UNIVERZITET U NOVOM SADU
POLJOPRIVREDNI FAKULTET NOVI SAD
DEPARTMAN ZA VETERINARSKU MEDICINU

UTICAJ NIACINA NA LIPIDNI PROFIL I METABOLICKU
ADAPTACIJU KRAVA U RANOJ LAKTACIJI

DOKTORSKA DISERTACIJA

Kandidat:

Mentori:
Doc.dr Marko Cincovié¢ Talija Hristovska

Prof.dr Dragica Stojanovi¢

Novi Sad, 2017



SADRZAJ

LUUWVOD .ttt ettt e h e s a e sttt e bt e bt e s bt e s he e s at e et e e bt e eheeehtesateeabe e be e bt e saeeeateeateetean 4
2. PREGLED LITERATURE ...ttt ettt sttt st st st et e be e sbe e st sabesbeenbeens 6
2.1 Metaboli¢ke promene u peripartalnom periodu kod krava sa posebnim aspektom na metabolizam

[T Lo - R TSSOSO TP T O PR PR TSSO 6
2.1.1 Negativan energetski DHANS ...........ooeiiiiriiie e 7
2.1.2 Metabolizam lipida u peripartalnom PEriodU ..........cceerirerierieieieeeerese e 9

2.2 Faktori koji uticu na lipidnu mobilizaciju i ketogenezu kod krava u peripartalnom periodu. .......... 15
2.2.1 Uticaj genetske predispozicije na lipidnu mobilizaCijU..........ccoeeveveieeciineniececeeese e, 15
2.2.2 Uticaj telesne kondicije na lipidnu mobilizaCiju.........ccccoeevveiieieieiieiseeee e, 16
2.2.3 Uticaj hormonskih promena na lipidnu MobiliZaCiju........cc.coveveieinenenineneeceeeeeeeee e 17
2.2.4 Insulinska rezistencija i transSport QIUKOZE ..........c.ooeveririenieieicee e 20

2.3 Uticaj lipidne mobilizacije 1 ketogeneze na metaboliCke parametre..........cceveereereerieeenieenieesieesinens 22
2.3.1. Uticaj NEFA u nastanku inSUliNSKe reZiStENCIJE.......cceeeevieiieieriesieee ettt 22
2.3.2 Uticaj NEFA Na gIUKONEOGENEZU .......ocvieueeiecieeieeiecteetee ettt sttt ettt e b e 23
2.3.3 Uticaj NEFA na metabolizam masnih kiselina i triglicerida............ccccoovvveeecenieciiiciececeenen, 24
2.3.4 Uticaj lipolize i ketogeneze na metabolicke parametre U KIVi ........cccovevevenienienieinincnencnieen 25

2.4 Adaptacija adipocita i hepatocita na peripartalni Period..........cceevveevieriecerecee e 27
A Ao P o] v ol = To [ o Lo Lo | U SR 28
2.4.2 AdaptacCija NBPALOCITA. ......c.cceeierietieeecteeee ettt st et e st e e e e steebeebesteessebeeanebesreennas 29

2.5 Farmakokinetika i farmakodinamika niacina kod preZivara..........ccecceeveeveeneeneiniienseeneesee e 31
2.5.1 FiziCka i hemijska SVOJStVA NIACING.........cccuevuieieieitieieite ettt ettt st s 31
2.5.2 FOIMME NMIACING. ... veueeteneeteietet ettt ettt b et b et bbb e b s s 33
2.5.3 Absorbcija i distribucCija NIACING .........cceeveriiiiecececee e 34
2.5.4 Sinteza, metabolizam i eliminacija nikotinamid nulkeotid koenzima............cccccevecirinencnienne. 37

2.6 Uticaj aplikacije niacina na metabolicke parametre kod krava u ranoj laktaciji..........cccceceeverenenne 40

2.7 Efekti niacina na laktacione PefOormanse ..........cooeiierieieeee et 45

3. HIPOTEZE ISTRAZIVANIA ...ccooivimtrireeimeesisesseses s s ssssesssses st ssss st sssesssessssessssnsees 47



4. MATERIJAL I METODE ...ttt ettt et ettt st st st e bt e sae e st e eaeeeee s 48
D REZULT AT Lttt st ettt et e e s bt e sht e s ate st e et e e be e bt e sbeesateeateeteesbeesaaesaeenas 53
5.1 Uticaj aplikacije niacina na vrednost njegovih vitamera U KrVi........cccccevveveeveieeceseeviece e, 53
5.2 Uticaj aplikacije niacina na lipidni profil krava, glukozu, insulin i indekse insulinske rezistencije.61
5.3 Uticaj aplikacije niacina na vrednost ostalih metaboliCkih parametara..........ccccccoceerverveineenicnncne 79

5.4 Uticaj aplikacije niacina na povezanost metabolickih parametara sa stepenom lipolize i ketogeneze

................................................................................................................................................................ 94
5.5 Uticaj aplikacije niacina na proizvodnju mleka kod krava u ranoj laktaciji ...........c.cceeevvevverrennenen. 98
5.6 Uticaj statusa niacina na morfometrijska svojstva hepatocita i adipoCita...........ccocevvevieverenerenennene 99
B.DISKIUSIIA ..ottt ettt et s et b b s et b e ket et s e b e s et s et ene et ebese et ebenenenas 102
6.1 Uticaj aplikacije niacina na vrednost njegovih vitamera U KrVi.........ccccocevevenenenienieneencncncsenee 102
6.2 Uticaj aplikacije niacina na lipidni profil krava, glukozu, insulin i indekse insulinske rezistencije
.............................................................................................................................................................. 104
6.3 Uticaj aplikacije niacina na vrednost ostalih metaboli¢kih parametara............cccoeveeveeneerieenseennnen. 110

6.4 Uticaj aplikacije niacina na povezanost metabolickih parametara sa stepenom lipolize i ketogeneze

.............................................................................................................................................................. 112
6.5 Uticaj aplikacije niacina na proizvodnju mleka kod krava u ranoj 1aktaciji .........ccccceevvrevrrvenrnnnnne. 115
6.6 Uticaj statusa niacina na morfometrijska svojstva hepatocita i adipocCita...........c.cceeveveeeeveecreenenne. 117
T ZAKLIUCC ..ottt es s8££ttt 102
BLLITERATURA Lttt b e bt s at e st e e e et e e e bt e sheesaeesabe e be e be e bt eabeeemeeemeeeateentean 121
O.BIOGRAFIJA AUTORA ... ettt ettt ettt st ettt e bt e b s bt et e st e st et e sbeebesbeemeenbesaeenes 139



1.UvOD

Peripartalni ili tranzicioni period se definiSe kao period 3 nedelje pre i 3 nedelje posle
teljenja 1 najkriticnija je faza u laktacionom ciklusu. Ovaj period se karakteriSe znacajnim
smanjenjem u uzimanju hrane i negativnim energetskim bilansom i lipidnom mobilizacijom koja
dovodi do povecanja koncentracije neesterifikovanih masnih kiseline (NEFA) u krvi i poveéanu
sadrzinu triglicerida (TGC) u jetri uz mobilizaciju proteina i endokrinoloske promene zbog
podrske partusa i laktogeneze. Ovaj period je najizazovniji 1 najrizi¢niji period u proizvodno-
reproduktivnom ciklusu visokomle¢nih krava, jer su krave u stanju izrazitog stresa zbog
intenzivnih endokrinih i metabolickih promena, koja prate telenje i pokretanje laktacije.> U toku
ovog vremenskog okvira, metabolizam gravidnih krava ili krava u laktaciji suoc¢ava se sa nizom
promena u homeostazi sa hormonalnim promenama i metabolickim stresom. U ovom periodu
organizam favorizuje katabolicke procese u tkivima da bi se omoguéilo kontinuirano
snabdevanje mleéne Zlezde sa potrebnim prekursorima. Mle¢na zlezda kod viskoko mle¢nih
krava ima veliku potrebu za glukozom, jer koli¢ina proizvedenog mleka prvensteveno zavisi od
stepena sinteze laktoze u éelijama mleéne Zlezde.” Zbog toga se u jetri intenzivira proces
glukoneogeneze, a u masnom tkivu intenzivira se proces lipomobilizacije. Jedna od najvaznijih
promena sa kojim se suofava organizam je promena u masnom tkivu gde je zbog smanjenog
unosa hrane smanjen priliv nutrienata za sintezu i skladiStenje masti, a lipidne rezerve su ve¢ u
mobilizaciji.

U govedarskoj proizvodnji se intenzivno ispituju razlicite strategije 1 mogucnosti da se
lipomobilizacija, ketogeneza ili inflamacija u ovom periodu ublaZe i stave pod kontrolu. Niacin
je vitamin sa antilipolitiCkim delovanjem, ¢iji vitamer nikotinska kiselina znacajno utiu na
stepen lipomobilizacije tako $to je smanjuju. Antilipoliticko delovanje niacina uglavnom je bio
predmet istrazivanja brojnih studija u pro§lom veku u humanoj i veterinarskoj medicini. Carlson
(2005)? je opisao niacin kao jedinjenje sa dva lica jedno je vitamin a drugo je lek za regulisanje
lipidnog tkiva. Nova brojna istrazivanja ukazuju na pozitivne efekte upotrebe farmakoloske doze
niacina na metabolizam i produkciju kod visokomlenih krava u peripartalnom period.*>®
Niacin odnosno njegov vitamer nikotinamid je reaktivna polovina nikotinamid adenin
dinukleotida (NAD) 1 nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADP), koji u¢estvuju u brojnim

metaboli¢kim redoks reakcijama u organizmu, zbog ¢ega je njihov znacaj izuzetno veliki.



Smatra se da kod krava postoji dovoljna koncentracija niacina zbog aktivnosti
mikrobioloske flore buraga. Ipak, da bi mikroflora mogla da obezbedi dovoljnu koli¢inu niacina
potrebno je da se obezbedi dovoljno prekursora iz hrane. Napomenuli smo da u tranzicionom
periodu krave unose daleko manje hrane nego sto je potrebno, sa znacajnim opadanjem apetita u
periodu neposredno pre i posle teljenja, Sto povecava potrebe za dodavanjem niacina kod krava u
hranu u peripartalnom periodu.

Cilj ove disertacije je da se ispita uticaj aplikacije niacina na metabolizam lipida u
peripartalnom periodu, da se utvrdi da li aplikacija niacina utice na insulinsku rezistenciju, vezu
izmedu metabolickih parametara i lipolize 1 ketogeneze 1 uticaj aplikacije niacina na koncetracije
NAD-a i NADP-a. Predpostavka je da se upotrebom niacina moze ublaziti prekomerna
lipomobilizacija i keotgeneza kod peripartalnih krava kao i metaboli¢ka adaptacija, koja nastaje
kao posledica lipolize i ketogeneze. Pored navedenog, bi¢e utvrdeno da li su NAD i NADP

korisni pokazatelji statusa niacina kod krava u ranoj laktaciji.



2. PREGLED LITERATURE

2.1 Metabolicke promene u peripartalnom periodu kod krava sa posebnim aspektom na
metabolizam lipida

Kontrola metabolizma tokom graviditeta i laktacije uklucuje dva tipa fizioloSke regulacije
- homeostazu i homeorezu.” Homeostatska kontrola podrazumeva odrzavanje fizioloskog
ekvilibriuma ili odrzavanje fizioloske sredine u kojoj se odvijaju fizioloski procesi i svaka
promena brzo se uklanja. Homeoreza je koordinisana promena u metabolizmu neophodna za
podrsku fizioloskog stanja. NajizraZeniji primer homeoreze je kod mle¢nih krava gde iniciranje
laktacije znacajno menja metabolizam mnogih tkiva krave u cilju snabdevenosti mle¢ne zlezdae
hranljivim materijama potrebnih za sintezu mleka. Bell (1995)° je opisao tri karakteristike koje
prate homeorezu tokom ovog perioda a to su: mobilizacija energetske rezerve, endokirine
promene koje odrzavaju laktogenezu i izmenjena osetljivost na insulin.

Neposredno pre partusa i u prvim danima laktacije dolazi do metaboli¢kih i hormonalnih
promena u organizmu radi podrSke laktacije. U peripartalnom periodu znacajno su povecane
potrebe u hrani i energiji, ali porast produkcije mleka u ranoj laktaciji nije propracen Sa
slobodnim pove¢anjem uzimanja hrane, zbog Cega se krava u toku rane laktacije nalazi u
negativnom energetskom bilansu (NEB). Mle¢ne krave moraju da mobilisu telesne rezerve
uglavnom masti, da bi se nadoknadio gubitak energije preko mleka. Kao adaptaciju, organizam
ulazi u homeoretske promene u hormonalnoj regulaciji u cilju podrske laktaciji, §to dovodi do
preusmeravanja hranljivih materija, uglavnom iz masnih rezervi ka mle¢noj Zlezdi

Promene metabolizma koje prate peripartalni period kod mle¢nih krava su: intenziviranja
procesa glukoneogeneze u jetri, snizena koncentracija glikoze, restrikcija u potrosnji glukoze u
perifernim tkivima, mobilizaciju lipida iz masnih depoa uz povisenu koncentraciju
neesterifikovanih masnih kiselina kao alternativni izvor energije za ekstramamarna tkiva i
poveéana miSi¢na proteoliza. Hormonalne promene su: poveéena koncentracija kortizola (koja
pomaze lipomobilizaciju i glukoneogenzu), povisena koncentracija hormona rasta (koja
omogucuje povecanu upotrebu hranljivih materija u mlec¢noj zlezdi i dovodi do pada osetljvosti
na insulin), snizena koncentracija IGF-l (zbog snizenog anabolickog efekta hormona rasta u

perifernom tkivu uprkos njegovoj povecanoj koncentraciji) i snizena koncentracija insulina (koja
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nastaje zbog smanjenog unosa hrane i smanjene receptorske osetljivosti). Nekoliko dana pre
partusa dolazi do pada koncentracije insulina i njegovo odrZavanje na niskom nivou u prvih
desetak dana laktacije. Metabolicki efekti iz ovih promena su poveéana dostupnost glukoze i
aminokiselina do fetusa i mlecne zlezde dok do perifernih tkiva dospeva veca koli¢ina NEFA i

ketona.

2.1.1 Negativan energetski bilans

U peripartalnom periodu dolazi do naglog povecanja potreba u hranljivim materijama
neophodnih za razvoj ploda i sintezu mleka, kao i do prilagodavanja brojnih metabolickih
procesa i ostalih telesnih funkcija novonastalom metabolickom stanju. U toku poslednje 3
sedmice graviditeta, potrebe hranljivih materija za fetus i placentu su najizrazenije, a uzimanje
suve materije hrane se smanjuje za 10 do 30 % uporedeno sa uzimanjem suve materije U toku
ranog zasuienja krave.® Dakle, glavne fizioloske promene u organizmu majke se odvijaju da bi
se obezbedilo dovoljno nutrienata za tele, prenatalno i postnatalno. Budu¢i da proizvodnja mleka
naglo poraste od nulte vrednosti do koli¢ine adekvatne za prehranu mladunceta, samo
prilagodavanje mora biti brzo, zbog ¢ega se Cesto javlja izrazena nesrazmera izmedu potreba i
mogucnosti prilagodavanja. Sa druge strane u industriji proizvodnje mleka ovaj period laktacije
se koristi za selekciju krava na proizvodnju mleka, pa se pravi jo§ veci selekcijski pritisak na
krave, daju¢i akcenat na proizvodnju mleka, a u znacajno manjoj meri sposobnoscu
prilagodavanja metabolizma krava, §to dovodi do brojnih problema u ranoj laktaciji 1 brojnih
deficitarnih stanja. Pik laktacije ocekuje se od 4.-8. nedelje, a najveci unos suve materije obroka
se postize posle 10.-22. nedelje posle partusa .° Negativan energetski bilans kod mle¢nih krava je
najizrazeniji oko 14. dana laktacije, a isti autor navodi da to moze trajati i do 72. dana laktacije.™
Tokom rane laktacije, koli¢ina energije, koja je potrebna za odrzavanje telesnih tkiva i
proizvodnju mleka premasuje koli¢inu energije, koju krava moze da dobije iz hrane. Kao rezultat
ove pojave, javlja se negativan energetski bilans (NEB). Indikatori koji ukazuju da se mle¢ne
krave postpartum nalaze u negativnom energetskom bilansu su: povisena koncentracija plazma
NEFA, povisena koncentracija beta-hidroksi butirata (BHB), smanjena koncentracija glukoze,
smanjena koli¢ina insulina i insulin-slicanom faktoru-1 (IGF-1), smanjena koncentracija leptina ,

zamaséenje jetre zbog akumulacije triglicerida u jetri i smanjen indeks telesne kondicije (BCS).
8,11,12



Za kompenzaciju negativnog energetskog bilansa, mobilisu se telesne rezerve, oko
0.6kg/na dan masti i 0.04 kg /na dan proteina u prvih 8 nedelja posle teljenja.** Zbog
nemogucnosti zZivotnje da se adaptira na ove promene, u pocetku laktacije vrlo je ucestala pojava
metaboli¢kih poremecaj. Postpartalna metabolicka oboljenja medusobno su zavisna i obi¢no se
javljaju zajedno, sa velikim uticajem na plodnost Zivotinja. Sindrom masne infiltracije i
degeneracije jetre, ketoza, puerperalna pareza, mastitis, hipomagnezemija, acidoza rumena,
dislokacija abomazusa, laminitis, postpartalne infekcije i problemi sa plodnos¢u su najcesca
oboljenja, koja se mogu javiti kod mle¢nih krava u peripartalnom perio.** Dyk i sar. (1995)™ su
zabelezili da povecana koncentracija NEFA za vreme poslednjih 7 dana pre partusa je asocirana
sa povecanom incidencom ketoze, dislokacijom abomazusa i zadrSkom postelice ali ne i sa
pojavom mlecne groznice. Posledica ove pojave je smanjen zdravstveni kapacitet, dobrobit i
produktivnost krava.

Koli¢ina potrebne glukoze za proizvodnju 1 kg mleka je 72 g glukoze.'® Kod prezivara
najvec¢i deo uglenih hidrata koji dolazi sa ishranom fermentiSe se u rumenu, a samo mali deo
glukoze se apsorbuje iz digestivnog trakta. Zbog toga mle¢ne krave svoju potrebu za glukozom u
najve¢em delu zadovoljavaju sa glukoneogenezom- sintezom glukoze iz propionata,
aminokiselina, glicerola i laktata u jetri. U jetri se postpartalno intenzivira stepen
glukoneogeneze sa povecanjem ekspresije kljuénih enzima kao $to su piruvat karboksilaza i
fosfoenolpiruvat karboksikinaza.'” U periodu kada je unos hranljivih materija u organizmu
smanjen a potreba za energijom u mlecnoj zlezdi povecana, organizam mora da obezbedi
mle¢noj zlezdi dovoljnu koli¢inu energije da bi se odrzala perzistencija laktacije, $to ostvaruje na
nekoliko nacina, pomoc¢u metabolicke adaptacije, koja je omogucena hormonalnim promenima i
odgovora tkiva tim hormonalnim promenama. Povecavanje glukoneogeneze u jetri, troSenja
rezervi glikogena u jetri, povecavanje lipolize, katabolizam proteina, restrikcija u koris¢enju
glukoze u svim telesnim tkivima osim u mlecnoj Zlezdi su neki od alternativnih nacina kojima
organizam omogucuje potrebe mlecne Zlezde. Koncentracija hormona rasta se povecava za
vreme partusa sto povecava odgovor adipoznog tkiva na lipoliticke signale kao $to je delovanje
norepinefrina. Rezultat je povecano oslobadanje NEFA iz adipoznog tkiva, koja se u jetri
konvertuje u ketonska tela, koja se dalje upotrebljavaju kako alternativno gorivo za
ekstramamarna tkiva. Ketoni su alternativni izvor energije koji mogu zameniti glukozu u vise

tkiva, pa se glukoza moze Koristiti za sintezu mleka. Povec¢ana koncentracija somatotropina isto



tako povecava glukoneogenezu.18 Koncentracija kortikosteroida povecava se za vreme partusa,
kortikosteroidi povecavaju odgovor adipocita na delovanje ketoholamina 1 stimuliSu
glikogenolizu i glukoneogenezu.™® Niska koncentracija insulina u krvi i smanjena insulinska
Senzitivnost omogucuje uzimanje hranljivih materija od strane mamarne zlezde na insulin-
nezavistan nacin a insulin zavisna tkiva povecavaju oksidaciju masnih kiselina i smajuju

koris¢enje glukoze.

Cinioci koji uti¢u na uzimanje hrane i pojavu negativnog energetskog bilansa su brojne.
Telesna kondicija krava u toku telenja ima uticaja na uzimanje hrane, krave koje imaju vecu
telesnu kondiciju uzimaju hranu u manjim koli¢inama. Porast koncentracije neesterifikovanih
masnih kiselina $to nastaje kao rezultat povecane lipolize ima negativan efekat u uzimanju hrane,
insulinska rezistencija i homeoretsko delovanje hormona rasta smanjuje apetit kod krava.?
Visoke koncentracije cirkuliSuéih estrogena su vazan faktor u smanjivanju uzimanja suve
materija u periodu oko partusa.'? Povecana sekrecija adipocitokina TNFo i IL-6 (oni su
proinflamatorni citokini produkovani od strane razli¢itih celija) smanjuju apetit. Leptin je
adipokin koji reguliSe uzimanje hrane preko njegovog efekta na centralni nervni sistem, a

r e . . . . , . . o1
povecanje supresira uzimanje hrane i poveéava potro$nju energije.

Nekoliko istazivaca su pokazali da krave koje su selekcionisane za vecu proizvodnju
mleka, ve¢i deo raspolozive energije prerasprodeljuju ka proizvodnju mleka pre nego na rast
telesnih tkiva.”* %

Ovoj period negativnog energetskog bilansa je asociran i sa imunosupresijom,

peripartalnim oboljenjima i produzenim vremenom za prvu ovulaciju i prvu koncepciju.

2.1.2 Metabolizam lipida u peripartalnom periodu

Uloga masnog tkiva u metabolizmu krava je visestruka. Masno tkivo ima potpornu ulogu,
i pruza mehani¢ku zastitu, ucestvuje u regulaciji toplote, ¢elije masnog tkiva imaju i endokrinu
ulogu i masno tkivo predstavlja najveci endokrini organ. Adipozno tkivo igra vaznu ulogu kao
izvor energije organa u formi masnih kiselina i glicerola, u vreme kada dotok energije ne
zadovoljava potrebe organizma. Ova uloga masnog tkiva posebno je izraZzena za vreme

negativnog energetskog bilansa u toku peripartalnog perioda. Masno tkivo je jedan od glavnih



meta homeoretske kontrole u toku peripartalnog perioda kod krava. U kasnoj laktaciji i suSnom
periodu u organizmu krave dominiraju anabolic¢ki procesi i organizam skladsti trigliceride u
adipozno tkivo, koje je tada osetljivo na insulin, kao glavni antilipoliticki hormone koji u
¢elijama masnog tkiva smanjuje razlaganje triglicerida, i ubrzava sintezu masnih kiselina i
glicerola. Negativan bilans energije u ranoj laktacji dovodi do niza promena u metabolizmu, koje
imaju za posledicu intenziviranje katabolizma u masnom tkivu i mobilizaciju masti iz telesnih
rezervi. Ovo uklucuje razlaganje triglicerida, koji su skladirani u adipocite i oslobodenja
neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA) i glicerola. Mobilizacija adipoznog tkiva je
posredovana od sliénih enzima po funkcionalnosti MGL (Monoglyceride Lipase), HSL
(Hormone-Sensitive Lipase) i ATGL (Adipose Triglyceride Lipase).”* ATGL je inicijator
lipolize, a aktivnost HSL je vezana za diacilglicerol i MGL za monoacilglicerol. Povecana
aktivnost triacilglicerol lipaze primeéena je kada u krvi imaju niske koncentracije insulina . Sam
naziv hormon senzitivne lipaze ukazuje na to da hormoni kao §to su ketoholamini, ACTH i
glukagon stimuli$u aktivnost ove intracelularane neutralne lipaze. Aktiviranje HSL-a desava se
fosforilacijom rezidue serina (Ser563) na HSL proteinu . Fosforilacija rezultira pove¢anom
hidrolitickom aktivnos$cu, translokacijom HSL-a od citosola na povrSine lipidnih kapi i
povecéanim razlaganjem TAG-a u ¢elijama.?® Pokretanje procesa mobilizacije masnih kiselina iz
telesnih rezervi nije indukovana samo energetskim deficitom vec¢ nastaje i kao rezultat promene
neuroendokrine regulacije. Kontrola lipolize je kompleksna i involvira vise mehanizama.
Neuroendokrina regulacija uklucuje adrenergi¢nu stimulaciju ose B-receptori—adenilat ciklaza —
protein kinaze A—hormon senzitivna lipaza (slika 1).2° Hormonalne promene kao §to su niska
koncentacija insulina i glukagona smatra se da ima veoma vaznu ulogu u nastanku i odrzavanju
procesa mobilizacije masti, a smanjena insulisnka rezistencija kao znak smanjenja funkcioaninog
kapaciteta insulina ima veoma veliki znagaj.”’ Niska koncentracija insulina u krvi poveéava
aktivnost triacil glicerol lipaze i inhibira ulazak NEFA, glicerola i glukoze u adipocite, tako §to
smanjuje aktivnost lipoprotein lipaze (enzim koji hidrolizuje triacilglicerole u hilomikronima i
lipoproteinima niske gustine) i ekspresiju-translokaciju GLUT 4 molekula. Kada postoji
redukovana osetljivost na insulin ili niska koncentracija insulina u serumu, $to je situacija tipi¢na
za ranu laktaciju, adipozno tkivo zapocinje lipolizu i time se serumska koncentracija NEFA
povecava. Kod prezivara, acetat je glavan supstrat za de novo sintezu masnih kiselina i masno

tkivo je glavni organ u kome se odvija ovaj proces. Stupanj inkorporacije acetata in vitro, u de
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novo sintezi masnih kiselina u adipoznom tkivu je znacajno smanjen u kasnom graviditetu (15
dana prepartum) uporedeno sa 120. i 240. danom laktacije, a aktivnost je potpuno stopirana u
ranoj laktaciji.® Hipoinsulinemija i smanjena osetljivost adipoznog tkiva na insulin je glavni
razlog za smanjenje lipogeneze. Hormon rasta znac¢ajno moze smanjiti odgovor adipoznog tkiva
na lipogene efekte insulina i promovisati lipolizu u toku tranzicionog perioda. Citokini
potpomozu proces lipomobilizacije putem smanjenja apetita naru$avanjem osetljivosti perifernih
tkiva na insulin i direknom stimulacijom procesa lipolize.?®

Kao rezultat intenziviranja procesa mobilizacije masnih kiselina iz telesnih rezerva dolazi
do poviSenja koncentracije NEFA u krvi. Masne kiseline, oslobodene iz masnog tkiva pomocu
lipoprotein lipaze, vezuju se u krvi sa albuminima i u tom obliku se prenose do tkiva gde ¢e biti
iskoris¢ena. Dalja sudbina NEFA moze biti razlicita. Neesterifikovane masne kiseline se
metaboliSu u raznim tkivima ali glavno mesto razlaganja masnih kiselina je jetra. Kako
koncentracija NEFA u krvi raste oko teljenja i u ranoj laktaciji, veliki deo NEFA su preuzeti od
strane hepatocita , deo masnih kiselina krvne plazme direktno se koristiti za sintezu mle¢ne masti
u vimenu ili kao izvor energije za periferna tkiva. Metabolicki procesi u kojima ucestvuje NEFA
u jetri su: (1) kompletna oksidacija masnih kiselina uz prisastvo O, do CO; i H,0 i stvaranje
velike koli¢ine ATP, (2) parcijalna oskidacija do acetil-KoA i sintezu ketonskih tela koja su
oslobodena u krvotok 1 predstavljaju gorivo za druga tkiva (3) formiranje triglicerida iz NEFA u
procesu resinteze i njihov transport iz jetre putem VLDL, (4) reesterifikacija NEFA i formiranje
triglicerida koji ostaju u hepatocitima i dovode do masne degeneracije i masne infiltracije jetre
koje predstavljaju veliki problem u proizvodnju i zdravlju krava. Visok stupanj lipolize u
adipoznom tkivu povecava apsorpciju NEFA iz jetre i time se povecava sadrzaj triglicerida u
jetru. U ranoj laktaciji, krave imaju visok skup sadrzaja lipida i triglicerida u jetri dok se sadrzaj
glikogena smanjuje.? NEFA i BHBA su znacajno poveéani kod krava koju imaju visok BCS

oko teljenja.*
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Slika 1. Celularna kontrola lipolize. Hormonalna aktivnost hormon sensitivne lipase deSava se preko ciklic(ne AMP
zavisne protein kinaze (PKA), koja fosforiliSe HSL i perillpin i dolazi do oslobodanja slobodnih masnih kiselina iz
adipoznog tkiva. Hormonsku kontorlu HSL uklucuje lipoliticke (B-adrenergi¢ne agoniste, ACTH, itd) i
antilipoliticke hormone (insulin, adenozin, itd), njihove srodne receptore signaliSu¢ih puteva, proteine kao $to je

perilipin, HSL lipaze.

Oksidacija masnih kiselina se odigrava u mitohondrijama i peroksizomima (Slikal).
Acil-CoA sintetaza dugog lanca (ACSL), karnitin palmitoil transferaza (CPT-1A) i acil-CoA
dehidrogenaza dugog lanca (ACADL) su vazni enzimi za oksidaciju masnih kiselina i odgovorne
su za aktivaciju masnih keselina, translokaciju i p-oksidaciju u mitohondrijama. Ulazak masnih
kiselina dugih lanaca u mitohondrije je zavisna od energetskih zahteva ¢elija i kontrolisana je od
enzima karnitin palmitoil transferaze (CPT-1A). Transportni mehanizam NEFA u
mitohondrijama se aktivira delovanjem glukagona, a inhibira delovanjem insulina, malonil-CoA,
acetata, glukoze i propionata. Aktivnost CPT | je promenjena u teku tranzicije i za vreme
idukovane ketoze sa restrikcijom hrane.®* Nedostatak karnitina, moZe smanjiti kapacitet
oksidacije masnih kiselina u mitohondrijama i time doprineti njihovoj vecoj reesterifikaciji u
trigliceride. Ako je prevelika koli¢ina NEFA, koja dolazi u jetru ili ako je oksidativni kapacitet

jetre iscrpljen, tada umesto totalne oksdacije, NEFA se parcialno metabolizira u formi ketonskih
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tela ili esterifikuje u formi triglicerida. Ponova esterifikacija masnih kiselina je process, koji se
odigrava u jetri i dovodi do deponovanja triglicerida u citoplazmi hepatocita. Kada preuzimanje
i/ili de novo sinteze masnih kiselina prevazide kapacitet njihove potpune oksidacije i sekrecije iz
hepatocita dolazi do akumulacije triglicerida u jetri i pojavu masne infiltracija ili masne
degeneracije jetre. Uzrok pojave masne jetre kod prezivara treba traziti u pojaéanom prilivu
masnih kiselina u hepatocite, koja dolazi kao rezultat pojacane lipolize, a vrlo minimalno u
njihovoj de novo sintezi zbog toga $to kod prezivara za razliku od neprezivara, de novo sinteza
masnih kiselina u jetri je veoma mala.”® Kljuéni enzim u sintezi triglicerida u jetri je diacil
glicerol acil transferaza, koji katalizuje prenoSenje acil grupa sa acil-KoA na glicerol 3-fosfat.
Kod prezivara prirodna karakteristika je da u krvi sadrze nisku koncentraciju lipoproteina
vrlo male gustine (VLDL) koji imaju znacajnu ulogu u transportu triglicerida iz jetre u druga
tkiva, a posebno mle¢nu Zlezdu i pored toga uveéana je akumulacija lipida u jetri.?* Oba i NEFA
i VLDL mogu se koristiti u produkeciji mle¢ne masti (slika br.2).3* Svi ¢nioci koji dodatno
ograni¢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. Povecana
koncentracija NEFA u plazmi moze biti detektovana izmedu 1. nedelje prepartum i 2. nedelje
postpartum. Povecana koncentracija BHBA kao i povecana sadrzina triglicerida u jetri moze se

ocekivati u navedenom periodu i potom.34
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Slika 2. Sema metabolicke veze izmedu adipoznog tkiva, jetre i mleéne Zlezde za vreme tranzitnog perioda; NE-
norepinefrin. Epi-epinefrin, CPT-1- karnitin palmitoiltransferaza-1, GPAT- glycerol-3-fosfat aciltransferaza, TG-

trigliceridi, CoA-koenzim A, VLDL-lipoproteini vrlo male gustine (adaptirano prema Drackley i sar.,1999) *

Acetil-KoA nastao p-oksidacijom masnih Kkislelina i razlaganjem ugljenih hidrata
uklucuje se u ciklus limunske kiseline. Ulazak acetil-KoA u ciklus limunske Kiseline zavisi od
koli¢ine raspolozivog oksalacetata. Oksalacetat je intermedijer za glukoneogenezu i poteban je i
za metabolisanje acetil-KoA, dakle nedostatak oksalacetata moze inhibirati i glukoneogenezu i
oksidaciju masnih kiselina. Kada koli¢ina acetil-KoA prevazide kapacitet ciklusa limunske
kiseline da ga oksidiSe, visak acetil-KoA se usmerava ka stvaranju acetonskih tela: acetoacetat,
B-hidroksibutirat i aceton. Ova tri jedinjenja nazivaju se ketonska tela. Stepen formacije
ketonskih tela je direkno proporcionalan sa stupnjom oksidacije masnih kielina iako konverzija
acetilCoA u ketonska tela je manje energetski efikasan od kompletne B oksidacije.®** Ovo je
vazno zbog toga Sto za vreme laktacije najve¢i deo dostupne glukoze (>80%) se koristi u
mamarnoj zlezdi, a vitalni organi (mozak) ne mogu metabolisati masne kiseline kao izvor
energije i oni se oslanjaju na oksidaciju ketona za normalnu funkciju . Ketoza je definisana kao
stanje sa povisenim vrednostima ketonskih tela u krvi ili drugim medijumima (urinu i mleku).
Kod prezivara, a naro¢ito kod visokoproduktivnih krava u toku ranog stadijuma laktacije kada je

velika potrosnja glukoze, kao i kod visokogravidnih krava veoma cesto dolazi do ketoze. Kod
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ovih zivotinja koli¢ina sinteze laktoze je velika, i najve¢i deo potrebe za glukozom podmiruje se
glukoneogenezom. Glavni prekurzor glukoneogeneze je oksalacetat, koji se sada pod uslovima
povacanih potreba u glukozi trosi i prazni iz ciklusa limunske ksieline. Izvla¢enje oksalacetata iz
ciklusa limunske kiseline ima za posledicu skretanje acetil-KoA u pravcu proizvodnje acetonskih
tela. Ketoza krava je pracena veoma visokim koncentracijama ketonskih tela u krvi, mokraéi i
mleku, padom koncentracije glukoze u krvi i pove¢anjem koncentracije masnih kiselina u krvi.
Nagomilavanje acetata i zbog toga povecana ketogeneza takode moze nastati pri pove¢anom
razlaganju masnih kiselina i smanjenoj sintezi masnih kiselina.

Drackley i sar. (2001)* nasli su da u toku peripartalnog perioda 525 g NEFA moZe biti
dostupan za esterifikaciju i moze se sintetisati 583 g triglicerida u jetri dnevno. Produzena
hiperlipidemija opterecuje hepatocite sa lipidima u vecoj koncentraciji nego $to jetra ima
kapacitet da ga metabolise §to rezultuje zamasc¢enjem jetre u kojoj su vidljivi makroskopske i
mikroskopske alteracije, koji postaju izrazenije sa vecom infiltracijom lipida. Promene u masnoj
jetri su povezane sa promenom metabolizma ugljenih hidrata, proteina i masti u hepatocitima.
Povecana infiltracija triglicerida u jetri ima uticaj i na funkcionalni integritet hepatocita povezana
je sa smanjenjem proizvodnje energetskih prekursora (smanjena glukoneogeneza) i povecana
lipogeneza u jetri.*” Smanjena je sposobnost insulina da poveca sintezu proteina i ureagenezu,

¢ime se moze objasniti povecana koncentracija amonijaka u plazmi kod krava sa masnom jetrom
38

2.2 Faktori koji uti¢u na lipidnu mobilizaciju i ketogenezu kod krava u peripartalnom
periodu

2.2.1 Uticaj genetske predispozicije na lipidnu mobilizaciju

U poslednjih 50 godina kod krava se obavlja intenzvina transgeneracijska genetska
selekcija za poboljsavanje proizvodnje mleka tokom rane i ukupne laktacije. To ¢ini krave
jedinstvenim medu svim drugima vrsta sisara. Ovakva selekcija rezultirala je mnogim
fizioloSkim promenama kod krava, koje olakSavaju ve¢u mobilizaciju energetski vaznih tkiva.

Masno tkivo krava sa veCom genetskom Sposobnosti za proizvodnju mleka imaju brzu
lipolozu, povecan odgovor na beta adrenergicke stimulacije, pove¢anu aktivnost hormon

senzitivne lipase i smanjenu lipogenezu uporedeno sa kravama sa proseénom genetskom
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predispozicijom za proizvodnju mleka.* Lipoliza u adipoznom tkivu je tesno povezana sa
produkcijom mleka, pa kako progresira laktacija i produkcija mleka dostize pik, tako se lipoliza
povecava. Mlecne krave koju su selekcionisane za poveéanu proizvodnju mleka imaju poveéanu
insulinsku rezisteciju koja rezultuje vecom mobilizacijom lipida i manjom telesnom

kondicijom.*

2.2.2 Uticaj telesne kondicije na lipidnu mobilizaciju

Telesna tezina nije dobar indikator za ocenu telesne reserve, jer na to uticu razlicititi
bioloski faktori . Andrew i sar. (1994) ** su objavili da energetske rezerve mogu varirati i do 40
% kod krava sa slicnom telesnom tezinom, zbog ¢ega je uveden termin telesna kondicija krava,
odnosno body condition scores BCS i sistem za njegovo ocenjivanje u kome se subjektivno
procenjuju rezerve skladistene energije kod mlecnih krava. Ocena se vrsi u okviru skale od 1 - 5
gde se krave sa vrednostima ispod 2 boda karakteriSu kao mrSave a preko 4 boda kao ugojene.
Optimalan fizioloski BCS kod krava Holstajn-frizijske rase je 3.25 - 4.00 tokom zasuSenja i 3.25
- 3.75 u peripartalnom periodu. Fizioloski prihvatljivi nivo gubitka u telesnoj kondiciji izmedu
zasu$enja i rane laktacije je do 0.7 bodova. Nekoliko ispitivanja ukazuje na to da ugojene krava
imaju veéi gubitak u BCS &ak do 0.87 boda.**** Krave koje su ugojene za vreme partusa imaju
tendenciju da izgube vise telesnih masti nego krave sa optimalnom telesnom kondicijom.**
Odnos izmedu BSC za vreme teljenja i gubitka BSC u ranoj laktaciji je veoma znacajan i pod je
uticajem genskih faktora. Tokom zavr$ne faze laktacije i u preiodu visokog graviditeta
energetske potrebe se lako zadovoljavaju i postoji pozitivan energetski bilans, $to omugucéava
kravama da se visak energije taloziti u vidu masti, glikogena i proteina. Krave koje su tokom
kasne laktacije i zasuSenja unosile vise hrane i koje su postale gojazne pokazale su tendenciju
povecane lipolize sa viSim koncentracijama NEFA u krvi uz produZeno trajanje negativnog
energetskog bilansa posle teljenja, zbog toga Sto krave koje imaju veéu telesnu kondiciju uzimaju
hranu u manjim koli¢inama.*> Samanc i sar. (2015)*® ukazuje na to da kod Holtajn krava sa
visokim BCS dolazi do povecanog stepena lipidne mobilizacije iz adipoznog tkiva, smanjenog
eksporta triglicerida iz jetre, smanjena glukoneogenetska sposobnost i narusen metabolizam
bilirubina. Visoka BCS u period pre teljenja i izrazen gubitak telesne kondicije nakon teljenja

dovodi do subklinicke ili klini¢ke ketoze. Ketozne krave imaju povisen BCS za vreme teljenja i
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za vreme prvih nedelja postpartum uporedeno sa zdravim kravama, a ketozne krave zagube

znadajno vise telesne kondicije u odredeno vreme u odnosu na zdrave krave.*®

2.2.3 Uticaj hormonalnih promena na lipidnu mobilizaciju

Za vreme peripartalnog perioda kod krava dolazi do promene u hormonalnom bilansu. U
cilju adaptacije na novonastalo stanje i pokretanje niza homeoretskih procesa dolazi do lipoloze
u adipoznom tkivu. MobiliSu se masne rezerve organizma i koriste kao alternativni izvor energije
U perifernim tkivima u cilju obezbedenja kontinuiranog dotoka glukoze u mle¢nu zlezdu. Za
vreme laktacije, regulatorni sistem uklju¢uje mnogo bioloskih nivoa organizacije: 0Su
hipotalamus-hipofiza (prolaktin i hormon rasta); reproduktivni sistem (estrogeni i proestrogen);
pankreas (insulin i glukagon) i simpatic¢ki nervni sistem (norepinefrin). Adaptacija na laktaciju
uklju¢uje promene u sekreciji ovih hormona i promene u genetskoj transkripciji, osetljivost
receptora na hormone i enzimsku aktivnost u masnom tkivu. Svaki od ovih regulatornih sistema
ima efekat lipogeneze, esterifikacije ili lipolize u adipoznom tkivu. Regulacija lipolize je pod
uticajem veceg broja hormona, no insulin i hormon rasta igraju glavnu ulogu. Insulin i hormon
rasta u metabolizmu adipoznog tkiva imaju suprotne uloge i njihov meduodnos je vazan u
regulaciji metabolizma masti.

Insulin je kompleksan polipeptid, sastavljen od 2o i 2 subjedinice, a luée B celije
pankreasa. Povecava ulazak glukoze u mnoga periferna tkiva uklju¢ujuéi misiéno i masno tkivo.
Poluzivot insulina u cirkulaciji je kratak, oko 5-10 minuta, i zato je potrebno stalno luc¢enje ovog
hormona da bi se odrzavale odgovaraju¢e metabolic¢ke aktivnosti. Odgovor insulina je sporiji kod
prezivara nego kod neprezivara. Jedan deo insulina iz krvi se vezuje za receptore na
odgovaraju¢im ¢elijama, unosi u citoplazmu, gde izaziva fizioloSke efekte i nakon toga se
razlaze pomocu insulin proteaze.

Glavna uloga isnulina u organizmu je da omoguci upotrebu glukoze kao izvora energije.
Kod prezivara ima zancajnu ulogu i u metabolizmu masti. Efekat insulina na metabolizam
glukoze zavisi od sekrecije insulina iz pankreasa i od insulinske osetlivosti skeletnih misica,
adipoznog tkiva i jetre. Insulin omogucuje transport glukoze kroz ¢elijsku membranu, jer utic¢e
na povecanje broja transportnih proteina za glukozu u membrani ciljnih ¢éelija a to se posebno

odnosi na ekstrahepati¢na tkiva, misi¢no i masno tkivo .
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Kada je koncentracija insulina u organizmuu fizioloSkim granicama i U organizmu nema
promenjene insulinske senzitivnosti tada insulin ispunjava anaboliticki efekat. Insulin pomaze
stvaranju zaliha masti u perifernim tkivima, te je antilipoliticki 1 antiketogeni hormon. Svoj
antilipoliticki efekat ispoljavasuprimiranjem lipolizesa inhibiranjem aktivnosti enzima protein
kinaze A i hormon senzitivne lipaze u masnom tkivu i na taj na¢in spreCava mobilizaciju masti .
Dodatno stimuliSe sintezu masnih kiselina stimulacijom transporta glukoze kroz membranu ¢elija
masnog tkiva, te se od ove glukoze u adipocitim sintetiSsu masne kiseline i glicerol. Sa ovako
obezbedenim prekurzorima za sintezu triglicerida insulin stimuliSe sintezu triglicerida u
adipocitima i stvaranje masnog depoa. Kod prezivara suisparljive masne Kiseline iz
gastrointestinalnog trakta, siretna i buterna, glavni lipogeni material. Promet acetata u
perifernim tkivima za vreme insulinske rezistencije je smanjen, dok je oCuvan u mamarnoj
zlezdi, u kojoj nije regulisan insulinom . Buterna kiselina je substrat za produkciju ketonskih tela
i hepati¢na produkcija ketonskih tela je smanjena pod dejstvom insulina. Antiketogeno dejstvo
insulina ispoljava se lipogenezom i inhibiranjem lipolize a takode se intenzivira kori$¢enje
ketonskih tela. Kada u ¢eliji ima dovoljno koli¢ine glukoze obezbedene putem piruvata i
oksalacetata, ne stvaraju se ketonska tela tokom oksidacije glukoze. Insulin je najvazniji hormon
koj inhibiSe glukoneogenezu u jetri tako $to suprimira ekspresiju gena za enzime, koji su klju¢ni
u glukoneogenezi.

Nekoliko dana pre partusa i prvih desetak dana laktacije dolazi do pada koncentracije
insulina.*’” Sa smanjenom koncentracijom insulina i pojavom insulinske rezistencije stanja
tipicnog za peripartalni period, lipoliza i proteoliza su neizostavni, a ovako se obezbeduju
substrati za glukoneogenezu i za produkciju energije. Smanjena koncentracija insulina isto tako
dovodi do oslobodanje NEFA iz adipoznog tkiva.*®

Hormon rasta ili somatotropni hormon (STH) je peptidnihormone, koji se lu¢i iz prednjeg
reznjahipofize. Kod mladih jedinki stimuliSe rast, a kod mle¢nih krava povecava se produkcija
mleka. Hormon rasta ima veoma vaznu metabolicku ulogu, jer stimulise sintezu proteina u svim
¢elijama organizma naroCito u miSi¢cnom i mamarnom tkivu, povecava oslobadenja masnih
kiselina iz masnog tkiva i njihovu oksidaciju, antagonizira lipogene efekte insulina i povecava
nivo glukoze u krvi. Hormon rasta je primarno regulisan od strane dva antagonisticka hormona iz
hipotalamusa somatotropni oslobadajuc¢i hormon (GRH) koji stimulise sekreciju somatotropina i

somatostatina, koji inhibira sekreciju somatotropina. Oslobadanje STH je regulisano i putem

18



mehanizma negativne povratne sprege. Insulinu slican faktor rasta (IGF-1) i STH inhibiraju
oslobadenje STH tako §to inhibiraju sekreciju GRH a stimulisu oslobadanje somatostatina. U
toku tranzicionog perioda kod mle¢nih krava dolazi do raskidanja negativne povratne sprege
izmedu IGF-I i hipotlamusa $to izaziva povecanje koncentracije STH u krvi.* Kod mle&nih
krava koncentracija hormona rasta u plazmi se povecava do kraja graviditeta, za vreme partusa
postize maksimalnu koncentraciju, nakon toga dolazi do laganog snizavanje njegove vrednosti.
Kod mle¢nih krava, funkcija STH je znacajna za obezbedenje mlecne zlezde nutrutuentima, na
taj nacin povecava protok krvi kroz mle¢nu zlezdu, poboljsava lipolizu u adipoznom tkivu i
glukoneogenezu u jetri. Hormon rasta kod krava inhibira insulinom stimulisanu lipogenezuu
adipoznom tkivu, tako $to inhibira insulin-posredovano preuzimanje glukoze u adipocitima a
povecéava lipoliticki efekat keteholamina, tako $to povecava broj B-adrenergickih receptora.
Ovakve promene u odgovoru masnog tkiva na insulin kod ketoholamina dovode do povec¢nog
oslobadanja masnih kiselina.>® Intenzivan metabolizam masti i povecana koncetracija NEFA u
plazmi i jetri moze da dovode do pojacane sinteze ketonskih tela u jetri. Sve ove promene koje
ostvaruje hormon rasta dovode do neto efekta raspodele nutrienata daleko od adipocita i
obezbeduju mamarnu zlezdu sa potrebnim hranljivim materijama, ¢ime se povecava proizvodnja
mleka, a povecana lipoliza zadovoljava periferna tkiva u energetskim potrebama.

Glukagon luce A celije pankreasa i za razliku od insulina on je katabolicki hormon.
Koncentracija glukagona kod prezivara povecava se postpartum, Sto se poklapa sa periodomu
kome dolazi do smanjenje koncentracije glukoze u krvi.>! Niza koncentracija insulina i visa
koncentracija glukagona obezbeduju preovladivanje glukoneogeneze i glikolize da bi se
obezbedila potrebna energija uprkos nutritivnim nedostacima. Glukagon kod prezivara
prvenstveno uti¢e na hepaticnu glukoneogenezujer stimuliSe konverziju propionata u glukozu.
Infuzija glukagona u ranoj laktaciju kod krava povecava ekpresiju hepaticne mMRNA za piruvat
karboksilazu, enzim koji ima klju¢nu ulogu u glukoneogenezi.®* Za razliku od glukagona
inusulin smajuje glukoneogenezu i zbog toga je smanjenje odnosa insulin/glukagon vazna
adaptacija u peripartalnom periodu da bi se podstakla hepati¢na glukoneogeneza.

Metabolizam u vecini tkiva, ukljucujuéi i adipozno tkivo, delimi¢no je kontrolisan
aktivnos¢u simpatickog nervnog sistema. Ketoholamini, epinefrin i norepinefrinse izlucujuna
krajevima simpatickih nervnih vlakna i u srzi nadbubrezne zlezde, te deluju kao potentni

lipoliti¢ki stimulatori. Ketoholamin daje primarni stimulus za povecanje mobilizacije NEFA iz
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adipoznog tkiva . Norepinefrin iz simpati¢kog nervnog sistemasevezujeza adrenergi¢ne receptore
¢elijske membrane, tako Sto preko G-proteina povecava proizvodnjuadenil ciklaze, koju
stimulise formacija intracelularnogcAMP, onda cCAMP aktivira protein kinazu A, koja fosforilise
I aktivi$e regulatorne proteinske subjedinice na hormon senzitivnu lipazu i perilepin $to pokazuje
slika 1 u poglavlju 1. Sve ovo dovodi do povecanja lipolize ioslobodanja masnih kiselina iz
adipoznog tkiva. McNamara (1987)%, je utvrdio da bazalna lipoliza i maksimalni odgovor
adipoznog tkiva na ketoholamin kod mle¢nih krava su povecéani za vreme laktacije, sto ukazuje
da povecan maksimalni odgovor adipoznog tkiva na ketoholamine dovodi do povecana lipidne

mobilizacije u cilju podrzavanja homeoreze.

2.2.4 Insulinska rezistencija i transport glukoze

Insulin je jedan od najvaznijih metabolickih hormona, koju mogu imati uticaj na
homeorezu kod krava, u toku razli¢itih fizioloskih stanja od zasuSenja do laktacionog perioda.
Tokom razli¢itih fizioloskih stanja moze biti promenjen odgovor insulinana glukozu i odgovor
tkiva na insulin. Ove promene su definisane kao insulinska rezistencija i fenomen
senzitivnosti.”” Insulinska rezistencija razvija se kod mnogih vrsta Zivotinja u toku graviditetai
produzava u toku laktacije.

Insulinska rezistencija je patofiziolo$ki termin koji ozna¢ava umanjen odgovor insulina
naglukozu tj. smanjenu funkciju B ¢elija pankreasa (eng., insulin responsiveness) i/ili povecanu
rezistenciju perifernog tkiva na insulin (eng., insulin sensitivity).”® Insulinska rezistencija se
mozedefinisati na nekoliko nivoa: prereceptorski (smanjena sinteza i/ili lucenje insulina),
receptorska (smanjenje broja receptora ili njihovog afeniteta za insulin) i postreceptorska
(intracelularni problem na nivou sekundarnih glasnika i promene u GLUT receptorima). Kod
mle¢nih krava insulinska rezistencija po€inje pre partusa i produzava se u toku rane laktacije i
primeéeno je da je to vazan faktor za zapo&injanje katabolicke aktivnosti.”” U osnovi insulinske
rezistencije, redukovana je senzitivnost target ¢elija na odgovor normalnog nivoa insulina.”® U
ovom stanju, normalna koncentracija insulina prouzrokuje umanjeni bioloski odgovor. Ovako
smanjena senzitivnost sa istovremeno smanjenom koncentracijom insulina menja koriséenje
glukoze u telu, jer glukoza postaje manje dostupna za celije koje su zavisne od insulina.
Smanjena senzitivnost na insulin smanjuje konrolu lipolize i mobilizaciju NEFA od strane

insulina.
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Transport glukoze kroz membranu celija obavlja se preko dva razli¢ita procesa:
olaksanom difuzijom posredovanom membransko-vezanim transportnim molekulima za glukozu
(GLUT) i natrijum zavisnog aktivnog transporta posredovanog od Na+/glukoze kotransportera
(SGLT) (Zhao i Keating,2006).” GLUT molekule mogu biti podeljenena dve grupe: insulin
zavisni GLUT4 i insulin nezavisni GLUT 1,2,3 i 5. Svaki transporter glukoze igra specifi¢nu
ulogu u c¢elijskom metabolizmu, koji se odreduje po tkivu u kome se nalazi, specificnosti
substrata i ekpresijom u razli¢itim fizioloskim stanjima. GLUT 4 je insulin-senzitivan transporter
glukoze i kod goveda je detektovan kod svih insulin zavisnih tkiva, misiénog i adipoznog tkiva.”
GLUT 1, 2 i 3 spadaju u insulin nezavisne molekule i kod krava u laktaciji u mamarnu Zlezdu
najzastupljeniji je GLUT 1 transporter glukoze, a isto tako ekspresiju u razli¢itim nivoima imaju
i GLUT3, GLUT4, GLUTS, GLUTS8, GLUT 12 i Na-zavisni SGLT1 i SGLT2 transporter.
Pokazalo se da je transporter sa niskim afinitetom glukoze GLUT 2 kod goveda ukljuc¢en u
regulaciju sekrecije insulina iz beta ¢elja, oslobadanju glukoze iz jetre i oslobadanju absorbovane
iresorbovane glukoze u tankom crevu (jejunalni region). ® ® GLUT 3 je glavni transporter
glukoze u mozgu, no primecena je ekpresija MRNA GLUT 3 u govedim ovarijalnim folikulima i
u Zutom telu, a Nishimoto i sar.,(2006)% su primetili da ekspresioni nivo GLUT 3 u govedim
jajnicima je uporediv sa ekspresijom u mozgu. Ovakva razliita ekpresija tkivno specifi¢nih
GLUT molekula omoguc¢ava da insulin ima kontrolu preraspredele glukoze u celom organizmu.
Kao $to je ve¢ istaknuto GLUT 4 je glavni insulin zavisan transporter glukoze u muskularnom i
adipoznom tkivu, a niska koncentracija insulina izrazito smanjuje ekspresiju GLUT4 proteina.
Kada je smanjena insulinska stimulacija, GLUT4 proteini su sklonjeni iz plazmine membrane
putem endocitoze i recikliraju se kao intracelularene zalihe.? Tako se smanjuje koriséenje
glukoze za potrebe masnog i miSi¢nog tkiva a povecava se raspolozlivost glukoze za potrebe
mamarnog tkiva koje je insulin nezavisno. Transport glukoze u mamarnom tkivu je regulisan od
visestrukih glukoza-transportnih izoformi kako $to su GLUT 1,8, 12 i SGLT1. Ekspresija mRNA
ovih transportera od kasnog graviditeta do rane laktacije povecava se za 5 - 10 puta za GLUT 8,
12 i SGLT1 i oko sto puta za GLUT 1.°® Ovakva preraspodela glukoznih transportera u
organizmu omogucava da potrebe mamarne Zlezde budu zadovoljene, a priliv glukoze u mle¢nu
zlezdu je konstantan dok se druga ekstramamarna tkiva snabdevajusa energijom iz drugih
alternativnih izvora, kao $to su lipidi. Na broj receptora i njihov afinitet za vezivanje uticaj ima

insulin, drugi hormoni, ishrana, fizi¢ka aktivnost, fiziolosko stanje i drugi faktori.

21



2.3 Uticaj lipidne mobilizacije i ketogeneze na metabolicke parametre

Lipidna mobilizacija ogleda se u povecanoj koncentraciji NEFA u krvi, dok se
ketogeneza definiSe kao stanje sa pove¢anom koncentracijom BHB u krvi, urinu ili mleku.
Konentracija NEFA se povecava jednu do dve nedelje prepartusa i dostize svoj maksimum za
vreme telenja ili u prvoj nedelju laktacije.** Koncentracija plazma NEFA u peripartalnom
periodu moze varirati 0d<0.5 - 2 mmol/l. U fizioloskim uslovima kod mle¢nih krava
koncentracija NEFA u serumu je niza od 0.4mmol/I. Prema Drackley-u (2000)%°, kod krava koje
se nalaze u pozitivnom energetskom bilansu koncentracija NEFA moze biti i manja od 0.2
mmol/l, no kod krava u tranzicionom periodu je uvek povecana iznad 0.5 mmol/l, a kod krave
koje se nalaze u jakom negativnom energetskom bilansku koncentracija NEFA u plazmi moze
biti iznad 1.5 mmol/1.*® Sest nedelja nakon partusa vrednosti NEFA treba da budu ispod 0.3
mmol/L.% U toku kasne gestacije, naroéito za vreme zadnje nedelje graviditeta, apetit opada, §to
vodi do negativnog energetskog bilansa za vreme telenja, i time se podsti¢e dalja mobilizacija
rezervi tela. Kada je oksidativni kapacitet u jetri prevaziden, dolazi do povecane produkcije
ketonskih tela i njihove povec¢ane koncentracije u plazmi. Povecana koncentracija NEFA i BHB
u plazmi je povezana sa energetskim deficitom, promenama u hormonalnom statusu, sa
promenom u odgovoru targetnog tkiva na hormone i sa metaboliCkim promenama
hipoglikemijom, hipoalbuminemijom, hiperbilirubinemijom, hipokalcemijom, povecanom

aktivnosti jetrinih enzima i hematoloskim promenama.

2.3.1. Uticaj NEFA nanastanak insulinske rezistencije

Mnoga istrazivanja ukazuju nauticaj NEFA na nastanak insulinske rezistencije. Ovakva
istrazivanja su naroCito intenzivno obavljana kod ljudi radiutvrdivanja povezanosti lipida i
nastanka insulinske rezistencije. ®" ® ® Povec¢ana koncentracija NEFA u krvi prouzrokuje
akumulaciju triglicerida u miSi¢énom tkivu i u jetri kod neprezivara i indukuje insulinsku
rezistenciju.”® Mobilizacija masnih kiselina iz adipoznog tkiva suprimirana je odstrane inuslina.
Kada adipozno tkivo postane insulin rezistentno, lipoliza se dodatno povecava, $to dovodi do

circulus vitiosus-a izmedu vrednosti NEFA i insulinske rezistencije.
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Shulman (2000)"* je utvrdio da je promet glukoze, a ne intracelularan metabolizam
glukoze, razlog nastanka insulinske rezistecije indukovane masnim kiselinama. On je predlozio
model u kome masne kiseline i nekoliko potencijalnih metabolita uklucujuci acetil-CoA,
ceramida i diacilglicerola sluze kao signalni molekuli koji aktiviraju protein kinazu C izoenzim,
pa nakon toga ove kinaze mogu naruSiti insulinsku signalizaciju sa povecanjem fosforilacije
inhibitornog serina na insulinski receptorski substrat, klju¢ni medijatorinsulinske receptorske
signalizacije. Osim poremecaja u prenosu insulinskog signala dolazi i do smanjenje translokacije
GLUT 4 na ¢elijskoj membrani i ulaska glukoze u ¢elije.”® Povecana koncentracija NEFA osim
toga sto prouzrokuje insulinsku rezistenciju, moze da prouzrukuje i slabu inflamaciju perifernih
tkiva.’? Faktori kao §to su gojaznost, hiperinsulinemija i hiperlipidemija su povezani sa razvojem
insulinske rezistencije kod ljudi, a ovi faktori su povezani sa pojavom metaboli¢kih bolesti kod
prezivara u peripartalnom periodu.” Povezanost NEFA sa nastankom insulinske rezistencije
ispituje se i kod prezivara naro€ito kod krava rase Holstajn. Nekoliko rezultata ukazuju na to da
je stanje insulinske rezistencije uslovljeno poveéanom koncentracijom NEFA u plazmi. *®*™* ™
Pires i sar. (2007)" ukazuju da sa intravenskom aplikacijom triglicerolne emulzije koja indukuje
hiperlipidemiju kod Holstajn krava, dolazi do insulinske rezistencije kod ovih krava. Ovakva
infuzija sa emulzijom povecava NEFA u krvi, serumski triacilglicerol i glicerol. U drugom
istrazivanju kod krava Hostajn rase kod kojih je izvedena restrikcija hrane, aplikovan je
antilipoliti¢ki agens -nikotinska kiselina, da bi postigli razli¢ite koncentracije NEFA u krvi, pa su
dosli do zakljucka da smanjena koncentracijaNEFA poboljsava odgovor insulina kod krava
ograni¢enih sa hranom, S$to pokazuje da je NEFA znadajan faktor nastanka insulinske

rezistencije.’®

2.3.2 Uticaj NEFA na glukoneogenezu

Kod prezivara se ugljeni hidrati iz hranemetaboliSu u rumenu u isparljive masne kiseline i
zatoje proces glukoneogenezeod velike vaznosti za ove zivotinje. Ovim procesom se obezbeduje
oko 90 % potrebne glukoze. Kod krava u laktaciji potrebe u glukozi su velike, jer proces
glukoneogeneze mora funkcionisati kontinuirano, a svaki defekat moze dovesti do ozbiljnih
metabolickih poremecaja.

Kada u organizmu preovladuje negativni energetski bilans, visoka koncentracija NEFA

moze da deluje na piruvat karboksilazu (PC) i fosfoenil piruvat karboksilazu (PECK), enzime
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koji imaju vaznu ulogu u glukoneogenezi. Ovi enzimi katalizuju piruvat u fosfoenolpiruvatnu
kisleinu, koja se koristi za sintezu glukoze. Nivo mRNA piruvat karboksilaze | fosfoenil piruvat
karboksilaze i aktivnost ovih enzima bili su znac¢ajno smanjeni kada je koncentracija NEFA bila
povecéana sa 0.5 na 1.5 mmol/l.”" Druga ispitavanja su utvrdila statisti¢ki znadajno smanjenje
metabolizma propionske kiseline (glukogen pesursor) kada sevrednost palmitske kiseline poveca
sa 0 na 2 mmol i smanjenje glukoneogeneze iz propionata za 23 % kadakoncentracija oleata
bude povecéana sa 0.1 na 2 mmol.”®*™® Povisena akumulacija triglicerida i ketona u jetri mozeda
smanji jetrenu funkeiju §to mozZe dovesti do razvoja brojnih metaboli¢kih poremecaja.® Jetra je
glavni organ u kome se odvija proces glukoneogeneze, pa akumulacija hepatocita sa
trigliceridima | ketonima moze smanjiti njihovu sposobnost za glukoneogenezu. Ovi nalazi
ukazuju da visoki nivo NEFA u cirkulaciji inhibira hepatocitnu glukoneogenezu i tako smanjuje

nivo koncentracije glukoze u krvi ¢ime dodatno doprinosi negativnom energetskom bilansu.

2.3.3 Uticaj NEFA na metabolizam masnih kiselina i triglicerida

Kao rezultat negativnog energetskog bilansa u peripartalnom periodu dolazi do povecane
lipolize,jer se NEFA Koristi kao prekursor energetskih potreba tkiva. Ova pojava je najvise
izrazena kod visokomle¢nih krava. NEFA mozZe da ima vaznu ulogu u nastanku mnogih
metaboli¢kih poremecaja i drugih bolesti kod peripartalnih krava,koje su u vezi sa poremecajem
metabolizma organskih materija. Kada je NEFA povisena, kod preZivara dolazi do povecanja
triglicerida u jetri za samo nekoliko dana zbog njihovog prirodno niskog kapaciteta za sekreciju
triglicerida preko VLDL. Za vreme negativnog energetskog bilansa visoke koncentracije NEFA
mogu ostetiti enzime koji ucestvuju u metabolizam masnih kiselina, pa metabolizam oksidacije
masnih kiselina pod dejstvom visoke koncentracije NEFA moze biti promenjen. Oksidacija
masnih kiselina u jetri odvija se u mitohondrijama, u Cetiri koraka: aktivacija, translokacija, [3-
oksidacija i ketogeneza.®* Acil-CoA sintetaza dugog lanca (ACSL), karnitin palmitoil
transferaza (CPT-1A) i acil-CoA dehidrogenaza dugog lanca (ACADL) su najznacajniji enzimi u
kontroli aktivacije, translokacije i B-oksidacije masnih kiselina u mitohondrijama. ACSL je
enzim koji aktivira masne kiseline u acetil-CoA, kojije u daljem procesu masno Kiselinske
oksidacijeili sinteze prelazi u triacilgliceride u jetri. ACADL je enzim koji katalizuje prvi korak

B-oksidacije masnih kiselina sa dugim lancima u mitohondrijama. CPT-IA je enzim koji ima
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glavnu ulogu u transportu masnih kiselina od citosola u mitohondijalni matriks i on je primarni
regulatorni enzim involviran u B-oksidaciju u mitohondrijama. U jednoj studiji ispitivan je efekat
NEFA, pod razli¢itim koncentracijama NEFA na metabolizam masnih kiselina gde se pokazalo
da se ekpresija mRNA i proteina za ACSL i ACADL postepeno povecavaju sa porastom
koncentracije NEFA.2? Ovi rezultati ukazuju da visok nivo NEFA moze povecéati oksidaciju
masnih kiselina u mitohondrijama. Povecana ekpresija mRNA i proteina za CPT-1A su ispitivani
pri koncentraciji NEFA manjoj od 1.6 mmol/l a smanjena ekspesija mMRNA i proteina su
ispitivane kada je koncentracija NEFA bila ve¢a od 1.6 mmol/l. Ovo ukazuje da iako povecanje
NEFA dovodi do povecanjaekpresije ACSL i ACADL u hepatocitima, vrlo visoka koncetracija
NEFA (ve¢a od 1.6 mmol/l) inhibira ekpresiju CPT-IA. Pored povecanja metabolizma masnih
kiselina u masni acetil-KoA, transport masnog acetil-KoA u mitohondrijalni matriks je
ogranican, te je oksidacija masnih kiselina u mitohondrijama ograni¢ena. Nivo masnog acetl-
KoA je poveéan zbog povecane ekspresije ACSL, i taj masni acetil-CoA moze biti esterifikovan
u trigliceride, $to dovodi do zamasc¢enja jetre ili moze biti sintetizovan u ketonska tela.

Visoke koncentracije NEFA znacajno podsti¢u hepatocitnu oksidaciju masnih kiselina
tako $to povecavaju aktivnost i B-oksidaciju masnih kiselina. Kada je koncentracija NEFA veca
od 1.6 mmol/l, tada dolazi do znacajne inhibicije CPT IA iredukcije transporta NEFA u
mitohondrijama, smanjenja oksidacije masnih kiselina $to moze dovesti do ketoze i lipidoze

jetre.®?

2.3.4 Uticaj lipolize i ketogeneze na metaboli¢ke parametre u Krvi

Ketonska tela su intermedijarni metaboliti dobijeni iz nekompletne oksidacije masnih
kiselina. Kada se dostigne maksimalna sposobnost jetre da metabolise NEFA u triglyceride i
oksidiSe masne kiseline dolazi do akumulacije masnih kiselina u hepatocitima, a acetil CoA koji
je dobijen od oksidacije masnih kiselina i nije iskoriS¢en u ciklusu trikarboksilne kiseline je
konvertovan u ketonska tela, kao $to su aceton, acetoacetat i beta-hidroksibutirat koji se mogu
pojaviti u krvi, mleku i urinu. Ketonska tela moze iskoristiti kao alternativan izvor energije
misi¢no tkivo, jer glukoza moze biti iskoriS¢ena za produkciju mleka. Ipak, produkcija ketonskih
tela ne osloboda neto energiju, kao Sto se energijadobija sa potpunom oksidacijom masnih
kiselina. Zbog produkciju velikih koli¢ina ketonskih tela dolazi do povecanog prisustva

ketonskih tela i moguc¢nosti za metabolicke promene.
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Koncentracija BHB je znaCajan indikator za zdravlje i produktivnost Zzivotinja.
Subklinicka ketoza je patolosko stanje povezano sa povecanim nivoom Kketonskih tela u
organizmu (BHB>1200 do 1400 pmol/l) ali bez simptoma koji ukazuju na klini¢ku ketozu.®
Subklinic¢ka ketoza u prvoj ili drugoj nedelji nakon teljenja povecava rizik Cetiri do osam puta za
nastanak dislokacije abomazusa, tri puta je povecan rizik za metritis kada je serumski BHB u
prvoj nedelji>1200umol/l, poveéana je mogucnost za subklinicki endometritis u prvih 4 nedelje
nakon partusa, 4 do 6 puta je povecan rizik za pojavu klinicke ketoze kao i za prolongiran
mastitis.”33#*% Zabelezano je smanjenje u izludenom mleku za 1.9 kg/dan kada je BHB >1400
umol/l u prvoj nedelji i za 3.3 kg na dan kada je BHB >2000umol/l u drugoj nedelji. Krave kod
kojih je serumski BHB> 1800umol/l u prvoj nedelji imale su >300kg manju produkciju mleka u
celoj laktaciji.®* Nivo BHB u krvi koji ukazuje na klini¢ku ketozu su 2-3 mmol/I.%

Tipi¢an metabolicki profil kod krava u prvoj nedelji nakon telenja u nasim uslovima se
odlikuje sa redukovanom koncentracijom glukoze, proteina, aloumina, holesterola, kalcijuma uz
visoke koncentracije bilirubina i jetrinih enzima.®”®® Trigliceridi i holesterol su pokazatelji
energetskog statusa krava a mogu ukazati ina funkcionalno stanje jetre. Koncentracija triglicerida
i holesterola u serumu bile su znac¢ajno nize kod ketoznih krava uporedenju sa zdravim kravama
u peripartumu.’® Ovakav nalaz nastaje, jer povecana akumulacija masti u jetri smanjuje njihov
dolazak u krvotok.

Fiziologka vrednost glukoze u krvi kod kasnog graviditeta krava je 2.5-4.2 mmol/L.%°
Koncentracija glukoze u prvim nedeljama postpartuma je znacajno smanjena, zbog redukovanog
uzimanja hrane i povecanog koriS¢enja glukoze od mamarne Zlezde. Znacajno smanjenje
glikemije ispod fizioloske granice je primeceno kod puerperalno ketoznih kravauporedenju sa
zdravim gravidnim i puerperalnim kravama.®® Smatra se da povecana koncentracija ketonskih
tela dovodi do smanjenog uzimanja hrane.®* Na smanjenu koncentraciju glukoze ima uticaj
poviSena koncentracija ketonskih tela. Kod prezivara jetra je glavni organ u kome se odvija
proces glukoneogeneze, a zbog povecane akumulacije ketona menja se funkcionalni integritet
hepatocita i intenzitet glukoneogeneze se smanjuje .%

Koncetracija ukupnog bilirubina u krvnom serumu je veoma vazan parametar za ocenu
metabolickog profila krava. Koncentracija bilirubina je blago povec¢ana kod krava u
peripartalnom periodu u poredenju sa ostatkom laktacije.”” Kod puerperalnih ketoznih krava

dolazi do znacajno povecane koncentracije bilirubina uporedenju sa zdravim gravidnim ili
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zdravim pueperalnim kravama.®® Povecana koncentracija bilirubina je rezultat optere¢enja

2 Referentne

hepatocita sa ketonima i u korelaciji je sa stepenom zamaséenosti hepatocita.’
vrednosti ukupnog bilirubina u krvnom serumu kod krava 10 - 15 dana pre teljenja iznose
4.7umol/l, a 10. dana posle teljenja su 5.4umol/l a nakon tog perioda traba da pokazuju
tendenciju opadanja.”

Kod krava sa izrazenom ketogenezom i lipolizom u prvoj i drugoj nedelji nakon teljenja
dolazi do znac¢ajnog smanjenja u koncentraciji ukupnih proteina i tendenciju nizih koncentracija
albumina.® Redukovana koncentracija ukupnih proteina i albumina moZe biti povezana sa
biosintetskom funkcijom jetre, koja se smanjuje sa povecanim dolaskom ketonskih tela u
hepatocite i sa pove¢anom upotebom aminokiselina u procesu glukoneogeneze. Koncentracija
ukupnih proteina kod krava je 67.5+11.5 g/1, koncentracija ukupnih proteina ispod 60 g/l
poveéava rizik od peripartalnih bolesti.**® Prose¢na vrednost koncetracije albumina kod

1. Pokovié i sar.

gravidnih krava iznosi 42,3+2.2 g/l a kod krava u laktaciji je 39,4+2.8 g/
(2012)*° utvdili su znatajno smanjenje koncentracije albumina kod ketoznih krava nakon partusa
uporedeno sa zdravim kravama u kasnom graviditetu ili nakon partusa.

Povecana aktivnost hepati¢nih enzima je karakteristika metabolickog profila kod krava sa
intenzivnim katabolizmom prve nedelje pre i nakon telenja.®® Glavni indikatori funkcije jetre i
hepati¢nih lezija su enzimi aspartat transaminaza (AST), gama-glutamil transferaza (GGT),
glutamat dehidrogenaza (GLDH) i metaboliti glukoza, holesterol i albumin. Kada je jetra
infiltrirana masc¢u dolazi do pojave lezije u njenom tkivu i nivo enzima (AST, GGT i GLDH),
koji ukazuju na povrede hepatocita generalno su poveéane.®’

Vrednosti NEFA i BHB su znacajni dijagnosti¢ki pokazatelji za promenjen metabolicki
profil krava. Sa pove¢anjem vrednosti NEFA iBHB znacajno se povecava frekvencija uzoraka
krvi u kojima su mereni parametriizvan referentnih granica. Cincovié¢ I sar.(2012)® ukazuju da
upotrebom ovih tri parametra NEFA i BHB iz metabolickog profila moguce je predvideti
varijacije ostalih parametra u preko 70 % slu¢ajeva. Ovo ukazuje da NEFA i BHB znacajno uti¢u

na vrednost metaboli¢kih parametra krava u peripartalnom periodu.

2.4Adaptacija adipocita i hepatocitana peripartalni period
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2.4.1 Adaptacija adipocita

Kod mle¢nih krava masno tkivo igra vaznu ulogu kao izvor energije za podrsku laktacije,

S§to je posebnoizrazeno kod visokoproduktivnih krava. Kasna laktacija i period zasusenja su
periodi u kojima dominira anaboliticka faza i povecano je skladistenje triglicerida u masnom
tkivu. Za razliku od tog perioda, rana laktacija je period u kome dominira kataboli¢ka faza i
mobilizacija masnog tkiva. Prekomerna mobilizacija masnog tkiva u periodu negativhog
energetskog biliansa u ranoj laktaciji moze dovesti do zamascenje jetre i ketoze, koja moze
kompromitovati produkciju mleka u toku cele laktacije. Ovaj ciklus lipidnog skladiStenja i
lipidne mobilizacije je tipi¢an metaboli¢ki fenomen kod mle¢nih krava.

Belo masno tkivo je jedinstveno tkivo u organizmu koje moze pretrpiti drasti¢ne promene
u njegovoj masi nakon dostignuca adultne zrelosti.Celularni razvoj masnog tkiva podrazumeva
celularnu hiperplaziju (povecanje u broju ¢elija) i hipertrofiju (povecanje u veli¢ini/volumenu
¢elija). Hiperplazija se odvija tokom diferencijacije ¢elija masnog tkiva tokom adipogeneze, dok
hipertrofija dolazi posle stadijuma diferencijacije i rezultat je akumulacije triglicerida u postojece

adipocite prvenstveno tokom pozitivnog energetskog bilansa.”” Kod mle¢nih krava povecanje i
smanjenje adipoznog tkiva za vreme laktacionog ciklusa uglavhom je u vezi sa promenama u
veli¢ini adipocita, a utvrdena je jaka veza izmedu veli¢ine adipocita, telesne kondicije i telesne
tezine.”

Volumen adipocita varira u adipoznom tkivu, a ta varijacija je vec¢a u visceralnom depou
u poredenju sa intramuskularnim ili subkutanim adipoznim tkivom. Eguinoa i sar. (2003)%
navode da je hijerarhija veli¢ine adipocita ide slede¢im redom: omentalno masno
tkivo>perirenalno masno tkivo>subkutano masno tkivo >intramuskularno masno tkivo, §to je se
slaze sa istrazivanjima drugih autora.'®

Modalitet rasta (proiliferacijom ili diferencijacijom) u razli¢itim depoima adipoznog
tkiva moze biti regulisansa mnogo faktora, kao $to su prekursori ¢elijske populacije, protok krvi i
gustina inervacije. U poredenju sa visceralnim mastima subkutano adipozno tkivo ima manje
dimenzijei volumen ¢elija i ve¢u de novo lipogensku aktivnost kada se uzima u obzir veli¢ina
¢elije. Hormon senzitivne lipaze HSL i adipozna trigliceridna lipaza ATGL su enzimi koji su
primarno involvirani u stimulisanju lipolize i bazalne lipolize. Stimulisana lipoliza i bazalna

lipoliza oslobodaju glicerol u toku hidrolize masnih kiselina iz triglicerida. Kod miSica,
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ekspresija mRNA na hormon senzitivne lipaze i adipozne trigliceridne lipaze, bila je veéa u
retroperitonealnom adipoznom tkivu, u poredenju sa mezeterijalnim adipoznim tkivom, a

101 Kod mle¢nih krava u

najslabija ekspresija postojala je kod subkutanog adipoznog tkiva.
laktaciji nadena je povecana aktivnost hormon senzitivne lipaze i posledi¢nopotencijalno visa
lipoliza kod retroperiotonealnog masnog tkiva u odnosu na subkutano masno tkivo.'% Za vreme
negativnog energetskog bilansa mobilizacija visceralnog masnog tkiva je favorizovana zajedno
sa subkutanim masnim depoom .1%21%31% Aktivnost glicerol kinaze kod govedeg adipoznog tkiva
bila je mnogo manja.!®® Glicerol kinaza je fosfotransferazni enzim involviran u sintezu
triglcerida i glicerofosfolipida.

U toku laktacije prezivara zabelezana je maksimalna ketoholaminom stimulisana
lipoliticka aktivnost adipocita.’® Odgovor i osetljivost na ketoholamine u toku laktacije je
povecana sli¢no u subkutanom masnom tkivu i u omentalnom masnom tkivu. Poveéan broj -
adrenergi¢ni receptora u omentalnom masnom tkivu je najverovatnije primaran faktor za ovu
pojavu, a povecanje maksimalne aktivnosti i koli¢ine adenilat ciklaze je glavni faktor u

subkutanom adipoznom tkivu.*”’

2.4.2 Adaptacija hepatocita

Hepatociti su ¢elije jetrinog parenhima. Njihov oblik i veli¢ina zavise od funkcionalnog
statusa i od odnosa sa susednim ¢elijama. Na fiksiranom histoloskom preparatu su poligonalne,
a u svezem izolovanom stanju okruglaste. Veli¢ina jetrenih ¢elija varira prose¢no izmedu 16 i 30
mikrometra. Granica medu njima je dobro izrazena. U reznjicu izmedu hepatocita nalaze se
sinusni kapilari koji dobijaju krv iz vena portobilijarnog prostora, a sprovode je u sredi$nju venu.
Hepatociti su poredani jedan do drugog u radijalno postavljene ploce, koje medusobno
anastomoziraju. Veca skupina tih plo¢a grupisanih oko centralne vene C¢ine jetreni
reznji¢ililobulus hepatis. U citoplazmi se nalaze oba oblika endoplazmatskog retkuluma,
mitohondrije i Goldzijev aparat. U hepatocitima se mogu naéi i zrnca pigmenta lipofuscina i
hemosiderina. Jetrene celije su vrlo osetljiveali imaju veliku sposobnost regeneracije. Nakon
oStecenja jetre (trovanje, infekcija, poremecena cirkulacija) neostecene celije u njoj se najpre
povecéaju (kompenzatorna hipertrofija) i tako u prvi ¢as nadomeste ostecene celije.

Prosta masna infiltracija (infiltratio adipoza hepatis) oznacava patolosko stanje u jetri pri

kome jetrene Celije sadrze vece koli¢ine masti nego normalno. Uzroci masne infiltracije mogu da
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budu razliiti: preterana ishrana, sSmanjeni oksidativni procesi, izvesna fizioloska stanja
(graviditet, laktacija), bolesti pra¢ene hiperlipidemijom (acetonemija goveda) kao i dugotrajno
gladovanje. U ovakvim slu¢ajevima jetrine ¢elije su u stanju da vrate svoj prvobitni izgled ¢im se
otklone navedeni uzroé¢ni faktori, §to znac¢i da su funkcionalno sposobne da bez tezih reperkusija
odole ovakvom reverzibilnom procesu. Pri infiltraciji manjeg stepena jetra je neznatno uveéana a
lobularnost grade jasnije istaknuta nego normalno. Masna infiltracija najpre po¢inje u perifernim
delovima reznjica, zato ti delovi postaju svetliji, dok sredisni delovi ostaju uglavnom
nepromenenji. U jetrinim Celijama histoloski se konstatuju masti u vidu sitnijih i Krupnijih
kapljica, koje se pojavljaju najpre po rubovima reznjica a sa napredovanjem procesa i u
centrolobularnim c¢elijama. Sitne kapljice masti pokazuju tendenciju slivanja u vece kapi pa u
jednom momentu hepatociti dobijaju izgled ¢elija masnog tkiva

Jetra ima glavnu ulogu u kontroli preraspodele hraniljivih materija. Potreba za glukozom
i metaboli¢kom energijom povecava se dvostuko do trostruko u peripartalnom periodu.*® Protok
krvi kroz v. porte i jetru povecava se dvostruko vise tokom rane laktacije nego pre teljenja.’®
Jetra mora brzo da odgovori na naglo povecanje potrebe za glukozom i energijom za proizvodnju
mleka i da se adaptira na veéi priliv masti iz lipoliziranog masnog tkiva. Celije jetre uzimaju
NEFA iz krvi i konvertuju ih u energente, u odnosu njihovu koncentraciju, $to je vazna
adaptaciona strategija za podrSsku svoje funkcije i drugih tkiva. Medutim, produzena
hiperlipidemija optere¢uje hepatocite sa lipidima i vecom koncentracijom nego §to jetra ima
kapacitet da ih metabolise, te dolazi do pojave masne jetre. Preterana inflitracija lipidima,
odnosno trigliceridima, prouzrukuje makroskopsku i mikroskopsku alteraciju jetre, koja postaje
izraZenijasa vecom infiltracijom lipida. Jetra postaje uvecana i otekla i oko ivice ima bledo-zuti
izgled. Histoloski nalazi kod krava sa masnom jetrom su: masne vakuole u heatocitima; povecan
volumen kod individualnih hepatocita; oste¢ene mitohondrije; kompresija i smanjen volumen

jedra, grub endoplazmaticni retikulum, sinusoidi i druge organele.*®

Akumulacija triglicerida
kod goveda sa srednje zamascenim hepatocitima je ogranicenau centrolobularnom delu jetre
blize hepati¢noj veni, no akumulacija se prosiruje i na midzonalnu sekciju i onda se Siri na
periportalnu sekciju kod krava sa umerenom i teSkom masnom jetrom. Mikroskopske alteracije
ukazuju na ostecen celularni integritet i funkciju hepatocita, i prouzrukuju nekrozu i celulano
’curenje”, narocito kod krava sa teSkom masnom jetrom, Sto se karakteriSe sa povecanom

koncentracijom enzima jetre i Zu¢nih konstituenta u krvi. Histoloske promene u masnoj jetri su
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povezane sa promenom metabolizma ugljenih hidrata, proteina i masti u hepatocitima. Povecana
infiltracija triglicerida u jetri je povezana sa smanjenom proizvodnjom prekursora energije
(smanjena glukoneogeneza i varijabilni efekti ketogeneze i 3-okisdacije) ipovecana lipogeneza u
jetri.*” Smanjena je sposnost insulina da poveéava sintezu proteina i ureagenezu, ¢ime se moze

objasniti povecana koncentracija amonijaka u plazmi kod krava sa masnom jetrom.

2.5Farmakokinetika i farmakodinamika niacina kod prezivara

2.5.1 Fizi¢ka i hemiska svojstva niacina

Vitamini su raznolika grupa jedinjenja. Nutritivno, oni formiraju kohezivnu grupu
organskih jedinjenja, koja su potrebna u ishrani u malim koli¢inama (mikrograma ili miligrama
dnevno) za odrzavanje normalnog zdravlja i metaboli¢kog integriteta. Oni se na taj nacin
razlikuju od sustinskog znacaja minerala (koji su neorganski) i od esencijalne amnino kiseline i
masne kiseline koje su potrebne u vec¢im koli¢inama. Da bi se jedna komponenta smatrala za
vitamin, mora se pokazati da je dijetetski bitna, i da njegova eliminacija iz hrane mora rezultirati
manje ili viSe jasnom deficitarnom bole$c¢u, a njegovo vrac¢anje u ishrani mora izleciti ili spreciti
tu deficitarnu bolest. Niacin i vitamin D ne ispunjavaju ove rigorozne Kriteriume, zbog toga §to u
normalnim uslovima endogena siteza zadovoljava zahteve organizma. Ipak oni se smatraju za
vitamine, ¢ak i samo na osnovu toga $to je svaki od njih otkriven kao rezultat istrazivanja
deficitarne bolesti, pelagre i rahaitisa.''°

Pored sistematske hemijske nomenklature, vitamini imaju i trivijalnia imena koja su
naizgled nelogi¢na no oni proizilaze iz istorije njihovog otkri¢a. Za nekoliko vitamina, brojno
hemijski srodnih jedinjenja pokazuju istu biolosku aktivnost, jer su ili konventirani u istog
konacnog aktivnog metabolita ili su dovoljno strukturno sli¢ni da imaju istu aktivnost. Razli¢ita
hemijska jedinjenja koja pokazuju istu biolosku aktivnost poznata su kao vitameri. Tamo gde
jedna ili vise komponenti imaju istu biolosku aktivnost, i pored individualnog imena, odobrena je
i genericka deskripcija koja ¢e biti upotrebljena za sve povezane komponente koji pokazuju istu
biolosku aktivnost. Termin niacin je genericka deskripcija dveju komponenata, koji imaju
biolosku aktivnost vitamina: nikotinska kiselina i nikotinamid. To su dve forme vitamina B3

(iako neki autori ne prihvataju ovakvo nazivanje niacin) koji spada u grupu B-kompleks vitamina
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rastvorljivih u vodi. Niacinamid je rastvorljiv u vodi i amidna je forma niacina. Kada se amidni
molekul poveze sa nikotinskom kiselinom postaje niacinamid. Hemijsko ime je 3-
piridinkarboksilna kiselina (eng., 3-pyridinecarboxylic acid) za nikotinsku kiselinu 1 3-
piridinkarboksiamid (eng., 3-Pyridinecarboxamide) za nikotinamid. Postoje antivitamini ili
antagonisti niacina. Ove komponente imaju istu bazi¢nu strukturu piridina, a najvazniji
antagonisti niacina su 3-acetil piridin i piridin sulfonska kiselina.

Empirijska formula nikotinske kiseline je CsHsNO,.. Nikotinska kiselina dobila je naziv
po toksicnom alkaloidu nikotinu u ¢iji satstav ulazi. Drugi sinonimi za nikotinsku kiselinu su
antipelagra vitamin, Pellagrin, Acidum nikotinicum, Pyridine-3-carbonic acid, Nicotinic acid
(Eng), Nicotinsaure (Ger), Acide Nicotinique (Francuski) itd. Nikotinska kiselina se nalazi u
formi belog kristala ili kristalnog pudera rastvorljivog u vodi, bez mirisa sa slabije kiselim
ukusom, blago je rastvorljiv u etanol i etil etru, rastvorliv u alkoholu i nerastvorljiv u vecini
lipidnih rastvaraca, rastvorljiv u vodi 18.000 mg/l na 20°C , sa molekularnom teZinom od 123.11
g/mol, tacka topljenja je 236.6 C°, spesifi¢na gustina 1.473, pH 2.7 (zasié¢eni vodni rastvor), pH
3-3.5 (1.3 % rastvor), gustina 1.473 na 25°C, stabilan na vazduhu, generalno stabilan u hrani,
stabilan na toploti, kiselini i u bazi.*** Rastvorena u vodi ova &vrsta materija je derivat piridinasa
karboksilnom grupom (COOH) u 3-poziciji. Strukturna formula nikotinskekiseline prikazana je

na slici 3.
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Slika br.3 Strukturna formula nikotinske kiseline

Empiriska formula nikotinamida je CgHgN2O. Drugi sinonimi za nikotinamid su Vitamin
PP, Niacinamid, Nicotic amide, Nikotine acid amide, Picolinamide, Nikota, Nicotinsaureamid
(Ger.) Nikotinamidum (Lat.). Ima molekularnu masu od 122.12 g /mol. Beli kristalni puder ili
bezbojan kristal, bez mirisa, gorkog ukusa, sa tackom topljenja od 130-133°C, tacka vrenja je
150-160°C, rastvorljiv u vodi 500.000 mg/l na 25°C, rastvorljiv u etanolu, glicerolu, slabo
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rastvorljiv u hloroformu. Specifi¢na gustina od 1.400 na 25°C, pH vrednost je u granici od 6.0 -
7.5. Stabilan u odredenim uslovima, stabilan na toploti, u kiseloj i alkalnoj sredini.**? Strukturna

formula nikotinamida je prikazana na slici 4.

O
= NH,

-
N

Slika br. 4 Strukturna formula nikotinamida

2.5.2 Forme niacina

Vitamin niacin je od velike vazniosti za energetski metabolizam. Fizioloski niacin se
inkorporira u koenzimu nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) i nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat (NADP). Oni ucestvuju u brojnim metabolitickim procesimai to: a) u anabolickim
putevima (NADPH/NADP) kao $to su sinteze lipida inukleiniskih kiselina, NADPH je
neophodan kao redukujuci agens i b) u kataboli¢kim putevima (NADH/NAD). NAD uéestvuje u
velikom broju oksidativno-reduktacionih reakcija kao nosilac elektrona i on mozeprimiti ili
donirati elektrone u reakcijamaredukcije, odnosno moze ucestvovati kao oksidirajuc¢i agens
NAD+ i primiti elektron, tako on postaje redukovan i formira se NADH, | postaje redukujuci
agens i donira elektron NADH i postaje oksidisan i formira se NAD. Pored toga NAD je izvor
adenin dinukleotid fosfat (ADP)-riboze za modifikaciju proteina. On je prekursor za dva
sekunadrna glasnika (cADP-riboza i nikotinska kiselina adenin dinukleotid fosfat) koji stimulisu
povecavanje intracelularne koncentracije kalcijuma. Zato oni igraju vaznu ulogu u mnostvu
metaboliti¢kih puteva. Sa druge strane utvrdeno je da kada se nikotinska kiselina aplikuje u
mnogo ve¢im dozama ispoljava jos jedan fizioloski efekat a to je sposobnost da supresira
lipolizu.”**3

Niacin se nalazi u formi dva vitamera: nikotinska kiselina i nikotinamid. Obe forme
imaju slicne nutritivne karakteristike, i obe se mogu upotrebiti za sintezu NAD-a ali imaju

razliéne biologke proporcije, samo nikotinamid moze biti reaktivna komponenta.®
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Izvor niacina moZe biti uneta hrana ili sama zivotinja moZze sintetizovati niacin putem
enzimske konverzije triptofana i hinolonske kiseline u niacin. Mikroorganizmi u buragu isto tako
sintetizuju niacin. Mikroorganizmi koriste aspartate i dihidroksiaceton fosfat za produkciju
niacina.'*!

U istrazivanjima iz proSlosti smatralo se da mle¢ne krave nemaju potrebu daim se
egzogeno dodaju suplementi B vitamina zato $to B vitamini koji se nalaze u ishrani i one koji
ruminalna mikroflora sintetide su u dovoljnim koli¢ininama.® Ali visoko mle¢ne krave drastiéno
su povecale produkciju mleka i time se povecava potreba za B vitaminom. Pored navedenog,
smanjen unos hrane u peripartalnom periodu koji je ¢esto prolongiran daleko posle zapocinjanja
laktacije smanjuje dotok prekursora iz hrane, koji su znaéajni za proizvodnju niacina u buragu,
Sto dodatno povecava potrebu za njegovim dodavenjem u hrani.

Niacin koji se aplikuje oralno i moze se naci kao niacin nezasticen od razgradnje u
buragu (eng., rumen non protected niacin) i kao niacin za$ticen od razgradnje buraga (eng.,
rumen protected niacin). Suplementi niacina koji nisu zasti¢eni imaju slabu stabilnost u rumenu i
razgraduju se i zato se moraju primenjivati u veéim farmakoloskim dozama.'™® Niacin koji je
zaStiCen od razgradivanja u rumenu pakuje se na poseban nacin i jo§ se naziva i inkapsulirani
niacin. Ovaj produkt je u formi malih paleta, u ¢ijoj sredini se nalazi niacin opkoljen sa nekoliko
slojeva lipida. Inkapsulirana tehnologija moze povecati bioraspolozlivost komponenta u tankim
crevama. Ovi lipidi su relativno nerastvorljivi u rumenu i time se prevenirarazgradivanje niacin
od strane mikroflore."*® Ovaj vitamin se moze aplikovati i postruminalno, a ovakav nacin
aplikacije je opisan od strane Grinari i sar. (1997)."*" Infuzioni oblici niacina koji kod prezivara
mogu se aplikuju kao postruminalna infuzija, daju se kanilom preko rumena i omazusa u

abomazus ¢ime ¢e se izbeéi ruminalno mikrobno razgradivanje niacina.

2.5.3 Absorbcija i distribucija niacina

Zhog fizioloskih i anatomskih specifi¢nosti digestivnog trakta prezivara, farmakokinetika
(absorpcija, distribucija, metabolizam i eliminacija) medikamenta, koji se aplikuju oralno bice
razli¢ita kod ovih Zivotinja. Razlika u farmakokinetici lekova kod oralne aplikacije kod prezivara
postoji i u odnosu forme medikamenta (da li su zasti¢eni od bakterijske flore buraga ili ne) a kod
aplikacije niacina kod prezivara postoji razlika i u farmakokinetici vitamera (nikotinska kiselina i

nikotinamida).
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Postoji razlika u metabolizmu nikotinske kiseline i nikotinamida, dve forme niacina, koji
se koriste za biosintezu NAD-a.*® Nema razlike u totalnoj koli&ini niacina u rumenu kada se
poredi odnos koncentrata i kabaste hrane,kada je on u rasponu 40:60 do 60:40 ali je primeéena
razlika u koncentraciji svakog vitamera ponaosob. **°

Mikroorganizmi u rumenu isto tako sintetiSu niacin. Dnevna ruminalna sinteza niacina je
via od 2.2 g Prema Porter-u (1961)'?! vise niacina bi¢e sintetisano od mikroflore kada se
daje manja koli¢ina niacina kao suplement i obrnuto. Neka ispitivanja ukazuju na to da i1 vid
ishrane ima uticaj na sintezu niacina. Zastupljenost ugljenih hidrata,koji ne poticu iz vlakana ima
uticaja na sintezu B vitamina, pa se sinteza niacina pobolj$ava sa povecanom koli¢inom ugljenih
hidrata iz nevlaknastog hraniva, dok odnos izmedu koncentrata i kabastog dela hrane nema
efekta.'? Skrob ima pozitivan uticaj na sintezu svih B vitamina.

Duzina trajanja tretmana ima znacajne efekte na koncentraciju nikotinske kiseline u
ruminalnoj i intestinalnoj te¢nosti. Koncentracija nikotinske kiseline postize maksimum u buragu
jedan sat po aplikaciji niacin nezasticenog u buragu time S§to se nikotinamid konvertuje u
nikotinsku kiselinu ili druge forme, Campbell i sar. (1994)*% nisu detektovali nikotinamid u
ruminalnoj tenosti. Rezultati istraZivanja Santaschi i sar. (2005)'*° bili su suprotni od Cambella
i sar. (1994)'?3, oni pokazuju da oba vitamera, nikotinska kiselina i nikotinamid, su sintetizovani
u znacajnim koli¢inama u predZeludcima i najve¢i deo nikotinske kiseline i cela koli¢ina
nikotinamida nalazi se u ¢eliji bakterije.

Erikson i sar. (1991)'?* primetili su da je absorpcija niacina preko buraga moguca, jer se
nikotinamid brze absorbuje od nikotinske Kiseline. Medutim, direkna absorpcija iz buraga je
limitirana zato $to se mali procenat (3-7%) niacina nalazi kao supernatantne ruminalne te¢nosti, a
najveca koli¢ina niacina je vezana od ¢elije mikroflore , dok nikotinska kiselina nije absorbovana
zato $to se u sredini gde je pH ispod fizioloSke vrednosti nalazi u jonizovanoj formi. Posle
peroralne primene, lekovi se mogu apsorbovati u svim delovima digestivnog trakta, pod uslovom

da su nejonizovani. Prema Santachija i sar. (2005)*?°

najverovatnije je da postoji nedostatak
absorpcije u rumenu zato Sto vitamini prisatni u bakteriskoj frakciji u sadrzini buraga nisu
dostupni u slobodnoj formi da bi se mogli absorbovati.

U digestivnim sokovima abomasusa, ileuma i duodenuma niacin se nalazi kao
supernatant frakcija.Absorpcija iz tankih creva je glavni nacin kojim niacin postaje dostupan za

domacina. Samo 17% od dodatog niacina se javlja u duodenum kao slobodana nikotinska
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kiselina'®, odnosno 20-30% dospeva u duodenum kod ovaca u zavisnosti doze.'”® Prema
Santaschi i sar. (2005)*%° procenat is¢ezavanja niacina u rumenu kod mle¢nih krava je 98,5%, a
prema Zinn i sar. (1987)*® kod tovnih goveda je 93.8%. Koncentracija nikotinske kiseline u
duodenumu je vecéa kod krava hranjenih sa nikotinamid suplementima (12g dnevno) u odnosu na

krave hranjene sa suplementima nikotinske kiseline (Campebell i sar.,1994)'?

. Medutim, u ovim
istrazivanjima uzete su Samo duodenalne te¢nosti a niacin se moze naci i u ¢vrstoj frakciji iz
crevne sadrzine. U ovim istrazivanjima aplikovan je niacin, koji nije zasti¢en od razgradnje u
rumenu. Zbog ektenzivne degradacije niacina u rumenu u nekim istrazivanjima Koris¢ene su
mnogo veée koli¢ine niacina 12-36 grama/dan.'*® Kada se aplikuje veéa doza niacina, veca
koli¢ina niacina je dostupna mikroorganizmima od onog §to im je potrebno, pa je tada moguce
da visak niacina odeu donji deo digestivnog trakta. Koncentracija niacina u duodenumu bila je
veéa kod onih zivotinja kod kojih je bio aplikovan niacin.’?**¥" Gubitak niacina se javlja i ako je
niacin dat infuziono u abomazusmuali manjim procentom, oko 85%, $to ukazuje na to da je
moguéa i abomazalna i duodenalna apsorpcija.*?°

Koncentracija niacina koje dostize u duodenum pre svega zavisi u kakvoj farmakoloskoj
formi se nalazi niacin (nezasti¢en ili zasti¢en), zatim od koli¢ine niacina i odnosa hraniva. Prema
Niehoff | sar.(2013)*?® ukupna koli¢ina niacina (zbir nikotinske kiseline i nikotinamida) koja
dolazi u douodenum povecava se sa povecanjem procenta koncentrata i suplementa nikotinske
kiseline, dok je koli¢ina nikotiamida samo pod uticaj suplemenata nikotinske kiseline a ne zavisi
od odnosa koncentrata.

Nezasi¢ena nikotinska kisleina ima slabu stabilnost u rumenu | Santaschi i sar.(2005)*%
su nasli da nezasic¢ena nikotinska kiselina ima 5% bioraspolozlivosti. Suprotno, zasticeni niacin
izbegava razgradnju u mikroflori i daje mnogo veéu bioraspoloZivost u crevima.* Sa aplikacijom

ruminalno zatiéenog niacina Zimbelman i sar.(2010)°

su pokazali povecanu koncentraciju
slobodnog niacina u krvi kod mlegnih krava. Morey | sar.(2011)° navode da tretman sa
inkapsuliranim niacinom povecava koncentraciju nikotinamida u plazmi tako da davanje 24
grama na dan inkapsuliranog niacina obezbeduje 9,6 grama na dan bioraspolozlivog niacina.
Absorpcija niacina odvija se u tankim crevima. Na absorpciju niacina u duodenum ne
utice tip ishrane.*® Intestinalna apsorpcija nikotinske kiseline je na nivou od 73%, a nikotiamida
na novou 94% sa prosekom od 84% od ukupnog niacina u dodenumu.*®® Prema Zinn i sar.

(1987)'? apsorpcija je na novou od 79% od duodenalnog nivoa niacina. Mehanizam absorpcije
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je ispitivan kod ¢oveka i pacova. U fizioloskim koncentracijama niacin absorpcija nikotinske

130

kiseline kod coveka zavisi od pH i Na'nosa¢a.”™ U vis§im koncetracijama kod pacova je

primeéena difuzija kao glavni mehanizam absorpcije niacina.'®!

Najveca koli¢ina nikotinske
kiseline absorbuje se iz duodenuma. Intestinalna mukoza je bogata enzimima kao $to su NAD-
glukohidrolaza koja konvertira nikotinsku kiselinu. Najverovatnijenema direkne konverzije
nikotinske kiseline u nikotinamid. Nikotinska kiselina u mukozi tankog creva brzo se konverujeu
NAD da bi potom posredstvom NAD"glukohidrolazevisak NAD hidrolizovao u nikotinamid, $to
je glavna forma transporta niacina u krvi.'** NAD*glukohidrolaza je enzim koji katalizira
hidrolizu NAD-a i tom prilikom se stvara ADP-riboza i nikotinamid. U krvi krava koncentracija
nikotinamida bila je 100 puta veéa od koncentacije nikotinske kiseline.” Pored toga §to kisela
sredina abomazusa favorizuje nikotinsku Kkiselinu niacinu plazmi se nalazi u formi
nikotinamida.'?**#® Koncentracija nikotinamida u plazmi nije zavistanod toga vida vitamera u
suplementu, ali koncentracija nikotinske kiseline u plazmi je veca ukoliko su krave hranjene sa
suplementom nikotinske kiseline u odnosu na suplement nikotinamida.*® Nakon 50 sati po
zavrietku tretmana niciniom Morey i sar. (2011)° su zapazili da koncentracija nikotinamida u
plazmi kod tretiranih krava se smanjuje ali pokazuje tendenciju da bude visa od kontrolne grupe
(p<0.07). Nikotinamid je primarna forma niacina u cirkulaciji i konvertirtira se u formi
koenzimna (NAD i NADP) u tkivu. Transport niacina je povezan sa eritrocitima u cirkulaciji.
Niacin brzo napusta krvotok i ulazi u bubrege, jetruili adipozno tkivo. Ima velike neusaglasenosti
za postojanje nikotinske kiseline u krvi, pa se smatra da je nikotinamid glavna forma za transport

niacina u krvi,**

ali smatra se da nikotinska kiselina, koja nije metabolisana u jetri moze biti
transportovana u razli¢itim tkivima u telu.™*? Ovo je moguce postignuti sa aplikacijom vece
farmakoloske doze niacina, da bi se veca koli¢ina nikotinske kiseline apsorbovala iz duodenuma,
a tako bi i plazmatska koncentracija i absorbcija nikotinske kiseline pasivnom difuzijom bila bi
veca. Tkivna sadrzina niacina i njegovih analoga NAD i NADP zavise od mnogo faktora. Jetra je

mesto sa najve¢om koncenracijom niacina u telu.

2.5.4 Sinteza, metabolizam i eliminacija nikotinamid nulkeotid koenzima

Nikotinamid je reaktivna polovina NAD i NADP (slika br. 5 i 6) koji su koenzimi
(kosubstrati) velikom broju oksidativnih i reduktivnih reakcija. Enzimi koji sadrze NAD i NADP

su vazne veze u seriji reakcija u metabolizamu ugljenih hidrata, proteina i masti.
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Slika 6. Nikotinamid adenin dinukleotide fosfat

Ovi koenzimi su involvirani u mehanizam transfera vodonika u Zivim celijama,
ukljucujuci vise od 200 reakcija metabolizma ugljenih hidrata, masnih kiselina i amino kiselina.
Najvaznije metaboli¢ke reakcije koje katalizuju NAD i NADP su: metabolizam ugljenih hidrata
(glikoliza-anaerobna i aerobna oksidacija glukoze, Krebsov ciklus), metabolizam lipida (sinteza
glicerola i razlaganje glicerola, oksidacija masnih kiselina i sinteza masnih kiselina, sinteza
steroida), metabolizam proteina (degradacija i sinteza amino Kiselina, oksidacija uglenih lanca
putemKrebsovog ciklusa.

Koenzimi NAD-a i NADP-a mogu biti sintetizovani iz: vitamera niacina, triptofana i
hinolonske kiseline. Sinteza koenzima je prikazana na slici 7. Glavna uloga jetre je da sintetiSe

NAD(P) iz triptofana, preko hidrolize da bi se oslobodio niacin za iskori§¢avanje u ekstra
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Slika 7. Sinteza NAD-a iz nikotinske kiseline, nikotinamida i hinolona, Bender (2003)*°.

Koenzimi nikotinamid nukleotida su katabolizovani iz ¢etiri enzima: NAD pirofosfataze,
NAD glikohidrolaze, ADP-riboziltransferaze, poli(ADP-riboza)polimeraze. U normalnim
uslovima ima veoma malo ili uopste nema urinarne eskrecije nikotinamida ili nikotinske kiseline,
jer su oba vitamera aktivno reapsorbovana iz glomerularnog filtrata. Samo kada je koncentracija
veoma visoka a transportni mehanizmi zasi¢eni moze doéi do ekskrecije. N*-metil nikotinamid i

metil piridon karboksamid su glavni urinarni metaboliti nikotinamida kod ljudi, pacova i svinja.
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Kod herbivora niacin najverovatnije nije metaboliziran sa metilacijom, ve¢ se izluCuje

nepromenjen

2.6 Uticaj aplikacije niacina na metaboli¢ke parametre kod krava u ranoj laktaciji.

Kod prezivara je gastro-intestinalni trakt dobro adaptiran za bakterijsku fermentaciju i
burag prezivara je idealan prirodni ambijent za razmnoZavanje mikroorganizma. Niacin ima
efekat na mikrobnu populaciju i to pre svega na protozoe. Niacin je od koristi za protozoe u
buragu, zato $to oni nisu u stanju da sintetiSu vitamin, a primec¢eno je znacajno povecanje
protozoa u ruminalnoj teénosti nakon aplikovanja rumen nezastiéenog niacina u ishrani. 22+

U literaturi su opisani razlicni efekti niacina na koncentraciju amonijaka u rumenu.
Nadena je povecana koncentracija amonijaka nakon aplikacije niacina.*®*** U rezultatima
Samanta i sar.(2000)** je nadena smanjena koncentracija amonijaka. Razvoj mikroflore obi¢no
povecava koncentraciju NH3-N, pa se porast koncentracije amonijaka pod dejstvom niacina
moze tumaciti povec¢anjem protozoalne populacije pod dejstvom niacina.

Dodavanjem suplementa nikotinske kiseline Niehoff | sar. (2013)*%

dobijaju neocekivane
rezultate smanjenu koncentraciju ukupnih kratkolan¢anih masnih kiselina (eng. Short-chain fatty
acids-SCFA), dok drugi autori imaju prijavljeno signifikantno povecanje SCFA nakon dodatka

135,136 123,137

nikotinske kiseline ili nikotinamida u ishrani ili bez efekta. U istrazivanjima gde su

primecene promene, buterna kiselina je najces¢e bila promenjena, a pokazan je uticaj i na

siréetnu i propionsku kiselinu. Arambel | sar. (1986)"%

nasli su interakciju izmedu niacina i tipa
obrade soje. Ukupna koncentracija SCFA povecava se po dodatku niacina u hrani koja sadrzi
tostiranu soju, dok se znacajno smanjuje u rumenu goveda koja su hranjenasa netostiranom
sojom. Riddell i sar.(1980)**° primetili su znagajnu redukciju SCHA u grupama koje su dobijale
nikotinsku kiselinu 6 sati nakon hranjenja. Ovaj efekat nije bio signifikantan kada se uzme u
obzir vremenski interval od 12 sati. Niacin nema znac¢ajni uticaj na ruminalnu digestiju hranljivih
materija.?®

NEFA su glavne komponente triglicerida, koje se sastoje od tri masne kiseline povezane
za glicerolom i glavni su depo masti u organizmu. Sa hidrolizom skladistenih triglicerida (masti)
preko hormon osetljive lipaze u masnom tkivu, oslobada se NEFA i glicerol. Plazmatska

koncentracija NEFA je povisena kod mlecnih krava za vreme peripartalnog perioda. Krava
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mobiliSe masne kiseline iz adipoznog tkiva kao odgovor metabolickih promena i negativnog
energetskog bilansa Sta je karakteristicno za peripartalni period kod mle¢nih krava. Visoki
influks NEFA u jetru je vec¢i od njegovog oksidativnog kapaciteta sto rezultira sa skladistenjem
NEFA kao triglicerida u hepatocitima i u miSi¢ima. Ovakve promene dovode do depresije u
uzimanju hrane i metabolickih promena.

U preglednom radu Niehofa i sar. (2009)**°

u kome se analiziraju studije u kojima se
koristi niacin Kkoji nije zasticen od razgradivanja u rumenu doslo se do zakljucka da vrednosti
NEFA mogu biti smanjeni usled dejstva nikotinske kiseline pod odredenim uslovima ali ne i od
nikotiamida. Nakon prestanka efekta nikotinske Kiseline desava se povratak NEFA iznad
bazalnih vrednosti koje se zatim vra¢aju u normalu. Da bi se postigao efekat niacina koli¢ina
niacina koja pristize u duoodenum mora biti na visokom nivou, §to se moze posti¢i dodatkom
niacina u ishrani u velikim farmakoloskim dozama. U veoma visokoj dozi nikotinska kiselina
ima sposobnost da suprimira oslobadanje masti iz depoa.6

Aantilipoliticki efekat nikotinske kiseline poznat je jo$ od 1963.g.a ispitivan je i dokazan
kod adipoznog tkiva pacova.'** Danas je identifikovan njegov celularan receptor, GPR109A
(analogan humanom HM74A i mi§jem PUMA-G)."** Visok afinitet HM74A za nikotinsku
kiselinu je razlog za terapeutski efekat nikotinske kiseline preko inhibicije adenil ciklaze i
redukcije intracelularnog nivoa cAMP u adipocitima (slika 8). In vivo studije pokazuju da
aplikacija farmakoloskih doza nikotinske kiseline smanjuje nivo plazmatske NEFA tako §to

5,6,143

inhibiSe lipolizu kod goveda. Ovakav antilipoliticki potencijal nikotinske Kkiseline

najverovatnije se ostvaruje preko delovanja na niacinski receptor GPR109A (Slika 8).141%°
Nedavno je dokazano da GPR109A antilipoliticki put, koji je ve¢ opisan kod drugih vrsta
Zivotinja, postoji u funkcionalnoj formi i kod govedeg tkiva u in vitro uslovima.**® Sa druge
strane nikotinamid ima veoma mali afinitet vezivanja sa GPR109A.*** Aktivacija GPR109A sa
nikotinskom kisellinom dovodi do inhibicije aktivnosti adenalin ciklazete do smanjenja
koncentracije cAMP u ¢elijama. Smanjen cAMP u adipocitima dovodi do posledi¢ne inaktivacije
protein kinaze A i smanjenja fosforilacije hormon osetljive lipaze i time do redukcije lipolize.***
Receptor GPR109A ima u adipoznom tkivu i imunim ¢éelijama, kod goveda su pronadeni i u
reaguje kao slab agonist i nema sposobnost da promeni lipidni profil u plazmi.**® Kod goveda

GPR109A ligand, nikotinska kiselina, nikotinamid i BHB, pokazali su razli¢iti nivo efikasnosti u
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indukovanoj antilipolizi u in vitro uslova.**® Nikotinska kiselina smanjuje fosoforilacijuhormon
senzitivne lipaze i tako redukuje lipoliticki odgovor, nikotinamid nije sposoban da suprimira
lipoliticku aktivnost kod govedeg tkiva u in vitro uslovima, a BHB samo u najvecoj koncentraciji

indukuje znagajno smanjenje u oslobadaniju glicerola i fosforilaciju hormon senzitivne lipaze.**®

Nxolne acxd o~ (- Adrencoepion

GPRI0IA
IHMTAA
PUMAG)

FFA lgveds.

Slika 8. Mehanizam smanjena lipolize izazvane niacinom — AktivacijaGPR109A preko nikotineke kiseline
dovodi do inhibicije aktivnosti adenilin ciklazei potom do smanjenja koncentracije cAMP u ¢elijama. Smanjenje
cAMP u adipocitima dovodi do posledi¢ne inaktivacije protein kinaze A i smanjenja fosforilacije hormon osetljive

lipaze i time do redukcije lipolize.**

Pires i Grummer (2007)"® aplikovali su abomazalnu infuziju u razli¢itim dozama
nikotinske kiseline (0, 6, 30, 60 mg/kg telesne tezine) kod Holstajn krava, koje su bile u
restriktivnom rezimu ishrane. Abomazalna infuzija je bila aplicirana kao pojedina¢na bolus doza
48 sati nakon pocetka restrikcije hranom. Koncentracija plazmatske NEFA bila je smanjena od
546 uEg/l na 208 uEg/l jedan sat po aplikaciji abomazalne infuzije od 6 mg nikotinske kiseline
po kg/tm i manje od 100uEq/L za 3 sata posle abomazalne infuzije dveju najvisih doza
nikotinske kisleline. Rezultati pokazuju da se drasti¢no vrac¢anje koncentracija NEFA odvija po
prekidanju infuzije sa nikotinskom kiselinom. Vra¢anje se odvija nakon inicijalnog smanjenja
koncentracija NEFA u plazmi i taj povratak je trajao 9 ¢asova za dozu od 30 mg/kg nikotinske
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kisleline, odnosno 6 ¢asova za dozu od 6 mg/kg nikotinske kiseline. Time su Pires i Grummer
(2007)"® dokazali da je nikotinska kiselina moéan antilipoliticki agens kod goveda, koji imaju
negativan energetski bilans za vreme restrikcije hranom i da odrzivo smanjenje NEFA moze se
posti¢i sve dok ima dotoka nikotinske kiseline u donjem delu gastrointestinalnog trakta gde se
moze absorbovati. Antilipoliticka svojstva nikotonske kiseline mogu pokazati kao korisni kod
mle¢nih krava ukoliko se niacin koristi u optimalnoj doza i formi i obezbedi se postruminalni
izvor nikotinske Kiseline. Ipak, prvo treba utvrditi optimalnu dozu nikotinske kiseline koja ¢e
imati umereni stepen inhibicije lipolize i NEFA, zato Sto NEFA koja poti¢e iz masnog tkiva
predstavlja vazan izvor energije i prekursor za sintezu masnih kiselina u pocetku laktacije te
kako obezbediti stabilan izvor nikotinske kiseline da bi se izbeglo dramati¢no vra¢anje NEFA. U
istrazivanju Morey | sar. (2011)° gde se koristio niacin zastiéen od razgradivanja u rumenu, doza
od 24 grama inkapusliranog niacina (koja obezbeduje 9.6 grama na dan bioraspolozlivost)
pokazalo se uspe$nim u inhibiciji lipolize kod postpartalnih krava, jer se smanjenjem
koncentrcija postpartalne vrednosti NEFA. Isto tako Morey | sar. (2011)° ukazuju na to da
protokoli tretmana koji se upotrebljavaju u njuhovoj studiji su jedini koji jasno supresiraju
lipolizu kod goveda bez prouzrokovanja povratne lipolize. Doza od 12 grama dnevno
inkapsuliranog niacina obezbeduje bioraspolozlivi izvor niacina koji modifikuje lipidni
metabolizam.’

Samo povecana koncentracija nikotinske kiseline u krvi moze izazvati smanjenje nivoa
fosforilacije hormona senzitivne lipaze i prevenirati poviseni nivo lipolize pa tako smanjiti nivo
plazmatske NEFA.>'*149 Aplikacija nikotinske kiseline ali ne i nikotinamida moZe imati
pozitivne efekte kod krava u tranzicionom periodu.

lako postoji visok influks NEFA u hepatocite kod krava u ranoj laktaciji, nadena je
smanjenja koncentracija triglicerida u jetri kod krava hranjenih sa zasticenim niacinom. Posto je
akumulacija hepati¢nih triglicerida direkno povezana sa koncentracijom NEFA u
krviredukovanjem koncentracije NEFA kod krava hranjenih niacinon postpartum moguce je
dovesti do smanjene akumulacije triglicerida.*

Pored masne jetre, nastanak ketoze predstavlja drugu negativnu posledicu visoke
koncentracije NEFA i njegovog nekompletnog metabolisanja, kada nastaju ketonska tela. Jedna
od metoda prevencije ketoze je davanje suplemenata niacina i upotreba niacina zajedno sa

prekursorima glikogena kao propilen glikol ili natrijum propionat.*****® Istrazivanja su pokazala
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da suplementi niacina redukuju koncentraciju BHBA i NEFA u krvnoj plazmi sa pove¢anjem

nivoa glukoze u serumu.**? Erikson i sar. (1992)*

su dobili rezultate sa signifikantnim
efektima niacina na BHB gde je nivo koncentracije BHB u plazmi bilo nize kod krava hranjenih
sa niacinom u odnosu sa kontrolnu grupu. Signifikantnu redukciju (p<0.01) koncentracije BHB
je dobijeno kod krava hranjenihsa niacinom (u formi kristalnog pudera) 12 grama po kravi
dnevno i smanjenje u manjoj meri kod krava koji su dobili 6 grama po kravi na dan ako se
uporedi sa kontrolnom grupom.**

Insulinska rezistencija kod krava u peripartalnom periodu nastaje zbog prioritetne
upotrebe glukoze za rast ploda, razvoj vimena i laktaciju. Insulinska rezistencija kod Hostajn
krava je povezana i sa povecanom koncentracijom NEFA u plazmi.” Obzirom da niacin pomaze
u smanjenju lipolize i podize glikemiju, moze povecati lucenje i efikasnost insulina i smanjiti
insulinsku rezistenciju.

Kod nekih ispitivanja nisu pronadeni znacajni efekti tretmana ili vremena tretmana na
137,155

glukozu u krvi kod krava kod kojih je aplikovan nezastiéeni ili zastiéeni niacin.** Podaci

prijavjeni od Thornton iSchultz (1980)™°

su pokazali promenjen metabolizam glukoze za vreme
aplikovanja farmakoloske doze nikotinske kiseline kod prezivara i to: poveéanje koncentracije
glukoze i insulina u plazmi, redukciju tolerancije na glukozu i rezistenciju na inuslin. Zna¢ajno

poveéanje koncentracije glukoze u krvi su dobili Di Costanzo | sar.(1997)'*

nakon aplikacije
nikotinske kiseline u dozi 36 grama po kravi na dan. Ovakvo povecanje moze da indukuje
poboljsanu glukoneogenetsku aktivnost na celijskom nivou promovisanu od strane parcijalne
supresije lipogeneze prouzrokovane od nikotinske Kiseline.

Krave koje su primale ograni¢ene obroke i koje su primale farmakolosku dozu nikotinske
kiseline kao abomazalnu infuziju, imale su povecanu koncentraciju insulina i 4-8 ¢asa nakon
prestanka aplikacije nikotinske kiseline. Koncentracija glukoze je povecana i za vreme povratka
koncentracije NEFAna visi nivo u krvnoj plazmi, dok koncentracija insulina sledi slican model
kao koncentracija NEFA u vreme povratne faze.”® Pires | sar.(2007)° ukazuju na to da niza
koncentracija NEFA koje je postignuta sa aplikacijom nikotinske kiseline kod holstajn goveda na
restriktivnoj ishrani, poboljsava odgovor insulina i iskoris¢enje glukoze sa povecanjem
insulinske senzitivnosti, impliciraju¢i na to da je NEFA u krvi vazan faktor za nastanak
insulinske rezistencije kod mle¢nih krava za vreme negativnog energetskog bilansa. Ovakvi

rezultati su podrzani od studije sprovedenih kod ljudi kod kojih se upotrebljava acipimox
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(nikotinska kiselina dugog dejstva) kada dolazi doredukovanja NEFA u krvi, do poboljsanog
odgovora na oralni glukoza tolerantan test do poboljSanja insulinom stimulisanog iskori$¢avanja
glukoze od perifernih tkiva za vreme izvodenja hiperinsulinemijskog euglikemijskog klampa.

157,158

Niacin znacajno uti¢e na koncentraciju glukoze. Povecanje koncentracije glukoze je bilo

198 navode da je nejasan

zavisno od kocentracije niacina i duzine tretmana. Pescara i sar. (2010)
mehanizam kojim nikotinska kiselina povecava koncentraciju glukuze u plazmi je, a to moze biti
rezultat povecane hepati¢ne produkcije glukoze, smanjenog klirensa glukoze iz krvi ili oboje.
Koncentracija insulina u krvi imala je slicnu dinamiku kretanja kao glukoza. Povecanje
koncentracije glukoze bilo je primeceno kao odgovor na davanje infuzije sa nikotinskom
kiselinom 10. i 12. dana i ovo povecanje je trajalo jedan dan po prekidu tretmana, a za vreme
tretmana nikotinskom kiselinom primeéeno je bilo i povec¢anje koncentracije insulina u krvi.**®

Titgemeyer i sar. (2011)**

navode da je tesko uvideti da li poveéanje vrednosti glukoze dovodi
do povecanja insulina ili insulinska rezistencija dovodi do povec¢anja glukoze, a njihov model se
ne slaze s tim da je povecanja koncentracije NEFA povezana sa insulinskom rezistencijom za
vreme tretmana sa nikotinskom kiselinom.

Ovakvi razli¢iti rezultati delimi¢no se mogu objasniti sa razli¢itim nivom snabdevanja sa
energijom i stepenom lipolize, i moze se zakljuciti da je insulin uklju¢en u uticaj niacina sa

glukozom u krvi. Koncentracija glukagona u studiji Titgemeyer i sar. (2011)'*

nije bila znacajno
izmenjenasto pokazuje na to da je njegova uloga veoma mala ili uopSte je nema u efektu

nikotinske kiseline na glikozu u krvi.

2.7 Efekti niacina na laktacione peformanse

U samo dva istrazivanja su ispitivane koncentracije niacina u mleku kod krava.'®®*®

Wagner i sar. (1997)™! pronasli su samo nikotin amid, dok su Nilson | sar.(1967)*

ispitivali
ukupnu koli¢inu niacina i nisu uradili razliku izmedu vitamera. Sadrzaj nikotina amida u mleku
je bio poboljsan sa dodatkom sulplementa sa nikotinskom kiselinom, ali najvisa aplicirana doza
niacina rezultirala je najnizom koncentracijom niacina u mleku. Ruminalna koncentracija niacina
isto tako je bila izmerena ali nije nadena veza izmedu koncentracije niacina u rumenu i

koncentracije niacina u mleku.
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U mnogim studijama je vrSeno ispitivanje prinosa mleka kod mle¢nih krava nakon
dodavanja suplemenata niacina prijavljeno je da proizvodnja mleka nije bila znac¢ajno izmenjena
i pored toga $to je koncentracija niacina u plazmi bila povisena.'">**3%41%2 Qpjagnjenje
izostanka efekta niacina na mlecnost je ta Sto su krave u pojedinim studijama bile u pozitivnom

energetskom bilansu i u razlicitim fazama laktacije. Karakoodi i Tamizrad (2009) **?

ukazuju na
to da je niacin najefikasniji ukoliko se upotrebljava kod krava u ranoj laktaciji i u njihovoj studiji
krave koji su bile u ranoj laktaciji i kojima je bilo suplementirano 14 grama niaicna imale su

163,164

bolji prinos mleka od kontrolne grupe. U drugim studijama nadeno je povecanje prinosa

mleka nakon dodatka suplemenata niacina u ishrani, a u isrtaZivanju Cervantesa | sar.(1996)*
nadeno je povecanje koncentracije nikotinamida u plazmi i povecanje prinosa mleka.

U ispitivanjima gde se Koristilo 12 grama na dan niacina zasticenog od ruminalnog
ragradivanja nisu bila primeéena poboljsanja u prinosu mleka.*”

Tretman niacinom nije imao efekat na komponente mleka, procenat proteina u mleku,
prinos proteina u mleku i prinos masti umleku.*> U ispitivanjima Yuana i sar.(2012)* gde se
koristio inkapsulirani niacin kao suplement doslo je do redukcije procenta masti u mleku i
primecena je tendencija znacaja za interakciju tretmanxvreme (p< 0.1) za prinos masti u mleku.
Ovi autori navode da dobijeni podaci podrzavaju koncept da niacin blokira mobilizaciju masnih

kiselina i zato redukuje gubitak energije preko mleka postpartalno.
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3. HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Na osnovu pregleda literature, izneli smo sledece hipoteze i ciljeve rada:

. Aplikacija niacina dovodi do znacajnih promena u vrednosti NAD i NADP u krvi krava
koji su vitameri ovog vitamina

. Aplikacija niacina smanjuje lipidnu mobilizaciju i ketogenezu i manju akumulaciju lipida
u jetri

. Aplikacija niacina dovodi do smanjenja intenziteta opadanja vrednosti insulina i glukoze
i smanjuje insulinsku rezistenciju u ranoj laktaciji

. Aplikacija niacina dovodi do promena u vrednosti metabolickih parametara kod krava,
posebno onih koji se odnose na funkcionalni status hepatocita

. Aplikacija niacina smanjuje zavisnost metabolicke adaptacije od homeoretskih procesa
lipolize i insulinske rezistencije

. Upotreba NAD 1 NADP moze biti od koristi kada se procenjuje uticaj statusa niacin na
metaboli¢ku adaptaciju kod krava

Krave sa boljim statusom niacina u ranoj laktaciji imaju manji stepen akumulacije lipida

u jetri
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4. MATERIJAL | METODE

Ogled 1 — Uticaj aplikacije niacina na vrednost njegovih vitamera, lipidni profil i

metabolicki status krava u ranoj laktaciji

Krave i menadiment - Ogled je izvrSen na 30 krava Holstajn-frizijske rase u drugoj i
trecoj laktaciji, bez znakova poremecaja zdravlja, uz proizvodnju mleka 7500+£950 litara. Krave
su gajene u slobodnom sistemu, na dubokoj prostirci, ali su u tranzicionom periodu bile u
porodiliSu, gde je postojao vezani sistem. Ishrana krava je obro¢na, dok je u porodiliStu posle
partusa bila po volji.Krave su hranjene miksovanim obrokom, kojim se zadovoljavaju kompletne
potrebe krava.Krave uzimaju vodu ad libitum. Obrok za krave u ranoj laktaciji se pravi da
zadovolji sledec¢e standarde: proteini (17,5-19,5% SM sirovih proteina, 30-33% razgradivih
proteina od ukupnih, 35-40% nerazgradivih proteina od ukupnih); ugljeni hidrati (ADF minimum
17-21%, NDF minimum 28-31%, NDF iz kabaste hrane minimum 18-23%, nestrukturni ugljeni
hidrati 35-42%, nivo suve materije iz kabaste hrane minimum 40-45%); energija (NEL 7-7,4
MJ/kg suve materije obroka); masti u obroku 5-7%.

Aplikacija niacina — Niacin je aplikovan putem hrane per o0s. Koriséen je
Rovimix®Niacin u dozi koja omogucuje dostupnost u crevima oko 6-12g niacina/dan (60-120g
krava/dan u hrani), Sto se u predhodnim istrazivanjima pokazalo kao optimalna bioloSka
koncentracija. Niacin je aplikovan u periodu dve nedelje pre i dve nedelje posle teljenja.

Uzorkovanje krvi — Krv je uzimana venepunkcijom v.coccigea kod krava u periodu pre
jutarnjeg hranjenja kako bi se izbegao prandijalni efekat na vrednost metabolita. Krv je uzeta u
momentu teljenja, potom jednu i dve nedelje nakon teljenja. Dodatno je krv uzeta i pre pocetka
davanja niacina kako bi se ispitali vitameri ovog vitamina u krvi i njihove promene tokom
vremena. Uzorci krvi za ispitivanje biohemijskih parametara su sakupljani u desetomililitarske
epruvete sa gel separatorom (BD Vacutainer® SST II Advance, BD Plymoth, UK) koji u sebi
sadrzi silikon koji je activator koagulacije 1 gel koji predstavlja barijeru izmedu koaguluma 1
seruma nakon centrifugiranja.Vakutajner epruvete sa gel separatorom su centrifugirane na 4000
obrtaja u trajanju od 10minuta, kako bi se u potpunosti izdvojio serum. Svaka vakutajner

epruveta sa uzorcima krvi je obeleZena zbog sledljivosti uzoraka, a potom i zaSticena od
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direktnog delovanja sunceve svetlosti, postavljena na suvi led i transportovane su u laboratoriju.
Krv je uzimana paralelno i u litijum-heparinske vakutajnere, za potrebe analize NAD i NADP.

Odredivanje parametara u krvi — KoriS¢ene su fotometrijske reakcije i fotometar
proizvodaca Rayto (RT1904c).Fotometriranje je vrSeno prema specifikaciji proizvodaca.Pre
upotrebe svakog novog kita formirana je Kkalibraciona kriva, prema specifikaciji
proizvodaca.Kori$¢eni su standardni kitovi porizvodaca Randox (UK) i/ili Pointe scientific
(USA).U kitovima su obezbedene preciséene i standardizovane hemikalije znacajne za odvijanje
rekacija, koje su opisane u daljem tekstu. Ostale hemikalije koje su bile potrebne, a nisu
ukljucene u kitove su bile od proizovdac¢a Sigma Aldrich. Insulin je odreden pomoc¢u sendvic¢
ELISA kita proizvoda¢a Cusabio.Kori§¢en je ELISA ¢ita¢ marke Rayto.

Odredene su vrednosti slede¢ih parametara u krvi: NAD, NADP, odnos NAD/NADP
(dobija se prostim deljenjem predhodna dva parametra), insulin, glukoza, NEFA, BHB,
trigliceridi, holesterol, MDA, ukupni bilirubin, AST, ALT, GGT, ukupni proteini, albumini,
urea, CaiP.

NAD i NADP su odredeni pomoc¢u kolorimetrijske ELISA metode iz lizata
eritrocita.Standardni kitovi sadrze specifiéne enzime (cycling enzyme mix) koji prepoznaju NAD
odnosno NADP, pa nije potrebna njihova predhodna purifikacija.Rezultati su izraZeni kao
pmol/10°eritrocita. Ovaj broj eritrocita se nalazi u jednom mikrolitru krvi, a kada se rezultat
pomnozi sa 100 dobijamo vrednost NAD odnosno NADP koji se nalazi u jednom ml. Kori$¢eni
su kitovi proizvoda¢a Abcam. Odnos NAD/NADP je izracunat prostim deljenjem dva broja.

NEFA — Reakcijom se zasniva na acilaciji koenzima A od strane masnih kiselina u
prisustvu dodane acil-CoA sintetaze kao katalizatora. Acil-CoA se oksidise pod dejstvom dodate
acil-CoA oksidaze uz proizovdnju vodonik perioksida. Vodonik peroksid u prisustvu
peroksidaze dozvoljava oksidativnu kondenzaciju 3-methi-N-etil-N(B-hidroksietil)-anilina
(MEFA) sa 4-aminoantipirinom, §to da je ljubicastu boju.

BHB — Odredivanje BHB se bazira na njegovoj oksidaciji do acetoacetata pomocu
enzima 3-hidroksibutirat dehidrogenaze. Istovremeno sa ovim kofaktor NAD" se redukuje do
NADH, s§to dovodi do razvoja boje.

Glukoza — Odredivanje glukoze vrsi se posle njene enzimatske oksidacije u prisustvu

glukoza-oksidaze. Dobijeni vodonik-peroksid u ovoj reakciji daje reaguje sa 4-aminofenazonom
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i fenolom u prisustvu peroksidaze kao katalizatora. Dobija se crveno-ljubicasta boja ¢iji se
intenzitet meri.

Holesterol — Holesterol se odreduje posle enzimatske hidrolize holesterol estera pod
dejstvom holesterol esteraze, kada se dobija holesterol i masne kiseline. Izdvojeni holesterol se
oksidise pod dejstvom dodate holesterol-oksidaze, kada se formira vodonik-peroksid. Vodonik
peroksid reaguje sa fenolom i 4-aminoantipirinom pod dejstvom peroksidaze daju¢i obojeni
kvinoneimin.

Trigliceridi —  Trigiliceridi se odreduju enzimatskom reakcijom. Trigliceridi pod
dejstvom lipaza daju glicerol i masne kiseline. Dobijeni glicerol sa ATP-om pod uticajem
glicerol kinaze daje glicerol-3-fosfat, koji dalje oksidise pod dejstvom dodate glicerol-3-fosfat
oksidaze. Produkt ove reakcije je vodonik peroksid koji sa 4-aminofenazonom i 4-hlorofenolom
pod dejstvom peroksidaze daje obojeni kvinoneimin.

Ukupni bilirubin — Bilirubin vezan za proteine se najpre odvoji pod delovanjem
deterdzenata. Ukupni bilirubin reaguje sa 2,4-dihloroanilin-om u prisustvu hidrohlorne kiseline,
dajuci obojeni azobilirubin.

AST — AST je enzim koji katalizuje transfer amino-grupe sa L-aspartata na o-
ketoglutarat, kada se dobija L-glutamat i oksalacetat. Oksalacetat sa NADH i H pod dejstvom
malat-dehidrogenaze kao katalizatora daje obojeni L-malat i NAD".

ALT — ALT je enzim koji katalizuje transfer amino-grupe sa L-alanina na a-oksoglutarat,
kada se dobija L-glutamat i piruvat. Piruvat sa NADH i H pod dejstvom laktat-dehidrogenaze
kao katalizatora daje obojeni L-laktat i NAD".

GGT — Gama-glutamiltransferaza je enzim koji katalizuje reakciju izmedu L-y-glutamil-
3-karboksi-4-nitroanilidin-a i glicilglicina, kada se dobija obojeni 5-amino-2-nitrobenzoat.

Ukupni proteini — Proteini u serumu reaguju sa bakarnim jonom i u alkalnom rastvoru
daju ljubicasti bojeni kompleks. Intenzitet ljubiCaste boje je proporcionalan koncentraciji
proteina.

Albumini — Albumini vezani za bromkrezol zeleno daju intenzivno zeleno bojenje
proporcionalno koncentraciji albumina.

Urea — Urea u vodi pod dejstvom ureaze daje amonijum jon i ugljenik-cetiri oksid.

Amonijum jon reaguje sa salicilatom i hipohloritom dajuci kompleks zelene boje.
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Malondialdehid (MDA) — MDA se kvantifikuje u kontrolisanoj kolorimetrijskoj reakciji
sa tiobarbiturnom kiselinom, kada se formira obojeni kompleksi.

Kalcijum (Ca) — Kalcijumov jon daje ljubicasti kompleks sa O-krezolftalein kompleks-
om u alkalnoj sredini, na ¢emu se zasniva reakcija.

Fosfor (P) — Neorganski fosfor reaguje sa amonijum molibdatom u prisustvu sulfuri¢ne
kiseline i formira obojeni fosfomolibdat kompleks, kada se meri kolorimetrijska reakcija.

Insulin — Odredivanje koncentracije insulina vr$i se pomoc¢u sendvi¢ ELISA metode.
Antitela specificna za insulin nalaze se inkorporirana u sloj kojim je prekrivena mikrotitar
ploca.Standard i1 uzorci se pipetiraju u polja.Inkubira se 2 sata na 37°C, a potom se odliva visak
te€nosti iz svakog polja bez ispiranja. Zatim se u svako polje dodaju biotinom obelezena antitela
i inkubira se 1 sat na 37°C. Po isteku vremena vr$i se aspiracija i ispiranje tri puta. Dodaje se
enzim HRP-avidin (Horseradish Peroxidase) i inkubira se 1 sat na 37°C. Aspirira se i pere 5
puta. Dodaje se TMB (tetrametilbenzidin) supstrat i inkubira 15-30 minuta na 37°C. U ovom
periodu plo¢a se mora zastiti od svetlosti, jer se razvija kolorimetrijska reakcija. Potom se dodaje
stop rastvor (kiselina) i vr$i o€itavanje. Intenzitet boje zavisi od koli¢ine insulina koja se vezala
za antitela tokom inicijalnih koraka, te obelezenih antitela koja su se potom vezala za insulin.
Ocitavanje treba vrsiti tokom 5 minuta.

Izra¢unavanje indeksa insulinske rezistencije - Ispitivanje insulinske rezistencije
odredeno je pomocu tri indikatora insulinske rezistencije: RQUICKI i RQUICKI-BHB.
KoriS¢ene su sledece formule za izracunavanje ovih indikatora:

G:I (odnos glukoze i insulina) = glukoza mmol/l / insulin pU/ml

RQUICKI =1/ [log (glukoza mg/dL) + log (insulin pU/mL) + log (NEFA mmol/l)]
RQUICKI-BHB = 1/ [log (glukoza mg/dL) + log (insulin pU/mL) + log (NEFA mmol/l)+ log
(BHB mmol/l)]

Statisticka analiza i modeli — Ispitana je razlika u koncentraciji metabolita u grupi krava
koja je primala i koja nije primala niacin u svakoj nedelji posebno.lIspitana je razlika u vrednosti
NAD, NADP i NAD/NADP odnosa kod krava koje su primale i koje nisu primale niacin, da bi
se utvrdilo da li se ovi indikatori mogu utvrditi u proceni statusa niacina u organizmu krava.
Kori$¢ena je ANOVA analiza sa naknadnim LSD testom. Izracunata je u povrsina ispod krive za
NAD i NADP kod obe grupe krava. Potom je ispitano da li postoji korelacija ispitanih
metabolickih parametara sa NAD, NADP i NAD/NADP, kao i medusobna korelacija ispitivanih
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parametara pomocu Pirsonovog koeficijnta korelacije. Da bi se utvrdila povezanost metaboli¢kih
parametara sa stepenom lipolize 1 ketogeneze u funkciji statusa niacina izracunati su koeficijenti

parcijalne korelacije.

Ogled 2 - Ispitivanje povezanosti morfometrijskih karakteristika hepatocita, adipocita i

vitamera niacina kod krava iskljucenih iz proizvodnje tokom rane laktacije

Kod 10 krava neposredno pre klanja izvadena je krv i odredena vrednost NAD, NADP i
NAD/NADP odnos, kao $to je predhodno opisano.Krave su isklju¢ene u ranoj laktaciji i bile su
optimalne telesne kondicije.

Sa linije klanja je uzet uzorak parenhima jetre i uzorak potkoznog masnog tkiva sa regije
kukova (mesto koji sluzi za odredivaje telesne kondicije). Dobijeno tkivo je fiksirano pa obojeno
Hematoksilin-eozinom i Sudanom, prema standardnim procedurama.Od svakog uzorka je
napravljen po jedan preparat. Kada su prepadati napravljeni na svakom je vrSena analiza 100
slu¢ajno odabranih hepatocita i adipocita. Ispitan je dijametar jedra i masnih kapljica u
hepatocitima kao i njihova opti¢ka gustina.Kod adipocita je ispitan dijametar i opticka gustina.
Merenje je vrSeno Imagel softverom, a kalibracija je vrSena na mikroskopu. Stereoloske
procedure su izvedene u skladu sa principima koje je opisao Reid (1980).

Statisticka analiza: Ispitana je medusobna povezanost morfometrijskih parametara
adipocita 1 hepatocita kao 1 njthova povezanost sa NAD, NADP 1 NAD/NADP. KoriS¢ena je

Spearman-ova korelacija.
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5.REZULTATI

Ogled 1 — Uticaj aplikacije niacina na vrednost njegovih vitamera, lipidni profil i

metabolicki status krava u ranoj laktaciji

5.1 Uticaj aplikacije niacina na vrednost njegovih vitamera u krvi

Vrednost NAD bila je u rasponu od 860 do 895 pmol/mL u kontrolnoj grupi bez obzira

na nedelju ogleda. Vrednost NAD kod krava koje su primale niacin iznosila je u nedelji teljenja

(0 nedelja) 1724,6 pmol/L, u prvoj nedelji po teljenju 1968,6pmol/mLi u drugoj nedelji po

teljenju 1771,8 pmol/L. Analiza varijanse i LSD test pokazuju da su krave koje su primale niacin

imale znacajno viSu koncentraciju NAD u svim nedeljama ispitivanja (F=112,8; p<0,001) u

odnosu na kontrolnu grupu iste nedelje, kao i u odnosu na period pre aplikacije niacina.

Deskriptivne vrednosti, ANOVA analiza i LSD test prikazani su u tabelama 1 - 3 i Grafikonima

11 2.NAD je pokazao blagi trend opadanja po teljenju u kontrolnoj grupi.

Tabela 1: Deskriptivni parametri za vrednost NAD kod krava u oglednoj i kontrolnoj grupi

(pmol/mL)

Count [Average |Standard Coeff. of variation |Minimum |Maximum |Range
pmol/L [deviation

NADpreKontrola |15 898,3 |183,3 20,4% 695,1 1320,69 [625,59
NADpreNiacin |15 862,3 90,2 10,4% 750,0 1000,0 250,0
NADOKontrola |15 904,6  |184,6 20,4% 700,0 1330,0 630,0
NADONiacin 15 17246 (180,4 10,46 1500,0 2000,0 500,0
NAD1Kontrola |15 889,3 |181/4 20,4% 688,1 1307,48 (619,334
NAD1Niacin 15 1968,6 [207,1 10,5% 1705,0 2400,0 695,0
NAD2Kontrola |15 8956 1827 20,4% 693,0 1316,7 623,7
NAD2Niacin 15 17718 |(186,4 10,5% 1534,5 2160,0 625,5
Total 120 12394 [489,1 39,4% 688,1 2400,0 1711,85
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Grafikon 1:NAD srednja vrednost+SD za ispitivane grupe krava
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Grafikon 2 i Tabela2: ANOVA analiza — uticaj aplikacije niacin i momenta uzimanja krvi na
vrednost NAD
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Tabela 3: Naknadni LSD test za ANOVA analizu za vrednost NAD

Contrast Sig. Differen
ce

NADpreKontrola - NADpreNiacin 36,0007
NADpreKontrola - NADOKontrola -6,33267
NADpreKontrola - NADONiacin p<0,01 |-826,333
NADpreKontrola - NAD1Kontrola 8,98334
NADpreKontrola - NAD1Niacin p<0,01 |-1070,33
NADpreKontrola - NAD2Kontrola 2,714

NADpreKontrola - NAD2Niacin p<0,01 |[-873,466
NADpreNiacin - NADOKontrola -42,3333
NADpreNiacin - NADONiacin p<0,01 |[-862,333
NADpreNiacin - NAD1Kontrola -27,0173
NADpreNiacin - NAD1Niacin p<0,01 |[-1106,33
NADpreNiacin - NAD2Kontrola -33,2867

NADpreNiacin - NAD2Niacin p<0,01 |[-909,467
NADOKontrola - NADONiacin p<0,01 (-820,0

NADOKontrola - NAD1Kontrola 15,316
NADOKontrola - NAD1Niacin p<0,01 |[-1064,0
NADOKontrola - NAD2Kontrola 9,04667

NADOKontrola - NAD2Niacin p<0,01 ([-867,133
NADONiacin - NAD1Kontrola p<0,01 |835,316

NADONiacin - NAD1Niacin p<0,01 (-244,0

NADONiacin - NAD2Kontrola p<0,01 |829,047
NADONiacin - NAD2Niacin -47,1333
NAD1Kontrola - NAD1Niacin p<0,01 |-1079,32
NAD1Kontrola - NAD2Kontrola -6,26934

NAD1Kontrola - NAD2Niacin p<0,01 |-882,449
NAD1Niacin - NAD2Kontrola p<0,01 |1073,05
NAD1Niacin - NAD2Niacin p<0,01 (196,867
NAD2Kontrola - NAD2Niacin p<0,01 [-876,18

Vrednost NADP bila je u rasponu od 385,09 do 425,62 pmol/mL u kontrolnoj grupi bez
obzira na nedelju ogleda. VVrednost NADP kod krava koje su primale niacin iznosila je u nedelji
teljenja (0 nedelja) 704,45 pmol/L, u prvoj nedelji po teljenju 778,36 pmol/L i u drugoj nedelji
po teljenju 796,18 pmol/L. Analiza varijanse i LSD test pokazuju da su krave koje su primale
niacin imale znacajno viSu koncentraciju NAD u svim nedeljama ispitivanja (F=126,79;
p<0,001) u odnosu na kontrolnu grupu iste nedelje, kao i u odnosu na period pre aplikacije
niacina. Deskriptivne vrednosti, ANOVA analiza i LSD test prikazani su u tabelama 4 - 6 i

Grafikonima 3 i 4. NADP pokazao trend opadanja po teljenju u kontrolnoj grupi.
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Tabela 4: Deskriptivni parametri za vrednost NAD kod krava u oglednoj i kontrolnoj grupi

pmol/mL

Count |Average [Standard Coeff. of variation Minimum [Maximum [Range

deviation

NADPpreKontrola |15 425,624 65,7802 15,455% 323,4 595,004 |271,604
NADPpreNiacin |15 422,67 39,9819 9,45936% 342,858 482,61 139,752
NADPOKontrola |15 405,356 62,6478 15,455% 308,0 566,67 258,67
NADPONiacin 15 704,45 66,6364 9,45936% 571,43 804,35 232,92
NADP1Kontrola |15 385,089 59,5163 15,4552% 292,6 538,34 245,74
NADP1Niacin 15 778,361 |70,3376 9,03662% 620,69 941,18 320,49
NADP2Kontrola |15 397,249 |61,3957 15,4552% 301,84 555,34 253,5
NADP2Niacin 15 796,18 |75,7706 9,51682% 636,43 950,4 313,97
Total 120 539,372 184,131 34,138% 292,6 950,4 657,8

Grafikon 3: NAD srednja vrednost+SD za ispitivane grupe krava
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Tabela 6: Naknadni LSD test za ANOVA analizu za vrednost NADP

Contrast Sig. Difference
NADPpreKontrola - NADPpreNiacin 2,9538
NADPpreKontrola - NADPOKontrola 20,2678
NADPpreKontrola - NADPONiacin p<0,01 |-278,826
NADPpreKontrola - NADP1Kontrola 40,5351
NADPpreKontrola - NADP1Niacin p<0,01 [-352,738
NADPpreKontrola - NADP2Kontrola 28,3745
NADPpreKontrola - NADP2Niacin p<0,01 |-370,552
NADPpreNiacin - NADPOKontrola 17,314
NADPpreNiacin - NADPONiacin p<0,01 |[-281,78
NADPpreNiacin - NADP1Kontrola 37,5813
NADPpreNiacin - NADP1Niacin p<0,01 [-355,691
NADPpreNiacin - NADP2Kontrola 25,4207
NADPpreNiacin - NADP2Niacin p<0,01 [-373,506
NADPOKontrola - NADPONiacin p<0,01 |-299,094
NADPOKontrola - NADP1Kontrola 20,2673
NADPOKontrola - NADP1Niacin p<0,01 |-373,005
NADPOKontrola - NADP2Kontrola 8,10667
NADPOKontrola - NADP2Niacin p<0,01 ([-390,82
NADPONiacin - NADP1Kontrola p<0,01 |319,361
NADPONiacin - NADP1Niacin p<0,01 [-73,9113
NADPONiacin - NADP2Kontrola p<0,01 [307,201
NADPONiacin - NADP2Niacin p<0,01 [-91,726
NADP1Kontrola - NADP1Niacin p<0,01 |-393,273
NADP1Kontrola - NADP2Kontrola -12,1607
NADP1Kontrola - NADP2Niacin p<0,01 |-411,087
NADP1Niacin - NADP2Kontrola p<0,01 |[381,112
NADP1Niacin - NADP2Niacin -17,8147
NADP2Kontrola - NADP2Niacin p<0,01 |-398,927

Sledeci znacajan parametar je odnos NAD/NADP, koji nije pokazao statistiCku znacajnu
razliku izmedu grupe koja je primala niacin i1 koja nije primala niacin.Graficka analiza
distribucije frekvencije pokazuje da se odnos NAD/NADP znaajno stabilizuje prilikom
aplikacije niacina, odnosno distribucija frekvencije pokazuje manji stepen variranja i spljStenosti
(Grafikon 5).Gotovo sve krave ogledne grupe imale su NAD/NADP odnos >2, dok je ovaj odnos
imalo 70% krava kontrolne grupe. Visok odnos NAD/NADP >2,5 (koji ukazuje na optimalan
status niacina) postojao je samo u uzorcima koji poticu od krava koje su primale niacin. Kod dve
krave kontrolne grupe raspon je bio izuzetno visok, preko 4, ali je vrednost NADP bila veoma

niska, pa se ne moze sa sigurno$¢u zakljuciti da je ovaj odnos posledica dobrog statusa
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niacina.Kod ogledne grupe pre davanja niacina 53% krava imala vrednost NAD/NADP ispod 2,

a ni jedna krava nije imala vrednost odnosa iznad 2,5.

Grafikon 5: Distribucija frekvencije odnosa NAD/NADP kod krava koje su primale niacin
(Sample 1 mean) i krava kontrolne grupe (Sample 2 mean) u nedelji teljenja (0 nedelja)

Sample | mean 2453 £0.11

Sample 2 mean 2317 £0.435

1 881,

NAD/NADP odnos iznosio je: 2,04 pre aplikacije niacin, 2,45; 2,54 i 2,23 u nedelji teljenja i
prvoj i drugoj nedelji po partusu redom (Tabela 7). Srednje vrednosti i standardne devijacije
prikazane sun a Grafikonu 6. Odnos NAD/NADP znacajno je visi kod krava posle aplikacije
niacina u odnosu na period pre aplikacije (F=16,61, p<0,001), a LSD test je potvrdio ove
znacajne razlike (Tabela 8 i 9, Grafikon 7).

Tabela 7: NAD/NADP odnos kod krava koje su primale niacin u nedelji pre aplikacije i u ranoj
laktaciji

Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation |Minimum [Maximum |Range
NADNADPpre |15 2,04 0,17 8,13277% 1,92 2,33 0,42
NADNADPO 15 2,45 0,19 8,13274% 2,3 2,8 0,5
NADNADP1 15 2,54 0,28 11,14% 2,28 2,9 0,62
NADNADP?2 15 2,23 0,18 8,21987% 2,09 2,55 0,46
Total 60 2,31 0,29 12,3011% 1,91 2,9 0,98
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Grafikon 6: NAD/NADP
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P-Value = 0,0000

Wariance Ched
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Tabela 9: LSD test znacajnost razlike vrednosti NAD/NADP odnosa izmedu razli¢itih nedelja

ogleda

Contrast Sig. Difference
NADNADPpre - NADNADPO p<0,01 -0,408885
NADNADPpre - NADNADP1 p<0,01 -0,496218
NADNADPpre - NADNADP2 p<0,01 -0,185552
NADNADPO - NADNADP1 NS -0,0873333
NADNADPO - NADNADP2 p<0,01 0,223333
NADNADP1 - NADNADP2 p<0,01 0,310667
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Medusobna korelacija NAD i NADP-NAD i NADP pokazuju pozitivnu korelaciju koja je
statisticki znacajna (r=0,89) kada se u uzmu obzir svi ispitivani uzorci iz ogledne i kontrolne
grupe. NADP NAD
NADP=108,47+0,3453xNAD. Regresiona formula za odredivanje NAD pomocu NADP glasi:

Regresiona  formula za  odredivanje pomocu glasi:

NAD=36,23+2,28962xNADP. Analiza varijanse pokazujeveoma visoku statisticku znacajnost
navedenih modela (F=354,92, p<0,0001). Rezultati su prikazani na Grafikonu 8 i u Tabeli 10.

Grafikon 8: Korelacija 1 regresiona linilja izmedu NAD i NADP
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Tabela 10: Ocena regresionih modela i korelacija NAD i NADP

Source Sum of|Df |Mean F-Ratio |P-Value Correlation |R-squared
Squares Square Coefficient

Model 2,86511E6 1 |[2,86511E6 |354,92 [<0,0001 0,889 79,06

Residual 758823, 94 18072,59

Total (Corr.) [3,62394E6 95

Povrsina ispod krive AUCNAD i AUCNADP (AUC, eng., area under curve) - Vrednost

koja objedinjuje uticaj vremena 1 uticaj koncentracije NAD 1 NADP naziva se povrSina ispod
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krive koju formiraju ova dva parametra, ako se kao nezavisna promenljiva uzme nedelja ogleda,
a zavisna promenljiva koncentracija NAD i NADP.AUCNAD je bila 4990,6 u grupi koja je
primala niacin, odnosno 2690,9 u grupi koja nije primala niacin. AUCNADRP je iznosila 2104,1 u
grupi koja je primala niacin, odnosno 1201,8 u kontrolnoj grupi. Postojala je statisticki znacajna
razlika u vrednosti AUC u oglednoj i kontrolnoj grupi.Odnos povrSina ispod krive je takav da
pokazuje tendenciju porasta u grupi krava koja je primala niacin, ali bez statisticke znacajnosti.
Vrednost odnosa povrsina izosila je 2,37 odnosno 2,33, i moze se reci da je reprezent ukupnog
odnosa NAD/NADP tokom nedelja ispitivanja.Postojanje razlike u odgovoru NAD | NADP
tokom vremena ukazuje na mogucnost upotrebe ovih vitamera u proceni uticaja niacin na

metaboli¢ke promene posle teljenja kod krava. Rezultati su prikazani u tabeli 11.

Tabela 11: AUCNAD i AUCNADRP kod krava koje su primale i koje nisu primale niacin

Niacin Kontrola p Graficki prikaz AUC

AUCNAD | 4990,6+220 | 2690,9+£250 | <0,001 - 2000
- 1500
- 1000

- 500

AUCNADRP | 2104,1£190 | 1201,8+180 | <0,001

AUCNAD/ | 2,37 2,23 <0,1
AUCNADP

5.2 Uticaj aplikacije niacina na lipidni profil krava,glukozu, insulin i indekse insulinske

rezistencije

Koncentracija NEFA je bila znac¢ajno niZza kod krava koje su primale niacin u odnosu na
kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja: 0,47+0,09:0,30+0,09 (teljenje, nulta nedelja);
0,64+0,15:0,35+0,1 (prva nedelja) i 0,76+0,13:0,39+0,11 mmol/L (druga nedelja) (Tabela 12,
Grafikon 9). ANOVA analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja i aplikacija niacina imaju
znacajan uticaj na koncentraciju NEFA u krvi (F=35,84; p<0,0001) (Grafikon 10, Tabela 13).
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LSD test pokazuje da u grupi krava koje su primale niacin nije bilo znacajnog odstupanja

vrednosti NEFA u razli¢itim nedeljama uzorkovanja, §to uz znacajno nize vrednosti NEFA

ukazuje na antilopoliticko delovanje niacina (Tabela 14).

Tabela 12: Deskriptivna statistika za vrednosti NEFA (mmol/L)

Count |Average Standard deviation | Coeff. of variation Minimum  [Maximum [Range
NEFAOKontrola |15 0,475333 |0,0893522 18,7978% 0,35 0,62 0,27
NEFAONiacin 15 0,308667 0,0947076 30,6828% 0,19 0,5 0,31
NEFA1Kontrola 15 0,637333 |0,147332 23,1169% 0,43 0,95 0,52
NEFA1Niacin 15 0,350667 |0,101028 28,8103% 0,2 0,48 0,28
NEFA2Kontrola |15 0,763333 |0,138856 18,1907% 0,57 1,05 0,48
NEFA2Niacin 15 0,385333 (0,110121 28,5782% 0,22 0,53 0,31
Total 90 0,486778 |0,198906 40,8618% 0,19 1,05 0,86

Grafikon 9: Prose¢na vrednost=SD zaNEFA u oglednoj i kontrolnoj grupi u nedeljama ispitivanja
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Tabela 14: LSD test razlika u vrednosti NEFA izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za ANOVA
analizu

Contrast Sig. Difference
NEFAOKontrola - NEFAONiacin p<0,01 0,166667
NEFAOKontrola - NEFA1Kontrola p<0,01 -0,162
NEFAOKontrola - NEFA1Niacin p<0,01 0,124667
NEFAOKontrola - NEFA2Kontrola p<0,01 -0,288
NEFAOKontrola - NEFA2Niacin p<0,01 0,09
NEFAONiacin - NEFAlKontrola p<0,01 -0,328667
NEFAONiacin - NEFA1Niacin NS -0,042
NEFAONiacin - NEFA2Kontrola p<0,01 -0,454667
NEFAONiacin - NEFA2Niacin NNS -0,0766667
NEFA1Kontrola - NEFA1Niacin p<0,01 0,286667
NEFALlKontrola - NEFA2Kontrola p<0,01 -0,126
NEFA1Kontrola - NEFA2Niacin p<0,01 0,252
NEFA1Niacin - NEFA2Kontrola p<0,01 -0,412667
NEFA1Niacin - NEFA2Niacin NS -0,0346667
NEFA2Kontrola - NEFA2Niacin p<0,01 0,378

Koncentracija BHB je bila znacajno niza kod krava koje su primale niacin u odnosu na
kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja: 0,63+0,11:0,49+0,14 (teljenje, nulta nedelja);
0,86+0,11:0,68+0,18 (prva nedelja) i 1,03+0,14:0,79+0,19 mmol/L (druga nedelja) (Tabela 15,
Grafikon 11). ANOVA analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja i aplikacija niacina imaju
znacajan uticaj na koncentraciju BHB u krvi (F=24,49; p<0,0001) (Grafikon 12, Tabela 16).
LSD test pokazuje da krave koje su primale niacin imaju nizu vrednost BHB, a da je u obe grupe

zabeleZen znacajan porast BHB od momenta teljenja do druge nedelje ogleda (Tabela 17).

Tabela 15: Deskriptivna statistika za vrednosti BHB (mmol/L)

Count  |Average Standard deviation | Coeff. of variation  [Minimum  [Maximum |Range

BHBOkontrola |15 0,625333 [0,11575 18,5102% 0,45 0,8 0,35
BHBONiacin 15 0,49 0,142929 29,1691% 0,3 0,7 0,4

BHB1kontrola |15 0,861333 [0,11205 13,0089% 0,62 0,99 0,37
BHB1niacin 15 0,677333 |0,178224 26,3126% 0,36 0,9 0,54
BHB2kontrola |15 1,03267 0,135197 13,092% 0,74 1,19 0,45
BHB2niacin 15 0,794 0,194341 24,4762% 0,43 1,07 0,64
Total 90 0,746778 [0,227778 30,5014% 0,3 1,19 0,89
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Grafikon

11: Prose¢na vrednost£SD za BHB u oglednoj i kontrolnoj grupi u nedeljama ispitivanja
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Tabela 17: LSD test razlika u vrednosti BHB izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za ANOVA

analizu

Contrast Sig. Difference
BHBOkontrola - BHBONiacin p<0,01 |0,135333
BHBOkontrola - BHB1kontrola p<0,01 [-0,236
BHBOkontrola - BHB1niacin NS -0,052
BHBOkontrola - BHB2kontrola p<0,01 |-0,407333
BHBOkontrola - BHB2niacin p<0,01 |-0,168667
BHBONiacin - BHB1kontrola p<0,01 |-0,371333
BHBONiacin - BHB1niacin p<0,01 [-0,187333
BHBONiacin - BHB2kontrola p<0,01 [-0,542667
BHBON:iacin - BHB2niacin p<0,01 [-0,304
BHB1kontrola - BHB1niacin p<0,01 0,184
BHB1kontrola - BHB2kontrola p<0,01 [-0,171333
BHB1kontrola - BHB2niacin NS 0,0673333
BHB1niacin - BHB2kontrola p<0,01 [-0,355333
BHB1niacin - BHB2niacin p<0,01 |-0,116667
BHB2kontrola - BHB2niacin p<0,01 |0,238667
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Koncentracija holesterola je bila znacajno visa kod krava koje su primale niacin u odnosu

na kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja: 2,05+0,13:2,54+0,19 (teljenje, nulta
nedelja); 1,95+0,13:2,41+0,18 (prva nedelja) i 1,64+0,11:2,02+0,15 mmol/L (druga nedelja)
(Tabela 18, Grafikon 13). ANOVA analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja i aplikacija niacina

imaju znacajan uticaj na koncentraciju holesterola u krvi krava (F=71,64; p<0,0001) (Grafikon

14, Tabela 19). LSD test pokazuje da krave koje su primale niacin imaju viSu vrednost

holesterola u svim nedeljama ogleda, a da je u obe grupe zabelezen znacajan pad vrednosti

holesterola od momenta teljenja do druge nedelje ogleda (Tabela 20).

Tabela 18:Deskriptivna statistika za vrednosti holesterola (mmol/L)

Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation  [Minimum [Maximum |Range

HOLOkontrola |15 2,04867 |0,134582 6,56926% 18 2,3 0,5

HOLOniacin 15 2,53667 [0,187032 7,37314% 2,1 2,72 0,62
HOL1kontrola |15 1,94667 0,128434 6,59763% 1,71 2,19 0,48
HOL 1niacin 15 2,41133 [0,176832 7,33337% 2,0 2,58 0,58
HOL2kontrola |15 1,638 0,107584 6,568% 1,44 1,84 0,4

HOL 2niacin 15 2,024 0,14657 7,24162% 1,68 2,17 0,49
Total 90 2,10089 |0,333004 15,8506% 1,44 2,72 1,28

Grafikon 13:Prosecna vrednost=SD za holesterol u oglednoj i kontrolnoj grupi u nedeljama ispitivanja
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Grafikon 14 i Tabela 19:ANOVA analiza uticaj aplikacije niacina i nedelje uzorkovanja na vrednost

holesterola
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Tabela 20: LSD test razlika u vrednosti holesterola izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za ANOVA

analizu

Contrast Sig. Difference
HOLOkontrola - HOLOniacin p<0,01 -0,488
HOLOkontrola - HOL 1kontrola NS 0,102
HOLOKkontrola - HOL 1niacin p<0,01 -0,362667
HOLOkontrola - HOL2kontrola p<0,01 0,410667
HOLOkontrola - HOL 2niacin NS 0,0246667
HOLOniacin - HOL 1kontrola p<0,01 0,59
HOLOniacin - HOL1niacin p<0,05 0,125333
HOLOniacin - HOL2kontrola p<0,01 0,898667
HOLOniacin - HOL 2niacin p<0,01 0,512667
HOL1kontrola - HOL1niacin p<0,01 -0,464667
HOL1kontrola - HOL2kontrola p<0,01 0,308667
HOL1kontrola - HOL2niacin NS -0,0773333
HOL 1niacin - HOL2kontrola p<0,01 0,773333
HOL1niacin - HOL2niacin p<0,01 0,387333
HOL2kontrola - HOL2niacin p<0,01 -0,386

Koncentracija triglicerida je bila znacajno visa kod krava koje su primale niacin u odnosu

na kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja: 0,11£0,01:0,12+0,009 (teljenje, nulta
nedelja); 0,097+0,01:0,116+0,01 (prva nedelja) i 0,09+0,007:0,1+0,009 mmol/L (druga nedelja)
(Tabela 21, Grafikon 15). ANOVA analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja i aplikacija niacina

imaju znacajan uticaj na koncentraciju triglicerida u krvi krava (F=28,03; p<0,0001) (Grafikon

16, Tabela 22). LSD test pokazuje da krave koje su primale niacin imaju viSu vrednost
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triglicerida u svim nedeljama ogleda, a da je u obe grupe zabelezen znacajan pad vrednosti

triglicerida od momenta teljenja do druge nedelje ogleda (Tabela 23).

Tabela 21:Deskriptivna statistika za vrednosti triglicerida (mmol/L)

Count |Average Standard deviation | Coeff. of variation Minimum [Maximum [Range
TGCOkontrola |15 0,106133 0,0104804 9,87472% 0,09 0,12 0,03
TGCOniacin 15 0,124267 0,00918436 7,39084% 0,11 0,135 0,025
TGC1kontrola 15 0,0966667 [0,0104654 10,8262% 0,08 0,11 0,03
TGClniacin 15 0,116 0,00985611 8,49664% 0,1 0,13 0,03
TGC2kontrola |15 0,0886667 |0,00743223 8,38222% 0,08 0,1 0,02
TGC2niacin 15 0,102667 0,00883715 8,60761% 0,09 0,11 0,02
Total 90 0,105733 0,0149747 14,1627% 0,08 0,135 0,055

Grafikon 15:Prose¢na vrednost+SD za trigliceride u oglednoj i kontrolnoj grupi u nedeljama ispitivanja
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Grafikon 16 i Tabela 22: ANOVA analiza uticaj aplikacije niacina i nedelje uzorkovanja na vrednost
triglicerida
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Tabela 23:LSD test razlika u vrednosti triglicerida izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za ANOVA

analizu

Koncentracija MDA je bila znacajno niza kod krava koje su primale niacin u odnosu na

Contrast Sig. Difference
TGCOkontrola - TGCOniacin p<0,01 -0,0181333
TGCOkontrola - TGC1kontrola p<0,05 0,00946667
TGCOkontrola - TGC1niacin p<0,05 -0,00986667
TGCOkontrola - TGC2kontrola p<0,01 0,0174667
TGCOkontrola - TGC2niacin NS 0,00346667
TGCOniacin - TGC1kontrola p<0,01 0,0276
TGCOniacin - TGC1niacin p<0,05 0,00826667
TGCOniacin - TGC2kontrola p<0,01 0,0356
TGCOniacin - TGC2niacin p<0,01 0,0216
TGC1kontrola - TGC1niacin p<0,05 -0,0193333
TGC1kontrola - TGC2kontrola p<0,01 0,008
TGC1kontrola - TGC2niacin NS -0,006
TGC1niacin - TGC2kontrola p<0,01 0,0273333
TGClniacin - TGC2niacin p<0,01 0,0133333
TGC2kontrola - TGC2niacin p<0,01 -0,014

kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja: 1,89+0,33:1,42+0,13 (teljenje, nulta nedelja);
2,37+0,41:1,64+0,15 (prva nedelja) i 2,6+0,45:1,8+0,17umol/L (druga nedelja) (Tabela 24,

Grafikon 17). ANOVA analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja i aplikacija niacina imaju
znacajan uticaj na koncentraciju MDA u krvi krava (F=32,46; p<0,0001) (Grafikon 18, Tabela

25). LSD test pokazuje da krave koje su primale niacin imaju niZzu vrednost MDA u svim

nedeljama ogleda, a da je u obe grupe zabelezen znacajan porast vrednosti MDA od momenta

teljenja do druge nedelje ogleda (Tabela 26). Medutim, u grupi krava koja je primala niacin nije

utvrden znacajan porast vrednosti MDA u drugoj nedelji posle teljenja u odnosu na prvu.

Tabela 24: Deskriptivna statistika za vrednosti MDA (umol/L)

Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation |Minimum |Maximum |Range

MDAOKkontrola 15 1,89133 [0,328718 17,3802% 1,35 2,6 1,25
MDAOniacin 15 1,424 0,134897 9,47309% 1,25 1,65 0,4

MDAZ1kontrola 15 2,36533 [0,410955 17,3741% 1,69 3,25 1,56
MDA1niacin 15 1,63933 |0,15397 9,39221% 1,44 1,9 0,46
MDAZ2kontrola 15 2,602 0,452125 17,3761% 1,86 3,58 1,72
MDAZ2niacin 15 1,80133 [0,170958 9,49064% 1,58 2,09 0,51
Total 90 1,95389 0,504792 25,8353% 1,25 3,58 2,33
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Grafikon 17:Prose¢na vrednost£=SD za MDA u oglednoj i kontrolnoj grupi u nedeljama ispitivanja
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Grafikon 18 i Tabela 25:ANOVA analiza uticaj aplikacije niacina i nedelje uzorkovanja na vrednost
MDA
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Tabela 26:LSD test razlika u vrednosti MDA izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za ANOVA
analizu

Contrast Sig. Difference
MDAOkontrola - MDAOniacin p<0,01 0,467333
MDAOkontrola - MDA1kontrola p<0,01 -0,474
MDAOkontrola - MDALniacin p<0,01 0,252
MDAOkontrola - MDA2kontrola p<0,01 -0,710667
MDAOkontrola - MDA2niacin NS 0,09
MDAOniacin - MDALkontrola p<0,01 -0,941333
MDAUOniacin - MDAZ1niacin NS -0,215333
MDAUOniacin - MDA2kontrola p<0,01 -1,178
MDAOniacin - MDAZ2niacin p<0,05 -0,377333
MDAUlkontrola - MDAZ1niacin p<0,01 0,726
MDAZ1kontrola - MDAZ2kontrola p<0,05 -0,236667
MDAZ1kontrola - MDAZ2niacin p<0,01 0,564
MDAUlniacin - MDA2kontrola p<0,01 -0,962667
MDAU1niacin - MDA2niacin NS -0,162
MDAZ2kontrola - MDAZ2niacin p<0,01 0,800667
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Koncentracija insulina je bila znacajno viSa kod krava koje su primale niacin u odnosu na

kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja: 4,65+0,63:6,17+0,83 (teljenje, nulta nedelja);
4,42+0,6:5,87+0,78 (prva nedelja) i 4,07+0,55:5,57+0,75uU/mL (druga nedelja) (Tabela 27,

Grafikon 19). ANOVA analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja i aplikacija niacina imaju

znacajan uticaj na koncentraciju insulina u krvi krava (F=22,77; p<0,0001) (Grafikon 20, Tabela

28). LSD test pokazuje da krave koje su primale niacin imaju visu vrednost insulina u svim

nedeljama ogleda. Nije zabelezen statisticki znacajan pad isnulina u prvoj u odnosu na nultu

nedelju, kao i u drugoj u odnosu na prvu, ali je postojala znacajno niza kocentracija insulina u

drugoj nedelji po teljenju u odnosu na nedelju teljenja, §to vazi za oglednu i kontrolnu grupu

(Tabela 29).

Tabela 27: Deskriptivna statistika za vrednosti insulina (unU/mL)

Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation  |Minimum |Maximum |Range
INSOkontrola |15 4,65333  [0,628907 13,5152% 38 5,9 2,1
INSOniacin 15 6,17333 [0,825891 13,3784% 5,0 7,8 2,8
INS1lkontrola |15 4,424 0,597958 13,5162% 3,61 5,61 2,0
INS1niacin 15 5,86733 [0,784779 13,3754% 4,75 7,41 2,66
INS2kontrola |15 4,06667  [0,549905 13,5222% 3,32 5,16 1,84
INS2niacin 15 5,572 0,747407 13,4136% 4,51 7,04 2,53
Total 90 5,12611 [1,03872 20,2634% 3,32 7,8 4,48

Grafikon 19:Prose¢na vrednost£SD za insulin u oglednoj i kontrolnoj grupi u nedeljama ispitivanja
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Grafikon 20 i Tabela 28:ANOVA analiza uticaj aplikacije niacina i nedelje uzorkovanja na vrednost
insulina
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Tabela 29:LSD test razlika u vrednosti insulina izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za ANOVA
analizu

Contrast Sig. Difference
INSOkontrola - INSOniacin p<0,01 -1,52
INSOkontrola - INS1kontrola NS 0,229333
INSOkontrola - INS1niacin p<0,01 -1,214
INSOkontrola - INS2kontrola p<0,05 0,586667
INSOkontrola - INS2niacin p<0,01 -0,918667
INSOniacin - INS1kontrola p<0,01 1,74933
INSOniacin - INS1niacin NS 0,306
INSOniacin - INS2kontrola p<0,01 2,10667
INSOniacin - INS2niacin p<0,05 0,601333
INS1kontrola - INS1niacin p<0,01 -1,44333
INS1kontrola - INS2kontrola NS 0,357333
INS1kontrola - INS2niacin p<0,01 -1,148
INS1niacin - INS2kontrola p<0,01 1,80067
INS1niacin - INS2niacin NS 0,295333
INS2kontrola - INS2niacin p<0,01 -1,50533

Koncentracija glukoze je bila znacajno viSa kod krava koje su primale niacin u odnosu na
kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja: 2,54+0,3:3,08+0,37 (teljenje, nulta nedelja);
2,1+0,25:2,73+0,32 (prva nedelja) i 1,98+0,23:2,52+0,36mmol/L (druga nedelja) (Tabela 30,
Grafikon 21). ANOVA analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja i aplikacija niacina imaju
znacajan uticaj na koncentraciju glukoze u krvi krava (F=25,66; p<0,0001) (Grafikon 22, Tabela
31). LSD test pokazuje da krave koje su primale niacin imaju visu vrednost glukoze u svim
nedeljama ogleda. Pokazan je i znacajan pad glikemije posle teljenja u obe grupe, a vrednosti
glikemije se nisu znac¢ajno razlikovale u drugoj u odnosu na prvu nedelju posle teljenja u obe

grupe krava (Tabela 32).
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Tabela 30:Deskriptivna statistika za vrednosti glukoze (mmol/L)

Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation Minimum  [Maximum [Range
GLUOkontrola |15 2,563733 [0,301626 11,8875% 2,1 3,0 0,9
GLUOniacin 15 3,08 0,368782 11,9734% 2,5 3,6 11
GLU1lkontrola |15 2,106 0,25048 11,8936% 1,74 2,49 0,75
GLU1niacin 15 2,732 0,320963 11,7483% 2,21 3,24 1,03
GLU2kontrola |15 1,97867 |0,234212 11,8369% 1,64 2,34 0,7
GLU2niacin 15 2,51733  |0,355698 14,1299% 2,0 3,05 1,05
Total 90 2,49189 |0,477773 19,1731% 1,64 3,6 1,96

Grafikon 21:Prose¢na vrednost£SD za glukozu u oglednoj i kontrolnoj grupi u nedeljama ispitivanja
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Grafikon 22 i Tabela 31:ANOVA analiza uticaj aplikacije niacina i nedelje uzorkovanja na vrednost
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Tabela 32:LSD test razlika u vrednosti glukoze izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za ANOVA
analizu

Contrast Sig. Difference
GLUOkontrola - GLUOniacin p<0,01 -0,542667
GLUOkontrola - GLU1kontrola p<0,01 0,431333
GLUOKkontrola - GLU1niacin NS -0,194667
GLUOkontrola - GLU2kontrola p<0,01 0,558667
GLUOkontrola - GLU2niacin NS 0,02
GLUOniacin - GLU1kontrola p<0,01 0,974
GLUOniacin - GLU1niacin p<0,01 0,348
GLUOniacin - GLU2kontrola p<0,01 1,10133
GLUOniacin - GLU2niacin p<0,01 0,562667
GLU1kontrola - GLU1niacin p<0,01 -0,626
GLU1kontrola - GLU2kontrola NS 0,127333
GLU1kontrola - GLUZ2niacin p<0,01 -0,411333
GLU1niacin - GLU2kontrola p<0,01 0,753333
GLU1niacin - GLU2niacin NS 0,214667
GLU2kontrola - GLU2niacin p<0,01 -0,538667

Vrednost indeksa glukoza:insulin(G:I) pokazuje tendenciju da bude nize u grupi krava
koja je primala niacin u odnosu na kontrolnu grupu, a statisticki znacajna razlika utvrdena je
samo u nedelji teljenja. Vrednost G:1 indeksa opada tokom posmatranja u oglednoj i kontrolnoj
grupi. Sve statisticke razlike utvrdene ANOVA testom imale su slabu statisti¢ku snagu ¢ak i kod
utvrdene statisticke razlike.Rezultati su prikazani u Tabeli 33, 34 i 35 i na Grafikonu 23 i 24.
Ovakav nalaz, u kome krave koje primaju niacin imaju slabiju potrosnju glukoze po jedinici
insulina, bi se mogao pripisati bioloskim efektima niacina.Kod ispitivanih krava postoji
pozitivna korelacija glukoze i insulina (Grafikon 25), $to se moze povezati sa ¢injenicom da
aplikacija niacina dovodi do porasta glikemije i insulinemije u odnosu na kontrolnu grupu. Sa
druge strane, sa porastom koncentracije insulina u krvi opada vrednosti G:I odnosno metabolise

se manje glukoze po jedinici insulina (Grafikon 26).

Tabela 33: Deskriptivna statistika za vrednosti G:I indeksa

Count |Average Standard deviation | Coeff. of variation Minimum  [Maximum [Range
G:l0kontrola |15 0,554 0,0867509 15,659% 0,42 0,74 0,32
G:10niacin 15 0,501333  |0,0415532 8,28853% 0,42 0,57 0,15
G:l1lkontrola |15 0,483333 |0,0730623 15,1163% 0,37 0,64 0,27
G:l1niacin 15 0,469333  |0,0444758 9,47637% 0,38 0,54 0,16
G:12kontrola |15 0,494 0,0779927 15,788% 0,37 0,66 0,29
G:I2niacin 15 0,452667  |0,0423365 9,35269% 0,37 0,54 0,17
Total 90 0,492444  10,0697719 14,1685% 0,37 0,74 0,37
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Grafikon 23:Prose¢na vrednost£SD za G:I indeks u oglednoj i kontrolnoj grupi u nedeljama ispitivanja
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Tabela 35: LSD test razlika u vrednosti G:1 indeksa izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za ANOVA

analizu

Contrast Sig. Difference
G:10kontrola - G:l0niacin p<0,05 ]0,0526667
G:l0kontrola - G:l1kontrola p<0,05 0,0706667
G:l0kontrola - G:l1niacin p<0,05 0,0846667
G:10kontrola - G:12kontrola p<0,05 0,06
G:10kontrola - G:12niacin p<0,05 0,101333
G:I0niacin - G:l1kontrola NS 0,018
G:I0niacin - G:l1niacin NS 0,032
G:I0niacin - G:12kontrola NS 0,00733333
G:I0niacin - G:12niacin p<0,05 0,0486667
G:l1kontrola - G:l1niacin NS 0,014
G:l1kontrola - G:I12kontrola NS -0,0106667
G:l1kontrola - G:I2niacin NS 0,0306667
G:I1niacin - G:12kontrola NS -0,0246667
G:l1niacin - G:I12niacin NS 0,0166667
G:I2kontrola - G:I2niacin NS 0,0413333
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Grafikon 25:Korelacija i regresija glukoze i insulina u svim ispitivanim uzorcima

Grafikon 26: Korelacija i regresija insulina i G:1 indeksa u svim ispitivanim uzorcima
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Vrednost RQUICKI indeksa insulinske rezistencije kod krava nije se razlikovala u
funkciji aplikacije niacina i nedelje ogleda.lpak kod krava koje su primale niacin postojao je
trend porasta vrednosti RQUICKI indeksa, dok je kod krava koje su bile kontrolna grupa
postojao trend pada RQUICKI indeksa od teljenja prema drugoj nedelji (Tabela 36 i 37,
Grafikon 27 i 28). RQUICKI indeks negativno korelira savrednostima NEFA, insulina i glukoze,
ali je ova korelacija statisticki znacajna samo za NEFA (Grafikon 29, 30, 31). Ovo ukazuje da
tendencija povecane insulinske senzitivnosti kod krava koje su primale niacin nastaje kao

posledica povecane insulinske senzitivnosti masnog tkiva i Smanjene lipolize.
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Tabela 36: Deskriptivna statistika za vrednosti RQUICKI indeksa

Count |Average Standard deviation  [Coeff. of variation  |Minimum Maximum |Range

RQUICKIOkontrola 15 0,503333 |0,0187718 3,7295% 0,48 0,54 0,06
RQUICKIOniacin 15 0,502 0,0327763 6,52914% 0,44 0,58 0,14
RQUICKI1kontrola 15 0,499333 |0,0260403 5,21501% 0,44 0,54 0,1

RQUICKI1niacin 15 0,506667 |0,0296808 5,85806% 0,44 0,57 0,13
RQUICKI2kontrola 15 0,492667 |0,0237447 4,81962% 0,45 0,55 0,1

RQUICKI2niacin 15 0,511333 |0,0333524 6,52263% 0,44 0,58 0,14
Total 90 0,502556 |0,0277047 5,51277% 0,44 0,58 0,14

Grafikon 27:Prose¢na vrednost=SD
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Grafikon 29:Korelacija i regresija NEFA i RQUICKI indeksa u svim ispitivanim uzorcima
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Grafikon 30: Korelacija i regresija glukoze i RQUICKI indeksa u svim ispitivanim uzorcima
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Grafikon 31:Korelacija i regresija insulina i RQUICKI indeksa u svim ispitivanim uzorcima
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RQUICKIBHB indeks insulinske rezistencije se pokazao najboljim pokazateljem, jer se

znacajno menjao u funkciji aplikacije niacije 1 vremena. Vrednost RQUICKIBHB indeksa je bila

znacajno visa kod krava koje su primale niacin u odnosu na kontrolnu grupu tokom sve tri
nedelje ispitivanja: 0,56+0,04:0,61+0,08 (teljenje, nulta nedelja); 0,52+0,03:0,56+0,06 (prva
nedelja) i 0,49+0,03:0,55+0,05 (druga nedelja) (Tabela 37, Grafikon 32). Ovakav rezultat

potvrduje vecu senzibilnost masnog tkiva na insulin u grupi koja je primala niacin. ANOVA

analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja i aplikacija niacina imaju znacajan uticaj na vrednost
RQUICKIBHB indeksa (F=9,44; p<0,0001) (Grafikon 33, Tabela 38). LSD test pokazuje da

krave koje su primale niacin imaju viSu vrednost RQUICKIBHB indeksa u svim nedeljama

ogleda. Pokazan je i signifikantan uticaj nedeljena vrednost ovog indeksa koji je opadao posle

teljenja(Tabela 39).

Tabela 37: Deskriptivna statistika za vrednosti RQUICKIBHB indeksa

Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation [Minimum [Maximum |Range
RQUICKIBHBOkontrola |15 0,564 0,0427284 7,57595% 0,5 0,63 0,13
RQUICKIBHBOniacin |15 0,606667 |0,0763139 12,5792% 0,49 0,75 0,26
RQUICKIBHB1kontrola |15 0,516 0,0320268 6,20674% 0,45 0,58 0,13
RQUICKIBHB1niacin 15 0,561333 (0,0564253 10,052% 0,47 0,7 0,23
RQUICKIBHB2kontrola |15 0,492667 (0,0296327 6,01475% 0,44 0,54 0,1
RQUICKIBHB2niacin |15 0,546 0,0495407 9,0734% 0,46 0,67 0,21
Total 90 0,547778 |0,0610908 11,1525% 0,44 0,75 0,31

Grafikon 32: Prose¢na vrednost+=SD za RQUICKIBHB indeks u oglednoj i kontrolnoj grupi u nedeljama
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Grafikon 33 i Tabela 38: ANOVA analiza uticaj aplikacije niacina i nedelje uzorkovanja na vrednost

RQUICKIBHB indeksa
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Tabela 39: LSD test razlika u vrednosti RQUICKIBHB indeksa izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa

za ANOVA analizu

Contrast Sig. Difference
RQUICKIBHBOkontrola - RQUICKIBHBOniacin p<0,01 -0,0426667
RQUICKIBHBOkontrola - RQUICKIBHB1kontrola p<0,01 0,048
RQUICKIBHBOkontrola - RQUICKIBHB1niacin NS 0,00266667
RQUICKIBHBOkontrola - RQUICKIBHB2kontrola p<0,01 0,0713333
RQUICKIBHBOkontrola - RQUICKIBHB2niacin NS 0,018
RQUICKIBHBOniacin - RQUICKIBHB1kontrola p<0,01 0,0906667
RQUICKIBHBOniacin - RQUICKIBHB1niacin p<0,01 0,0453333
RQUICKIBHBOniacin - RQUICKIBHB2kontrola p<0,01 0,114
RQUICKIBHBOniacin - RQUICKIBHB2niacin p<0,01 0,0606667
RQUICKIBHB1kontrola - RQUICKIBHB1niacin p<0,01 -0,0453333
RQUICKIBHB1kontrola - RQUICKIBHB2kontrola NS 0,0233333
RQUICKIBHB1kontrola - RQUICKIBHB2niacin NS -0,03
RQUICKIBHB1niacin - RQUICKIBHB2kontrola p<0,01 0,0686667
RQUICKIBHB1niacin - RQUICKIBHB2niacin NS 0,0153333
RQUICKIBHB2kontrola - RQUICKIBHB2niacin p<0,01 -0,0533333

5.3 Uticaj aplikacije niacina na vrednost ostalih metabolickih parametara

Koncentracija ukupnog bilirubina je bila zna¢ajno niza kod krava koje su primale niacin

u odnosu na kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja: 8,34+0,96:6,36+1,21 (teljenje,
nulta nedelja); 10,85+1,25:7,89+1,28 (prva nedelja) i 13,02+1,5:9,18+1,32umol/L (druga
nedelja) (Tabela 40, Grafikon 34). ANOVA analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja i aplikacija

niacina imaju znac¢ajan uticaj na vrednost ukupnog bilirubina (F=51,97; p<0,0001) (Grafikon 35,

Tabela 41). LSD test pokazuje da krave koje su primale niacin imaju nizu vrednost bilirubina u
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svim nedeljama ogledau odnosu na kontrolnu grupu. Uticaj nedelje posle teljenja je takode

znacajan, a vrednost bilirubina raste kod ogledne i kontrolne grupe krava (Tabela 42).

Tabela 40: Deskriptivna statistika za vrednosti ukupnog bilirubina (umol/L)

Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation  [Minimum Maximum |Range
TBILOkontrola |15 8,34667 |0,964266 11,5527% 6,6 9,9 3,3
TBILOniacin 15 6,36 1,21467 19,0986% 44 8,6 4,2
TBIL1kontrola  [15 10,8507 |1,25355 11,5527% 8,58 12,87 4,29
TBIL1niacin 15 7,89 1,27974 16,2198% 5,72 9,49 3,77
TBIL2kontrola |15 13,0207 |1,5037 11,5486% 10,3 15,44 5,14
TBIL2niacin 15 9,18267 |1,32421 14,4207% 6,58 10,91 4,33
Total 90 9,27511  |2,48994 26,8454% 44 15,44 11,04

Grafikon 34: Prose¢na vrednost+=SD za ukupni bilirubin u oglednoj i kontrolnoj grupi u nedeljama
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Tabela 42:LSD test razlika u vrednosti ukupnog bilirubina izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za
ANOVA analizu

Contrast Sig. Difference
TBILOkontrola - TBILOniacin p<0,01 1,98667
TBILOkontrola - TBIL1kontrola p<0,01 -2,504
TBILOkontrola - TBIL1niacin NS 0,456667
TBILOkontrola - TBIL2kontrola p<0,01 -4,674
TBILOkontrola - TBIL2niacin NS -0,836
TBILOniacin - TBIL1kontrola p<0,01 -4,49067
TBILOniacin - TBIL1niacin p<0,01 -1,53
TBILOniacin - TBIL2kontrola p<0,01 -6,66067
TBILOniacin - TBIL2niacin p<0,01 -2,82267
TBIL1kontrola - TBIL1niacin p<0,01 2,96067
TBIL1kontrola - TBIL2kontrola p<0,01 -2,17
TBIL1kontrola - TBIL2niacin p<0,01 1,668
TBIL1niacin - TBIL2kontrola p<0,01 -5,13067
TBIL1niacin - TBIL2niacin p<0,01 -1,29267
TBIL2kontrola - TBIL2niacin p<0,01 3,838

Vrednost AST je bila znacajno niza kod krava koje su primale niacin u odnosu na
kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja: 93,33+7,91:93,13+11,94 (teljenje, nulta
nedelja); 121,18+9,83:101,67+10,38 (prva nedelja) i 130,88+10,62:106,75+10,91U/L (druga
nedelja) (Tabela 43, Grafikon 36). ANOVA analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja i aplikacija
niacina imaju znacajan uticaj na vrednost AST (F=43,56; p<0,0001) (Grafikon 37, Tabela 44).
LSD test pokazuje da krave koje su primale niacin imaju nizu vrednost AST u svim nedeljama
ogleda u odnosu na kontrolnu grupu. Uticaj nedelje posle teljenja je takode znacajan, a vrednost

AST raste kod ogledne i kontrolne grupe krava (Tabela 45).

Tabela 43: Deskriptivna statistika za aktivnost AST u krvi (1U/L)

Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation Minimum [Maximum [Range
ASTOkontrola |15 93,3333 [7,91623 8,48167% 82,0 110,0 28,0
ASTOniacin 15 83,1333 (11,9395 14,3619% 62,0 99,0 37,0
AST1lkontrola |15 121,18 9,82985 8,11178% 109,2 143,0 33,8
ASTlniacin 15 101,667 10,3822 10,212% 80,6 119,6 39,0
AST2kontrola 15 130,875 10,616 8,11154% 117,94 154,44 36,5
AST2niacin 15 106,751 10,9014 10,212% 84,63 125,58 40,95
Total 90 106,157 19,0365 17,9325% 62,0 154,44 92,44
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Grafikon 36:Proseéna vrednost=SD za aktivnost AST u oglednoj i kontrolnoj grupi u nedeljama
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Grafikon 37 i Tabela 44: ANOVA analiza uticaj aplikacije niacina i nedelje uzorkovanja na aktivnost
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Tabela 45: LSD test razlika u vrednosti AST izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za ANOVA
analizu

Contrast Sig. Difference
ASTOkontrola - ASTOniacin p<0,01 10,2
ASTOkontrola - AST1kontrola p<0,01 -27,8467
ASTOkontrola - AST1niacin p<0,05 -8,33333
ASTOkontrola - AST2kontrola p<0,01 -37,542
ASTOkontrola - AST2niacin p<0,01 -13,4173
ASTOniacin - AST1kontrola p<0,01 -38,0467
ASTOniacin - AST1niacin p<0,01 -18,5333
ASTOniacin - AST2kontrola p<0,01 -47,742
ASTOniacin - AST?2niacin p<0,01 -23,6173
AST1kontrola - AST1niacin p<0,01 19,5133
AST1kontrola - AST2kontrola p<0,01 -9,69533
AST1kontrola - AST2niacin p<0,01 14,4293
AST1niacin - AST2kontrola p<0,01 -29,2087
AST1niacin - AST2niacin NS -5,084
AST2kontrola - AST2niacin p<0,01 24,1247
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Vrednost ALP je bila znacajno niza kod krava koje su primale niacin u odnosu na kontrolnu
grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja: 99,07+14,13:68,13+9,79 (teljenje, nulta nedelja);
106+15,12:72,9+10,48 (prva nedelja) i 108,12+15,43:74,36+10,681U/L (druga nedelja) (Tabela
46, Grafikon 38). ANOVA analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja i aplikacija niacina imaju
znaCajan uticaj na vrednost ALP (F=30,30; p<0,0001) (Grafikon 39, Tabela 47). LSD test

pokazuje da krave koje su primale niacin imaju nizu vrednost ALP u svim nedeljama ogleda u

odnosu na kontrolnu grupu. Uticaj nedelje na vrednost ALP nije utvrden, ali je postojala

tendencija porasta aktivnosti ovog enzima u krvi (Tabela 48).

Tabela 46:Deskriptivna statistika za aktivnost ALP u krvi (1U/L)

Count  |Average |Standard deviation |Coeff. of variation  |Minimum  [Maximum |Range
ALPQkontrola |15 99,0667 (14,1344 14,2676% 79,0 126,0 47,0
ALPOniacin 15 68,1333 [9,78969 14,3684% 55,0 83,0 28,0
ALPlkontrola |15 106,001 15,1238 14,2676% 84,53 134,82 50,29
ALP1niacin 15 72,9027 (10,475 14,3684% 58,85 88,81 29,96
ALP2kontrola |15 108,122 [15,4279 14,269% 86,22 137,52 51,3
ALP2niacin 15 74,3607 [10,6846 14,3686% 60,03 90,59 30,56
Total 90 88,0978 (20,8547 23,6722% 55,0 137,52 82,52
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Grafikon 39 i Tabela 47: ANOVA analiza uticaj aplikacije niacina i nedelje uzorkovanja na aktivnost
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Tabela 48:LSD test razlika u vrednosti ALP izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za ANOVA analizu

Contrast Sig. Difference
ALPOkontrola - ALPOniacin p<0,01 30,9333
ALPOkontrola - ALP1kontrola NS -6,93467
ALPOkontrola - ALP1niacin p<0,01 26,164
ALPOkontrola - ALP2kontrola NS -9,05533
ALPOkontrola - ALP2niacin p<0,01 24,706
ALPOniacin - ALP1kontrola p<0,01 -37,868
ALPOniacin - ALP1niacin NS -4,76933
ALPOniacin - ALP2kontrola p<0,01 -39,9887
ALPOniacin - ALP2niacin NS -6,22733
ALP1kontrola - ALP1niacin p<0,01 33,0987
ALP1kontrola - ALP2kontrola NS -2,12067
ALP1kontrola - ALP2niacin p<0,01 31,6407
ALPZlniacin - ALP2kontrola p<0,01 -35,2193
ALP1niacin - ALP2niacin NS -1,458
ALP2kontrola - ALP2niacin p<0,01 33,7613

Vrednost GGT je bila znacajno niza kod krava koje su primale niacin u odnosu na

kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja: 18,6+2,26:15,27+2,91 (teljenje, nulta nedelja);
21,39+2,6:17,56+3,35 (prva nedelja) i 22,25+2,7:18,26+3,491U/L (druga nedelja) (Tabela 49,
Grafikon 40). ANOVA analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja i aplikacija niacina imaju
znacajan uticaj na vrednost GGT (F=11,59; p<0,0001) (Grafikon 41, Tabela 50). LSD test

pokazuje da krave koje su primale niacin imaju nizu vrednost GGT u svim nedeljama ogleda u

odnosu na kontrolnu grupu. Uticaj nedelje je takode utvrden, tako S§to je aktivnost GGT bila
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znacajno visa u nedeljama posle teljenja u odnosu na nedelju teljenja, ali nisu utvrdene znacajne

razlike u vrednostiGGT u prvoj i drugoj nedelji posle teljenjau obe grupe krava (Tabela 51).

Tabela 49:Deskriptivna statistika za aktivnost GGT u krvi (IU/L)

Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation Minimum [Maximum [Range

GGTOkontrola 15 18,6 2,26148 12,1585% 14,0 22,0 8,0
GGTOniacin 15 15,2667 [2,91466 19,0917% 12,0 21,0 9,0
GGT1kontrola 15 21,39 2,6007 12,1585% 16,1 25,3 9,2
GGT1niacin 15 17,5567 |3,35186 19,0917% 13,8 24,15 10,35
GGT2kontrola 15 22,2467 |2,70525 12,1602% 16,74 26,31 9,57
GGT2niacin 15 18,2587 [3,48718 19,0988% 14,35 25,12 10,77
Total 90 18,8864 [3,68539 19,5134% 12,0 26,31 14,31
Grafikon 40: Prose¢na vrednost=SD za aktivnost GGT u oglednoj i kontrolnoj grupi u nedeljama
ispitivanja
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Tabela 51: LSD test razlika u aktivnosti GGT izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za ANOVA
analizu

Contrast Sig. Difference
GGTOkontrola - GGTOniacin p<0,01 3,33333
GGTOkontrola - GGT1kontrola p<0,05 -2,79
GGTOkontrola - GGT1niacin NS 1,04333
GGTO0kontrola - GGT2kontrola p<0,01 -3,64667
GGTOkontrola - GGT2niacin NS 0,341333
GGTOniacin - GGT1kontrola p<0,01 -6,12333
GGTOniacin - GGT1niacin p<0,05 -2,29
GGTOniacin - GGT2kontrola p<0,01 -6,98
GGTOniacin - GGT2niacin p<0,05 -2,992
GGT1kontrola - GGT1niacin p<0,01 3,83333
GGT1kontrola - GGT2kontrola NS -0,856667
GGT1kontrola - GGT2niacin p<0,01 3,13133
GGT1niacin - GGT2kontrola p<0,01 -4,69
GGT1niacin - GGT2niacin NS -0,702
GGT2kontrola - GGT2niacin p<0,01 3,988

Koncentracija ukupnih proteina se nije znacajno razlikovala kod krava koje su primale
niacin u odnosu na kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja: 78,89+4,92:77,08+4,57
(teljenje, nulta nedelja); 74,15+4,6:72,45+4,29 (prva nedelja) i 72,67+4,53:71+4,2g/L (druga
nedelja) (Tabela 52, Grafikon 42). ANOVA analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja ima
znacajan uticaj na vrednost ukupnih proteina (F=6,68; p<0,0001) (Grafikon 43, Tabela 53). LSD
test pokazuje da je od nedelje teljenja u naredne dve nedelje opadala vrednost ukupnih proteina u
obe grupe krava (Tabela 54).

Tabela 52:Deskriptivna statistika za koncentraciju ukupnih proteina u krvi (g/L)

Count  |Average |Standard deviation |Coeff. of variation  [Minimum  [Maximum |Range
TPROTOkontrola |15 78,888 4,92285 6,24031% 70,0 87,3 17,3
TPROTOniacin 15 77,0767 [4,56844 5,92714% 66,75 83,6 16,85
TPROT1kontrola 15 74,154 4,62781 6,24082% 65,8 82,06 16,26
TPROT1niacin 15 72,4513 [4,2927 5,92495% 62,75 78,58 15,83
TPROT2kontrola 15 72,6713 [4,5353 6,24084% 64,48 80,42 15,94
TPROT?2niacin 15 71,0013 [4,20782 5,92639% 61,49 77,01 15,52
Total 90 74,3738 [5,20439 6,99762% 61,49 87,3 25,81
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Grafikon 42:Prose¢na vrednost=SD za koncentraciju ukupnih proteina u oglednoj i kontrolnoj grupi u

nedeljama ispitivanja
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Grafikon 43 i Tabela 53: ANOVA analiza uticaj aplikacije niacina i nedelje uzorkovanja na koncentraciju
kupnih proteina
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Tabela 54: LSD test razlika koncetracije ukupnih proteina izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za
ANOVA analizu

Contrast Sig. Differen
ce

TPROTOkontrola - TPROTOniacin NS 1,81133
TPROTOkontrola - TPROT1kontrola p<0,01 4,734
TPROTOkontrola - TPROT1niacin p<0,01 6,43667
TPROTOKontrola - TPROT2kontrola p<0,01 [6,21667
TPROTOkontrola - TPROT2niacin p<0,01 7,88667
TPROTOniacin - TPROT1kontrola NS 2,92267
TPROTOniacin - TPROT1niacin p<0,01 [4,62533
TPROTOniacin - TPROT2kontrola p<0,01 [4,40533
TPROTOniacin - TPROT2niacin p<0,01 6,07533
TPROT1kontrola - TPROT1niacin NS 1,70267
TPROT1kontrola - TPROT2kontrola NS 1,48267
TPROT1kontrola - TPROT2niacin NS 3,15267
TPROT1niacin - TPROT2kontrola NS -0,22
TPROT1niacin - TPROT2niacin NS 1,45
TPROT2kontrola - TPROT2niacin NS 1,67
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Koncentracija albumina je bila znacajno visakod krava koje su primale niacin u odnosu na
kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja: 34,6+3,56:41,78+6,14 (teljenje, nulta nedelja);
31,49+3,24:38,02+5,58 (prva nedelja) i 30,7+3,16:37,07+5,44g/L (druga nedelja) (Tabela 55,
Grafikon 44). ANOVA analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja i aplikacija niacina imaju
znaCajan uticaj na vrednost albumina (F=12,03; p<0,0001) (Grafikon 45, Tabela 56). LSD test

pokazuje da krave koje su primale niacin imaju visu vrednost albumina u svim nedeljama ogleda

u odnosu na kontrolnu grupu. Uticaj nedelje je takode utvrden, tako $to je koncentracija

albumina bila znacajno niza u nedeljama posle teljenja u odnosu na nedelju teljenja, ali nisu

utvrdene znacajne razlike u vrednosti albumina u prvoj i drugoj nedelji posle teljenja u obe grupe

krava (Tabela 57).

Tabela 55: Deskriptivna statistika za koncentraciju albumina u krvi (g/L)

Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation |Minimum |Maximum |Range
ALBOkontrola |15 34,6067 [3,564 10,2986% 27,6 40,6 13,0
ALBOniacin 15 41,78 6,13633 14,6872% 30,6 50,7 20,1
ALBlkontrola [15 31,4927 [3,24328 10,2985% 25,12 36,95 11,83
ALB1niacin 15 38,0193 [5,58352 14,686% 27,85 46,14 18,29
ALB2kontrola |15 30,7047 [3,16235 10,2992% 24,49 36,02 11,53
ALB2niacin 15 37,068 5,44456 14,688% 27,15 44,98 17,83
Total 90 35,6119 [5,96247 16,7429% 24,49 50,7 26,21

Grafikon 44: Prose¢na vrednost+=SD za koncentraciju albumina u oglednoj i kontrolnoj grupi u nedeljama

ispitivanja
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Grafikon 45 i Tabela 56: ANOVA analiza uticaj aplikacije niacina i nedelje uzorkovanja na koncentraciju
albumina
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Tabela 57: LSD test razlika koncetracije albumina izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za ANOVA
analizu

Contrast Sig. Difference
ALBOkontrola - ALBOniacin p<0,01 |-7,17333
ALBOkontrola - ALB1kontrola NS 3,114
ALBOkontrola - ALB1niacin p<0,05 |-3,41267
ALBOkontrola - ALB2kontrola p<0,05 3,902
ALBOkontrola - ALB2niacin NS -2,46133
ALBOniacin - ALB1kontrola p<0,01 10,2873
ALBOniacin - ALB1niacin p<0,05 |3,76067
ALBOniacin - ALB2kontrola p<0,01 11,0753
ALBOniacin - ALB2niacin p<0,01 4,712
ALB1kontrola - ALB1niacin p<0,01 |-6,52667
ALB1kontrola - ALB2kontrola NS 0,788
ALB1kontrola - ALB2niacin p<0,01 |-5,57533
ALB1niacin - ALB2kontrola p<0,01 |7,31467
ALB1niacin - ALB2niacin NS 0,951333
ALB2kontrola - ALB2niacin p<0,01 |-6,36333

Koncentracija uree je bila znacajno niza kod krava koje su primale niacin u odnosu na
kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja: 5,1+1,2:3,54+0,7 (teljenje, nulta nedelja);
4,85+1,12:3,36+0,64 (prva nedelja) i 4,67+1,08:3,53+0,67mmol/L (druga nedelja) (Tabela 58,
Grafikon 46). ANOVA analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja i aplikacija niacina imaju
znaCajan uticaj na vrednost uree (F=10,79; p<0,0001) (Grafikon 47, Tabela 59). LSD test
pokazuje da krave koje su primale niacin imaju nizu vrednost uree u svim nedeljama ogleda u
odnosu na kontrolnu grupu. Uticaj nedelje je takode utvrden, tako $to je koncentracija uree bila
znacajno niza u nedeljama posle teljenja u odnosu na nedelju teljenjaali ove razlike nisu utvrdene

u grupi krava koje su primale niacin (Tabela 60).
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Tabela 58: Deskriptivna statistika za koncentraciju uree u krvi (mmol/L)

Count |Average |Standard deviation |[Coeff. of variation Minimum  [Maximum [Range
UREAOkontrola |15 5,10667 [1,17563 23,0214% 3,5 7,4 3,9
UREAOniacin 15 3,54 0,669541 18,9136% 2,2 4,2 2,0
UREAIlkontrola |15 4,854 1,11695 23,011% 3,33 7,03 3,7
UREALlniacin 15 3,36467 [0,636709 18,9234% 2,09 3,99 1,9
UREAZ2kontrola |15 4,67133 [1,07553 23,0241% 3,2 6,77 3,57
UREAZ2niacin 15 3,53 0,669541 18,9672% 2,19 4,19 2,0
Total 90 4,17778  [1,14659 27,4451% 2,09 74 5,31

Grafikon 46:Prose¢na vrednost=SD za koncentraciju uree u oglednoj i kontrolnoj grupi u nedeljama

ispitivanja
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Tabela 60: LSD test razlika koncetracije uree izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za ANOVA

analizu

Contrast Sig. Difference
UREAOkontrola - UREAOniacin p<0,01 1,56667
UREAOkontrola - UREA1kontrola NS 0,252667
UREAOKontrola - UREALniacin p<0,01 1,742
UREAOkontrola - UREA2kontrola NS 0,435333
UREAOkontrola - UREAZ2niacin p<0,01 1,57667
UREAOniacin - UREA1kontrola p<0,01 -1,314
UREAUOniacin - UREA1niacin NS 0,175333
UREAOniacin - UREA2Kontrola p<0,01 -1,13133
UREAOniacin - UREAZ2niacin NS 0,01
UREA1kontrola - UREALlniacin p<0,01 1,48933
UREA1kontrola - UREA2kontrola NS 0,182667
UREAIlkontrola - UREAZ2niacin p<0,01 1,324
UREA1niacin - UREA2kontrola p<0,01 -1,30667
UREA1niacin - UREA2niacin NS -0,165333
UREAZ2kontrola - UREA2niacin p<0,01 1,14133

Aplikacija niacina nije imala statisticki signifikantan uticaj na koncentraciju kalcijuma u

krvi iako su krave koje su primale niacin imale tendenciju viSe koncentracije kalcijuma u odnosu

na kontrolnu grupu (mmol/l). ANOVA analizom 1 LSD testom nije utvrden znacajan uticaj

aplikacije niacina ni vremena uzotkovanja krvi kod krava (F=1,18; p>0,05; NS). Rezultati su

prikazani u Tabelama 61 i 62 i na Grafikonima 48 i 49.

Tabela 61: Deskriptivna statistika za koncentraciju kalcijuma u krvi (mmol/L)

Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation |Minimum |Maximum |Range

CaOkontrola |15 2,15667 |0,293152 13,5928% 1,75 2,68 0,93
Ca0Oniacin 15 2,25533 |0,263028 11,6625% 1,85 2,65 0,8

Calkontrola |15 2,07067 |0,281005 13,5708% 1,68 2,57 0,89
Calniacin 15 2,164 0,252156 11,6523% 1,78 2,54 0,76
Ca2kontrola |15 2,042 0,277442 13,5868% 1,66 2,54 0,88
Ca2niacin 15 2,13533  |0,249052 11,6634% 1,75 2,51 0,76
Total 90 2,13733 |0,27111 12,6845% 1,66 2,68 1,02
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Grafikon 48:Prose¢na vrednost+=SD za koncentraciju kalcijuma u oglednoj i kontrolnoj grupi u nedeljama
ispitivanja
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Grafikon 49 i Tabela 62: ANOVA analiza uticaj aplikacije niacina i nedelje uzorkovanja na koncentraciju
kalcijuma

Boxeand-ilthisker Plot ANDWVA Table
Sum of Mean

T T T T T T T Source Squares 0f Square F-Ratio
Calkontrala ’—|:|:|—‘ Between 0428187 5 0,0856373 1,18
L iithin §,11337 84 007277383
Catniacin ’-l:l:l—‘ \arianee Chedk
Lewene's: 00870614

16 12 2 22 24 28 28
fesponse

Koncentracija fosfora je bila znac¢ajno niza kod krava koje su primale niacin u odnosu na
kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja: 2,43+0,26:2,17+0,25 (teljenje, nulta nedelja);
2,34+0,25:2,09+0,24 (prva nedelja) i 2,31+0,25:2,07+0,24mmol/L (druga nedelja) (Tabela 63,
Grafikon 50). ANOVA analiza pokazuje da nedelja uzorkovanja i aplikacija niacina imaju
znacajan uticaj na vrednost fosfora (F=5,23; p<0,0001) (Grafikon 51, Tabela 64). LSD test
pokazuje da krave koje su primale niacin imaju nizu vrednost fosfora u svim nedeljama ogleda u
odnosu na kontrolnu grupu. Medutim, uticaj nedelje na vrednost fosfora u okviru ogledne ili

kontrolne grupe posebno nije utvrden (Tabela 65).
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Tabela 63:Deskriptivna statistika za koncentraciju fosfora u krvi (mmol/L)

Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation [Minimum |Maximum |Range
POkontrola |15 2,43467 |0,263598 10,8269% 2,04 2,9 0,86
POniacin 15 2,17467 |0,25343 11,6537% 18 2,63 0,83
Plkontrola |15 2,33733 |0,251835 10,7745% 1,96 2,78 0,82
Plniacin 15 2,08867 |0,242395 11,6052% 1,73 2,52 0,79
P2kontrola |15 2,31467 |0,250766 10,8338% 1,94 2,76 0,82
P2niacin 15 2,068 0,241341 11,6703% 1,71 2,5 0,79
Total 90 2,23633 |0,278892 12,471% 1,71 2,9 1,19

Grafikon 50:Prose¢na vrednost=SD za koncentraciju uree u

ispitivanja
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Tabela 65: LSD test razlika koncetracije fosfora izmedu razli¢itih eksperimetnalnih grupa za ANOVA
analizu

Contrast Sig. Difference
POkontrola - POniacin p<0,05 0,26
POkontrola - P1kontrola NS 0,0973333
POkontrola - P1niacin p<0,01 0,346
POkontrola - P2kontrola NS 0,12
POkontrola - P2niacin p<0,01 0,366667
POniacin - P1kontrola NS -0,162667
POniacin - P1niacin NS 0,086
POniacin - P2kontrola NS -0,14
POniacin - P2niacin NS 0,106667
P1kontrola - P1niacin p<0,05 0,248667
P1kontrola - P2kontrola NS 0,0226667
Plkontrola - P2niacin p<0,01 0,269333
P1niacin - P2kontrola p<0,05 -0,226
Plniacin - P2niacin NS 0,0206667
P2kontrola - P2niacin p<0,05 0,246667

5.4 Uticaj aplikacije niacina na povezanost metabolickih parametara sa stepenom lipolize i

ketogeneze

Ispitivanja pokazuju da NAD i NADP koreliraju sa svim ispitanim metabolickim
parametrima. Nije utvrdena zna¢ajna korelacija izmedu ukupnih proteina i NAD i kalcijuma i
NADP.Rezultati su prikazani u Tabeli 66. U drugom koraku ispitali smo korelaciju izmedu
metabolickih parametara sa najznacajnijim pokazateljima metabolickog stresa u ranoj laktaciji —
lipolizom (NEFA) i ketogenezom (BHB). Utvrdene su znacajne korelacije sa ve¢inom ispitivanih
parametara. Nije utvrdena znaajna korelacija ukupnih proteina sa NEFA i fosfora sa
BHB.Rezultati su prikatani u tabeli 67.

Parcijalna korelacija pokazuje da vitameri niacina mogu objasniti odredeni deo korelacije
koji postoji izmedu NEFA i BHB sa metabolickim parametrima (Grafikon 52).

Graficki prikaz korelacionih veza svih ispitivanih parametara prikazan je na Grafikonu 53.
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Tabela 66: Isitivanje korelacije NAD i NADP sa metabolitima

NAD NADP
NEFA -0,6829** -0,6375**
BHB -0,4398** -0,3657**
Glukoza 0,6897** 0,5207**
INSULIN 0,8055** 0,6720**
TGC 0,6002** 0,5064**
HOL 0,6434** 0,6080**
MDA -0,5931** -0,5366**
TBIL -0,5670** -0,5160**
AST -0,4861** -0,4123**
ALP -0,7101** -0,7316**
GGT -0,4139** -0,4397**
TPROT -0,0821° -0,2133*
ALB 0,5658** 0,5959**
Urea -0,6901** -0,5461**
Ca 0,2422* 0,1545"°
P -0,3918* -0,4089**

Tabela 67: Ispitivanje korelacije izmedu NEFA i

BHB sa parametrima metaboli¢kog profila krava

NEFA BHB
Glukoza -0,7267** -0,7185**
INSULIN -0,7232** -0,5660**
TGC -0,7609** -0,7477**
HOL -0,7136** -0,6579**
MDA 0,6313** 0,6257**
TBIL 0,7118** 0,6229**
AST 0,6636** 0,6802**
ALP 0,6528** 0,4168**
GGT 0,5735** 0,6401**
TPROT -0,1418"° -0,2531*

ALB -0,5261** -0,4801**
Urea 0,5277** 0,2887*

Ca -0,2611* -0,3439**
P 0,3037** 0,0528"°
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Grafikon 52: Odnos nulte parcijalne korelacijemetaboli¢kih parametara sa NEFA i BHB uz kontrolu
NAD i NADP
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Grafikon 53: Graficki prikaz korelacionog matriksa svih ispitivanih parametara
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5.5 Uticaj aplikacije niacina na proizvodnju mleka kod krava u ranoj laktaciji

Aplikacija niacina nije statisticki zna¢ajno uticala na proizvodnju mleka. Ipak, aplikacija
niacina pokazuje tendenciju pozitivnog delovanja na proizvodnju mleka do 30. dana laktacije
(p<0,1), ali se ova tendencija gubi ako posmatramo $iri period od partusa do 60.dana laktacije
(Tabela 68). Iako nije bilo statisticki znacajne razlike u proizvodnji mleka, sa prakticnog aspekta
je znacajno odrediti koji je to procenat krava u grupi koja je primala niacin koji je imao
statisticki znacajno vecu proizvodnju mleka u odnosu na grupu krava koja nije primala niacin.
Analizom distribucija frekvencije, beta greske 1 statisticke snage testa izracunato je da je 60%
krava pokazalo statisticki znacajno vecu proizvodnju mleka u grupi krava koja je primala niacin
u odnosu na kontrolu, ali se sa napredovanjem laktacije taj procenat smanjuje, pa 60. dana
laktacije imamo samo 26,6% krava koje su pokazale znacajno vecu proizvodnju mleka u odnosu

na kontrolu (Grafikon 54).

Tabela 68: Proizvodnja mleka kod krava koje su primale niacin i u kontrolnoj grupi

Koli¢ina proizvedenog | Niacin Kontrola p Krave koje su priale

mleka kumulativno niacin i kod kojih je
doslo do stvarnog
povecanja
proizvodnje  mleka
(%)

0-30. dan 725+49 650+51 <0,1 60,0

0-60.dan 1784+173 1715+182 >0,1 26,6
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Grafikon 54: Poredenje distribucija frekvencije ukupne proizvodnje mleka 30. i 60.dana laktacije kod

ogledne i kontrolne grupe krava
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Ogled 2 — Ispitivanje povezanosti morfometrijskih karakteristika hepatocita, adipocita i

vitamera niacina kod krava iskljucenih iz proizvodnje tokom rane laktacije

5.6 Uticaj statusa niacina na morfometrijska svojstva hepatocita i adipocita

Ispitivanja su pokazala da krave sa boljim statusom niacina (veca vrednost NAD 1
NADP) imaju manji dijametar masnih vakuola u hepatocitima, manju opticku gustinu ovih
vakuola, uz povec¢an dijametar jedra hepatocita i njegovu opti¢ku gustinu. Nadena je i pozitivna
korelacija izmedu vrednosti NAD i dijametra adipocita,ali ne i njihove opticke gustine.
Interesantan je nalaz da sa pove¢anjem dimenzije adipocita opadaju dimenzike masnih vakuola u
hepatocitima, a raste opticka gustina jedra. Ovakvi nalazi potvrduju znacaj niacina u
suprimiranju lipolize i zastite krava od metabolickih bolesti kao §to je masna jetra. Deskriptivni

rezultati za izmerene parametre prikazan je u Tabeli 69. Korelacija izmedu parametara prikazana
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je u vidu brojc¢anog i grafickog korelacionog matriksa u tabeli 70 i na grafikonu 55. Slike 1 i 2

predtavljaju slike hepatocita sa najvis§im i najnizim statusom niacina, odnosno vrednostima NAD

i NADP.

Tabela 69: Deskriptivni rezultati istrazivanja morfometrijskih osobina hepatocita i adipocita i statusa

niacina
NAD |NADP |NADNA |Hepatocit [Hepatocit |Hepatocit [Hepatocit [Adiociti Adipociti
DP jedro jedro OG [masna vak|masna vak|dijamnetar |OG
dijametar dijametar |OG
Count 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Average |553,4 [328,7 1,706 5,0062 325601 |5,2036 1,50796E6 (103,8 474483,
Standard [129,9 |61,53 0,386 0,809333 (160721 (1,202 795238 10,2502 57667,9
deviation
Coeff. 0f|23,4% |18,7% |22,648% |16,6% 49,3% 23,1% 52,74% 9,85% 12,15%
variation
Minimum |390 255 1,2 3,556 104931 (3,956 464944, 86,0 399931
Maximum |750 480 2,16 6,24 512012 |7,889 2,73598E6 (121,0 585525
Range 360 225,0 0,96 2,68 407081 |3,933 2,27104E6 (35,0 185594

Tabela 70: Ispitivanje korelacije izmedu morfometrijskih karakteristika hepatocita, adipocita, NAD i

NADP
NAD NADP NAD/ Hepatocit |Hepatocit |Hepatocit [Hepatocit |Adipociti
NADP jedro jedro OG |masna vak|masna vak|dijametar
dijametar dijametar |OG
NADP 0,35 NS
NAD/NADP NS
0,75* |-0,34
Hepatocit jedro NS NS
dijametar 0,50 0,14 0,46
gépatocit jedro 0,92%* |0,48 NS 058 NS 0,62 NS
Hepatocit
masna  vak|-0,67* [-0,34™° [-042™ [-032™ |-0,61N®
dijametar
Hepatocit NS NS
masna vak OG -0,75** [-0,72* |-0,24 -0,50 -0,82** 10,83**
Adipociti NS NS NS
dijametar 0,83** 10,01 0,83** 0,51 0,76* -0,63* -0,60
Adipociti OG -0,29 0.05 NS -0,35 NS 0.25 NS 0,08 NS 0.25 NS 0,02 NS -0,23 NS
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Grafikon 55: Grafi¢ki prikaz korelacionog matriksa korelacije izmedu morfometrijskih karakteristika
hepatocita, adipocita, NAD i NADP
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Slika 1 i 2: Tipi¢na slika masnog tkiva i hepatocita kod krava sa najnizim (levo) i najvisim

(desno) statusom niacin
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6.DISKUSIJA

6.1 Uticaj aplikacije niacina na vrednost njegovih vitamera u Krvi

Vitamin B3 u formi nukleotida igra centralnu ulogu u metabolizamu, a brojne studije su
demonstriralie da NAD ima vaznu ulogu u raznim bioloskim procesima kod sisara kao §to su
opstanak ¢éelija i apoptoza, diferencijacija, metabolizam ugljenih hidrata i masti.'*>**®" Takode,
postoji povezanost NAD sa oksidativnim stresom, pa tako u sr¢anom tkivu ¢oveka oksidativni
stres indukuje smanjenje celularanih rezervnih zaliha NAD-a i $to dovodi do smrti
kardiomiocita.’® Sa druge strane obnavljanje ovih zaliha NAD-a mogu da zaitite éelije od

povrede i izumiranja.*®

NAD moze biti sintetizovan iz tri glavna prekusora i to de novo iz
triptofana, ili intermedijarnim putevima od nikotinske Kiseline ili nikotiamida, kod sisara
uglavnom je NAD sitetizovan iz nikotinamida. Nikotinamid fosforibosiltransferaza (Nampt) je
klju¢an biosintetski enzim koji inicira biositezu NAD-a iz nikotid amida kod sisara. Studije
pokazuju da je nivo ekpresije Nampt u korelaciji sa koncetracijom NAD" u éeliji.*® Revollo i
sar. (2004)** ukazuju na to da Nampt kontrolise koncetraciju NAD-a nezavisno od egzogenih
izvora nikotinamida.

Prema podacima iz literature dvonedeljni tretman miSeva sa visokim dozama nikotinske
kiseline i nikotiamida (500 i 1000 mg/kg) ima uticaj na nivo NAD-a u raznim tkivima pa je

nadena je povisena koncetracija NAD-a za 40 do 60% u krvi i u jetri.'”

To ukazuje na
sposobnost niacina da stimuliSe sintezu NAD-a u jetri 1 krvi 1 da se nikotiamid moze
konvertovati u alternativnoj formi i time povecati bioraspolozlivost nikotiamida i/ili tretman
nikotiamidom moZe izazivati &elijsku adaptaciju koja dalje vodi do bolje biosinteze NAD-a.'™*
Jackson i sar. (1995)'"° su pokazali da nikotinska kiselina moze poveéati koncetraciju NAD-a u
jetri 1 krvi, sliéno kao nikotinamid. U naSem istrazivanju dobijeni su rezultati gde je nakon
aplikacije nikotinske kiseline vrednosti NAD—a kod krava iznosila 1724,6 pmol/L u nedelji
teljenja, 1968,6 pmol/ml u prvoj nedelji nakon teljenja i 1724,6 pmol/L u drugoj nedelji §to su
znacajno vise vrednosti u odnosu na kontrolnu grupu, 904.6 nultoj nedelji, 889.3 provj nedelji,
895.6 drugoj nedelji. Rezultati u nasim istrazivanjima pokazuju isto tako da nikotinska kiselina

ima znacajan uticaj na vrednosti koncetracije NADP i da krave koje su primile niacin imaju

znacajno visu koncetraciju NADP u svim nedeljama ispitivanja u odnosu na kontrolnu grupu.
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Uticaj nikotinske kiselina na koncetracija NAD 1 NADP u krvi mogu se jasno uociti i kada se
uporede rezultati ogledene grupe u nedelju pre aplikacije niaicna i nedelji teljenja odnosno nakon
aplikacija niacina i zapazi se znacajni rast vrednosti NAD-a i to od 862, 3 mmol/L do 1724,6
mmmol/l , i vrednosti NADP od 422,67mmol/l na 704,45 mmol/l. Hara i sar. (2007)*"? ukazuju
na to da egzogena dodana nikotinska kiselina indukuje znacajno povecanje celularnog nivoa
NAD-a u humanim ¢elijama dok nikotinamid dodan u istoj koncetraciji ne prouzrukuje znacajno
povecanje koncetracije NAD-a, pa su zakljucili da je nikotinska kiselina bolji substrat za
povecanje celularnog nivoa NAD-a od nikotinamida. Prema naSim saznanjima u literaturi nisu
dostupni podaci o uticaju nikotiamida ili nikotinske kiseline na nivo NAD-a kod prezZivara
odnosno mlecnih krava i da su potrebna naknadna ispitivanja da bi se bolje istrazio efekat
niacina ne samo kao antilipoliticki agens kod ovih Zivotinja nego i efekat niacina na nivo NAD-a
a stime i ukupnog metabolizna mle¢nih krava sa posebnim osvrtom na oksidativni stres ¢elija.
Eritrocitna koncentracija NAD-a i NADP-a je direktni pokazatelj funkcionalnog statusa
niacin, jer pokazalo se da vi$e reaguje na promjene u unosu niacina, tako sto NAD/NADP odnos
moze biti koristan indikator za merenje statusa niacina kod ljudi (Fu i sar., 1989, Jacobson i sar.,
1997).1* Kod ljudi koji su primali 50% manje od preporucljive dnevne doze niacina
primeceno je smanjenje za 70% koncentracija NAD-a u roku od 5 nedelja, dok koncentracija

NADP ostaje relativno konstantna.'”

U nasim ispitivanjima odnos NAD/NADP nije pokazao
statisticki znaCajnu razliku izmedu grupe koja je primila niacin i1 kontrolne grupe, no odnos
NAD/NADP je znacajno visi kod krava posle aplikacija niacina u odnosu na period pre
aplikacija i odnos NAD/NADP znacajno se stabilizuje kod grupe koja je primila niacin. Skoro
sve krave ogledne grupe imale su NAD/NADP odnos visi od 2 imalo je samo kod krava koju su
primili niacin. Odnos NAD/NADPkoji je visi od 2.5, ukazuje na optimalan status niacin u
organizmu. ™ Ovakve vrednosti NAD/NADP odnosa kod krava koje su primile niacin ukazuju
na to da status niacina zavisi od njegove aplikacije niacina. U normalnim uslovima koncetracija
eritrocitnog NAD je veca od koncetracije NADP, i zbog toga uvek odnos NAD/NADP treba da
bude veéi od 1.0.1® Poznato je da je eritrocitna koncentracija NADP najesée konstantna, a

5 Fui sar.

svaka redukcija eritrocitnog NAD redukovace NAD/NADP odnos 1 obratno."’
(1989)*" sugeriSu da svaki indeks niacina ispod 1.0 moZze biti indikacija za razvoj deficita

niacina kod ljudi.
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Izvedene vrednosti kao §to su povrsina ispod krive ukazuju na statisticki znacajnu razliku
vrednosti u oglednoj i kontrolnoj grupi. Postojanje razlike tokom vremena u odgovoru NAD i
NADP mogu ukazati na moguénost upotrebe ovih koenzima u proceni statusa niacina i time
uticaj niacina na metabolicke promena kod krava nakon teljenja i procenjivanje potrebe za

aplikacijom niacina kod krava sa niskim statusom niacina.

6.2 Uticaj aplikacije niacina na lipidni profil krava, glukozu, insulin i indekse insulinske
rezistencije

Antilipoliticki efekat niacina kod sisara je isptivan jo§ Sezdesetih godina proslog veka.
Kanadski patolog Rudolf Altschul pre 60 godina pronalazi da nikotinska kiselina u viSoj dozi
smajuje nivo holesterola u plazmi kod zeteva. Zato je Carlson (2005)° opisao nikotinsku
kisleninu kao jedinjenje sa dva lica jedno je vitamin a drugo je lipidni lek Sirokog spektra. Za
razliku od nikotinske kiseline, nikotinamid ne deli ove osobine, on je samo vitamin. U narednim
godinama uraden je niz klini¢kih ispitivanja za antilipoliticko dejstvo nikotinske kiseline kod
ljudi i drugih sisara da bi se utvrdila optimalna doza, sa ciljem da se maksimalno smanje
nepozeljni efekti, kao i da bi se utvrdio mehanizam delovanja kao i drugi metabolicki i klinicki
uticaji. Efekti nikotinske kiseline na lipidni metabolizam poc€inje da se ispituje 1 kod prezivara u

drugoj polovini proslog veka. U 70-tim godinama Waterman i sar. (1972)*"’

su aplikovali veliku
koli¢inu bolus doze (do 160 grama) nikotinske kiseline kod mle¢nih krava, $to je prouzrokovalo
tranzitno smanjenje koncentracije NEFA.

Povecana lipidna mobilizacija 1 ketogeneza moze dovesti do loSe metaboliCke adaptacije
krava u peripartalnom periodu a to ¢e se odraziti na celokupno zdravlje, produktivnost i
blagostanje krava. Zato je mogucénost aplikacije niacina zbog njegovog antilipoliti¢kog svojstva
u peripartalnom periodu kod krava predmet istrazivanja dugi niz godina unazad. Rezultati
dobijeni u ovom radu pokazuju da je koncentracija NEFA kod krava kod kontrolne grupe u
porastu i to 0.47+0.09 nulta nedelja, 0.64+0.15 prva nedelja i 0.76+0.13 druga nedelja. Nadene
su znacajno nize vrednosi koncetracija NEFA kod krava koje su primale niacin 0.30+0.09 nulte
nedelje, 0.35+0.1 prve nedelje i 0.39+0.11 druge nedelje. IzraZzena mobilizacija NEFA iz

adipoznog tkiva za vreme 1 nakon partusa kod visoko mlecnih krava je karakteristika

metabolizma ovih zivotinja. Ovakva difuzija NEFA u krvotoku, obezbeduje energiju tkivima u
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celom telu, no njihov visak moze biti i toksi¢an.'”® U preglednom artiklu Niehoff i sar. (2009)**°
u kome se analiziraju studije u kojima se koristi niacin koji nije zasti¢en od razgradnje u rumenu
dosSlo se do zaklju¢ka da NEFA moze biti smanjena od nikotinske kisleine pod odredenim
uslovima ali ne i od nikotinamida. U veoma visokoj dozi nikotinska kiselina ima sposobnost da
suprimira oslobadanje masti sa aktivacijom niacin receptora GPR109A.% "® % Koncentracija
NEFA u plazmi bila je redukovana u samo jednoj od jedanaest studija kada se male doze
slobodnog niacina daju kao suplemenat kod mle¢nih krava.” U nafem istraZivanju koridéen je
niacin u dozi 100-120g krava/dan, koja omogucuje dostupnost u crevama 6-12 g niacina (5-10%
dode do tankih creva iz buraga) na dan u peripartalnom periodu u kome je lipidna mobilizacija
najintenzivnija. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da u grupi krava koje su primile niacin u
peripartalnom periodu imaju znacajno nize vrednosti NEFA §to je u skladu sa rezultatima drugih

autora.> & 76 159

Medutim, kod ovih autora aplikovan je inkapsuliran niacin kod krava u
peripartalnim periodu ili su krave koju su bile na restriktivnoj ishrani primale abomazalnu
infuziju niacina. Sa druge strane u metaanalizi gde su analizirane publikacije objavljene u
periodu 1980-1998 godine u kome je aplikovan nezasi¢en niacin u maloj dozi kod mle¢nih krava
i pokazano je da nije imao efekta na redukciju NEFA.'*" Isti autori predlazu da buduca
istrazivanja niacina kod mlec¢nih krava budu u velkim dozama, uzimaju¢i u obzir da prema
Campbell i sar. (1994)*% su utvrdili da 17% suplementiranog niacina dostiZe do tankih creva kao

slobodna nikotinska kisleina. Prema Santschi i sar. (2005)%°

procenat razgradnje niacina u
rumenu kod mlecnih krava je 98.5% a kod tovnih goveda 93.8 % 126 ali u ovim istrazivanjima
uzete su samo duodenalne te¢nosti a niacin se moze naci i u ¢vrstoj frakciji iz crevne sadrzine ili
moze biti absorbovan u proksimalanom duodenumu pre duodenalne kanile koja je koriS¢ena u
ogledu. Niehoff i sar. (2009)'* ukazuju na to da ishrana i tip vitamera koji je aplikovan isto tako
moze imati uticaja. Obzirom da je postojala kontinuirana aplikacija niacina koja je pocela daleko
pre momenta uzimanja krvi i koja je nastavljena tokom i posle uzimanja uzoraka krvi, nismo
nasli ponovni skok vrednosti NEFA u nedeljama kada je vr§eno uzorkovanje krvi.

Prema podacima iz literature znacajna redukcija koncetracija BHB je nadena kod krava
kojima je aplikovan niacin u odnosu sa kontrolnom grupom.** *** Nivo koncentracija BHB je u
vezi sa nivoom koncetracije NEFA u krvi. Zbog svog metabolickog kapaciteta niacina da

suprimira mobilizaciju NEFA iz masnih depoa, smanjuje se koncentracija NEFA u krvi, Sto

dovedi do smanjenja Acetil-CoA, Kkoji bi se kasnije koristio se za sintezu BHB.
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Reesterifikovani trigliceridi u jetri su transportovani sa lipoproteinima vrlo male gustine
(VLDL) do drugih tkiva. Ako sinteza triglicerida prevazilazi mogucnosti izvoza dolazi do masne
infiltracije ili degeneracije jetre. Metabolizam holesterola kod mle¢nih krava je pod uticajem
hranljivih materija i nedostatka energije u zavisnosti od faze laktacije a moze biti povezan i sa
masnom jetrom.179 U na$im istrazivanjima koncentracija holesterola je bila znacajno visa kod
krava koje su primale niacin u odnosu na kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja, isto
tako i koncentracija triglicerida je bila znacajno visSa kod krava koje su primale niacin u odnosu
na kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja (tabela 21 i tabela 18). Sa druge strane, u
humanoj medicinu niacin je veoma upotrebljavan farmakoloSki agens sa Sirokom lipidnom
spektrom. On smanjuje nivo totalnog holesterola i triglicerida u plazmi, odnosno Koristi se kao
lek za kontrolu lipidnih poremecaja kao Sto su hiperlipidemija i koronarna src¢ana obolenja
(Carlson, 2005). Carlson (2005)2 kaze da se ovakvo dejstvo niacina na lipidni profil kod ljudi
ostvaruje na taj nacin §to smanjuje cirkulaciju NEFA i dovodi do smanjene konverzije NEFA u
hepati¢ne trigliceride a to prouzrukuje smanjen katabolizam na LDL i VLDL (LDL se formiraju
u plazmi u toku katabolizma VLDL). Isto tako on navodi da niacin ima efekat i na nivo
koncetracije HDL-lipoproteina velike gustine u plazmi i to tako §to niacin povec¢ava HDL u
plazmi. Mehanizam kojim niaicn pove¢ava HDL je smanjenje stope katabolicke frakcije HDL-
apoA-1, bez uticaja na stepen sinteze.*® Poznato je da HDL ima funkciju suprotno onoj koju ima
LDL, jer HDL preuzima holesterol sa povrsine ¢elijske memebrane i esterifikuje ga i ljudi koji

181

imaju visok nivo koncetracije HDL su zasti¢eni od ateroskleroze.™" Isto tako, pronaden je link za

direkno delovanje niacina na sintezu triglicerida u jetri kod ljudi, tako $to on inhibise hepatocitnu

160, Medutim,

diacilglicerol aciltrasferazu, enzim koji je kljucan u hepati¢noj sintezi triglicerida.
metabolizam preZivara razlikuje se od metabolizma drugih sisara, preZivari prirodno imaju vrlo
nisku koncetraciju VLDL u krvi , a u peripartalnom periodu jetra ima ogranic¢enu sposobnost za
esterifikaciju dospelih masnih kiselina u sastav VLDL i daljeg transporta u druga tkiva, pa to
moze biti jedan od razloga povecane incidence nastanaka masne inflitracije jetre kod krava.
Visoka vredost bilirubina >9 pumol/l uz visoku aktvnostAST >130 IU/l uz nisku koncetraciju
triglicerida <0.12 mmol/l i holesterola ukazuje na nastanak masne jetre kod krava.'®* Postoji
negativna korelacija medu NEFA 1 holesterola, i njihova proporcija moZze biti upotrebljena da bi
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se smanjio rizik za nastanka mastitisa, metritisa i retencija placente.”™ U naSim rezultatima se

efekat niacina na trigliceride 1 holesterol moze pripisati izrazenom antilipolitickom delovanju
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niacina koji je doveo do pada NEFA u krvi tokom rane laktacije. Prema literaturnim podacima
nije nadena znacCajnost efekta niacina na ukupni holesterol i trigliceride ali u ovom istrazivanju,
nije naden efekat niacina na NEFA a koli¢ina koja je aplikovana je 6 grama zastiCenog

niacina.®*

U drugom istrazivanju naden je statisticki znaCajno nizi nivo holesterola u grupi u
kojoj se aplikovao niacin u odnosu na kontrolnu grupu, a niacin je bio aplikovan muskim bafalo
teladima, a ne kravama u ranoj laktaciji.'® Prema nasim saznanjima, u literaturi nisu dostupni
podaci za direktan nacin delovanja nicina na holesterol i trigliceride kod prezivara, te su potrebna
naknadna istrazivanja.

Malondialdehid (MDA) je jedan od finalnih produkta perokisdacije poluzasi¢enih masnih
kiselina u ¢eliji. Povecanje slobodnih radikala prouzrukuje hiperprodukciju MDA, koji je poznat

kao marker za oksidativan stres.'®

Koncetracija MDA je poviSena u perodu posle teljenja kod
mle¢nih krava i pozitivno korelira sa koncentracijom NEFA i BHB."® Rezultati u ovom radu
ukazuju da nedelja uzorkovanja i aplikacija niacina imaju znacajan uticaj na koncentraciju MDA
u krvi krava (p<0,0001). Koncentracija MDA je bila znacajno niza kod krava koje su primale
niacin u odnosu na kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja (Tabela 24). Niza
koncetracija NEFA i BHB kod krava koje su primile niacin je u vezi sa nizim vrednostima MDA
u svim nedeljima ogleda i nije utvrden znacajan porast vrednosti MDA u drugoj nedelji nakon
teljenja u odnosu na prvu. U istraZivanju Yuan i sar. (2012)* ispitivan je nivo antioksidanta
superoksid dizmutaze (SOD) kod krava u peripartalnom periodu nakon aplikacije niacina i nije
utvrden efekt niacina na koncetraciju SOD, ali se smatra da niacin mozZe imati antioksidantni
potencial preko inhibicije lipolize i smanjenje koli¢ine masnih kiselina, substrata koji se koristi
za lipidnu peroksidaciju.

Koncetracija insulina zavisi od perioda laktacije, a u krvi opada 1 odrzava se na niskom
nivou u prve &etiri nedelje nakon teljenja, da bi posle &etvrte nedelje rasla.’® Znagajno je bila
viSa kod krava koje su primale niacin u odnosu na kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje
ispitivanja: 4,65+0,63:6,17+0,83 (teljenje, nulta nedelja); 4,42+0,6:5,87+0,78 (prva nedelja) i
4,07£0,55:5,57+0,75 pU/mL (druga nedelja). Krave koje su primale niacin imale su vise
vrednosti insulina u svim nedeljama ogleda. Nije zabeleZen statisticki znacajan pad insulina u
prvoj u odnosu na nultu nedelju, kao 1 u drugoj u odnosu na prvu, ali je postojala znac¢ajno niza
koncentracija insulina u drugoj nedelji po teljenju u odnosu na nedelju teljenja, Sto vazi za

oglednu 1 kontrolnu grupu (Tabela 29). Ovi rezultati se slaZzu sa rezultata Titgemeyer 1 sar.
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(2011)143 u kome je takode nadeno povecanje koncentracije insulin u krvi no oni su zabelezili
progresivno povecanje insulina za vreme aplikacije niacina kod volova. Tesko je utvrditi da 1i
povecanje plazmatske glukoze vodi do elevacije insulina ili insulinska rezistencija vodi do
povecanje glukoze. Na modelu labaratoriskih miSeva pokazan je direktin Stetan uticaj NEFA na

B ¢elije pankreasa.189 Prema istrazivanjima drugih autora 185,190

nije pronaden efekat niacina na
koncentraciju insulina kod goveda dok u drugom istrazivanju® pokazuju da se tretman niacinom
kod goveda na restriktivnoj ishrani smanjuje nivo insulina u krvi bez efekta na koncetraciju
glukoze.

Koncetracija glukoze u krvi prezivara je niza nego kod monogastricnih zivotinja i
glikemija kod zdravih krava varira izmedu 2.2 do 3.3 mmol/L. Prema Samancu i sar. (1996)'%*
nakon telenja koncetracija glukoze iznosi 2.41 mmol/l a u visokom graviditetu 2.81 mmol/L.
Koncentracija glukoze je bila znacajno visa kod krava koje su primale niacin u odnosu na
kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja-Tabela 30; Grafikon 21). Do sli¢nih rezultata

su dosli 1 drugi autori 15152y kome je koncetracija glukoze u plazmi bila je povecena kod krava

16 sy utvrdili

koje su primale nicin u odnosu na kontrolnu grupu, a Thornton i Shulz (1980)
pozitivnu korelaciju izmedu koncentracija glukoze u plazmi i doze aplikovnog niacina. Ovakvo
povecanje koncentracije glukoze u krvi nakon aplikacije niacina moze biti u vezi sa poveanom
glukoneogenetskom aktivno$¢éu, zbog smanjenog odstranjivanja glukoze ili kao rezultat
povecane hepaticne produkcije glukoze.ll‘r”lsg'192 Glukoneogeneza se odvija u jetri, a poviSena
akumulacija triglicerida 1 ketone u jetri moze smanjiti njenu ukupnu funkciju 1 samim tim
sposobnost hepatocita za glukoneogenezu. Visok nivo koncetracije NEFA inhibira insulinom
stimulisanu upotrebu glukoze u skeletnim migi¢ima i vrsi supresiju glukogenolize u jetri.”

U naSem istrazivanju merena je 1 vrednost indeksa glukoza:insulin (G:I) 1 ona pokazuje
tendenciju da bude niza u grupi krava koja je primala niacin u odnosu na kontrolnu grupu, a
statistiCki znacajna razlika utvrdena je samo u nedelji teljenja. Kod ispitivanih krava postoji
pozitivna korelacija glukoze i insulina (Grafikon 25), §to ukazuje da poviSena koncetracija
glukoze posledi¢no dovodi do povisene koncetracije insulina kod krava koju su primile niacin.
Pescara i sar. (2010)™° su utvrdili da insulin i glukoza imaju slidan odogovor prilikom aplikacije
niacina, pa tako aplikacija niacina dovodi do porasta i glikemije i insulinemije. Sa druge strane,
sa porastom koncentracije insulina u krvi opada vrednosti G:I odnosno metaboliSe se manje

glukoze po jedinici insulina (Grafikon 26). Ovakvo stanje nastaje jer sa porastom koncetracije
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insulin opada njegova efikasnost i1 zivotnije ulaze u insulinsku rezistencju. Krave koje primaju
niacin imaju slabiju potros$nju glukoze po jedinici insulina, i to bi se mogao pripisati bioloSkim
efektima niacin. MoZe se re¢i da je bioloski efekat niacina dvojak, tako da u odredenom
segmentu smanjuje, a u drugom povecava stepen insulinske rezistencije, za S$ta su potrebna
dodatna ispitivanja.

Insulinska rezistencija definisana prema Kahn-u (1978)® je stanje u kom ,,odredena
insulinska koncetracija prouzrukuje manji bioloski odgovor nego normalan“ i moZze biti
posledica smanjenog maksimalanog insulinskog efekta (smanjen insulinski odgovor), povecane
koncentracije insulina da bi se postigao efekat (smanjena isnulinska senzitivnost) ili obe.
Insulinska rezistencija kod preZivara u peripartalnom periodu ima funkciju davanja prioriteta
glukogenih nutrienata ka fetalnom razvoju i proizvodnji mleka, a omogucava lakSu mobilizaciju
lipida za energetske potrebe tkiva. U humanoj medicini je uraden veliki broj istrazvanja u kojim
se potvrduje korelacije izmedu nastale insulinske rezistencije sa povisenim nivoom NEFA u
krvi.2931941% Qyakva korelacija utvrdena je i1 kod prezivara. Model sa smanjenim unosom hrane
kod krava tokom cetiri dana dovodi do povecanja NEFA u plazmi i triglicerida u jetri, i redukuje
odgovor insulina kod mle¢nih krava koje nisu u laktaciji.”* Pires i sar. (2007)" ukazuju na to da
indukovana hiperlipidemija prouzrukuje insulinsku rezistencija kod HolStajn krava sa promenom
u senzitivnosti 1 u maksimalnom odgovoru insulina, te da prekomerno povecanje koncentracije
NEFA potencijalno moze da poremeti funkciju adipoznog tkiva Sto vodi ka insilinskoj
rezistenciji. Nadena je manja vrednost RQUICKI indeksa kod ugojenih krava u odnosu na krave
optimalne telesne kondicije $to ukazuju na veci stepen insulinske rezistencije kod gojaznijih

krava.'%

U ovom istrazivanju zabelezan je trend ka porastu vrednosti RQUICKI indeksa kod
grupa krava koju su primile niacin, dok je kod kontrolne grupe postojao trend pada RQUICKI
indeksa. Ovo ukazuje na povecanu insulinsku senzitivnost kod krava koje su primale niacina.
Pires i sar. (2007)® su pokazali da smanjena plazma koncentracija NEFA tokom delovanja
niacina poboljsava odgovor insulina, ukazujuéi na to da je NEFA uzrok smanjene insulinske
senzitivnosti. Znacaj NEFA u razvoju insulinske rezistencije prikazali su Cincovi¢ i sar.
(2014)*°, gde je utvrdeno da je vrednost RQUICKI indeksa najvise determinisana sa vrednostima

NEFA. Cincovi¢ i sar. (2017)197 su utvrdili da postoji korelacija izmedu vrednosti RQUICKI

indeksa sa velikim brojem metabolickih parametara u ranoj laktaciji.
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6.3 Uticaj aplikacije niacina na vrednost ostalih metaboli¢kih parametara

U ovom delu ¢emo opisati parametre koji ukazuju na funkcionalni status hepatocita.
Smatra se da su vrednosti bilirubina i AST senzitivni indikatori funkcije jetre tokom
peripartalnog perioda.'®® Literaturni podaci ukazuju na to da je koncetracija bilirubina poveéana
kod krava u peripartalnom peridu uporedenju sa ostatkom laktacije.*”®"**® Ovako povecana
koncetracija bilirubina moze biti rezultat optereCenja hepatocita sa ketonima i redukovane
ekskretorne funkcije hepatocita .>" % Rezultati nagih ispitivanja pokazuju da niacin prouzrukuje
znacajno smanjenje koncetracije ukupnog bilirubina tokom sve tri nedelje ispitivanja, u odnosu
na kontrolnu grupu. Ovako smanjena koncetracija ukupnog bilirubina moze se pripisati uticaju
niacina, odnosno njegovog antilipolitickog dejstva kada se smanjena lipoliza I optereéenje jetre
sa NEFA i BHB.

Alanin aminotransferaza (ALT), alkalna fosfataza (ALP) i y-glutamiltransferaze su vazni
kataboli¢ki enzimi, koji imaju vaznu ulogu u funkciji jetre kod Zivotnja. Aktivnosti ovih enzima
u krvi mogu da budu vazan indikator za funkciju jetre u peripartalnom periodu kod Holstajn
krava.?% Odredivanje aktivnosti AST 1 GGT kod mle¢nih krava najceSée je povezana Sa
sindromom masne jetre, smanjenim apetitom i pojavom ketoze kod mle¢nih krava.?®+?%
Povecanje AST aktivnosti u serumu je znacajan marker za oSteCenje jetre Cak 1 ako je oSteCenje
subklini¢ko.”®® U nagim istrazivanjima vrednosti AST su bile znacajno nize kod krava koje su
primile niacin u odnosu na kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitivanja. VVrednosti AST
rastu kod ogledne i kontrolne grupe tokom nedelja nakon teljenja, maksimalna vrednost kod
kontrolne grupe bila je iznad referentne granice'® i iznosila je 105+27 TU/L i to i u prvoj u
drugoj nedelji, Sto ukazuje na pojavu hepati¢nih lezija kod ovih krava, dok su sve vrednosti u

204 sy utvrdili da

oglednoj grupi bile su u okviru referentnih vrednosti. Gonzalez i sar. (2011)
aktivnost AST vec¢a od 100 U/L moze da bude indikator oSte¢enja hepatocita. Vrednost ALP i
GGT isto tako su bili znacajno nizi kod krava koje su primile niacin u odnosu na kotrolnu grupu
tokom sve tri nedelje ispitavanja (Tabela 48 i tabela 51). Ovako smanjene vrednosti aktivnosti
AST, GGT i ALP u grupi koja je primila niacin u odnosu na kotrolnu grupu tokom sve tri nedelji
ispitivanja ukazuje na manje hepatocelularno opterecenje i oStecenje usled manjeg dotoka NEFA

i BHB u jetri. Prema nasim saznanjima, u litaraturi postoji vrlo malo podataka o uticaju niacina

na jetrine enzime kod krava 1 to se odnosi na samo jednu studiju gde nije utvrden znacajan uticaj
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niacina na koncetraciju AST u plazmi.’® Rezultati iz humane medicine pokazuju da duga

upotreba niacina dovodi do oStecenja jetre sa povecanjem aktivnosti jetrinih enzima u krvi.2%
Ukupni proteni, albumin i urea mogu biti indikatori za procenu proteinskog statusa kod

krava, a indirektno govore o statusu hepatocita i inflamatornom statusu krava. U postpartalnom

92207 § to moze da bude

periodu nadena je smanjena koncentracija ukupnih proteina u krvi
povezano sa smanjenim kapacitetom jetre da proizvede proteine *® kao i sa povisenom
aktivno$¢u mleéne Zlezde.®® U nasim istraZivanjima rezultati pokazuju da koncetracija ukupnih
proteina nije znacajno odstupala u grupi krava koja je primila niacin u odnosu na kontrolnu
grupu, tokom sve tri nedelje ispitivanja. lako je od nedelje teljenja do narednih dve nedelje
opadala vrednost ukupnih proteina u obe grupe krava, ni jedan nalaz nije prosao granicu ispod 60
g/l koja ukazuje na poveéani rizik od peripartalnih bolesti .*> Ghorbani i sar. (2008)*® su
zabelezili povecanje koncetracije ukupnih proteina u plazmi tokom prvih 4 nedelje postpartuma i
tendenciju smanjenja do 8 nedelja postpartuma kod grupe koje su primile i koje nisu primile

niacin. Na$i rezultati su slicni sa rezultatima Jaster i sar. (1983)192

koji nisu nasli znacajni efekat
niacina na koncetraciju proteina u serumu kod Holstajn krava hranjene sa 12 grama niacina
dnevno. Sa napretkom laktacije zabelezen je pad koncetracije ukupnih proteina i albumina u
serumu.’® Pad koncetracije albumina nakon partusa je u skladu sa rezultatima drugih
istrazivanja i povezano je sa biosintetskom funkcijom jetre koja se smanjuje sa povecanim

prisustvom ketonskih tela.2%%%11212

Rezultati u naSim istrazivanjima pokazuju da je koncetracija
albumina bila znacajno viSa kod krava koje su primile niacin u odnosu na kontrolnu grupu tokom
sve tri nedelje ispitivanja, $to ukazuje da krave koje su primile niacin imaju bolju biosintetsku
funkcionalnost jetre verovatno zbog manjeg dotoka NEFA i manje produkcije ketona nego
kontrolne grupe. Smanjenje koncetracije ukupnih proteina i koncetracije albumina bi se moglo
povezati sa smanjenom sintezom albumina u jetri tokom inflamacije.”*® Neki autori navode da
viSak NEFA moze pokazati lipotoksicnost i oksidativni stres primarno preko drugih lipidnih
intermediera kao Sto su ceramidi, diacil glicerol i lipidni peroksidi, i mogu aktivirati inflamatorne

puteve u jetri.***

Sposobnost niacina da smanji koncetraciju NEFA u krvi moze uticati na
inflamatorne procese u jetri.

Prose¢na koncetracija uree 5 dana pre telenja je 4.78+1.83 mmol/l, 5 dana nakon telenja
konacetracija ureje je niza i iznosi 3.90+1.02mmol/l.**®* Pokovi¢ i sar. (2009)* su utvrdili

znacajno redukovanu koncetraciju ureje kod puerperalnih krava, a ovako redukovana sinteza
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uree na pocetku laktacije kod mle¢nih krava moze biti zbog razvoja masne inflitracije i
degeneracije Celija jetre.216 Rezultati nasih istrazivanja pokazuju da je koncentracija uree bila
znacajno niza kod krava koje su primile niacin u odnosu na kontrolnu grupu tokom sve tri
nedelje ispitivanja, ali ipak koncetracija je bila u granicama referentnih vrednosti 2.0-7.5.%
Ovakvi rezultati mogu se objasniti uticajem niacina na mikrobnu populaciju u rumenu.
Primeceno je znacajno povecanje populacije protozoa tokom hranjenja krava sa nezasticenim

niacinom. 128135217

Povecanje protozoa ima efekat na metabolizam nitrogena u rumenu i rezultira
poveéanom sintezom mikrobnih proteina.'®*%’ Favoriziranje sinteze proteina kod suplementacije
sa niacinom moze biti zbog toga Sto se fiksacija amonijaka u ruminalanoj mikroflori obavlja
preko NADP ili NAD-povezane glutamil dehidrogenaze a niacin je prekursor za sintezu
nukleotid piridina.** Ovakvo poveéano iskoris¢avanje amonijaka za sintezu proteina u rumenu,
smanjuje koli¢inu viska amonijaka koji treba preko rumnalnog zida da se trasportuje u jetru gde
se konvertuje u ureu.

Rezultati nasih istrazivanja pokazuju da aplikacija niacina nije imala statisticki znacajni
uticaj na koncetraciju jona kalcijuma izmedu ogledne i kontrolne grupe krava. Iako su krave koje
su primile niacina imale tendenciju vise koncetracije kalcijuma u odnosu na kontrolnu grupu.
Rezultati naSih istraZivanja pokazuju da je koncetracija fosfora bila znacajno niza kod krava koje
su primile niacin u odnosu na kontrolnu grupu tokom sve tri nedelje ispitavanja. Minimalne
vrednosti fosfora u obe grupe nisu bile ispod normalne granice koncentracije fosfora, (1.3

mmol/I prema Goff, 2006 **°

). Kod ogledne grupe isto tako je primecena i povecana koncetracija
insulina u odnosu na kontrolnu grupu a insulin smanjuje koncetracije neorganskog fosfora kao
posledica ulaska glukoze u glukoliti¢ke puteve perifernih tkiva, koja za sobom povlaci i fosfor
(Li i sar., 1996)*°, no ovakvo smanjenje moZe biti povezano i sa poveéanom koncentracijom

NADP kod ogledne grupe.

6.4 Uticaj aplikacije niacina na povezanost metabolickih parametara sa stepenom lipolize i
ketogeneze

Mobilizacija NEFA iz adipoznog tkiva za vreme i nakon partusa kod visoko mle¢nih
krava je metabolicko obelezje tranzicije od graviditeta do laktacije. Difuzija NEFA u krvotok

obezbeduje energiju za tkiva u telu ali nihovo veliko povecanje moze biti toksi¢no za organizam.
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Povecana koncetracija NEFA u serumu u peripartalnom periodu je jedan od indikatora da krava
se nalazi u negativnom energetskom bilansu, a drugi idikator za negativan energetski bilans
moze biti povecana plazmatska koncentracija BHB. Drugo sto je karakteristicno za peripartalan
period su brojne metabolicke promene kao $to su smanjena glikemija, smanjena koncentracija
holesterola, smanjena koncentracija uree, povecana koncentracija bilirubina, redukovana
kalcemija.” Ove promene su rezultat negativnog energetskog bilansa i/ili kao rezultat direktanog
efekta NEFA i BHB na tkiva.”**

Hankes (1984)** navodi da nikotinska kiselina koja izbegne metabolizam u jetri moze
biti transportovana u razli¢itim tkivima u telu. Aplikovana nikotinska kisellina u mnogo vec¢im

dozama moze ispuniti drugi fizioloski efekat a to je supresija lipolize.”® 3

U farmakoloskoj dozi
nikotinska kiselina inhibise lipolizu kod goveda preko delovanja na niacinske receptore.® *** Sa
aplikacijom niacina dolazi do povecanj koncentracije NAD i NADP u krvi, a preko odnosa NAD

i NADP moze se utvrditi status niacina u organizmu.*’® 13174

U na$im istrazivanjima ispitana je
korelacija NAD i1 NADP sa svim ispitanim metabolickim parametrima. Utvrdili smo znacajnu
negativiu korelaciju izmedu indikatora negativnog energetskog bilanasa NEFA i BHB i
koenzima niacina NAD i NADP. Moze se pretpostaviti da sa aplikacijom vece doze niacina u
obliku nikotinske kiseline, dolazi do povecanje koncentracije NAD i NADP, a viSak nikotinske
kiseline koja se ne iskori$¢ava za sintezu NAD ili NADP moZe biti trasportirana do masnog tkiva
gde ostvaruje svoj efekat kao $to je smanjenje intenziteta lipidne mobilizacije. Korelacija NAD i
NADP sa NEFA i BHB mogu ukazati na stopu lipolize i ketogeneze, odnosno negativna
korelacija izmedu ovih parametara ukazuje da sa povecanjem koncentracije NAD i NADP u krvi
smanjuje se koncentracija NEFA 1 BHB u krvi. Ipak naknadnim istraZivanjima treba odrediti
kauzalnu prirodu ovih veza.

bokovi¢ 1 sar. (2014)222 zabelezili su znacajnu negativnu korelaciju nivoa NEFA i1 BHB
sa glukozom u krvi. Veza izmedu koncentracije glukoze i NEFA 1 BHB mozZe se objasniti
¢injenicom da je jetra glavni organ u kojem se odvija proces glukoneogeneze kod prezivara i
kada ima veliku akumulaciju hepatocita sa trigliceridima 1 ketonima opada sposobnost hepati¢nih
¢elije za glukoneogenezu.92 Rezultati nasih istrazivanja pokazali su znacajnu pozitivnu korelaciju
izmedu koncentracija NAD i NADP sa koncentracijama glukoze, dok je korelacija izmedu
koncentracija BHB 1 NEFA sa koncentracijima glukozom bila znacajno negativna. Isto tako

nadena je pozitivna korelacija izmedu koncentracije NAD 1 NADP sa koncentracijima insulina,
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ali 1 negativna korelacija izmedu koncentracija BHB 1 NEFA sa koncentracijima insulina.
bokovic 1 sar. (2014)222 utvrdili su znacajnu negativnu korelaciju izmedu koncentracije insulina
u serumu sa koncentracijom NEFA kod ketoznih krava, a slaze se sa tvrdnjom drugih autora da
smanjenje nivoa insulina u krvi kod ketoznih krava je direkno proporcionalno sa povecanjem
koncentracije NEFA u krvi.?32%*

Pokovié i sar. (2013)*° su pokazali da je koncentracija serumskih triglicerida znagajno
manja kod ketoznih krava u poredenju sa zdravim. Oni predpostavljaju da akumulacija
triglicerida u hepatocitima kod ketoznih krava moze dovesti do smanjenja cirkulatornih vrednosti
ovih parametara. Pokovié i sar. (2013)* nisu nasli zna¢ajnu korelaciju izmedu koncetntracije
triglicerida sa koncentracijama NEFA ili BHB 1 sugeriSu da vrednosti triglicerida mozda nije
adekvatan indikator za lipomobilizaciju kod mle¢nih krava. Medutim, isti autori u drugom
ispitivanju  konstatovali su znaajnu negativnu Kkorelaciju koncentracije NEFA sa

koncentracijama triglicerida kod ketoznih krava.*?

U naSim istraZivanjima je zabeleZena
negativna korelacija izmedu koncentracija NEFA i BHB sa koncentracijima triglicerida, 1
pozitivna korelacija NAD i NADP sa koncentracijom triglicerida. Pokovi¢ i sar. (2012)%
utvrdili su znacajno smanjenje triglicerida, ukupnog holesterola i koncetracije albumina u
serumu kod puerperalnih ketoznih krava uporedeno sa kravama, koje se nalaze u kasnom
graviditetu ili kod puerperalno zdravih krava. Ovi autori su zabeleZili negativnu korelaciju
koncentracija NEFA ili BHB sa koncentracijom ukupnih holesterola 1 triglicerida. U naSim
istrazivanjima je zabeleZana znacajna negativna korelacija izmedu koncentracija NEFA i BHB sa
koncentracijima holesterola, dok korelacija izmedu koncentracija NAD 1 NADP sa
koncentracijima holesterola bila je znac¢ajno pozitivna.

Osteéenje jetre indukuje poveéanje koncentracije ukupnog bilirubina u serumu.?'® West
(1990)?®° je prijavio zna¢ajnu pozitivnu korelaciju izmedu koli¢ine lipida u jetri i koncentracije

ukupnog bilirubina u serumu. Pokovié i sar. (2012, 2013)39%?

u nekoliko ispitivanja su potvrdili
pozitivnu korelaciju koncentracije ukupnog bilirubina sa koncentracijom NEFA i BHB. U naSim
istrazivanjima je zabelezana znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije ukupnih
bilirubina sa NEFA 1 BHB 1 znafajnu negativnu korelaciju izmedu koncentracije ukupnih
bilirubina sa NAD i NADP.

Kada masti infiltriraju hepatocite, dolazi do pojave njihovih lezija i nivo enzima, Kkoji

ukazuju na hepatiéne povrede (AST, GGT) generalno je poveéan.®” Aktivnost AST u serumu
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Smatra se da je najsenzitivniji indikator za dijagnostiku zamas¢enja jetre kod goveda.216 Pechova
i sar. (1997)?%° su pokazali da je aktivnost hepati¢nih enzima u krvi u korelaciji sa stopom masne
infiltracije jetre. U istrazivanjima Pokoviéa i sar. (2012)* utvrdena je pozitivna korelacija
aktivnosti AST u krvi sa sadrzajem masti u jetri, kao i sa koncentracijama slobodnih masnih
kiselina i B-hidroksibuterne kiseline a u negativnoj korelaciji sa koncentracijama triglicerida,
totalnih holesterola, albumina u krvnom serumu ketoznih krava. U naSim istrazivanjima je
utvrdena znacajna pozitivna korelacija koncentracija AST, ALT i GGT sa koncentracijom NEFA
i BHB u serumu, a nadena je znacajna negativna korelacija koncentracija ATS, ALT i GGT sa
koncentracijom NAD i NADP.

Literaturni podaci ukazuju na to da u tranzicionom periodu koncentracija albumina je
niza kod ketoznih krava u odnosu na zdrave krave i ovo moze biti zbog redukovane sinteze
albumina nakon masne infiltracije jetre.”*® % U istrazivanju Dokovi¢ i sar. (2012)* dolazi do
sliénih rezultata gde je nadena manja koncentracija albumina kod ketoznih krava u odnosu na
zdrave krave, a takode je zabeleZena negativna korelacija izmedu koncentracije BHB 1 albumina.
U drugom istrazivanjanju nadena je negativna korelacija izmedu koncentracija NEFA i albumina

.. J e ey - v - - 204
no rezultati nisu bili statisticki znacajni.?

U nasim istrazivanjima zabelezana je znacajna
negativna korelacija koncentracija NEFA 1 BHB sa koncetracijom albumina, i znacajna pozitivna
korelacija koncentracija NAD i NADA sa koncentracijom albumina.

Posebno je interesantno $to je u nasim ispitivanjima nadena zna¢ajna negativna korelacija
vrednosti NAD 1 NADP sa vrednostima uree 1 pored toga Sto su drugi indikatori kao $to su
glukoza, trigliceridi, holesterol, albumin koju ukazuju na funkciju hepara bili u pozitivnoj
korelaciji sa NAD i NADP. Ovo moze ukazati na to da nakon aplikacije niacina dolazi do
smanjene koncentracije uree u krvi zbog povecanog iskoriS¢enja uree 1 povecane produkcije
proteina u buragu a da nije u vezi sa funkcionalnim statusom jetre. Neki autori zabelezili su
negativnu korelaciju koncentracije NEFA sa koncetracijom uree dok je u naSim istrazivanjima

nadena pozitvina korelacija koncentracija NEFA sa koncentracijom uree. %% 2%

6.5 Uticaj aplikacije niacina na proizvodnju mleka kod krava u ranoj laktaciji
U naSim istraZivanjima aplikacija niacina nije imala statisticki znaCajni efekat na

proizvodnju mleka. Medutim, u prvih 30 dana laktacije, krave kod kojih je bio apliciran niacin

pokazali su tendenciju povecane proizvodnje mleka, ali se ova tendencija gubi ako se posmatra
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Sir1 period od 60 dana laktacije postpartum. Prema literaturnim podacima dobijeni su razliCiti
rezultati u odnosu proizvodnju mleka nakon aplikacije niacina. Martinez i sar. (1991)*%?, Erikson
i sar. (1992)"3, Bernard i sar. (1995)*?’, Yuan i sar. (2011)* utvrdili su da proizvodnja mleka nije
bila izmenjena nakon aplikacije niacina. Razlog za nedostatak efekta niacina na produkciju
mleka moze biti period laktacije kad je bio apliciran niacin i da krave nisu u negativanom
energetskiom bilansu %, jer us recimo Yuan i sar. (2011)* aplikovali niacin bio je 63429 dana

15 sy utvrdili su da

nakon partusa. Pod uslovima toplotnog stresa Di Constanzo i sar. (1997)
suplement nezasti¢enog niacina (12, 24 ili 36 g/krava dnevo) nije uticao na proizvodnju mleka ili
sastav mleka kod muznih krava. U drugoj studiji utvrdeno je povecanje produkcije mleka nakon
aplikacije niacina.'®**** Dufva i sar. (1983)"" su zabelezili konstantno povisenu produkciju
mleka kod krava koje su primale niacin u odnosu na kontrolnu grupu krava no razlike nisu bile

229 stanovili su da se

statisticki znacajne u 3 1 4 nedelju postpartum. Fronk i Schultz (1979)
produkcija mleka znac¢ajno poveéava kada su ketozne krave bile tretirane sa 12 grama niacin
dnevno. Muller i sar. (1986)* prijavili su da je davanje kravama 6 g na dan nezastiéenog niacina
dovelo do poveéanja prosetne produkcije mleka za 1 kg na dan, dok su Shwab i sar. (2005)'?’
Sv0joj meta analizi utvdili da davanje niacina 12 g/dan povecava proizvodnju mleka za 0.4
kg/dan, a prinosi masti i proteina u mleku bili su 25.8g/dan i 17.4 g/dan visi.

Razlozi za ovakav nekonstantan odgovor laktacije na niacin nisu sasvim jasni. Yuan i sar.
(2011)* i Karkoodi i Tamizrad (2009)**? navode da je davanije niacina najefikasniji kada se krava
nalazi u ranoj laktaciji i u negativnom energetskom bilansu. Drugi autori navode da povecanje
mikrobne produkcije proteina nakon aplikacija niacina moze biti jedan od razloga za poboljSanu
produkcija mleka, a drugi razlog moze biti efekat niacina na lipidni i energetski metabolizam.'*
U naSim istrazivanjima izracunato je da 60% krava koje su primile niacin pokazali su statisticki
znacajno vecu proizvodnju mleka u odnosu na kontrolnu grupu u prvih 30. dana laktacije.
Poznato je da negativni energetski bilans kod najveceg broja krava je najizraZenije oko 14. dana
laktacije 1 koncetracija NEFA u krvi dostize maksimum za vreme teljenja ili u prvoj nedelju
laktacije 1 zbog toga efekat niacina na produkciju mleka je najizrazeniji tada (u naSem ogledu
mle¢nost je merena 30. dana laktacije), da bi sa napredovanjem laktacije (60. dana) procenat

krava kod kojih je postojala znacajno veca proizvodnja mleka u odnosu na negativnu kontrolu

opao na 26.6% (Grafikon 54). Dodatnim analizama treba utvrditi da li postoji razlika u odgovoru
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krava na niacin u funkciji porasta proizvodnje mleka te utvrditi isplativost upotrebe niacina u

razli¢itim periodima laktacije u odnosu na efekat koji se postize na mlecnost.

6.6 Uticaj statusa niacina nha morfometrijska svojstva hepatocita i adipocita

Kod mlec¢nih krava adipozno tkivo igra vaznu ulogu kao izvor energije za podrzavanje
laktacije, ali prevelika mobilizacija masnog tkiva za vreme negativnog energetskog bilansa u
ranoj laktaciju moze prouzrukovati zamaséenje jetre 1 ketozu, koji mogu imati uticaj na
produkciju mleka u ranoj laktaciji.*® Negativni energetski bilans, smanjenje unosa hrane, stres,
hormonalni disbalans i partus su vazni faktori rizika za hepati¢nu lipidozu kod mle¢nih krava.
Hepati¢na lipidoza povecava rizik za nastanak peripartalnih oboljenja, posebno za peripartalnu
ketozu.*>*3! Kod ljudi i glodara, jetra je glavni organ za de novo sintezu masnih kiselina iz
glukoze **, dok je kod prezivara adipozno tkivo glavno mesto lipogenetske aktivnosti.™** Kod
ovih Zivotinja acetat je primarni substrat za de novo sintezu masnih kiselina u adipoznom tkivu.
De novo sinteza masnih kiselina zahteva adekvatno snabdevanje citosola sa NADPH, a za
ovakvu sintezu jednog molekula palmitinske kiseline potrebno je Cetrnaest molekula acetil CoA 1
NADPH. Smatra se da su aktivnosti u pentozofosfatnom ciklusu glavni izvori NADPH za
lipogenezu. Baldwin i sar. (1976)*** nalaze da je kod laktacionih krava 64% NADPH potrebnih
za lipogenezu u adipoznom tkivu generirano iz pentozofosfatnog ciklusa. U procesu lipogeneze
NADPH je agens koji vrsi redukciju, odnosno donira elektron i dobija se NADP®. Drugi vazni
metaboli¢ki put u kome ucestvuje NAD je P-oksidacija masnih keselina u mitohondrijama
jetre.135 U nasem drugom ogledu ispitivana je medusobna povezanost morfometrijskih parametra
hepatocita, adipocita i koenzima niacina kod krava iskljucenih iz proizvodnje tokom rane
laktacije, tako $to je odredena vrednost NAD i NADPH u krvi kao 1 kolicnik NAD/NADP i
statistiCki je ispitana njithova povezanost sa morfometrijskih parametrima adipocita 1 hepatocita.
Nadena je pozitivna korelacija izmedu vrednosti NAD 1 dijametar adipocita, Sto moze ukazati na
bolju lipogenezu kod onih Zivotinja sa viS§im koncetracijama NAD i NADPH. IstraZzvivanja su
pokazala da krave sa boljim statusom niacina (veca vrednost NAD i NADP) imaju manji
dijametar masnih vakuola u hepatocitima, manju opticku gustinu ovih vakuola, uz povecan
diajmetar jedra hepatocita i njegovu opti¢ku gustinu, §to moze biti povezano sa uces¢em NAD-a

u B-oksidaciji masnih kiselina u jetri ili sa smanjenom lipolizom u adipoznom tkivu kao rezultat
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antilipoliticke aktvinosti niaicna. U naSim istrazivanjima primec¢eno je da sa povecanjem
dimenzije adipocita opadaju dimenzije masnih vakuola u hepatocitima, a krave sa boljim
statusom niacina (via vrednost NAD i NADP) pokazuju manji stepen zama$cenja i bolju
vitalnost hepatocita §to bi se moglo povezati sa sposobnoscu niaicna da suprimira lipolizu i time

za$titi krave od metaboli¢kih bolesti.
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7.ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su sledeci zakljuccei:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

NAD i NADP predstavljaju adekvatne pokazatelje statusa niacina kod krava u ranoj
laktaciji, a njihova vrednost je znacajno visa kod krava koje su primale ovaj vitamin.
NED i NADP pokazuju pozitivnu korelaciju. Pored ovoga izvedene vrednosti kao S$to je
NAD:NADP indeks i povrsina ispod krive koju prave ovi vitameri posle teljnja zavise od
aplikacije niacina.

Aplikacija niacina dovodi do smanjenja koncentracije NEFA, BHB i MDA, a do
povecanja koncentracije triglicerida i holesterola u krvi krava.

Aplikacija niacina dovodi do porasta koncentracije insulina i glukoze kod krava posle
teljenja.

Uticaj niacina na insulinsku rezistenciju se mora dvojako posmatrati. Krave koje primaju
niacin imaju nizu vrednost indeksa glukoza:insulin, §to znaci da se po jedinici insulina
neutralise manje glukoze. Ovakvo stanje nastaje jer sa porastom koncentracije insulina
opada njegova efikasnost 1 Zivotinje ulaze u insulinsku rezustenciju. Medutim,
RQUICKIBHB indeks insulinske rezistencije je pokazao da su krave koje su primale
niacin mnogo osetljivije na insulin, $to se moze pripisati povecanoj insulinskoj
senzitivnosti masnog tkiva.

Kod krava koje su primale niacin nadena je niza koncentracija bilirubina i aktivnost AST,
ALP 1 GGT. Nadena je viSa koncentracija albumina i viSa koncentracija uree i niza
koncentracija fosfora. Rezultati pokazuju da aplikacija niacina pozitivno uti¢e na status
hepatocita, a moZe uticati 1 na metabolizam proteina u organizmu zbog promena u
vrednosti uree.

Promena metabolickih parametara posle teljenja iSla je u istom pravcu u oglednoj i
kontrolnog grupu, samo se menjao intenzitet promena u funkciji aplikacije niacina.
Parcijalna korelacija pokazuje da vitameri niacina mogu objasniti odredeni deo korelacije
koji postoji izmedu lipolize, ketogenezei metabolickim parametrima. Stopa promene veze

izmedu metabolickih parametara sa NEFA 1 BHB zavisi od stope promene statusa niacina
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8)

9)

u organizmu krava u ranoj laktaciji. Naknadnim istrazivanjima treba odrediti kauzalnu
prirodu ovih veza.

Krave koje su primale niacin pokazivale su tendenciju povecane proizvodnje mleka do
30. dana laktacije. Ovakav uticaj niacina se izgubio prilikom merenja u 60. danu
laktacije.

Krave sa boljim statusom niacina (viSa vrednost NAD i NADP) pokazuju manji stepen
zamascenja 1 bolju vitalnost hepatocita, a naden je i ve¢i dijametar adipocita u potkoznom

masnom tkivu, §to se moze pripisati antilipoliznom efektu niacina.
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Naknadnim istrazivanjima treba odrediti kauzalnu prirodu ovih
veza. Krave koje su primale niacina pokazivale su tendenciju
povecane proizvodnje mleka do 30. dana laktacije. Ovakav
uticaj niacina se izgubio prilikom merenja u 60. danu laktacije.
Krave sa boljim statusom niacina (visa vrednost NAD i NADP)
pokazuju manji stepen zamaséenja i bolju vitalnost hepatocita, a
naden je i ve¢i dijametar adipocita u potkoznom masnom
tkivu, $to se mozZe pripisati antilipoliznom efektu niacina.
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Abstract:
AB

The aim of this dissertation is to examine the effect of niacin on
lipid metabolism in perpaturient period, to determine does
application of niacin have effects on insulin resistance,
relationship between metabolic parameters and lipolysis and
ketogenesis and effects of application of niacin on NAD and
NADP concentration in plasma. NAD and NADP present the
adequate indicator of the status of niacin in cows in early
lactation, and concentration of NAD and NADP is significant
increase in cows that were treated with niacin. NAD and NADP
demonstrate positive correlation. Despite this, the derived values
like NAD:NADP ratio and area under the curve depends of the
application of niacin. Application of niacin leads to decreased
NEFA, BHB and MDA plasma concentration, and increased
triglyceride and cholesterol concentration in plasma in cows.
Application of niacin leads to increased concentration of insulin
and glucose in plasma after partum. The effect of niacin on
insulin resistance may have two sides. Cows that received niacin
had lower value of glucose:insulin ratio, that means that one unit
of insulin metabolized less glucose. This state became because
with increased insulin concentration decreased its efficiency and
animals obtained insulin resistance. On the other hand index
RQUICKIBHB for insulin resistance showed that cows that
received niacin were much more sensitive to insulin, and that
may be as a result of increased insulin sensitivity in adipose
tissue. Cows that have received niacin bilirubin concentration
and activity of AST, ALP and GGT were decrease. Albumin
concentration was increased, urea and phosphor concentration
was decreased in group that had received niacin. Results indicate
that application of niacin have positive impact on status
hepatocytes, and may have influence on protein metabolism in
organism because of alteration on value in urea. In control and
niacin group alteration on metabolic parameters after partum
went on the same direction, but intensity of changing was in
function of application of niacin. Partial correlation indicates that
niacin vitamers may explain certain part of correlation that exists
between lipolysis, ketogenesis, and metabolic parameters. Rate
changes of the relationship between metabolic parameters with
NEFA and BHB depends of the rate changes of the niacin status
in cows in early lactation. Subsequent research should
determinate the causal nature of this relationship. Cows that have
received niacin were demonstrating tendency of increased milk
production until 30.day lactation. This impact of niacin was lost
in 60.day of lactation. Cows with better status niacin (greater
value of NAD and NADP) manifest smaller grade of hepatic
lipidosis and better vitality of hepatocytes, and was found bigger
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diameter on subcutaneous adipocytes, which can be as a result of
antilipolitic effects of niacin.
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