Danas se za ispitivanje funkcionalnog stanja B ¢elija endokrinog pankreasa kao i
senzitivnosti tkiva na insulin kod prezivara najcesce koristi odredivanje koncentracije
glukoze, NEFA i insulina tokom testa intravenskog optereéenja glukozom (Samanc i sar.,

2009; Schoenberg i sar., 2012). Dodatno se rezistencija perifernih tkiva na insulin ispituje i
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odredivanjem zastupljenosti receptora za insulin i transportnih molekula za glukozu u
uzorcima telesnih tkiva, pogotovo na kojima ovaj hormon ima presudan uticaj u procesu
raspodele i koriS¢enja energetskih prekursora (Komatsu i sar., 2005; Sadri i sar., 2010;
Kuhla i sar., 2011). I najzad, za utvrdivanje stepena adaptacije krava na promene u
energetskom statusu u peripartalom periodu koriste se parametri metabolickog profila i
stepen zamascenja tkiva jetre (Reist i sar., 2002; Fenwick i sar., 2008; Samanc i sar., 2011;

Prodanovi¢ 1 sar., 2012).

6.1. Testovi optereéenja glukozom kod ugojenih i krava sa optimalnom

telesnom kondicijom

Poslednjih nekoliko godina, interesovanje velikog broja istrazivaca je bilo usmereno
na ispitivanje uticaja hranidbenog statusa tokom perioda =zasuSenja na proces
prilagodavanja organizma visokomle¢nih krava u tranzicionom periodu (Holcomb i sar.,
2001; Agenas i sar., 2003; Holtenius i sar., 2003; Dann i sar., 2006; Janovick i sar., 2011;
Schoendberg i sar., 2012; Jaakson 1 sar., 2013). U tom pogledu, posebna paznja istrazivaca
je bila usmerena u pravcu daljeg razumevanja patogeneze poremecaja u metabolizmu krava
koje jo$ u periodu zasuSenja unose hraniva visoke energetske vrednosti i/ili ugojenih krava.
U okviru ove doktorske disertacije testom opterecenja glukozom ispitivana je funkcionalna
aktivnost B ¢elija endokrinog pankreasa i stepen osetljivosti perifernih tkiva na insulin kod
ugojenih i krava sa optimalnom telesnom kondicijom dva puta u antepartalnom periodu i
dva puta u najranijoj fazi laktacije. Naime, iz literature je poznato (Schoenberg i Overton,
2010) da se sa napredovanjem graviditeta, a pogotovo u najranijoj fazi laktacije, znacajno
menja uloga insulina u preraspodeli energetskih prekursora izmedu razlicitih tkiva
organizma krave. Polazna pretpostavka u ovom istrazivanju je bila da stanje uhranjenosti
krava u periodu zasuSenja utie na stepen insulinske rezistencije, a time i na sposobnost da
se adaptiraju na negativan bilans energije u uslovima visoke proizvodnje mleka. Drugim
re¢ima, oCekuje se da poremecaji vezani za sekreciju insulina i odgovor perifernih tkiva na

insulin kod ugojenih krava mogu dovesti do neadekvatne adaptacije Zivotinja na visoku

109



mleCnost, a time biti i znaCajan etiopatogenetski faktor u nastanku mnogobrojnih
poremecaja zdravlja u peripartalnom periodu (Opsomer i sar., 1999; Herzog, 2001; Kraft,
2004; Oikawa i Oetzel, 2006).

Rezultati ispitivanja su pokazali da veoma rano, tokom sredine perioda zasuSenja,
kod ugojenih krava nastaje blagi stepen rezistencije tkiva na insulin. Naime, kod njih, za
razliku od krava sa optimalnom telesnom kondicijom 180. minuta tokom izvodenja testa
opterecenja glukozom je ustanovljena znacajno veca koncentracija glukoze u krvi. Sa druge
strane, u koncentraciji insulina nisu ustanovljene znacajne razlike kako na pocetku
ispitivanja tako i u toku izvodenja testa, ali je interesantno da je koncentracija NEFA na
samom pocetku izvodenja testa, iako ne statisticki, bila numericki veéa kod ugojenih krava
u poredenju sa kravama koje su imale optimalnu telesnu kondiciju. I to bi mogao da posluzi
kao pokazatelj blagog stepena rezistencije tkiva na insulin (Hayirli, 2006). Matematic¢ki
izraCunati 1 izvedeni pokazatelji testa optereéenja nisu ukazivali na razlike u stepenu
osetljivosti tkiva na insulin u sredini perioda zasuSenja. lako dobijeni rezultati govore u
prilog inicijalnih naznaka poremecaja u senzitivnosti tkiva na insulin kod ugojenih krava
ve¢ tokom sredine perioda zasuSenja, ipak mora se naglasiti da kod obe grupe krava
regulatorni mehanizmi uspevaju da ocuvaju metabolicku ravnotezu, na Sta ukazuju 1
rezultati ispitivanja metabolickog profila iz ovog perioda. Do sli€nih rezultata su u svojoj
studiji dosli Winkelman i saradnici (2008a).

Daleko znacajnije promene u vrednostima ispitivanih parametara prilikom
izvodenja testa opterecenja glukozom su ustanovljene na deset dana pre teljenja. Naime,
koncentracija glukoze u krvi krava kako na pocetku tako i na kraju izvodenja testa
opterecenja glukozom je bila znacajno veca kod ugojenih krava u poredenju sa kravama
optimalne telesne kondicije. To isto je ustanovljeno i za koncentraciju insulina pre
aplikacije glukoze, S§to jasno ukazuje na smanjenu efikasnost insulina u pogledu
stimulisanja utilizacije glukoze od strane perifernih tkiva kod ugojenih krava u ovom
periodu. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima drugih autora (Dann i sar., 2006;
Douglas i sar., 2006; Richards i sar., 2009; Janovick i sar., 2011). Navedeni autori su u
svojim ispitivanjima kod krava koje su tokom zasuSenja forsirano hranjene, uprkos

izmerenim ve¢im vrednostima insulinemija, utvrdili znacajno vece koncentracija glukoze u
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krvi u periodu kasnog graviditeta. Imajuci u vidu znacajne razlike u vrednostima izvedenih
parametara testa optere¢enja izmedu dve ispitivane grupe krava (AUCnera | RQUICKY)
moze da se kaze da u poslednjim danima graviditeta kod ugojenih krava je sve izraZenija
rezistencija tkiva na insulin. Mada samo na osnovu rezultata testa optere¢enja glukozom
nije moguce sa sigurno$¢u govoriti 0 tipu insulinske rezistencije, promene u metabolizmu
glukoze kod ugojenih krava mogu nastati zbog vecée proizvodnje glukoze i/ili promena u
broju i afinitetu receptora za insulin, budu¢i da izmedu dve grupe krava tokom testa
optereénja nisu ustanovljene znacajne razlike u brzini eliminacije (ER i Ti;) glukoze
(Holtenius i sar., 2003; Schoenberg i sar., 2012). I u jednom i u drugom slu¢aju ishod
moze da bude kompenzatorna hiperinsulinemija. Oc¢ito je da se sa priblizavanjem partusa i
pre pocetka laktacije kod ugojenih krava smanjuje osetljivost tkiva na insulin. Samim tim
stvaraju se uslovi da proces mobilizacije energetskih prekursora izmakne kontroli
(Rukkwamsuk i sar., 1999), na §to ukazuju promene u koncentraciji NEFA u krvi nakon
izvodenja testa opterecenja glukozom. Naime, iako u koncentraciji NEFA nisu ustanovljene
znacajne razlike na pocetku testa opterecenja, Sto se moZe smatrati da je s jedne strane
posledica nizeg nivoa hormona rasta u krvi (Winkelman i sar., 2008b), ali isto tako i viSih
bazalnih insulinemija kod ugojenih krava (Rukkwamsuk i sar., 1998), odgovor NEFA
tokom izvodenja testa opterecenja glukozom je bio znacajno refraktarniji kod ugojenih u
poredenju sa kravama koje su imale optimalnu telesnu kondiciju. To moze da ukaZe na
smanjeno koriS¢enje mobilisanih viSih masnih kiselina u perifernim tkivima i/ili naruSenu
anabolicku ulogu insulina u metabolizmu masti kod ugojenih krava (Drackley, 2000). Po
svemu sudeci u antepartalnom periodu ne nastaju znac¢ajne promene u stepenu aktivnosti B
¢elija endokrinog pankreasa, ali promene nastaju u pogledu osetljivosti perifernih tkiva na
insulin. Pored promene u koris¢enju glukoze, koja se smatra dominantnim nacinom
ispoljavanja smanjene osetljivosti tkiva na insulin kod preZivara u visokom graviditetu
(Debras i sar., 1989; Guesnet i sar., 1991; Hayirli, 2006), kod ugojenih krava se ve¢ u ovom
periodu javljaju 1 promene u prometu masnih kiselina. U svakom slucaju, rezultati
ispitivanja govore u prilog navedenom gledistu da hranidbeni status krava u znac¢ajnoj meri
uzajamno deluje sa stepenom osetljivosti perifernih tkiva na insulin tokom kasnog

prepartalnog perioda (Janovick i Drackley, 2010).
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Rezultati ispitivanja testa optere¢enja glukozom u postpartalnom periodu su
pokazali da se kod ugojenih krava dodatno narusava osetljivost perifernih tkiva na insulin i
na taj naéin prakticno pojacava stepen insulinske rezistencije. Naime, pod uticajem
promena u hormonalnoj konstelaciji nastaju izrazite promene u metabolizmu masnog tkiva
pracene porastom koncentracije masnih kiselina u cirkulaciji, §to u uslovima njihovog
nedovoljnog koris¢enja predstavlja opasnost po morfoloski i funkcionalni integritet tkiva,
pre svega jetre. Kod njih je 14. dana posle teljenja koncentracija glukoze u krvi pre
izvodenja testa i dalje bila znacajno veca nego kod krava optimalne telesne kondicije.
Takav trend je prisutan i kada je u pitanju koncentracija insulina, a pogotovo koncentracija
NEFA u krvi. Takode, u prilog gore navedenoj tvrdnji o pojac¢anom stepenu insulinske
rezistencije kod ugojenih krava u ovom periodu, govore i vrednosti izracunatih i izvedenih
parametara testa opterecenja glukozom (AUCjns, AMaxiss i RQUICKY). S obzirom da se
kod visokomlecnih krava promet glukoze u fazi rane laktacije dominantno odvija u insulin-
nezavisnim metabolickim putevima (Subiyatno i sar., 1996), vece pocetne vrednosti
glikemija kod ugojenih krava mogu se tumaciti smanjenom sposobnosti insulina da
suprimira proces glukoneogeneze u jetri (Hayirli, 2006). Zato se i smatra znacajnim
faktorom u nastanku kompenzatorne hiperinsulinemije kod ovakvih jedinki (Kumashiro i
sar., 2011). U svakom slucaju, ovaj nalaz se uzima kao pokazatelj rezistencije na nivou
tkiva jetre, i skoro redovno se dijagnostikuje kod ljudi obolelih od diabetesa tipa 2 i/ili sa
masnom jetrom (Gastaldelli i sar., 2007). Imaju¢i u vidu podatke iz literature (Lonardo i
sar., 2005), kao i rezultate postignute u ovom radu (AUCiys), nastalo patofiziolosko stanje
moze da doprinese daljem produbljivanju rezistencije tkiva na insulin putem smanjenja
Klirensa insulina iz portalne krvi. Prakti¢no re¢eno trend promena koncentracije glukoze i
insulina u testu opterec¢enja glukozom 14. dana posle teljenja pokazuje istovetnu tendenciju
kao 1 tokom izvodenja testa deset dana pre teljenja. Pri tome je veoma znacajno da je, i
pored vecih vrednosti insulinemija, koncentracija NEFA u krvi ugojenih krava na poc¢etku
testa, kao 1 povrSina ispod krive NEFA tokom testa (AUCngra), 1ako ne statisticki, veca u
poredenju sa vrednostima dobijenim kod krava optimalne telesne kondicije. Ovi podaci
mogu da ukazu da rezistencija tkiva na insulin, pored toga §to ima nepovoljan uticaj na

promet NEFA 1 njihovo koriS¢enje u organizmu, u postpartalnom periodu kao znacajan
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mehanizam ukljucuje i narusenu antilipoliticku ulogu insulina. Prema podacima pojedinih
autora, vise masne kiseline i inflamatorni citokini (TNF-o i IL-6), koji su na pocetku
laktacije kod ugojenih krava prisutni u ve¢im koncentracijama u krvi (Ohtsuka i sar., 2001;
Loor i sar., 2006), mogu da ometaju prenoSenje insulinskog signala i tako uti¢u na
regulaciju metabolickih procesa u ¢elijama (Oikawa i1 Oetzel, 2006; Pires i sar., 2007). S
druge strane, na pocetku laktacije, pri Sirokom rasponu odnosa izmedu koncentracija
hormona rasta i insulina u krvi, postoje sve pogodnosti da nastupi izraZena mobilizacija
masti iz telesnih depoa i da kod krava nastane “masna” jetra (Drackley, 2000). Naime,
dobro je poznato da je jedan od glavnih efekata hormona rasta da, menjajué¢i odgovor
masnog tkiva na insulin i kateholamine, pojacava rezistenciju na insulin i/ili stimuliSe
kataboli¢ke procese u masnom tkivu (Bauman i Vernon, 1993, Bell, 1995, McNamara,
1997). Antiinsulinsku ulogu hormon rasta ostvaruje posredstvom svojih receptora i
interakcijom (negativnom regulacijom) sa molekulima insulinskog signalnog sistema
(Dominici i sar., 2005). To moze da ima kao posledicu smanjenje ekspresije i translokacije
GLUT 4 molekula na ciljnim ¢elijama (Lewis i sar., 2002; Zhao i Keating, 2007). Pored
toga, dokazano je da se u ovakvim okolnostima pojafava aktivnost hormon senzitivne
lipaze uz istovremeno smanjenje aktivnosti lipoprotein lipaze i transportera masnih kiselina
na membranama c¢elija (Lewis 1 sar., 2002; Van den Top 1 sar., 2005; Locher 1 sar., 2011).
Drugim re¢ima, s obzirom da insulin stimuliSe ekspresiju receptora za hormon rasta u
adipocitima (Butler i sar., 2003; Rhoads i sar., 2004), kod ugojenih krava je veca
mogucénost da nastanu promene u senzitivnosti 1 odgovoru tkiva na insulin pod uticajem
hormona rasta.

Od ranije je poznato da u peripartalnom periodu nastaju znacajne promene u
koncentraciji insulina, glukoze i NEFA u krvi krava visokomle¢nih rasa. Smanjenje
glikemije i insulinemije, kao i odgovora B celija pankreasa na intravensku aplikaciju
glukoze u postpartalnom periodu treba da je u korelaciji sa stepenom aktivnosti mlecne
zlezde, odnosno dnevnom koli¢inom proizvedenog mleka. To je pokazano u nekoliko
istrazivanja (Sartin i sar., 1985; Bonczek i sar., 1988; Grum i sar., 1996; Shingu i sar.,
2002; Hammon i sar., 2007; Gross i sar., 2011). Medutim, kod ugojenih krava je, kako ovi

rezultati pokazuju, obrnuto, Sto stvara povoljne uslove da se proces lipomobilizacije odvija
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intenzivnije nego $to su stvarne energetske potrebe krava u uslovima negativnog bilansa
energije. Istovetni rezultati se uobi¢ajeno dijagnostikuju kod ljudi obolelih od diabetesa tipa
2 (Jini sar., 2005). Po svemu sudeci, u masnom tkivu se intenzivira proces lipomobilizacije
koji je, iako pod uticajem regulatornih mehanizama, istovremeno i u skladu sa koli¢inom
deponovanih masti u telesnim depoima (Rukkwamsuk i sar., 1999; Samanc i sar., 2008;
Peng, 2011). Sa druge strane u uslovima rezistencije na insulin smanjuje se mogucnost
koris¢enja nepotrebno mobilisanih vecih koli¢ina masnih kiselina u telesnim tkivima, pre
svega u miSi¢nom tkivu (Blaak, 2003). Zbog toga se suvisne koli¢ine masnih kiselina
usmeravaju sve vise U pravcu tkiva jetre kao organa lipogeneze odgovornog za regulaciju
energetskog metabolizma i prometa masnih kiselina. To ima za posledicu smanjeno
iskori§¢avanje energije 1 dalje produbljivanje negativnog energetskog bilansa, S§to
predstavlja dodatno opterecenje za regulatorne mehanizme kod ugojenih krava (Holcomb i
sar., 2001; Holtenius i sar., 2003, Schoenberg i sar., 2012). To je svakako jedan od razloga
Sto kod ugojenih krava postoji ve¢a mogucnost za nastajanje zamaséenja jetre o cemu ¢e
biti vise re¢i u jednom od narednih podpoglavlja.

Rezultati ispitivanja testa optere¢enja glukozom 28. dana posle teljenja, dobrim
delom potvrduju one dobijene u prethodnim ispitivanjima. Medutim, u ovoj fazi ispitivanja
jedino vrednosti glikemije se nisu znacajno razlikovale izmedu dve grupe krava, 1 to, kako
na pocetku ispitivanja tako 1 u toku izvodenja testa opterecenja. Ovaj nalaz se moze
objasniti kori§¢enjem glukoze za potrebe mle¢ne Zlezde, imaju¢i u vidu da je ona kod
visokomle¢nih krava glavni korisnik glukoze i da se njena aktivnost u kontinuitetu
povecava od teljenja pa do kraja rane faze laktacije. Pri tome treba dodati da ¢elije mlecne
Zlezde imaju insulin-nezavisne transportere za glukozu pa zbog toga koris¢enje glukoze
nije limitirano delovanjem insulina. Za razliku od koncentracije glukoze, koncentracija
insulina je bila znacajno visa kod ugojenih u odnosu na krave optimalne telesne kondicije, i
to u svim intervalima u toku testa optere¢enja glukozom. Veoma je interesantno da je u
skladu sa tim koncentracija NEFA kod ugojenih krava pre intravenske aplikacije glukoze
bila dvostruko veca nego kod krava optimalne telesne kondicije. Priblizno isti nalaz je
ustanovljen i 15. minuta nakon aplikacije glukoze, §to upucéuje na razlike u osetljivosti

masnog tkiva na antilipoliti¢ki uticaj insulina izmedu dve grupe krava u ovom periodu.
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Drugim re¢ima, dobijeni rezultati ispitivanja tokom testa opterecenja glukozom jasno
ukazuju da je kod ugojenih krava smanjena osetljivost tkiva na insulin, §to potvrduju i
skoro svi matemati¢ki izvedeni parametri testa opterecenja (AUCins, AMaXins i RQUICKY).
Ipak, kada je u pitanju funkcionalna aktivnost B ¢elija endokrinog pankreasa, dobijeni
rezultati su u izvesnoj meri neocekivani. Naime, kako je predlozio Hayirli (2006), smanjen
odgovor B ¢elija na intravensku aplikaciju glukoze, koji je Cest nalaz kod visokomle¢nih
krava u najranijoj fazi laktacije, se moze uzeti kao pokazatelj insulinske rezistencije.
Ovakva reakcija B ¢elija uslovljena je brzim prometom glukoze (Hammon i sar., 2007), ali
i inhibitornim uticajem poviSenih koncentracija NEFA u krvi u ovoj fazi proizvodnog
ciklusa (Pires 1 sar., 2007; Bossaert i sar., 2008; Prodanovi¢ i sar., 2013). S druge strane,
Hayirli i sar. (2001) i Holtenius i sar. (2003) su u svojim ispitivanjima ustanovili bolji
odgovor B ¢elija pankreasa nakon intravenske aplikacije glukoze, kako u antepartalnom,
tako 1 ranom postpartalnom periodu, kod grupe krava kod kojih je istovremeno utvrden veci
stepen rezistencije tkiva na insulin. Treba naglasiti da su izmereni nivoi NEFA u krvi
ispitivanih grupa krava bili u granicama fizioloskih vrednosti u obe navedene studije. Pored
toga, Jaakson i sar. (2013) su utvrdili visoko znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu stanja
uhranjenosti zivotinja u trenutku izvodenja testa optereCenja glukozom 1 funkcionalne
aktivnosti B ¢elija pankreasa. U skladu sa napred navedenim, bolji odgovor B celija
pankreasa kod ugojenih nego kod krava optimalne kondicije je verovatno posledica
odsustva inhibitornog uticaja visokih koncentracija NEFA u krvi, za koje je dokazano da,
kada se u krvi nalaze u granicama fizioloSkih vrednosti, deluju stimulativno na sekretornu
sposobnost B ¢elija (Mason 1 sar., 1999; Maedler i1 sar., 2001). I to bi moglo da posluzi kao
objasnjenje zaSto izmedu dve grupe krava nisu ustanovljene znacajnije razlike u brzini
eliminacije glukoze iz krvi u sva Cetiri perioda ispitivanja (Oikawa i1 Oetzel, 2006; Pires i
sar., 2007; Schoenberg i sar., 2012) Takode, nije isklju¢eno da je ovakav rezultat dobrim
delom posledica i sporije eliminacije insulina iz cirkulacije (AUCiy) i/ili smanjene
osetljivosti tkiva na insulin kod ugojenih jedinki (Hayirli i sar., 2001, 2006; Bossaert i sar.,
2008; Terao i sar., 2010).

Izgleda da rezistencija tkiva na insulin kod ugojenih krava ima razli¢it uticaj na

koncentraciju glukoze i NEFA u krvi u antepartalnom i postpartalnom periodu. U
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antepartalnom periodu taj uticaj se ispoljava kako na koncentraciju glukoze tako i NEFA u
krvi, dok u postpartalnom periodu, kako napreduje laktacija, taj uticaj se ispoljava samo na
koncentraciju NEFA u krvi. Neki istrazivaci su ranije istakli da insulin kod prezivara, za
razliku od monogastri¢nih Zivotinja, prvenstveno reguliS§e metabolizam masti (Faulkner i
Pollock, 1990; Besong, 1996; Hayirli, 2006). To potvrduju i ovi rezultati, s obzirom, da
smanjena osetljivost tkiva na insulin kod ugojenih krava ne utie na koriSéenje glukoze
kada to postaje prioritetna potreba mle¢ne zlezde. Sve u svemu, ovi rezultati dobrim delom
podrzavaju polaznu pretpostavku da gojaznost krava u periodu zasu$enja uti¢e na promene
u osetljivosti tkiva na insulin koje time najverovatnije predisponiraju zivotinje ka
smanjenom unosu suve materije obroka i visSim koncentracijama NEFA u krvi neposredno
posle teljenja. Na taj nacin nepovoljno uti¢u i na sposobnost krava da se adaptiraju na

negativan bilans energije u uslovima visoke proizvodnje mleka.

6.2. Zamascenje jetre i dijametar adipocita

U ispitivanjima koja su obavljena u proteklom periodu dokazano je da, kod
visokomle¢nih krava, pre svega, holStajn rase, u peripartalnom periodu nastaju veoma
znacajne promene u energetskom metabolizmu (Bell, 1995; Drackley, 1999; Ingvartsen,
2006). Narocito se isti¢u izrazite promene u metabolizmu masnog tkiva, koje dovode do
povecanja koncentracije masnih kiselina u krvnoj plazmi, kao i nakupljanja masti u
¢elijama jetre (McNamara, 1995; Vernon, 2005). Sve to ukazuje na poja¢anu mobilizaciju
masti iz telesnih depoa, koje treba da posluze kao dopunski izvor energije u periodu oko
teljenja (Drackley 1 sar., 2001; Reynolds i sar., 2003). Kada je koli¢ina energije koja je
potrebna za uzdrzne potrebe i proizvodnju mleka jednaka koli€ini energije iz hraniva i
telesnih depoa, uspostavlja se fizioloski negativan bilans energije. U slu¢aju da je potrebno
viSe energije, nego Sto se dobija iz hrane i telesnih rezervi, nastaje patoloski negativan
bilans energije (Jorritsma i sar., 2003). Krajnji rezultat patoloSkog negativnog bilansa
energije je prekomerno nakupljanje masti u ¢elijama jetre, $to, neretko, predstavlja uzrok

bolesnih stanja koja su obeleZje peripartalnog perioda (Grummer, 1993; Samanc i sar.,
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2011). Medutim, jo$ uvek je otvoreno pitanje zasto u slucaju izrazitog nedostatka energije
organizam visokomlec¢nih krava, iako raspolaze znaCajnim koli¢inama jedinjenja bogatih
energijom, nije u mogucénosti da ih koristi, ve¢ se ona mobiliSu iz primarnog depoa (masno
tkivo) 1 transportuju u druga telesna tkiva (jetra, bubrezi, misi¢i 1 drugo) stvarajuci
alternativne depoe Stetne po zdravlje zivotinja. Upravo je ova nepoznanica bila predmet
istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije kako bi se $to je moguce vise doprinelo
rasvetljavanju sloZene etiopatogeneze ovog fenomena.

Uzroci zamascenja jetre su kompleksni i mnogobrojni (Morrow, 1979; Reid i sar.,
1986; Bobe i sar., 2004; Samanc i sar., 2010b). Cini se da od svih do sada poznatih &inilaca
gojaznost krava u zasusSenju predstavlja jedan od najznacajnijih. To je prvenstveno zbog
toga Sto je kod takvih zivotinja intenzitet lipomobilizacije u pozitivnoj korelaciji sa
koli¢inom masti u telesnim depoima, dok je kod krava optimalne telesne kondicije to skoro
uvek u korelaciji sa energetskim potrebama (Rukkwamsuk i sar., 1999; Dann i sar., 2006;
Douglas i sar., 2006; Samanc i sar., 2008). Za ovo postoji vise tumacenja, ali se najvise
istie da se prilikom enormnog povecanja koli¢ine masnog tkiva istovremeno 1
proporcionalno povecava i veli¢ina masnih ¢elija (Rosen i MacDougald, 2006; Hausman i
sar., 2009). To moZe da bude razlog Sto se u kriticnom periodu oko teljenja pojacava
lipoliti¢ka aktivnost i/ili osetljivost ovih ¢elija na delovanje lipolitickih ¢inilaca (McNamara
I Hillers, 1986; Peng, 2011), a smanjuje prema glukozi i insulinu (Rukkwamsuk i sar.,
1999). Ako se ima u vidu Ccinjenica da je uloga adipocita u luCenju leptina i
proinflamatornih citokina (Ehrhardt i sar., 2000; Chilliard i sar., 2001; Ohtsuka i sar., 2001;
Loor 1 sar., 2006) depo specificna, a za koje se zna da utiCu inhibitorno na apetit 1
osetljivost tkiva na insulin, onda postaje jasnije zasto kod ugojenih krava izostaje puna
kontrola mobilizacije masti iz telesnih depoa i lipogeneze u ¢elijama jetre.

Rezultati ispitivanja dijametra adipocita u subkutanom masnom tkivu kod ugojenih
i krava sa optimalnom telesnom kondicijom dobijeni u ovom istraZivanju su najbolja
potvrda napred iznetih shvatanja. Kod ugojenih krava u antepartalnom periodu dijametar
adipocita je bio skoro dvostruko veéi u poredenju sa vrednostima dobijenim kod krava
optimalne telesne kondicije. Medutim, u postpartalnom periodu dijametar adipocita je bio

priblizno isti, s tim da je kod ugojenih krava doSlo do smanjenja dijametra u odnosu na
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antepartalni period, a kod krava optimalne telesne kondicije dijametar se znacajno povecao.
Ovi rezultati zasluzuju posebnu paznju kako sa teorijskog tako i prakti¢nog aspekta jer
ukazuju na razlike u regulaciji prometa masti kod krava u periodu oko teljenja u zavisnosti
od stanja uhranjenosti, kao §to su u svojim eksperimentima pokazali i drugi autori
(Schoendberg 1 sar., 2012). Moze se re¢i da je paradoksalno Sto je kod krava optimalne
telesne kondicije dijametar adipocita znacajno veci postpartalno u odnosu na vrednosti u
antepartalnom periodu, jer je to potpuno u suprotnosti u odnosu na njihov energetski status.
Po svemu sude¢i kod krava optimalne telesne kondicije adipociti imaju sposobnost da
mogu da akumuliraju manje ili vece koli¢ine lipida, i tako igraju aktivnu ulogu u regulaciji
prometa ovih jedinjenja, pogotovo u uslovima kada nastaju izrazite promene u energetskom
metabolizmu. Ako se u obzir uzmu nivoi ekspresije proteina insulinskog receptora i
transportnih molekula za glukozu u telesnim tkivima dobijenim u istim fazama ispitivanja,
onda se moze proceniti da kod krava optimalne telesne kondicije nema ograni¢enja u
pogledu koriS¢enja energetskih prekursora. Takode, u prilog gore navedenoj tvrdnji o
ocuvanoj anaboli¢koj ulozi insulina u metabolizmu masti kod krava optimalne kondicije u
ovom periodu, govore i vrednosti izraCunatih i1 izvedenih parametara testa opterecenja
glukozom (AUCngra). Kod ugojenih krava kod kojih se adipociti jo§ u antepartalnom
periodu ispune mastima do krajnjih granica, zna¢ajno je povecana ekspresija gena za
apoptozu (Peng, 2011) o ¢emu svedoci i njihova masovna destrukcija (adipoliza) u ranom
postpartalnom periodu. Zbog toga njihova uloga se isklju¢ivo svodi na nekontrolisano
otpustanje masnih kiselina. Nasuprot tome, kod krava optimalne kondicije, adipociti u tom
istom periodu imaju presudnu ulogu u postizanju adekvatne ravnoteze izmedu intenziteta
lipogeneze 1 lipolize, ali ne samo u odnosu na trenutne energetske potrebe, ve¢ i
mogucnosti jetre i drugih tkiva da masne kiseline koriste kao izvor energije. U svakom
slucaju, dobijeni rezultati upravo potvrduju nalaze nekih autora da, promene u veli¢ini
adipocita koje su kod visokomle¢nih krava najve¢im delom uslovljene ishranom i/ili
energetskim statusom zivotinja, su odgovorne za regulaciju metabolizma lipida na nivou
masnog tkiva u peripartalnom periodu (McNamara, 1991; Rukkwamsuk i sar., 1999;
Chilliard i sar., 2001; Peng, 2011).
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U vezi sa ovim mogu se razmatrati i rezultati ispitivanja sadrzaja ukupnih lipida u
¢elijama jetre. Kao $to je ve¢ poznato jetra je organ u kome se odvija proces lipogeneze pa
zbog toga u peripartalnom periodu ima kljuénu ulogu u regulaciji energetskog
metabolizma. Da bi ostvarila ove i mnogobrojne druge funkcije, veoma je vazno da u ovom
periodu bude ouvan njen morfoloski integritet (gamanc 1 sar., 2008; Hammon 1 sar., 2009;
Kreipe i sar., 2011). Kod visokomle¢nih krava masna infiltracija i degeneracije hepatocita
je jedini patoloski proces koji naruSava njihovu funkcionalnu sposobnost u periodu oko
teljenja. Kao $to je ve¢ navedeno, od velikog broja mogucih etioloskih €inilaca, ¢ini se da je
gojaznost krava u periodu zasuSenja jedan od najvaznijih. U svetlu rezultata dobijenih u
ovom radu jasno se vidi da su ugojene krave daleko podloznije nastajanju poremecaja od
kojih je centralni i najvazniji problem zamascenje jetre. Kod ugojenih krava uklju¢enih u
ovaj ogled u najuzem periodu oko teljenja je ustanovljen znacajno veci stepen zamaséenja
jetre u poredenju sa nalazom kod krava optimalne telesne kondicije dobijenog u istom
periodu ispitivanja. To jasno pokazuje da se kod ugojenih krava proces prilagodavanja
odvija u neZeljenom pravcu. U prilog tome mogu da posluze i vrednosti albuminemije i
bilirubinemije dobijene u istim fazama ispitivanja kod ovakvih jedinki (Prodanovi¢ i sar.,
2010; Samanc i sar., 2011). Imajuéi u vidu da u tom periodu (od 10. dana antepartalno do
14. dana postpartalno) nije ustanovljena znacajna razlika u koncentraciji NEFA u krvi
ispitivanih krava ipak kod obe grupe je doSlo do porasta njihove koncentracije u krvi. Kod
ugojenih u proseku znacajno vise (za 0,35 mmol/L) nego kod krava optimalne telesne
kondicije (0,2 mmol/L). Opet malo je verovatno da je samo razlika u intenzitetu
lipomobilizacije uzrok veceg stepena zamasc¢enja jetre kod ugojenih krava. Verovatno da
postoje i drugi razlozi za to. U prvom podpoglavlju je na osnovu rezultata testova
opterecenja glukozom iznet stav da je kod ugojenih krava smanjena osetljivost perifernih
tkiva na insulin. Ako se posmatraju bazalne vrednosti insulinemije u sva Cetiri perioda
ispitivanja onda se moze videti da kod svih krava uklju¢enih u ogled dobijene vrednosti
slede ocekivani fizioloski trend, ali su one kod ugojenih krava znacajno vece sem 28. dana
antepartalno, kada razlika nije statisticki znaCajna. Ako se u obzir uzimaju vrednosti
glikemije dobijene u istim fazama ispitivanja kao i ekspresija proteina insulinskih receptora

u telesnim tkivima onda se moze proceniti da je kod ugojenih krava koris¢enje energetskih
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prekursora ograniceno. To neminovno dovodi do toga da iz sistemske cirkulacije u ¢elijama
jetre pristizu vece koli¢ine NEFA, pogotovo onda kada je njihova koncentracija u krvi
znacCajno veca od fizioloske vrednosti (Drackley i sar., 2001). Medutim, to isto moze da se
dogodi i kada je koncentracija NEFA u granicama fizioloskih vrednosti. Tako na primer, na
deset dana antepartalno kada je koncentracija NEFA priblizno ista kod obe grupe krava,
kod ugojenih krava jo§ u ovom periodu je ustanovljen veéi stepen zamascéenja jetre nego $to
je to bio slucaj kod krava optimalne telesne kondicije. U isto vreme kod ugojenih krava je
ustanovljena znacajno veca koncentracija insulina i glukoze u krvi, $to potvrduje tezu da
kod ugojenih krava zbog rezistencije tkiva na insulin postoje svi uslovi da znacajno vece
koli¢ine NEFA mogu da pristizu i prekomerno opterete ¢elije jetre. To neminovno dovodi
do zastoja u prometu masti i njihovog progresivnog nakupljanja u éelijama jetre.

Po svemu sude¢i, prekomerno nakupljanje masti u telesnim depoima, o ¢emu
svedoc€i znacajno veci dijametar adipocita kod ugojenih krava, predstavlja poremecaj koji
moze da bude odgovoran za nekontrolisanu mobilizaciju masti u ranom postpartalnom
periodu. Ako se tome doda i podatak da kod ugojenih krava postoji odreden stepen
rezistencije perifernih tkiva na insulin, onda postaje jasnije zasto se kod ovih Zivotinja u
masnom tkivu postpartalno intenzivnije odvija proces lipolize, a u Celijama jetre NEFA
dospevaju u koli¢inama koje prevazilaze njihov metabolicki kapacitet. Prakti¢no receno, po
sredi su dva povezana mehanizma. Prvo, adipociti kod ugojenih krava postpartalno veoma
malo mogu da doprinose uravnotezenju prometa masti, a sa druge strane, zbog prisutne

rezistencije tkiva na insulin zna¢ajno vece koli¢ine ovih jedinjenja dospevaju u Celije jetre.

6.3. Ekspresija proteina insulinskih receptora i transportnih molekula za

glukozu u misiénom i masnom tkivu

Insulinska rezistencija se definiSe kao stanje u kome ,trenutna koncentracija
insulina u krvi proizvodi manji bioloski odgovor od normalnog* (Kahn, 1978). Bioloski
efekti insulina razlikuju se u zavisnosti od tkiva na kojima ovaj hormon deluje, ali je opste

prihvaceno da se u stanju insulinske rezistencije smanjuje lipogeneza i koriS¢enjenje
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glukoze u perifernim tkivima, uz istovremeno povecanje lipolize i koncentracije glukoze u
krvi (Bell i Bauman, 1997; Cunningham i Klein, 2007). Veliki broj studija je izvestio o
smanjenoj osetljivosti tkiva na insulin u visokom graviditetu i ranoj laktaciji kod krava,
pogotovo visokomle¢nih rasa (Shingu i sar., 2002; Dann i sar., 2006; Hammon i sar., 2007;
Terao i sar., 2010). Ovaj fenomen se smatra jednim od glavnih obelezja procesa
prilagodavanja organizma krave u uslovima poveéanih potreba u energetskim
prekursorima. Prema podacima iz literature, kao i rezultata postignutom u ovom radu,
stanje uhranjenosti zivotinja u periodu oko teljenja u znacajnoj meri uzajamo deluje sa
stepenom osetljivosti tkiva na insulin i/ili sposobnosti krava da se adaptiraju na predstojecu
laktaciju. Preciznije receno, kod ugojenih Zivotinja zbog jace izrazene neosetljivosti tkiva
na insulin to moZze da bude predisponiraju¢i faktor u nastajanju bolesnih stanja koje
karakteriSe naruSen morfoloski i funkcionalni integritet mnogobrojnih organa i organskih
sistema (Holtenius i sar., 2003; Ingvartsen, 2006; Jaakson i sar., 2013). Etiopatogeneza
insulinske rezistencije goveda je joS uvek nedovoljno rasvetljena i u nekim pojedinostima
nepoznata (Hayirli, 2006). Tako, mehanizam koji preovladava Cesto nije moguée sa
sigurno$c¢u utvrditi, ali se generalno smatra da su poremecaji na vise nivoa odgovorni za
razvoj ovog patofizioloSkog stanja. Prvo, smanjena i/ili suprimirana funkcionalna
sposobnost B ¢elija pankreasa je u svakom slucaju jedan od ¢inilaca koji moze da dovede
do ovog poremecaja (Ingvartsen i Andersen, 2000; Pires i sar., 2007). Alteracije na nivou
receptora su takode moguci razlog za smanjenje insulinskog odgovora i/ili senzitivnosti
tkiva na insulin (Vernon i sar., 1981; Holtenius i sar., 2003). Neretko, dolazi do promena na
post-receptorskom nivou, kada nastaju greske u transdukciji insulinskog signala i/ili
translokaciji GLUT molekula na membranama ciljnih ¢elija (Herzog, 2001; Kréft, 2004;
Sadri i sar., 2010). U okviru ove doktorske disertacije u najuzem periodu oko teljenja
ispitivana je zastupljenost proteina receptora za insulin i glukoznog transportera (GLUT 4)
u ¢elijama miSi¢nog 1 masnog tkiva sa ciljem boljeg razumevanja mehanizama insulinske
rezistencije kod visokomle¢nih krava sa razli¢itim stanjem uhranjenosti.

Rezultati ispitivanja zastupljenosti proteina receptora za insulin i GLUT 4 molekula
U misi¢nom i masnom tkivu na deset dana pre teljenja i 14. dana posle teljenja dobrim

delom objasnjavaju one dobijene tokom izvodenja testova opterecenja glukozom, kao i
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Ispitivanja dijametra adipocita i sadrzaja ukupnih lipida u jetri. Dobijeni rezultati su
pokazali da su razlike u stepenu osetljivosti perifernih tkiva na insulin izmedu ispitivanih
grupa krava posledica pre svega promena na receptorskom nivou. Naime, kod ugojenih
krava, za razliku od krava sa optimalnom telesnom kondicijom, je ustanovljena znacajno
manja koli¢ina proteina insulinskog receptora u ¢elijama misSi¢nog tkiva na deset dana pre
teljenja. Sa druge strane, moze se re¢i da su iznenadujuci rezultati kada je u pitanju
zastupljenost proteina GLUT 4 molekula u mis$i¢nim ¢elijama kod ugojenih krava, jer su u
suprotnosti u odnosu na njihov receptorski status. Naime, kod njih je u ovom periodu
ustanovljen znacajno veci nivo ekspresije glukoznog transportera, pri ¢emu je istovremeno
vazno naglasiti da je koncentracija glukoze, kako na pocetku ispitivanja, tako i na kraju
izvodenja testa opterecenja, bila znacajno veca u poredenju sa kravama koje su imale
optimalnu telesnu kondiciju. lako izmedu dve grupe krava nisu ustanovljene statisticki
znaCajne razlike, ekspresija proteina insulinskog receptora i glukoznog transportera u
miSi¢nim ¢elijama 14. dana posle teljenja pokazuje istovetnu tendenciju kao i deset dana
pre teljenja. U skladu sa napred navedenim, moze da se zapazi da rezultati isptivanja vezani
za ekspresiju insulinskog receptora i GLUT 4 molekula u misi¢énim ¢éelijama u potpunosti
korespondiraju sa vrednostima koncentracije insulina u krvi krava u istim fazama
ispitivanja. Drugim re¢ima, kako je insulin pozitivan regulator procesa transkripcije i
translokacije GLUT 4 molekula u insulin-zavisnim tkivima (Komatsu i sar., 2005; Kuhla i
sar., 2011), razlika u nivou ekspresije GLUT 4 molekula u miSi¢énim celijama izmedu
ispitivanih grupa krava moze se objasniti razlikama u vrednosti insulinemija u ovom
periodu. Medutim, kako je ve¢ istaknuto, u isto vreme kod ugojenih krava ukljucenih u ovaj
ogled je ustanovljena znacajno veca koncentracija glukoze u krvi $to moze da ukaze na
poremecaje na nivou translokacije GLUT 4 molekula na membranama miSiénih ¢elija kod
ovakvih jedinki. Istovetni nalazi se dijagnostikuju i kod ljudi obolelih od dijabetesa tipa 2
(Zierath 1 sar., 1998), §to je u skladu sa ve¢ navedenim glediStem da je ovo patofiziolosko
stanje zapravo glavni razlog inace smanjene senzitivnosti (relativne neosetljivosti) tkiva na
insulin kod prezivara (Duhlmeier i sar., 2005). U svakom slucaju, smanjena efikasnost
insulina u pogledu stimulisanja utilizacije glukoze od strane perifernih tkiva kod ugojenih

krava u ovom periodu moze da se tumaci rezultatima dobijenim ispitivanjem ekspresije
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proteina receptora za insulin. Upravo ovaj nalaz potvrduje hipotezu da, kod krava koje su
tokom perioda zasusSenja hranjene ve¢om koli¢inom krmnih smesSa i/ili ugojenih krava,
poremecaji u metabolizmu glukoze u periodu oko teljenja su posledica hroni¢ne-dugotrajne
hiperinsulinemije koja tokom perioda zasu$enja mehanizmom negativne povratne sprege
(down-regulation) regulise ekspresiju proteina insulinskih receptora (Holtenius i sar., 2003;
Jaakson i sar., 2013).

U vezi sa ovim mogu se razmatrati i rezultati ispitivanja ekspresije proteina
insulinskog receptora i GLUT 4 molekula u ¢elijama subkutanog masnog tkiva. Od ranije je
poznato da se tranzicioni period karakteriSe pojavom izrazitih promena u metabolizmu
masnog tkiva koje se ogledaju u smanjenju senzitivnosti i/ili insulinskog odgovora,
suprimiranoj lipogenezi i intenzivnoj lipolizi (Drackley, 2000; Vernon, 2005). Danas se
smatra da su promene u veli¢ini adipocita odgovorne za navedene promene u metabolizmu
lipida 1 tesno su povezane sa mnogobrojnim poremecajima metabolizma kao S$to su
insulinska rezistencija i masna jetra (Chilliard i sar., 2001; Peng, 2011). Kao §to je ve¢
navedeno, od velikog broja mogucih faktora ¢ini se da je energetski status krava, koji je
najve¢im delom uslovljen ishranom krava u periodu zasuSenja, jedan od najvaznijih.
Mnoge strategije ishrane visokomle¢nih krava su upravo osmiSljene da reguliSu
metabolizam masnog tkiva sa ciljem da povecaju produktivnost, a smanje ucestalost
poremecaja metabolizma (Holcomb i sar., 2001; Agenas i sar., 2003; Holtenius i sar., 2003;
Dann i sar., 2006; Janovick i sar., 2011; Schoendberg i sar., 2012). U svetlu dobijenih
rezultata u ovom radu jasno se vidi da je kod ugojenih krava uklju¢enih u ovaj ogled u
antepartalnom periodu oCuvana senzitivnost masnog tkiva na insulin, koja je verovatno
odgovorna za razlike u dijametru adipocita izmedu dve grupe krava. Naime kod njih je na
deset dana pre teljenja ustanovljen znafajno veéi nivo ekspresije proteina GLUT 4
molekula u poredenju sa nalazom kod krava optimalne telesne kondicije. U isto vreme
izmedu ispitivanih grupa krava nisu ustanovljene znacajne razlike u nivou ekspresije
proteina receptora za insulin. U tom pogledu, opravdano je spekulisati da je status
glukoznog transportera regulisan dodatnim mehanizmom, verovatno dostupnoscu supstrata,
bududéi da je znacajno veca koncentracija glukoze u krvi ustanovljena kod ovakvih jedinki.

Medutim sa po¢etkom laktacije nastaje dijametralno suprotna situacija kod ugojenih krava.
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Naime, kod njih je 14. dana posle teljenja ustanovljena znac¢ajno manja ekspresija GLUT 4
molekula, pri ¢emu je receptorski status bio priblizno isti kao i deset dana pre teljenja.
Danas se smatra da je masno tkivo jedno od najvaznijih mesta homeoretske kontrole u
peripartalnom periodu, i da se hormonalne promene u periodu oko teljenja u mnogome
odrazavaju 1 na metabolizam masnih kiselina, utilizaciju glukoze i osetljivost na
homeostatske i homeoretske uticaje (Bell i Bauman, 1997; Ingvartsen, 2006; Cunningham i
Klein, 2007). Stoga, imajuci u vidu rezultate dobije za vrednosti NEFA u Krvi ispitivanih
grupa krava, ovaj nalaz se moZe objasniti antiinsulinskim efektom hormona rasta na
metabolizam lipida i utilizaciju glukoze u ¢elijama masnog tkiva, mehanizmima koji su ve¢
navedeni u podpoglavlju 6.1. Takode nije isklju¢eno da su promene u ekspresiji GLUT 4
molekula kod ugojenih krava u najuzem periodu oko teljenja posledica endokrine i uloge
adipocita u lucenju proinflamatornih citokina, za koje je dokazano da su depo specifi¢ne
(Chilliard i sar., 2001; Loor i sar., 2006; Peng, 2011). U svakom slu¢aju, ovim nalazom
mogu se tumaciti razlike u intenzitetu lipomobilizacije izmedu ispitivanih grupa krava u
postpartalnom periodu. Naime, iako glukoza nije primarni supstrat u procesu lipogeneze
kod prezivara, ona je neophodna za reesterifikaciju prispelih i/ili masnih kiselina
mobilisanih u adipocitima (Rukkwamsuk i sar., 1999; Drackley, 2000).

Iako se moZe smatrati da se u osnovi rezistencije tkiva na insulin kod ugojenih
krava nalazi stanje hiperinsulinemije, izgleda da ovaj fenomen pokazuje tkivno specifi¢nu i
lokalizacijsku distribuciju u antepartalnom i postpartalnom periodu kod ovakvih jedinki. Po
svemu sude¢i inicijalne promene u senzitivnosti tkiva na insulin nastaju u celijama
miSi¢nog tkiva, o Cemu svedo¢i znaCajno manja zastupljenost proteina insulinskog
receptora kod ugojenih krava u antepartalnom periodu. Sa druge strane, ekspresija GLUT 4
molekula moze da bude odgovorna za metabolicke dogadaje u ¢elijama masnog tkiva u

peripartalnom periodu kod ugojenih krava.
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7.0. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata dobijenih u ovom radu mogu da se izvedu sledeéi zakljucci:

1. Ugojenost krava u periodu zasusenja i stepen osetljivosti tkiva na insulin pre i posle
teljenja, imaju kljucni uticaj na sposobnost krava da se prilagode na negativan bilans

energije koji nastaje na pocetku laktacije.

2. Sa priblizavanjem partusa kod ugojenih krava smanjuje se osetljivost tkiva na insulin.
Blagi stepen rezistencije nastaje na sredini perioda zasuSenja, a najizraZenija odstupanja
nastaju u poslednjim danima graviditeta i neposredno posle partusa kada se pojacava stepen
insulinske rezistencije. Sve to dovodi do neadekvatne adaptacije zivotinja na visoku

mle¢nost.

3. U antepartalnom periodu ne nastaju znacajne promene u aktivnosti B-Celija pankreasa,
ve¢ promene nastaju u pogledu osetljivosti perifernih tkiva na insulin (misi¢no i masno
tkivo). Pored promena u koriS¢enju glukoze, nastaju izrazite promene u metabolizmu
masnog tkiva prac¢ene porastom koncentracije masnih kiselina u cirkulaciji Sto predstavlja

neposrednu opasnost za morfoloski 1 funkcionalni integritet jetre.

4. Promene u insulinskoj regulaciji metabolickih funkcija kod ugojenih krava stvaraju
povoljne uslove da se proces lipomobilizacije odvija intenzivnije nego kod krava optimalne
telesne kondicije i u skladu sa koli¢inom masti u telesnim depoima, a ne stvarnim

energetskim potrebama organizma.

5. Kod ugojenih krava zbog prekomernog nakupljanja masti u telesnim depoima
istovremeno 1 proporcionalno se povecava i veli¢ina masnih ¢elija. To je razlog Sto se u
kriticnom periodu oko teljenja pojacava lipoliticka aktivnost 1 osetljivost ovih Celija na
delovanje lipolitickih hormona. Zbog toga izostaje puna kontrola mobilizacije masti iz

telesnih depoa i lipogeneze u ¢elijama jetre.
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6. Zastupljenost proteina receptora za insulin 1 transportera glukoze (GLUT 4) u ¢elijama
misSi¢nog 1 masnog tkiva pokazuju da razlike u stepenu osetljivosti na insulin izmedu
ugojenih i krava optimalne telesne kondicije su pre svega posledica promena na

receptorskom nivou.

7. Prekomerno nakupljanje masti u telesnim depoima i nastala rezistencija tkiva na insulin
imaju za posledicu intenziviranje procesa lipolize i priliv slobodnih visih masnih kiselina u
¢elijama jetre koji prevazilazi njihov metabolicki kapacitet. Kao posledica toga nastaje veci

stepen zamascéenja jetre, $to se posebno ispoljava u ranom postpartalnom periodu.
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