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lzvod:

Cilj ovog istrazivanja je da se ispitaju razlike u insulinskoj
rezistenciji kod krava u zasuSenju i ranoj laktaciji i ispita veza
izmedu pokazatelja insulinske rezistencije 1 parametara
metaboli¢kog profila u ranoj laktaciji. Krave u ranoj laktaciji su
imale nizu vrednost RQUICKI indeksa, odnosnho pokazivale su
veci stepen insulinske rezistencije u periodu posle teljenja u
odnosu na period zasuSenja. Rezultati istrazivanja pokazuju da
postoji negativna korelacija izmedu RQUICKI indeksa
insulinske rezistencije u zasu$enju i periodu posle teljenja. To
zna¢i da $to su krave bile osetljivije na insulin u periodu
zasuSenja-pre teljenja, te im je bila jace izrazena rezistencija na
insulin posle teljenja. U periodu zasuSenja postoji pozitivna
korelacija izmedu vrednosti isnulina i RQUICKI indeksa, dok je
ova korelacija negativna u ranoj laktaciji. Kod vrednosti glukoze
i NEFA, RQUICKI korelira negativno sa vrednostima glukoze,
ali je ova korelacija priblizna nuli tokom zasu$enja, dok je u
ranoj laktaciji ona statisti¢ki znacajna. To znaéi da ¢e stepen
insulinske rezistencije rasti ako je glikemija niza, ali znacajno
veéim intenzitetom u ranoj laktaciji. Kod relacije sa vrednostima
NEFA, postoji sli¢nost, pa je i u periodu zasusenja i u periodu
laktacije RQUICKI indeks negativno korelairao sa vrednostima
NEFA.Visa vrednost RQUICKI indeksa u periodu zasuSenja
zna¢i ve¢i pad njegove vrednosti i vecu rezistenciju posle
teljenja. Sto je veéa koncentracija insulina u periodu pre teljenja
to je niza njegova vrednost u periodu posle teljenja. Kod krava
sa viSom glikemijom u zasuSenju postoji intenzivniji pad
vrednosti glukoze u periodu posle teljenja. Visa vrednost NEFA
U zasu$enju znaci nizu vrednost u periodu posle teljenja, kao i
manji intenzitet porasta vrednosti ovog metabolita u Krvi.
Utvrdeno je takode, da §to su krave senzitivnije na insulin u
periodu zasuSenja (ve¢a RQUICKI vrednost) imace veci porast
NEFA u periodu rane laktacije. PP vrednosti nekog faktora
insulinske rezistencije mogu biti determinisani pomocu
viSestruke (multiple) regresije u ¢iji sastav ulaze ostali faktori
insulinske rezistencije. Tako je dobijeno da PP vrednost jednog
od faktora signifikantno zavisi od PP i ,,delta* vrednosti ostala
tri faktora insulinske rezistencije. Uticaj AP vrednosti nije imao
statisti¢ki znacaj u determinaciji PP vrednosti faktora insulinske
rezistencije. Kada se krave Kklasifikuju na osnovu vrednosti
RQUICKI indeksa na one sa najve¢im padom vrednosti ovog
indeksa (iznad 75 percentila) i na ostale manje rezistentne krave
ne bismo dobili statisticki znacajnu razliku u vrednosti
metaboli¢kih parametara. Medutim, ukoliko bi se klasifikacija
napravila na osnovu vrednosti glukoze, NEFA i insulina tako da
su najrezistentnije krave one sa najizrazenijim padom insulina i
glukoze i najve¢im porastom NEFA dobili bi znacajne razlike u
metaboli¢koj adaptaciji krava koje se karakteriSu: poveéanom
koncentracijom BHB, bilirubina, AST, ALP, GGT i P i
smanjenom koncentracijom holesterola, triglicerida, ukupnih
proteina i albumina. Insulinska rezistencija kod krava u ranoj
laktaciji moZze nastati kao kompenzatorni odgovor na povecanu
insulinsku senzitivnost tokom perioda zasusSenja, §to moze imati
uticaja na metabolicki status krava u periodu posle teljenja.
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resistance in cows in drying and early lactation and examined the

AB relationship between the indicators of insulin resistance and

metabolic profile parameters in early lactation. Cows in early
lactation had a lower value of the RQUICI index, ie they showed
a higher degree of insulin resistance in the period after calving
compared to the drying period. The results of the study show that
there is a negative correlation between the RQUICKI index of
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insulin resistance in rheumatism and after calving. This means
that, as the cows were more sensitive to insulin during the period
of drying-before calving, this was more pronounced resistance to
insulin after calving. During the period of drying there is a
positive correlation between the values of the isnuline and
RQUICKI ideks, while this correlation is negative in the early
lactation. When it comes to glucose and NEFA values. RQUICKI
correlates negatively with glucose values, but this correlation is
approximately zero during drying, while in early lactation it is
statistically significant. This means that the degree of insulin
resistance will increase as the glycemic level is lower, but
significantly higher intensity in early lactation. When it comes to
relation with the NEFA values, there is a similarity, so in the
period of dried and in the lactation period the RQUICKI index
correlated negatively with the NEFA values. The higher value of
the RQUICKI index in the period of driedness means a greater
decrease in its value and greater resistance to the weight of the
body. The higher the concentration of insulin in the period before
calving, the lower its value in the period after calving. In cows
with higher glycemia in riches, there is a more intense decline in
glucose levels in the period after calving. A higher NEFA value
in rinsing means lower value in the period after calving, as well as
a lower intensity of the rise in blood metabolites. It has also been
established that the cows more sensitive to insulin in the period of
dried (higher RQUIC value) will have a higher NEFA increase in
the period of early lactation. The PP values of an insulin
resistance factor can be determined by multiple regression, the
composition of which includes other factors of insulin resistance.
Thus, the PP value of one of the factors significantly depends on
the PP and "delta" values of the remaining three factors of insulin
resistance. The effect of AP values was not statistically
significant in the determination of PP values of the factor of
insulin resistance. When cows are classified on the basis of the
RQUICKI index value, those with the highest value decline of
this index (above 75 percentiles) and other less resistant cows will
not receive a statistically significant difference in the value of
metabolic parameters. However, if the classification was based on
the glucose, NEFA, and insulin values, the most resilient cows
with those with the most pronounced drop in insulin and glucose
and the greatest increase in NEFA would receive significant
differences in the metabolic adaptation of cows characterized by
increased levels of BHB, bilirubin, AST , ALP, GGT and P, and
reduced cholesterol, triglyceride, total protein and albumin levels.
Insulin resistance in cows in early lactation may result in a
compensatory response to increased insulin sensitivity during the
period of drying, which may affect the metabolic status of cows
in the period after calving.
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1.UvOD

Peripartalni period (obuhvata tri nedelje pre i tri nedelje nakon partusa) predstavlja najkriti¢niju
fazu u produktivnom zivotu krava, obzirom da se tada u organizmu odigravaju mnogobrojne
promene. Ove promene mogu da imaju kljuéni uticaj na zdravstveno stanje, produkciju mleka,
ekonomicnost i1 rentabilnost proizvodnje. Prelazak iz stanja graviditeta i zasuSenja u period
laktacije iziskuje izuzetno velike metabolicke napore krava, pa je u odnosu na tu pojavu,,
incidenca oboljenja kod krava (broj novoobolelih krava od neke bolesti) najve¢a u ovom periodu.
Upravo zato je poznavanje metabolickih, endokrinoloskih i imunoloskih promena, koje se
odvijaju u peripartalnom periodu u organizmu krava od izuzetnog znacaja. U toku peripartalnog
perioda, dolazi do promena u aktivnosti skoro svih ¢elija u organizmu da bi se odgovaraju¢om
preraspodelom hranljivih materija, obezbedile optimalne potrebe fetusa i mlecne zlezde. Dakle,
primarno je obezbediti snabdevanje fetusa, tj., novorodenceta optimalnom koli¢inom hranljivih
materija, dok potrebe majke imaju sekundarni znac¢aj. Upravo iz ovog razloga, periferna tkiva
(misi¢no i masno) koriste manje glukoze, dok se procesi lipolize i katabolizma proteina u njima
intenziviraju. Uporedo sa ovim promenama, metabolicka aktivnost jetre se veoma brzo 1
viSestruko povecava u peripartalnom periodu. Metabolicka aktivnost se povecava putem
povecanja protoka krvi, potro$nje kiseonika i enzimske aktivnosti. Jetra mora da se metabolicki
prilagodi zbog naglih promena u sastavu prisutnih slobodnih masnih kiselina u krvi koje su
prisutne u ovom periodu. Iz ovog razloga, funkcionalno stanje jetre je od presudnog znacaja za
adaptaciju organizma u peripartalnom periodu. Insulin ima znacajan uticaj na preraspodelu
hranljivih materija i njihovo usmeravanje ka mle¢noj zlezdi. Ovome doprinosi pad koncentracije
insulina nekoliko dana pred partus i njegovo odrzavanje na niskom nivou u prvih desetak dana
laktacije.! Nedostatak insulina pokreée &itav niz homeoretskih procesa, jer njegovo delovanje
pokrece bioloske procese koji su suprotni od onih koji se odvijaju u periodu oko teljenja i ranoj
laktaciji. Insulin je antilipoliticki i antiketogeni hormon, te ima znacajnu ulogu u centralnoj
regulaciji apetita. Insulinsku rezistenciju karakteriS§e smanjen odgovor insulina na glukozu tj.

smanjena funkcija beta celija pankreasa (eng., insulin responsiveness) i/ili smanjena osetljivost

11



glukoze na insulin (eng., insulin sensitivity). Rezistencija na insulin u peripartalnom periodu je
neophodna da bi vime, kao organ u kom upotreba glukoze nije zavisna od insulina, dobilo

dovoljno hranljivih materija i energije za zapocinjanje laktacije.
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2. PREGLED LITERATURE

Fenomen insulinske rezistencije najjace je izrazen posle partusa. Odgovor insulina na
glukozu je snizen, dok je Kklirens glukoze ve¢i u postpartalnom periodu, u odnosu na
prepartalni.2'3 Tokom laktacije mle¢na Zlezda krava vrsi ekspresiju insulin nezavisnih transportera
za glukozu, koja ima tri puta veéu koncentraciju u odnosu na zasuSene krave. Ovi receptori su
nadeni u masnom tkivu kod krava u kasnoj laktaciji i zasuSenju, ali ne i kod krava u piku
laktacije. Pobudivanje insulin senzitivnih receptora u skeletnim miSi¢ima 1 masnom tkivu ne
menja se sa progresom laktacije ili zasusenog perioda.* lako je odgovor insulina na glukozu
redukovan, senzitivnost perifernog tkiva na insulin je nepromenjena, ali je naden ve¢i klirens
insulina u sredini laktacije u odnosu na zasuSene krave.” Pored navedenog, redukovana je i
senzitivnost tkiva na insulin, §to je nadeno u jednoj studiji gde je kori§¢en hiperinsulinemicni-

euglikemijski model.°
2.1.Insulin i njegove fizioloske uloge u metabolizmu

Po strukturi, insulin je polipeptid sastavljen od amino-kiselinskog niza povezanog
disulfidnim vezama. Sekreciju insulina vrie beta-éelije u Langerhansovim ostrvcima pankreasa.’
Insulin predstavlja centralni hormon, koji je prisutan u svim adaptacionim procesima tokom
metaboli¢kog stresa u peripartalnom periodu kod krava.

Stimulatori lucenja insulina su: glukoza, galaktoza, ksilitol, gliceraldehidi, mnoge
aminokiseline, masne Kkiseline, natrijum, kalcijum, gastrointestinalni hormoni (glukagon,
pankreasni peptidi, sekretin i holecistokinin), vagusna aktivnost i neki lekovi. Faktori koji vrSe
supresiju insulina ukljucuju telesnu kondiciju, gastrointestinalni hormoni (galanin i somatostatin),
simpatiCka aktivnost (adrenergicki hormoni), medijatori upale i dr. Mnogi od ovih faktora

znacajno uticu na lucenje insulina u peripartalnom periodu.
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Insulin deluje tako Sto pospeSuje ulazak glukoze u celije perifernih - ekstrahepati¢nih
tkiva.? Insulin prevashodno pospesuje ulazak u éelije miSiénog i masnog tkiva tako §to pojatava
translokaciju proteina za transport glukoze na povrSinu membrane ovih celija (GLUT 4).7’9
Insulin uti¢e na dalju sudbinu glukoze unutar ¢elije tako Sto stimuliSe aktivnost enzima
glukokinaze koji fosforilise glukozu u glukozo-6 fosfat (G6P). Na ovaj nacin se sprecava izlazak
glukoze iz celije. Insulin povecava aktivnost glikogen sintaze i na taj nacin pokrece sintezu
glikogena-depoa glukoze. Na aktivnost glikogen fosforilaze ima suprimiraju¢e dejstvo.'® Danas
se smatra da se inhibitorni efekat insulina na proces glukoneogeneze u jetri prvenstveno odvija
indirektim putem, smanjenjem sposobnosti glukagona da stimuliSe ekspresiju enzima
fosfoenolpiruvat karboksikinaze.** Aktivnost insulina je usmerena, pre svega, na periferna tkiva.
Obzirom da u jetru preZivara dospeva veoma malo glukoze iz krvi 1 digestivnog trakta, uticaj
insulina na metabolizam glukoze u jetri preZivara je od manjeg zna¢aja nego kod monogastri¢nih
Zivotinja.**® Jetra nije insulin senzitivan organ (u odnosu na transport glukoze), jer se na
povrsini hepatocita dominantno nalaze GLUT 2 ¢ija je distribucija i aktivnost nezavisna od
prisustva insulina u cirkulaciji. Da bi se odredio uticaj insulina na metabolizam glukoze u
organizmu jedinke, mora se uzeti u obzir i koncentracija drugih, antiinsulinskih hormona, ¢ija se
koncentracija gotovo trenutno menja sa promenom koncentracije glukoze, koju izaziva insulin.
Dakle, uticaj insulina na vrednost glikemije je zavisna od insulina ali i od antiinsulinskih
hormona.

U eksperimentima koji su sprovedeni na ovcama zapazeno je da insulin moze da smanji
sintezu glukoze za samo 15 posto. Uzrok ove pojave je Sto se u uslovima hipoglikemije povecava
kompenzatorna sekrecija glukagona, koji deluje tako da intenzivira proces glukoneogeneze i na
taj natin odrzava glikemiju u fizioloskim granicama."* Ako se hipoglikemija i poslediéno
povecana koncentracija glukagona u krvi prevenira kontrolisanim parenteralnim davanjem
glukoze i insulina, sinteza glukoze i dalje je umanjena samo za oko 15 posto. Smanjena sinteza
glukoze u ovom slu¢aju moze da bude posledica inhibiranog procesa glikogenolize ali ne i
glukoneogeneze.* Razlog za ovu pojavu, moze biti ishrana Zivotinja, jer su hranjene obrocima
koji zadovoljavaju samo potrebe za odrzanje zivota, tako da se proces glukoneogeneze odvija na
znatno nizem bazalnom nivou. Insulin u takvim uslovima nema inhibitorni efekat.* Istovremeno,
sa procesom glikogeneze, insulin stimuliSe glikolizu u jetri 1 miSi¢ima. Insulin stimuliSe aktivnost

glikolitickih enzima fosfofruktokinaze i piruvat kinaze, pa se glukoza u ¢elijama metaboliSe do
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piruvata i laktata.® Kod prezivara insulin stimuli$e glikogenezu ali je ona ograni¢ena, obzirom da
prezivari imaju vrlo slabu aktivnost glukokinaze u hepatocitima.’® Umesto ovog enzima u tkivu
jetre prezivara, heksokinaza ima prevashodnu ulogu za dalju sudbinu glukoze.!” Heksokinaza je
nespecifican enzim koji ima u osnovi nizi afinitet (manju Km vrednost) za glukozu u poredenju
sa glukokinazom." 1z tog razloga je u optimalnim fizioloskim uslovima priliv glukoze u jetru
prezivara mali.

Insulin primarno uti¢e na ekstrahepati¢na ili periferna tkiva (misi¢no i masno), tako S$to
olaksava ulazak glukoze u ¢elije 1 stimuliSe metabolicke procese. Na taj nain se povecavaju
energetske rezerve organizma.® U masnom tkivu insulin pospesuje ulazak glukoze u adipocite
preko transportnih molekula GLUT 4.'° Ovde se glukoza oksidise do alfa glicerofosfata, koji se
koristi za esterifikaciju slobodnih masnih kiselina tokom lipogeneze.?® U adipocitima insulin
intenzivira sintezu triglicerida tako Sto obezbeduje prekurzore za njihovu sintezu 1 stimuliSe
aktivnost enzima lipoprotein lipaze.”® Insulin ima suprimirajuéi efekat na lipolizu tako $to
smanjuje nivo CAMP i inhibira aktivnost enzima protein kinaze A i hormon senzitivne
lipaze.”™'*?' Insulin na taj na¢in dovodi do smanjivanja koncentracije slobodnih masnih kiselina
u krvi.?? Ovo je takode dokazano i kod prezivara.””® Kod preZivara insulin inhibira lipolizu i
stimuliSe sintezu masnih kiselina. Glavni prekursori za lipogenezu u masnom tkivu prezivara su
sirCetna 1 buterna kiselina. Insulin ima identi¢nu ulogu u procesu lipogeneze u jetri, miSicnom 1
masnom tkivu kod svih domacih Zivotinja.16 U jetri, insulin stimuliSe sintezu masnih kiselina 1
triglicerida, a inhibira ketogenezu. **** Slobodne masne kiseline dospele u jetru se reesterifikuju
sa glicerol-3-fosfatom, koji je produkt direktne oksidacije glukoze stimulisane insulinom
(heksozomonofosfatni Sant), ili sa glicerolom koji nastaje u biohemijskoj reakciji katalizovanoj
enzimom glicerolfosfat kinazom. Medutim, acetil-COA sintetisan u mitohondrijama u reakciji
koju katalizuje piruvat dehidrogenaza transportuje se u citoplazmu i potom pretvara u malonil-
CoA uz pomo¢ enzima acetil-CoA karboksilaze. Ovaj proces je stimulisan od strane insulina i
predstavlja limitirajuéi ¢inilac lipogeneze u hepatocitima.?’

Antiketogeni efekat insulina u jetri preZivara je posredovan slicnim mehanizmima kao kod
monogastriénih Zivotinja.’® Svoje antiketogeno delovanje insulin ostvaruje na sledeée nacine:
favorizovanjem lipogeneze i inhibiranjem lipolize u masnom tkivu, intenzivira koris¢enje
ketonskih tela od strane perifernih tkiva, snizava aktivnost ketogenih enzima i1 smanjuje priliv

prekursora za sintezu ketonskih tela u jetri.?! Direktan antiketogeni efekat insulin ostvaruje tako
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Sto u jetri smanjuje aktivnost enzima karnitin palmitoiltransferaze-1 (CPT-I), a poveéava njegov
afinitet za malonil-CoA. Osnovna uloga CPT-I u jetri je da reguliSe transport masnih kiselina
dugih lanaca iz citoplazme u mitohondrije gde podleZzu procesu esterifikacije ili oksidacije.
Insulin stimuliSe aktivnost enzima acetil-CoA karboksilaze, koji katalizuje sintezu malonil-CoA,
inhibitora CPT-I, sto predstavlja dodatni antiketogeni efekat insulina, kojim se sintetisani acetil-
CoA usmerava u pravcu lipogeneze. Prezivari koriste zanemarljivu koli¢inu glukoze za sintezu
masti. Oksidacijom glukoze u heksozomonofosfatnom putu nastaju NADPH2 i a-glicerofosfat,
koji su neophodni za sintezu masnih kiselina iz acetata i laktata kod preZivara. Digestivni trakt i
jetra kod prezivara ucestvuju svega sa 8 % u ukupnoj lipogenezi organizma, dakle ne
predstavljaju primarno mesto sinteze masti. Mobilisane neesterifikovne masne kiseline iz telesnih

depoa predstavljaju primarni izvor za sintezu masti u jetri prezivara.?

2.2 Definicija i mehanizam nastanka insulinske rezistencije

Insulinska rezistencija predstavlja stanje pri kome je neophodna veéa koli¢ina insulina da
bi se ostvario normalan fizioloski odgovor, pri ¢emu se podrazumeva da se insulinska rezistencija
moze prevazi¢i egzogenom aplikacijom insulina.”® Ovo stanoviite se moze prihvatiti samo u
slu¢ajevima kada je u pitanju prereceptorska insulinska rezistencija, tj. kada do insulinske
rezistencije dolazi usled smanjene sinteze i/ili lu¢enja insulina. Medutim, aplikovanje egzogenog
insulina nec¢e dovesti uvek do normalizacije insulinskog odgovora. To je slucaj kada su promene
lokalizovane na receptorskom i postreceptorskom nivou. Insulinska rezistencija se moze
definisati kao stanje u kome ,,trenutna koncentracija insulina u krvi proizvodi manji bioloski
odgovor od normalnog® i mozZe biti prouzrokovana putem smanjenja maksimalnog insulinskog
efekta (smanjen insulinski odgovor), kao 1 potrebom da se poveca koncentracija insulina da bi se
postigla polovina maksimalnog efekta (smanjena insulinska senzitivnost) ili kombinacija oba ova

nacina (slika 1).%*

Naime, smanjena insulinska senzitivnost uslovljena je smanjenim brojem receptora ili
smanjenjem njihovog afiniteta za insulin. Smanjenje insulinskog odgovora prate promene na
post-receptorskom nivou, kada nastaju greSke u transdukciji insulinskog signala, na nivou
sekundarnih glasnika i translokacije GLUT molekula na membranama ciljnih éelija.®?® 1z

prakti¢nih razloga, oba fenomena ¢emo nazivati insulinskom rezistencijom ili smanjenim
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insulinskim odgovorom. U nekoliko radova zastupljeno je misljenje da umerena insulinska
rezistencija doprinosi povecanju lipolize, glukoneogeneze i uvodenju misiénog i masnog tkiva
krava u stanje Stednje glukoze.27 Na osnovu ovih stanovista, pod insulinskom rezistencijom u
Sirem smislu podrazumevaju se stanja koja ukljucuju: 1) smanjeno lucenje insulina, 2) smanjen
odgovor B-¢elija na akutnu aplikaciju glukoze i 3) smanjen metabolicki efekat insulina u ciljnim

tkivima.’

Bioloski efekat insulina

Mlaks efekat

(1=3

Miaks efelkat
i

bl eeemmme e — -

-

Konc. insulina

Bonll — 23 W (1)

Slika 1: Dva tipa insulinske rezistencije

2.3 Faktori koji uti¢u na insulinsku rezistenciju

Umerena insulinska rezistencija tokom graviditeta je ustanovljena kod velikog broja
sisara.”®?**® Utvrdeno je da je metabolizam glukoze kod gravidnih ovaca pod slabijim uticajem
insulina u odnosu na negravidne ovce. Smanjena konzumacija hrane (restriktivna ishrana)
doprinosi razvoju insulinske rezistencije i uzrokuje gubitak u telesnoj masi plotkinja bez ikakvih
posledica po masu ploda. Upravo ovo, omogucava adekvatno snabdevanje fetusa energijom na
radun promena energetskog statusa majki.! Inhibitorno delovanje insulina na lipolizu je manje
izrazeno kod gravidnih u poredenju sa negravidnim ovcama.** Pored graviditeta, insulinska
rezistencija moze da se razvije i tokom laktacije. Utvrdeno je da je insulin-zavisan metabolizam
glukoze u in vitro uslovima bio smanjen u uzorcima masnog tkiva ovaca u laktaciji u odnosu na

ovce koje se nisu muzle.*
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Ishrana - Masno tkivo moze da bude refraktarnije na insulin tokom perioda zasusenja
nego u postpartalnom periodu. Mnogi radovi na ovu temu su potvrdili da stepen insulinske
rezistencije moZe biti ak i veéi u antepartalnom nego u postpartalnom periodu.** Kao rezultat
ovog istrazivanja i drugih posrednih dokaza da naglasena insulinska razistencija tokom perioda
zasuSenja ima velikog udela u smanjenom unosu suve materije obroka, povec¢anju NEFA i
smanjenju telesne kondicije tokom perioda rane laktacije, istrazivaci su uspeli da aplikacijom
tiazolidona (analoga koriS¢enih u tretmanu tip 2 dijabetesa kod ljudi) izazovu specifi¢nu
modulaciju insulinske rezistencije u masnom tkivu u antepartalnom periodu. Aplikacija
tiazolidona (TZD) imala je tendenciju smanjenja NEFA i povecanja unosa suve materije obroka u
periodu 7 dana pre do perioda 7 dana posle teljenja.®® Aplikacijacija TZD nije uticala na
koriS¢enje (Stednju) glukoze od strane perifernih tkiva. Utvrdeno je da aplikacija TZD uti¢e na
poboljsanje energetskog statusa, smanjen stepen gubitka telesne kondicije, i kraci servis period
kod tretiranih krava.*® Bez obzira §to je modulacija insulinske rezistencije sa farmaceutskim
pristupom intrigantna, to je dovelo do logickog pitanja u vezi sa aspektima ishrane koji mogu da
uticu na stepen insulinske rezistencije. Tokom poslednjih nekoliko godina pitanje ishrane krava u
pogledu energije tokom perioda zasuSenja ponovo je privuklo veliku paznju i U vezi sa tim
postoji saglasnost velikog broja istrazivaca da ishrana u energetskom pogledu moze u znacéajnoj
meri da uzajamno deluje sa stepenom osetljivosti perifernih tkiva na insulin tokom kasnog

prepartalnog perioda.

Da bi se izbegle drasticne promene u metabolizmu u peripartalnom periodu, vrsi se
priprema zivotinja posebnim merama ishrane. U cilju smanjenja negativnog energetskog bilansa,
maksimalno se povecava unos suve materije (SM) u poslednjoj fazi zasuSenja, postepenim
uvodenjem u obrok manjih koli¢ina smesa, istog sastava kao 1 hraniva, koja se koriste na pocetku
laktacije.>”*® Krave sa nizim vrednostima visih masnih kiselina u krvnoj plazmi tokom poslednje
dve nedelje gestacionog perioda imaju manju incidencu najvaznijih postpartalnih metabolic¢kih
poremecaja. Ako se uzme u obzir da povecan unos hranljivih materija obi¢no dovodi do nizih
vrednosti NEFA u cirkulaciji, povezanost boljeg unosa suve materije iz obroka i poboljSanja
zdravstvenog statusa i performansi bi se mogla podrazumevati. ViSestruka istrazivanja su
pokazala da se planiranjem ishrane, naro€ito unosa energetskih hraniva u peripartalnom periodu,
moze smanjiti stepen insulinske rezistencije i tako uticati na interakciju izmedju NEFA i apetita

krava u prepartalnom periodu. Krave, koje su imale slabiji apetit u antepartalnom periodu,
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generalno zbog pojacanog unosa suve materije obroka 3 do 4 nedelje pre oc¢ekivanog teljenja, su
imale vece postpartalne koncentracije NEFA u krvi i triglicerida u jetri.*® Krave, koje su tokom
celog perioda zasuSenja konzumirale 80 % od svojih energetskih potreba su imale nizu
koncentraciju NEFA postpartalno, nizu koncentraciju glukoze i insulina antepartalno i bolji unos
suve materije obroka postpartalno u poredenju sa kravama koje su konzumirale 160 % od
predvidenih potreba u energiji u istom tom periodu.*® Krave podvrgnute restriktivnoj ishrani
tokom kasnog prepartalnog perioda su imale blazu krivu NEFA tokom peripartalnog perioda.41
Krave, koje su u periodu zasusenja unosile 180 % od izracunatih potreba u energiji, su imale vise
koncentracije insulina i glukoze antepartalno, bolji odgovor B-¢elija endokrinog pankreasa u testu
opterecenja glukozom antepartalno, i vecu koncentraciju NEFA tokom peripartalnog perioda
nego krave hranjene 75 % ili ¢ak 110 % od izradunatih energetskih potreba.’ Iste krave hranjene
sa 128 % od potreba u energiji u periodu zasusenja su imale slabiji apetit i produzeni period
negativnog bilansa energije tokom postpartalnog perioda u poredenju sa druga dva tretmana
ishrane.*” Ishrana sa 150 % od potreba u energiji tokom ranog perioda zasusenja moze dovesti do
pogorsavanja insulinske rezistencije sa priblizavanjem termina teljenja, $to dovodi do povisene
koncentracije NEFA i BHBA u krvi i slabijeg apetita tokom prvih 10 dana laktacije.*> Odgovor
NEFA tokom izvodenja testa opterecenja glukozom je mnogo refraktarniji kod krava hranjenih
obrocima vece energetske vrednosti, §to upucuje da ishrana energetski bogatim hranivima tokom
perioda zasuSenja pojacava stepen insulinske rezistencije u masnom tkivu.** Svi ovi stavovi
podrzavaju stav da konzumiranje energetski bogate hrane u periodu zasuSenja rezultira
promenama u metabolizmu krava, koje zauzvrat predisponiraju Zivotinje ka smanjenom unosu

suve materije obroka i vi§im koncentracijama NEFA u krvi neposredno posle teljenja.

Hiperlipidemija — Tokom perioda rane laktacije, odgovor B-¢elija endokrinog pankreasa
na intravensku aplikaciju glukoze 1 propionata znacajno je manji u odnosu na period
zasusenja.>*® Iako snizavanje koncentracije insulina u krvi ima glavnu ulogu u homeoretskom
prilagodavanju, dugotrajno suprimirana sekrecija insulina moze prouzrokovati intenzivnu
lipolizu. Pored toga, dolazi i do intenzivnije mobilizacije masnih kiselina iz telesnih rezervi, s§to
povecava rizik za pojavu dislokacije siriSta, masne jetre, ketoze 1 reproduktivnih

poremec’:aj21.25’46’47 Na osnovu in vitro istrazivanja kod ljudi i pacova doSlo se do saznanja da
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kratkotrajno izlaganje kulture tkiva povisenoj koncentraciji NEFA ima stimulativno delovanje na

o oo .. 4849505152
povecanje sekrecije insulina.

Dugotrajno izlaganje kulture tkiva povisenoj koncentraciji NEFA, dovodi do smanjene
sekretorne sposobnosti B-¢elija i do njihovog potpunog iscrpljivanja (insuficijencije). Kod ljudi
dugotrajno hroni¢no povecanje koncentracije NEFA u krvi ima glavnu ulogu za razvoj
funkcionalne dekompenzacije pankreasa kod dijabetesa tip 11.°*** Ovaj mehanizam, koji je
utvrden kod ljudi i pacova, je verovatno prisutan i kod goveda obzirom na to da se povisena
koncentracija NEFA u krvi poklapa sa padom insulinemije i sekretorne sposobnosti endokrinog
pankreasa tokom rane laktacije. Smanjen odgovor B-Celija pankreasa na intravenski aplikovanu
glukozu je takode, utvrden kod ketoznih krava, koje su gladovale u poredenju sa zdravim
Zivotinjama.”® Dugotrajna insulinska rezistencija moZe predisponirati krave za kontinuiranu
lipolizu i uticati napovecanje rizika za razvoj peripartalnih poremecaja zdravlja. Tokom laktacije
jasno je uocena povezanost insulinske rezistencije i pojave mnogobrojnih poremecaja zdravlja.

Poremecaji zdravlja se mogu javiti u vidu dislokacije sirista. 2”402

Utvrdena je 1 moguc¢nost
nastanka masne jetre i ketoze.”>?"°"*® Zapazena je i pojava cista na jajnicima.”® Utvrdena je
manja vrednost indeksa za kvantitativnu procenu insulinske senzitivnosti (Revised Quantitative
Insulin Sensitivity Check Index - RQUICKI), §to ukazuje na veéi stepen insulinske rezistencije
kod ugojenih u odnosu na krave koje imaju optimalnu telesnu kondiciju.?® Pretpostavlja se da je
smanjen promet (klirens) glukoze krava u laktaciji koje su hranjene ve¢om koli¢inom krmnih
smeSa (zitarica) tokom perioda zasuSenja, posledica: 1) poviSene koncentracije NEFA u krvi
(obimna lipomobilizacija), usled izrazenog smanjenja koli¢ine konzumirane hrane u
peripartalnom periodu i 2) hroni¢ne-dugotrajne hiperinsulinemije koja tokom perioda zasusenja
mehanizmom negativne povratne sprege (down-regulation) reguliSe ekspresiju insulinskih
receptora.” Dodavanje palmitinske kiseline u fizoloskim koncentracijama u medijum kulture
adipocita pacova (in vitro) pokazalo je smanjenje insulin zavisnog transporta glukoze.®* Ova
zapazanja nije bilo moguce objasniti promenama u ekspresiji ili aktivaciji insulinskih receptora,
Sto je ukazivalo na promene i greSke u prenoSenju insulinskog signala na post-receptorskom

nivou.>*5?

Intracelijsko nakupljanje meduprodukata metabolizma masnih kiselina moze dovesti
do prekida normalnog postreceptorskog prenosenja insulinskog signala putem sekundarnih
glasnika, Sto dovodi do smanjenja translokacije GLUT 4 na ¢elijskoj membrani i ulaska glukoze

u skeletne miSice. Intracelularno nakupljanje meduprodukata metabolizma masnih kiselina 1
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smanjenje ekspresije GLUT 4 molekula na membranama popre¢noprugastih misica je
perzistentan nalaz u ranom stadijumu smanjene tolerancije na glukozu kod ljudi.>* Neki
istrazivaci, na osnovu sprovedenih istrazivanja, pretpostavljaju da promene nastaju pre na post-
receptorskom nego na receptorskom nivou.?’*®® Dakle, mehanizmi koji uzrokuju insulinsku

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

Genetski faktori — Razlike u ekspresiji GLUT 4 molekula u skeletnim misi¢ima i
tolerancije na glukozu se pojavljuju kod zdrave, mlade i mrSave dece ¢iji roditelji boluju od
dijabetesa, dosta ranije nego Sto se ispolje klini¢ki znaci bolesti. Upravo to upucuje da genetski ili
epigenetski ¢inioci, nezavisno od nacina Zivota 1 metabolizma, mogu da imaju znacajnu ulogu u
razvoju netolerancije na glukozu.®* Obzirom da kod ljudi postoji genetska predispozicija za
razvoj insulinske rezistencije, sumnja se da je mozda genetska sklonost krava prema insulinskoj
rezistenciji sekundarna pojava jednostrane viSedecenijske selekcije mle¢nih rasa goveda na
visoku proizvodnju mleka. Ovim stavom bi se mogla objasniti veca sklonost visokomle¢nih
krava ka nastanku oboljenja. Pokusaji da se u potpunosti eliminiSe negativni energetski bilans
(NEB) kod visokomle¢nih krava odredenim manipulacijama u ishrani nisu dali ocekivane
rezultate.** Krave sa predispozicijom za visoku proizvodnju mleka izgleda da su u stanju da
dodatno unete izvore energije usmere direktno ka proizvodnji mleka umesto za poboljSanje
njihove telesne kondicije, dok krave koje nemaju predispoziciju za visoku proizvodnju, koriste
energetske dodatke da bi ublazili NEB.®®®" Krave sa visokim selekcionim indeksom za
proizvodnju mleka ispoljavaju nizi skor telesne kondicije (eng.,BCS) u toku svih faza laktacije u
poredenju sa kravama sa nizim selekcionim indeksom. Ovi nalazi su dali povod za koncept
genetski determinisanog gubitka BCS kod rasa selekcionisanih na visoku proizvodnju mleka.®*%
Brojne studije su otkrile rasne razlike u funkcionisanju somatotropne osovine krava u laktaciji.
Na primer, severnoameri¢ki holStajn ispoljava vise koncentracije hormona rasta i nize
koncentracije IGF-I, povezano sa vis§im koncentracijama NEFA, gubitkom BCS i usmeravanjem
energije ka proizvodnji mleka, u odnosu na manje mlecne Novozelandske sojeve, nezavisno od

razlika u insulinu.%®®’

GH odgovori na izazove GH rilizing faktora bili su mnogo niZi kod
Japansko crnih u poredenju sa HolStajn kravama u laktaciji, koji se moze objasniti njihovim
veoma malim prinosom mleka, ali i tokom perioda zasuSenja, $to ukazuje na GH razlike

nezavisno od energetskog statusa.”® Odsustvo razlike u bazalnim ili indukovanim GH
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koncentracijama mogli bi biti ustanovljeni u studiji porede¢i grupe Holstajn teladi razliitog

genetskog porekla .”

Niska koncentracija insulina i senzitivnost su drugi potencijalni nasledni mehanizmi za
genetski uslovljene BCS gubitke. Nize postpartalne koncentracije insulina su utvrdene kod krava
poreklom od bikova sa visokim selekcionim indeksom za mlecnost, Sto je dovelo do procene
umerene heritabilnosti (h2) za postpartalni insulin.”* Koncentracije insulina bile su nize u krvi
krava sa visokim laktacionim potencijalom u poredenju sa kravama nizeg laktacionog
potencijala, nezavisno od energetskog balansa i proizvodnje tokom trajanja ispitivanja.’
Japanske Crne krave ispoljavale su mnogo vece bazalne i glukozom indukovane koncentracije
insulina u odnosu na Holstajn krave u toku perioda zasuSenja i laktacije.®® Manji stepeni
tolerancije na glukozu posle intravenskog glukoza tolerans testa (IVGTT) su nedavno primeéeni
kod krava HolStajn rase u laktaciji poreklom iz Severne Amerike u odnosu na krave sa Novog
Zelanda, Sto upucuje na prisutne razlike u insulinskoj senzitivnosti u zavisnosti od genetske
konstitucije Zivotinja 7

Inflamatorni odgovor — Inflamacija u peripartalnom periodu kao posledica zadrzavanja
posteljice ili mastitisa moze nepovoljno delovati na energetski status jedinki tako $to smanjuje

74,75

koli¢inu konzumirane hrane i1 pokrece lipolizu. Inflamatorne procese prati oslobadanje

proinflamatornih citokina (TNF-a, interleukin 1 i 6 ) iz leukocita. Ovi citokini povecavaju
potro$nju energije koja se tro$i za rast telesne temperature 1 aktivnosti imunoloskog sistema.’®
Inflamatorni procesi u organizmu mogu da uti¢u i na insulinski odgovor. Postoji negativna
korelacija izmedu insulin zavisnog prometa glukoze i1 koncentracije tumor nekroticnog faktora a
(TNF-a) kod krava koje su imale masnu jetru.’’ Citokini u jetri pokreéu sintezu pozitivnih
proteina akutne faze (+AP) haptoglobin, serum amiloid-A i ceruloplazmin, dok smanjuju sintezu
negativnih proteina akutne faze (—AP) kao §to su: albumin, transferin, retinol vezujuci protein 1
apolipoproteini.”""®"® Ovaj kaskadni niz je poznat kao akutno fazna reakcija, i smatra se
protektivnim reakcijom domacina na inﬂamaciju.80 Medutim, ona istovremeno moze da ima
nepozeljan efekat na peripartalni period krava. Na primer, povecana sinteza haptoglobina,
ceruloplazmina i serum amiloida-A u jetri je od velikog znacaja, jer pospeSuje zarastanje i
obnovu tkiva, ali moze da umanji sintezu drugih apolipoproteina koji su neophodni za transport

lipida iz jetre, povecavajuéi tako rizik za deponovanje masti u hepatocitima.81
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Insulin svoje dejstvo na nivou ciljnih Celija ostvaruje vezivanjem za specifi¢ni receptor.
Receptor za insulin je transmembranski heterotetramerni (2 vancelijske o i 2 transmembranske 3
subjedinice) proteinski molekul (350 kDa). Ovaj receptor pripada superfamiliji membranskih
receptora koji poseduju kinaznu aktivnost .# Iako je zapaZeno da insulin ostvaruje maksimalan
metabolicki efekat vezivanjem za srazmerno mali deo raspolozivih receptora (teorija viska
receptora; eng. spare receptors), utvrdeno je da smanjenje broja receptora ipak utice na fizioloski

efekat insulina.®

Receptori za insulin — Zastupljenost receptora za insulin zavisi od vrste tkiva. U jetri i
masnom tkivu, na kojima ovaj hormon ima presudan uticaj u procesu koriS¢enja energetskih
prekursora, dostize i 200000 po c¢eliji. Fizioloski prenos insulinskog signala na nivou ciljnih
¢elija odvija se odredenim redosledom: vezivanje molekula insulina za subjedinicu o dovodi do
51 konformacione promene molekula §to dovodi do aktivacije kinazne aktivnosti subjedinice 3,
koja vrsi autofosforilaciju.84 Autofosforilacija podsti¢e interakciju receptora sa proteinima,
supstratima receptora za insulin (IRS 1-6) i fosforililaciju tih molekula, koji signal u delovanju
insulina usmeravaju uglavnom ka regulaciji metaboli¢kih procesa u ¢elijama.®® Zbog ove pojave
se aktivira niz sekundarnih glasnika, uklju¢uju¢i PIP 3 (eng. phosphatidylinositol 3,4,5-
triphosphate), koji moZe da aktivira ili suprimira mnogobrojne enzime i proteine u ciljnim
tkivima. Znacajan efekat PIP 3 u adipocitima i miSi¢énim ¢elijama je u aktiviranju i translokaciji
GLUT 4 molekula iz unutarcelijskih depoa u plazma membranu ovih éelija.gs’86 Pored ovog,
signalnog puta, insulin moze koristiti i drugi-Celijski put u regulaciji lokalizacije GLUT4,
svojstven samo za insulin. On zapoc€inje fosforilacijom proteina Cbl od strane receptora za
insulin.®” Paralelno prenosu signala ka narednim molekulima u signalnom putu, nakon vezivanja
insulina dolazi do internalizacije kompleksa ligand-receptor iz plazma membrane u citoplazmu.
U endozomima se odvija proces disocijacije i degradacije insulina, a molekuli receptora se

8  Regulatori

defosforiliSu 1 u odredenom procentu ponovo integriSu u plazma membranu.
aktivnosti receptora su tirozin fosfataze, ali i razli¢ite serin-treonin kinaze, koje ga fosforilisu na
serinu ili treoninu. Dokazano je da fosforilaciju receptora na brojnim serin-treonin ostacima vrse
neke izoforme protein kinaze C (PKC), koje se aktiviraju pri akumulaciji lipida, posredstvom
povecanja koncentracije diacilglicerola (DAG) u ¢eliji ili u stanju hiperglikemije.89 Insulin
negativno reguliSe broj sopstvenih receptora u ciljnim ¢elijama mehanizmom negativne povratne

sprege, koja podrazumeva promene u ekspresiji receptorskog gena, uz ucesce transkripcionog
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regulatora FOXO1 (eng. forkhead box O1). Insulin podsti¢e internalizaciju 1 degradaciju
sopstvenog receptora. Ovim mehanizmom insulin negativno reguliSe i druge molekule svog
signalnog sistema.”®®* U regulaciji ekspresije i funkcije receptora za insulin uestvuju i hormoni,
citokini, hranljivi sastojci, i fizicka aktivnost. Hiperglikemija moze negativno uticati na aktivnost
receptora za insulin.®” Fizitka aktivnost, nasuprot tome, ima pozitivan efekat na receptorsku
funkciju.®® Pored smanjenja bazalne i glukozom stimulisane sekrecije P-Celija endokrinog
pankreasa, promene koje dovode do supresije insulin-zavisnih metaboli¢kih efekata i/ili nastanka
insulinske rezistencije mogu da se odvijaju i na nivou perifernih tkiva. Prevashodno, alteracije na
receptorskom nivou su moguéi razlog za smanjenje insulinskog odgovora i/ili smanjenje
insulinske senzitivnosti masnog tkiva. Sve viSe se isti¢e da su promene na postreceptorskom
nivou, tj. promene u signalnim putevima insulina, koji ucestvuju u njegovom delovanju, glavni

. L, ge. . e . v~ 93,94
uzrok smanjenog ¢elijskog odgovora na stimulaciju insulinom kod prezivara.

2.4 Merenje insulinske rezistencije kod krava

Procena stepena insulinske rezistencije je veoma znacajna, da bi se moglo predvideti
nastajanje poremecaja U energetskom metabolizmu kao i njihova tezina kod pojedinih zivotinja.
Krave, koje nemaju izrazenu senzitivnost perifernih tkiva na insulin (insulinska rezistencija) su
sklonije nastanku masne jetre 1 drugih poremecaja metabolizma. Za ovakve sluCajeve je
uobicajen nalaz relativno visokog nivoa glikemije i insulinemije antepartalno, kao i znacajno
povecanje koncentracija B-hidroksibuterne kiseline i slobodnih vi§ih masnih kiselina u krvi
postpartalno. Medutim, poteskoc¢e u proceni insulinske rezistencije nastaju kod preZivara u
laktaciji u in vivo uslovima. Tumacenje rezultata testova za utvrdivanje insulinske rezistencije
nije jednostavo, obzirom da se vise od 80 % prometa glukoze u organizmu preZivara tokom

laktacije odvija u insulin nezavisnim metaboli¢kim putevima.?’l’60

U upotrebi je vise testova za
ispitivanje funkcionalne aktivnosti f-¢elija endokrinog pankreasa i stepena osetljivosti perifernih
tkiva na insulin.*® Zlatnim standardom za procenu insulinske rezistencije smatraju se takozvane
,»klamp-tehnike*.

Hiperinsulinemijski — euglikemijski Klamp test (eng., Hyperinsulinemic Euglycemic
Glucose Clamp test- HIEC) - se smatra zlatnim standardom za procenu insulinske rezistencije. U

toku hiperglikemijskog klampa, koncentracija glukoze u krvi se odrZava na odredenom nivou
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podesavajuci koli¢inu parenteralno aplikovane glukoze, Sto se smatra direktnom funkcijom
sekrecije insulina i kori$¢enja glukoze u perifernim tkivima. Ovaj metod se prvenstveno koristi za
kvantitativno ispitivanja funkcionalne sposobnosti B- ¢elija pankreasa.'® Pored ovoga, za
procenu osetljivosti perifernih tkiva (insulinska rezistencija) na insulin, koristi se tehnika
hiperinsulinemijskog euglikemijskog klampa. Za vreme izvodenja ovog testa, uporedo sa
egzogenom aplikacijom insulina vr$i se kontrolisana intravenska aplikacija glukoze, sa ciljem
odrzavanja glikemije na bazalnom nivou. U momentu uspostavljanja ravnoteznih odnosa
koncentracija insulina i glukoze u krvi, nivo parenteralnog dodavanja glukoze se uzima kao mera
stepena insulinske rezistencije, jer ona predstavlja u suStini koli¢inu glukoze iskoris¢enu u
perifernim tkivima.’®!®" Ovaj metod se izmedu ostalog smatra komplikovanim, obzirom da
zahteva simultanu primenu glukoze i insulina, viSekratno uzimanje uzoraka krvi i iskusnog
operatera. Po konceptu testa, glukozni klamp test, koji se primenjuje kod Zivotinja jednak je
onom Kkoji se primenjuje u humanoj dijagnostici. Nakon gladovanja, preko noéi (~15 h),
konstanta  hiperinsulinemija  postize se konstantnim ubrizgavanjem insulina (15
pmol*kg *min™"). Infuzija 20% glukoze se primenjuje za odrzavanje euglikemije. O primeni
glukoznog Klamp-a kod Zivotinja, neophodna su dodatna razmatranja, posebno za glodare.'” Za
razliku od ljudi, glodari nemaju stvarno fiziolosko stanje gladovanja. Nametanje nefizioloskog
stanja gladovanja dovodi do znacajnog smanjenja telesne teZine, smanjenje prisustva glikogena u
jetri, a poboljSava se osetljivost na insulin. Prema tome, pod tim nefizioloskim gladovanjem,
glukoza i nivo insulina u plazmi ne mogu posti¢i stabilno stanje. Upravo iz ovih razloga upotreba
tehnike glukoznog Klamp-a kod glodara nije najpouzdanija i precizna kao kod ljudi. Glodari
imaju vrlo mali volumen krvi (oko 2 ml kod miSeva). Prema tome, ograni¢ena moguénost
uzorkovanja otezava postizanje i rigorozno proveravanje stabilnog stanja kod glukoznog Klamp-a
(pogotovo u odnosu na nivo insulina). Osim toga, glukozi Klamp je veoma stresnan za miseve
(Cak 1 ako se izvodi pod anestetizijom). Zbog toga §to su ,,klamp-tehnike* zahtevne za izvodenje i
pre svega skupe, ovi testovi nisu naSli Siroku primenu u praksi, 1 koriste se uglavnom u
eksperimentalne svrhe.®

Intravenski testovi tolerancije na glukozu-GTT (glukoza tolerans test) i ITT(insulin
tolerans test) — Kod visokomle¢nih krava, znatno ¢e$¢e za procenu insulinske rezistencije se
koriste intravenski testovi tolerancije na glukozu (GTT) i testovi tolerancije na insulin (ITT), koji

se ujedno smatraju ,,srebrnim standardom*.31%1%1% Tokom izvodenja GTT specifi¢na koli¢ina
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rastvora glukoze odgovarajuce koncentracije se intravenski aplikuje recipijentima. To dovodi do
naglog porasta glikemije, $to je praceno pojacanom sintezom i luenjem insulina u krvotok.
Nakon dostizanja maksimalnih vrednosti (pika), koncentracije glukoze i insulina se postepeno
smanjuju 1 na kraju stabilizuju na pocetne (bazalne) vrednosti. Za procenu funkcionalne
aktivnosti B-Celija pankreasa, insulinski odgovor na akutnu aplikaciju glukoze se procenjuje na
osnovu vrednosti pika, povrSine ispod krive (AUC) i brzine eliminacije (ER) i/ili vremena
potrebnog za dostizanje polovine vrednosti pika koncentracije insulina (T1/2). Koristeci iste
karakteristike dinamike kretanja krive glukoze u GTT, procenjuje se stepen osetljivosti na insulin
i/ili utilizacije glukoze u perifernim tkivima.’® Tokom izvodenja ovih testova moZe se pratiti i

dinamika promene koncentracije NEFA u krvi.***'

Za razliku od ,.klamp-tehnika®, rezultati
prikupljeni u GTT testu nisu jednostavni za interpretaciju. Tesko je razgraniciti da li je pojacan
stepen uklanjanja glukoze iz krvi posledica pojacanog koriS¢enja glukoze ili smanjenja njene
produkcije. U ovakvim slucajevima se molarni odnos koncentracija glukoze i insulina u krvi ili
odnos njihovih brzina uklanjanja smatra pouzdanijim indikatorom tolerancije na glukozu
(insulinske rezistencije), nego sama vrednost stepena uklanjanja glukoze iz krvi.*%%1%°
Jedno od ogranicenja GTT testa je Sto nije moguce razgraniiti tip insulinske rezistencije,
odnosno u kojoj meri stepen uklanjanja glukoze iz krvi oslikava senzitivnost tkiva na insulin, a u
kojoj meri veli¢inu insulinskog odgovora.*?%1%°

RQUICKI indeks (Revised Quantitative Insulin Sensitivity Check Index) — Danas se
RQUICKI indeks smatra relevantnim parametrrom za procenu stepena insulinske rezistencije,
odnosno osetljivosti perifernih tkiva na insulin kod krava.®® Ovo je matematicka formula koji se
koristi za ispitivanje homeostaze energetskog bilansa i objedinjuje ispitivanje koncentracije
glukoze, insulina i NEFA. RQUICKI indeks se izracunava na osnovu bazalnih vrednosti (0.
minut testa) za koncentraciju glukoze (Gb), insulina (Ib) i neesterifikovanih masnih kiselina
(NEFAD) u krvi, a uz pomo¢ formule: RQUICKI= 1/[log(glukoza0)+log(insulin0)+log(NEFAO0)].
U veterinarskoj medicini ne postoje granicne vrednosti RQUICKI indeksa za pojedine uzrasne i
proizvodno-reproduktivne kategorije goveda, kao $to je to slucaj za neke indekse za procenu
insulinske rezistencije u humanoj medicini. Stoga, uopsteno se uzima, da nize vrednosti

RQUICKI indeksa ukazuju na vecu insulinsku rezistenciju, a ukoliko je dobijena vrednost veca,

onda je osetljivost perifernih tkiva na insulin bolja.
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HOMA-IR (Homeostasis model assesment) — HOMA je jednostavna metoda za procenu
funkcije beta ¢elija pankreasa i stepena metaboli¢ke insulinske rezistencije iz bazalnih vrednosti

glukoze i koncentracije insulina.**

Medutim, validnost ovih surogata u odnosu na merenje
glukoznim Klamp-om nisu opsezno sprovedene kod Zivotinja. Svi surogat indeksi oslanjaju se na
pretpostavku da su glukoza i insulin u krvi predstavljeni u bazalnom stabilnom stanju. Dakle,
surogat vrednosti dobijene kod glodara ne mogu biti precizne kao i kod ljudi. To je vidljivo iz

korelacija izmedu surogata i procene osetljivosti na insulin glukoznim Klamp-om kod pacova.111

2.5 Metaboli¢ke promene u peripartalnom periodu kod krava

Peripartalni period predstavlja veoma kriti¢nu fazu u produktivnom zivotu krava. Ovaj
period karakteriSu promene, koje mogu imati kljucni uticaj na zdravstveno stanje, produkciju
mleka, ekonomicnost a samim tim i rentabilnost proizvodnje. Pocetak laktacije karakteriSe znatno
povecanje energetskih potreba. Celokupan metabolizam krave se adaprira na pocetak laktacije.
Medutim, problem se javlja u ovom periodu zato §to krave ne mogu unositi neophodne koli¢ine
hrane, usled ¢ega se javlja negativan energetski bilans. Negativni energetski bilans se javlja
upravo zato §to je koli¢ina unete hrane znatno manja od laktacionih potreba. Ova pojava je
naroCito izrazena kod krava, koje su selekcionisane na visoku proizvodnju mleka, kao $to su
krave holStajn-frizijske rase. Kod njih je izuzetno naglasena potreba za odrzavanjem laktacije u
odnosu na ostale potebe organizma.**® U toku graviditeta dolazi do postepenog smanjenja unosa
hrane. Za svaku nedelju graviditeta uzimanje hrane opada za 1,53% (0,17kg), sve do tri nedelje
pre teljenja. Nova istrazivanja ukazuju da se ovo smanjenje u koli¢ini unete hrane nastavlja i
nakon teljenja.'** Kao posledica negativnog energetskog bilansa, dolazi do generalizovane
mobilizacije masti iz telesnih depoa usled povecane proizvodnje mleka 1 smanjenog apetita.

Telesne rezerve masti se koriste da se nadoknadi nastali energetski deficit u tom periodu.

Osnovne promene u metabolizmu ugljenih hidrata i masti u peripartalnom periodu su:
snizena koncentracija glikemije, povecanje glukoneogeneze, smanjena potrosnja glukoze u
perifernim tkivima, normalna ili snizena upotreba acetata, povecana lipidna mobilizacija iz
masnih depoa uz poviSenu koncentraciju neesterifikovanih masnih kiselina i njihovu povecanu
upotrebu u perifernim tkivima.! U osnovi svih ovih procesa su brojne endokrine adaptacije. To su

pre svega: poviSena koncentracija kortizola (koja pomaze lipomobilizaciju i glukoneogenezu),
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povisena koncentracija hormona rasta (koja omogucuje povecanu upoterbu hranljivih materija u
mlecnoj zlezdi i dovodi do pada osetljivosti na insulin), snizena koncentracija insulina (koja
nastaje zbog smanjenog unosa hrane i umanjene receptorske osetljivosti) i snizena koncentracija
IGF-1 (zbog sniZzenog anabolickog efekta hormona rasta u perifernom tkivu krava uprkos

njegovoj povisenoj koncentraciji).

Ove metabolicke promene omogucavaju da glukoza (energija) bude preusmerena ka
plodu i mle¢noj zlezdi. U ovom periodu periferna tkiva povecano koriste masti kao izvor
energije. Da bi zadovoljila potrebe za glukozom, jetra trosi rezerve glikogena. Kao posledica
povetanog metabolisanja masti, stvaraju se i akumuliraju ketonska tela i trigliceridi. U
peripartalnom periodu raste koncentracija oksitocina i estradiola i drugih polnih hormona, koji
omogucuju ponovnu aktivaciju jajnika. Smanjena osetljivost na insulin i homeoretsko delovanje
hormona raste, uz povecanu koncentraciju neesterifikovanih masnih kiselina i ketona dovode do
smanjenog apetita kod krava.''> Sve ove metabolitke adaptacije nastaju u cilju podrske laktaciji.
Sve hranljive materije se usmeravaju ka mle¢noj Zlezdi. Mle¢na Zlezda koristi glukozu za
proizvodnju laktoze, mle¢nog Secera, koji je higroskopan, te povecava volumen proizvedenog
mleka. Proces stvaranja mle¢nih proteina se odvija upotrebom amino-kiselina iz krvi. Masne
kiseline uti¢u na proizvodnju mle¢ne masti. Negativan energetski bilans kod krava dovodi do
povecane koncentracije mlecne masti (zbog povecanog koriS¢ena masnih metabolita iz krvi) i
snizene koncentracije proteina (zbog manjka energije 1 nedostatka prekursora za proizvodnju
dovoljne koncentracije proteina).'*® Optimalno snabdevanje vimena glukozom je neophodno za
perzistentnu proizvodnju mleka. Kada bi se glukoza povecano trosila za potrebe perifernog tkiva,
kao Sto je slucaj prilikom toplotnog stresa kod krava, doSlo bi do znatnog smanjenja u

proizvodnji i kvalitetu mleka.'*’

Mlecna Zzlezda ima prioritet prilikom upotrebe glukoze u
organizmu krava, obzirom da je glukoza znacajan prekursor laktoze. Mlecna zlezda u
peripartalnom periodu povecano trosi glukozu, jer poseduje receptore, koji su insulinnezavisni u
procesu usvajanja glukoze u celije, u odnosu na ostalo periferno tkivo, koje je bogato
insulinzavisnim receptorima ¢ija gustina u laktaciji opada.#118 Upravo je ovo uzrok za nastanak
svih adaptacionih procesa, koji su prisutni u peripartalnom periodu. Radena su istraZivanja u
kojima restrikcija hrane u periodu zasuSenosti, nije pokazala uniformne rezultate. Izvodeni su
ogledi u kojima restrikcija pokazuje pozitivan efekat na postpartalni unos hrane, proizvodnju

mleka i metabolicku adaptaciju, medutim, u mnogim ogledima su dobijeni suprotni rezultati.****°
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Restrikcija hrane u periodu laktacije dovodi do pada u proizvodnji mleka i povecane lipidne
mobilizacije. Nastaje ketogeneza uz pad koncentracije glukoze i promenjena senzitivost na
insulin. Stadijum laktacije i mle¢nost zna¢ajno uti¢u na adaptacionu sposobnost krava prilikom

restrikcije hrane u toku laktacije.'*

Rezistencija na insulin je u humanoj populaciji okarakterisana metabolickom acidozom,
hiperglikemijom, smanjenom tolerancijom na glukozu, glukozurijom, ketonemijom, ketonurijom,
pojacanom diurezom, hipovolemijom, dehidracijom, polidipsijom i depresijom centralnog
nervnog sistema.”® Veéina ovih poremecaja je uocena i kod prezivara u uslovima indukovane ili

96,97,98 .o ST .
Zapazeno je da su Cinioci odgovorni za nastanak

spontane hepati¢ne lipidoze (masne jetre).
insulinske rezistencije kod ljudi, isti ili slicni onima, koji se dovode u vezu sa nastankom masne
jetre i ketoze kod prezivara. Ovi ¢inioci ukljucuju kasni graviditet, gojaznost, hiperinsulinemiju,
ishranu lipidima, hiperlipidemiju, pothranjenost, hormonalnu konstelaciju, genetske faktore i

inflamaciju.

Peripartalni period karakteriSe negativan energetski bilans, potro$nja masti u energetske
svrhe perifernog tkiva i potro$nja glukoze za potrebe vimena i proizvodnju mleka. Sve ovo
uslovljava pad koncentracije glukoze i povecanje koncetracije neesterifikovanih masnih kiselina
(NEFA). Preterana upotreba neesterifikovanih masnih kiselina dovodi do stvaranja ketonskih

tela u jetri dok se u krvi poveéava koncentracija beta hidroksibutirata (BHB).

Metaboli¢ki pokazatelji loSeg energetskog statusa krava su: sniZzena koncentracija
glukoze, poviSena koncentracija NEFA i poviSena koncentracija BHB. Ovakav metabolicki profil
karakteristiCan je za peripartalni period kod krava, pri ¢emu se kod veceg broja krava ovi
parametri nalaze znatno preko referentnih vrednosti.*** Glukoza, NEFA i BHB su u korelaciji sa
negativnim energetskim bilansom tokom perioda laktacije. Hipoglikemija kod krava nastaje usled
smanjenog unosa hrane i povecanog usmeravanja glukoze ka mlec¢noj zlezdi i gravidnom
uterusu.*? Vrednost glikemije pokazuje tendenciju akutnog pada u periodu oko partusa. Na
pocetku laktacije potebe za glukozom se povecavaju. Smatra se da hranom krave mogu podmiriti
oko 10% svojih potreba za glukozom, pa samim tim glukoneogeneza predstavlja kljucni
mehanizam odrzavanja glikemije u organizmu krava.! Homeoretsku adaptaciju metabolizma
glukoze u laktaciji predstavlja porast hepati¢ne glukoneogeneze. U prepartalnom periodu

propionat, laktat, alanin i glicerol u velikoj meri imaju uticaj na proizvodnju glukoze u jetri.

29



Propionat vodi poreklo iz reakcija ruminalne fermentacije, laktat iz Korijevog ciklusa,
aminokiseline poti¢u od katabolizma proteina, dok glicerol poti¢e iz katabolisanog masnog
tkiva. U peripartalnom periodu njihovo ucesce je sledece: propionat u neto proizvodnji glukoze
ucestvuje 50-60%, amino-kiseline ucestvuju 20-30%, laktat 15-20%, dok glicerol ucestvuje 2-
4%.'* Intravenskom aplikacijom propionata kod zdravih krava nastaje visestruki porast
koncetracije glukoze (2-2,5puta) kod zdravih krava u prvom satu nakon intravenske aplikacije.
Kod nekih bolesti krava u kojima biva zahvacena jetra, kao sto je to slucaj kod ketoze, dolazi do
znacajno slabije produkcije glukoze. Upravo ovo, ukazuje na znacaj jetre u glukoneogenetskom
124

procesu.”" Upravo iz ovog razloga aplikacija propionata moze biti od velike pomoéi u

optimizaciji metabolizma u peripartalnom periodu.3?

U peripartalnom periodu koncentracija glukoze obrnuto je proporcionalna koncentraciji
NEFA i BHB. Neesterifikovane, slobodne masne kiseline su u cirkulaciji prisutne u vidu
kompleksa sa albuminima. Predstavljaju alfa-lipoproteinsku frakciju. NEFA se sastoji od 12
slobodnih masnih kiselina. Medu slobodnim masnim kiselinama su najzastupljenije palmitinska,

stearinska, oleinska i linoleinska.'?*

Merenjem protoka palmitinske kiseline utvrdeno je da krave
u peripartalnom periodu mogu da mobilisu i do 2,9 kg masti.’* Obezbedivanje masnih kiselina
kao izvora energije predstavlja najznacajniji homeoretski mehanizam u ranoj laktaciji. NEFA u
krvi uglavnom vode poreklo iz lipidne mobilizacije koja nastaje u procesu katabolizma masnog
tkiva, koja se javlja usled endokrinih izmena i smanjnog unosa hrane. Smanjen unos hrane sam
po sebi nije dovoljan da pokrene postupak lipidne mobilizacije.’®® Neesterifikovane masne
kiseline mogu da se metaboliSu u svim tkivima, stim §to je teziSte na jetri koja je centralni organ
metabolizma. Metabolicki procesi u kojima uéestvuje NEFA su: a) potpuna oksidacija masnih
kiselina do vode i ugljenik-4-oksida, b) delimi¢na oksidacija do acetil koenzima A i sinteza
ketonskih tela (BHB), c¢) formiranje triglicerida iz NEFA u procesu resinteze i njihov transport iz
jetre putem VLDL lipoproteina, d) resinteza triglicerida u jetri, njihova akumulacija i masna
degeneracija jetre. NEFA i BHB su slabo varijabilni 1 shodno tome pokazuju veliki dijagnosticki
znacaj u proceni metabolickog i zdravstvenog statusa krava. Koncentracija glukoze je srednje
varijabilna vrednost, te shodno tome ima srednju vrednost u dijagnostici. Koncentracija NEFA
preko 0.4 mmol/l odnosno 0.8 mmol/l u prvoj nedelji nakon partusa i koncentracija BHB veca od
1,2 mmol/l u prvoj i/ili drugoj nedelji nakon partusa c¢esce je prisutna kod krava kod kojih su

prisutne peripartalne bolesti. Koncetracija glukoze se nije pokazala kao statisticki znacajan
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pokazatelj zdravlja i produktivnosti krava obzirom na njenu srednju varijabilnost. Njena
orijentaciona vrednost ispod 2.3 mmol/l moze da wukaze na nastanak razli¢itih
oboljenja.'2"#:129130 Aqaptacioni kapacitet krava je u korelaciji sa glikemijom i koncentracijom
NEFA u ranoj laktaciji. U slu¢aju da je koncentracija glukoze niska, intenzivirace se hipotalamo-
hipofizni odgovor. Visoka koncentracija NEFA uslovice umanjen odgovor nadbubrega na
ACTH. Sve navedene Ccinjenice upucuju na zakljucak da ovi metaboliti imaju uticaj na
adaptacionu sposobnost krava u peripartalnom periodu.**

Izbalansirana ishrana kojom se obezbeduje optimalna koncentracija proteina u obroku a
potom i u telesnim rezervama veoma je znacajna za odrzavanje zdravstvenog stanja, produktivnih
i reproduktivnih karakteristika na odgovaraju¢em nivou. Proteini u peripartalnom periodu kod
krava ucestvuju u procesu obezbedivanja glukoze procesom glukoneogeneze.123 Unos proteina u
peripartalnom periodu putem hrane mora biti uskladen sa laktacionim potrebama krava. Njihov
deficit ¢e dovesti do smanjenja u koli¢ini proizvedenog mleka. Deficit proteina moze uticati i na
proteinski sastav mleka. U perifernoj muskulaturi, kozi i visceralnim organima intenzivira se
proces mobilizacije glukoneoplastiénih aminokiselina i njihovog iskoris¢avanja u jetri.!
Glukoneogeneza se odvija u jetri, a osnovna modifikacija, koja omogucava iskori§¢avanje amino-
kiselina za potrebe glukoneogeneze je poviSena aktivnost piruvat karboksilaze i povecana
zastupljenost njene iRNK. Aktivnost fosfoenolpiruvat karboksilaze (PEPCK) i njene IRNK se
takode, povecava ali neznatno.**?

Detaljno ispitivanje proteinskog statusa krava zahteva veoma slozenu metodologiju sa
dreniranjem portalnog krvotoka i izra¢unavanjem fluksa metabolita kroz tkivo."*® Utvrdeno je da
je za optimalno iskoriS¢avanje proteina u organizmu neophodno optimalni prisustvo
dugolan¢anih masnih kiselina. Povecano uceS¢e endogenih dugolancanih kiselina kao §to je

NEFA ima negativan uticaj.®®**

Procena proteinskog statusa je znatno slozenija od procene
energetskog statusa kod krava u peripartalnom periodu. TeSko je odvojiti uticaj energetskog
bilansa od proteinskog bilansa zbog njihove zajednicke metaboli¢ke veze. Kao indikatori za
procenu proteinskog statusa koriste se: koncetracija ukupnih proteina, albumina, uree u Kkrvi,
aktivnost kreatin kinaze i koncentracija kreatinina.

Koncentracija uree zavisi od zastupljenosti proteina u hrani u odnosu na njihove potrebe,
energetski sastav hrane, svarljivosti proteina i ugljenih hidrata u rumenu, aminokiselinskog

sastava hrane, funkcionalnog statusa jetre i bubrega. Kod prezivara, amonijak predstavlja glavni
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proizvod razlaganja proteina uneSenih hranom pod dejstvom mikroflore predzeludaca. Mikroflora
predzeludaca unesSene proteine razlaze preko aminokiselina do ketokiselina i amonijaka, koje
koriste za sintezu svojih proteina. Da bi se stvoreni amonijak mogao iskoristiti, mikroorganizmi
moraju biti snabdeveni dovoljnom koli¢inom lako svarljivih ugljenih hidrata kao izvora
energije.Visak amonijaka se kroz ruminalni zid transportuje u jetru gde se konvertuje u ureu, a
ona putem krvi ponovo dospeva u rumen i koristi se za bakterijski rast ili se izlu¢uje putem
bubrega.135 Produkcija uree se vrsi preko amonijaka u procesu metabolizovanja endogenih
aminokiselina. Koncentracija albumina ukazuje na dostupnost proteina u duzem vremenskom
periodu i pokazuje proteinski status u protekla 2-3 meseca. Obzirom da se proizvodnja albumina
odvija u jetri, hipoalbuminemija u peripartalnom periodu moze da se javi kao posledica
optere¢enog funkcionalnog kapaciteta jetre. Albumini ¢ine vecinski deo ukupnih proteina, pa se
njihovim padom zapaza i pad ukupnih proteina.136

Kod tek zasusenih krava kod kojih je prisutna proteinska deficijencija, vrednost uree ¢e
biti niska (<10mg/dl odn. 7,1 mmol/l) dok ¢e koncentracija albumina biti normalna (>3.5 g/dl).
ZasuSene krave u peripartalnom periodu (tri nedelje pred teljenje) imaju nisku do srednju
vrednost uree, nizu vrednost albumina 1 poviSenu vrednost kreatin kinaze. Kod tek oteljenih krava
vrednost uree je niska kao i vrednost albumina (<2.5 g/dl). Koncentrcija ukupnih proteina ispod
60g/1 dovodi do povecanog rizika za nastanak peripartalnih bolesti.*¥"*%®

Jetra predstavlja centralni organ adaptacije u peripartalnom periodu krava. U jetri se
odvijaju sledeci procesi: 1) glikogenoliza u cilju potro$nje Secera za zapocCinjanje laktacije; 2)
glukoneogeneza, kako bi se iz nesecernih komponenti (masti-NEFA i proteina) stvorila dovoljna
koli¢ina potrebne glukoze. Smanjena osetljivost jetre na STH, snizena koncentracija IGF-I i
odsustvo negativne povratne sprege sa STH povecava koncentraciju STH 1 potencira njegovu
homeoretsku ulogu znacajnu za usmeravanje Secera i gradivnih materija ka vimenu, a masti ka
jetri. Ovi procesi su &esto udruzeni i dovode do ketoze krava i masne infiltracije jetre.**® Krave
sa indukovanom ketozom imaju slabiji kapacitet za glukoneogenezu i slabiju aktivnost glukozo-

6-fosfataze i piruvatkarboksilaze."**'**!

U klinickolaboratorijskom radu funkcionalni status jetre
se ispituje kroz hepatogram. Hepatogram ¢ini nekoliko jetrinih profila, koji zajedno ¢ine neki od
hepati¢nih sindroma: sindrom zapaljenske reakcije (parametric krvne slike i protein akutne faze),
sindrom bilijarne retencije (bilirubin, Zzucne kisekine, holesterol, AP, GGT), sindrom

insuficijencije hepatocita (kocentracija albumina, koncentracija uree) i sindrom nekroze
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hepatocita (alanin aminotransferaze (ALT), asparat aminotransferaze (AST), sorbitol
dehidrogenaze (SDH), ornitin-karbamil transferaze (OCT), laktat dehidrogenaze (LDH), alkalna
fosfataze (AP) i dr).}** Kod krava je u peripartalnom periodu poveéana koncentracija bilirubina i
aktivnost jetrinih enzima. Koncentracija triglicerida i koncentracija holesterola u serumu se
smanjuje, kao posledica smanjene produkcije VLDL. Odnos koncentracije NEFA i holesterola se

primenjuje kao indirektni pokazatelj masne infiltracije kod krava.**

Vrednost mnogih metabolita
je u korelaciji sa stepenom masne infiltracije kod krava.'**

U peripartalnom periodu dolazi do promena i u metabolizmu minerala. Najznacajnije je
ispitivanje koncentracije kalcijuma (Ca), magnezijuma (Mg) i fosfora (P). Koncentracija Ca kod
krava se kre¢e od 2.1 do 2.5 mmol/l. Medutim, u peripartalnom periodu kod krava dolazi do
njegovog opadanja.*** Opadanje Ca nastaje usled poveéane pasaZe Ca jona u mleko. Da bi se
obezbedila dovoljna koncentracija kalcijuma vrsi se njegova mobilizacija iz kostiju. Mobilizacija
Ca iz kostiju se odvija pod dejstvom paratireoidnih hormona (PTH). Vitami D deluje tako Sto
povecéava apsorpciu Ca iz intestinalnog trakta i smanjuje njegov gubitak kroz bubrege. Faktori
koji uticu na homeostazu kalcijuma su: -alkaloza- dovodi do smanjenje osetljivosti koStanog
tkiva na PTH, -hipomagnezemija- redukuje odgovor PTH na hipokalcemiju i redukuje
senzitivnost tkiva na PTH i - hiperfosfatemija- inhibira delovanje D vitamina. Fosfor koji se
odreduje u krvi je deo neorganskih fosfata. Koncentracija fosfora je od 1.3 do 2.6 mmol/l. Tokom
hipokalcemije raste koncentracija PTH koja dovodi do povecanja ekskrecije fosfora. Zbog toga
su hipokalcemicne krave cesto i hipofosfatemi¢ne. Fosfor ima znacajnu ulogu u regulisanju
brojnih metabolickih reakcija. Glavnu ulogu ima u metabolizmu ugljenih hidrata, putem
formiranja heksozafosfata, adenozinfosfata i kreatinfosfata; zatim u metabolizmu masti, preko
intermedijarnog formiranja lecitina, znacajan je constituent fosfolipida; prisutan je u
nukleoproteinima i fosfoproteinima (kazein) a pomaze i u regulisanju acidobazne ravnoteze.'*®
Hipokalcemija, hipomagneziemija i hipofosfatemija imaju veliki klini¢ki znacaj u peripartalnom
periodu. Hipokalcemija (manje od 2 mmol/l) i hipomagnezemija mogu dovesti do mle¢ne
groznice. Mlec¢na groznica se odlikuje hipersenzibilnoS¢u, a potom ataksijom 1 paralizom.
Mlecnu groznicu prati prestanak prezivanja i razvoj hipotermije. Javlja najce$¢e u prvih 24h
nakon teljenja.’*® Hipokalcemija se dovodi u vezu sa mastitisom i metritisom, zbog znacaja

7

kalcijuma u funkcionisanju imunoloskih ¢elija.**’ Hipokalcemija dovodi do smetnji u

funkcionisanju glatke muskulature digestivnih organa, pa zbog toga, ¢esto dolazi do dislokacije

33



sirista.'®® Koncentracija kalcijuma ispod 1,8 mmol/l je znalajan prediktivni faktor za rano
isklju¢ivanje krava iz proizvodnje.'*® Hipokalcemija sprecava sekreciju insulina i iskoris¢avanje
glukoze u perifernom tkivu.™®® Ovakvo stanje povecava lipidnu mobilizaciju. Hipomagneziemija
kod krava dovodi do razvoja tetani¢nih gréeva, koji su poznati kao paSna tetanija. Grcevi se
javljaju kao posledica nedovoljnog unosenja Mg putem zelene trave. Klini¢ki simptomi se mogu
zapaziti kada je koncentracija Mg ispod 0.5 mmol/l, uz prisustvo hipokalcemije. Smanjen unos
hrane i promene u proizvodnji mleka se vide kada je koncentracija Mg ispod 0.8 mmol/.**®
Koncentracija fosfora znacajno uti¢e na odgovor krava na terapiju tokom mlecne groznice tako
Sto hipofosfatemija (koncentracija P niza od 0.9 mmol/l) umanjuje terapeutski efekat.™ Kod
mnogih krava koncentracija fosfora moze biti u suboptimalnim koncentracijama, od 0.8 do 1.1
mmol/l, $to moze imati efekta na glikolizu i funkcionalni status eritrocita, i dovesti do
hemoglobinurija.*®* Insulin zavisno smanjenje koncentracije neorganskog fosfora nastaje kao
posledica ulaska glukoze u glukoliticke puteve perifernih tkiva. Glukoza za sobom povlaci i
152,153

fosfor. Ovo je regulisano preko insulin-zavisne ekspresije gena za Na/P kotransporter.

Kod krava kod kojih se javi ketoza, koncetracija neorganskog fosfora je niza.!

2.6 Specificnosti metabolizma i insulinske rezistencije kod pozitivnog i negativnog

energetskog bilansa

Pozitivan bilans enrgije — U srednjoj i kasnoj fazi laktacije energetske potrebe organizma
su zadovoljene. Cesto se desava da je u ovom periodu energetski priliv i veé¢i od neophodnog, te
se viSak energije skladisti u telesnim depoima u vidu glikogena, masti 1 proteina.154 Upravo iz
ovog razloga se javlja pozitivan energestski bilans. Od sredine pa do kraja graviditeta se na
membranama ¢elija posteljice povecava ekspresija GLUT-1 i 3 molekula koji su insulin nezavisni
te se na taj nacin povecava upotreba glukoze od strane fetusa, nezavisno od energetskog statusa
majke.™ Na ovaj nadin fetus biva obezbeden neophodnim koli¢inama glukoze i aminokiselina
koji su neophodni za rast i razvoj. Organizam majke svoje potrebe u energiji podmiruje
koris¢enjem slobodnih masnih kiselina 1 ketonskih tela. Obzirom da je aktivnost
karnitinpalmitoiltransferaze-1 (CPT-1) smanjena, transport NEFA u mitohondrije je ogranicen.
Upravo zato je reesterifikacija i ponovna redistribucija putem lipoproteina vrlo male gustine

(VLDL) dominantan metabolicki put za metabolizam VMK u jetri.®"**® Smatra se da je u periodu
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zasuSenja kapacitet hepatocita za sintezu 1 sekreciju lipoproteina dovoljan kako bi se
metabolizam VMK u jetri mogao nesmetano odvijati.

Dakle, pozitivan bilans energije karakteriSu pojacana glikoneogeneza u jetri, smanjeno
periferno  kori$¢enje glukoze, nepromenjeno ili smanjeno KkoriS¢enje acetata, umerena
mobilizacija MK iz telesnih depoa i pove¢ano koridéenje MK u perifernom tkivu.?” Obzirom da
se kod krava u periodu zasusenja javlja pozitivan EB, treba imati u vidu moguénost nastanka
gojaznosti. Naime, kod gojaznih jedinki koje imaju veze sa insulinskom rezistencijom je
zapazena poviSena koncentracija fibrinogena, proinflamatornih citokina, TNF-a, CRP, IL-6,

157,158,159

inhibitora plazminogena-1(PAI-1). U slucaju gojaznosti, funkcija proinflamatornih

citokina se ogleda u inhibiciji adipocita, stimulaciji angiogeneze i potrosnji

energije.160'161'162’163’164’165’166’167 Ovi pI'OCGSi

su veoma vazni prilikom kontrole EB.

Kod gojaznih jedinki je poviSena infiltracija makrofagima u masnom tkivu. Makrofagi
vode poreklo od monocita i imaju funkciju u kontroli lokalne inflamatorne reakcije u tkivu.
Masno tkivo infiltrovano makrofagima je znatno aktivnije od adipocita u proizvodnji TNF i
drugih proinflamatornih citokina.’®1%7%  Citokini deluju tako $to blokiraju insulinske
signalne puteve u hepatocitima. IL-6 podsti¢e proliferaciju hepatocita §to je veoma vazno za

njihovu regeneraciju.'™

Kod gojaznih jedinki zapaza se mitohondrijalna disfunkcija. Disfunkcija
se ogleda u vidu smanjenog broja mitohondrija, njihovoj gustini ili funkciji. Obzirom da
mitohondrije imaju ulogu u oksidaciji i metabolizmu masnih Kiselina i glukoze, njihova
disfunkcija moze dovesti do akumulacije lipida i razvoja insulinske rezistencije.173.174.175,176
Insulinska rezistencija i gojasznost mogu se povezati kroz sledece Cetiri faze: A. adipociti
skladiSte trigliceride (TG) koji se mogu mobilisati 1 koristiti za proizvodnju ATP u
mitohondrijama u procesu oksidacije, za potrebe miSi¢nog tkiva; B. usled pojacane ishrane,
dolazi do metabolickog preoptereéenja. Pojacava se ulaz TG pri ¢emu se adipociti povecavaju
kao posledica povecanog skladistenja TG. Proces oksidacije se odrzava i sprecava se IR; C. dalje
preopterecenje sa TG dovodi do hipertrofije adipocita i pojacanog lucenja makrofaga pri cemu
dolazi do sekrecije MCP1 od strane monocita, koji mobilisu dodatne makrofage; D. Infiltracija
velikim brojem makrofaga koji luce veliku koncentraciju TNF-alfa dovodi do hroni¢nog
inflamatornog stanja usled cega nastaje povecana lipoliza i depozicija TG.Visak TG dospeva u

miSice, gde ometa funkciju mitohondrija u kojima se vrsi oksidacija i metabolizam MK i glukoze.
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Smatra se da je viSak ATP relevantan faktor rizika za nastanak insulinske rezistencije.
Veruje se da suzbijanje proizvodnje ATP u mitohondrijama predstavlja kljucni pristup u terapiji
insulinske rezistencije (IR). Ova mogucnost je potkrepljena ¢injenicom da je vecina lekova
senzitivnih na insulin sposobna da inhibira proizvodnju ATP u mitohondrijama.t’”” Isti
mehanizam na IR je zapazen kod jedinki sa smanjenim energetskim bilansom koja dovodi do
smanjenja telesne mase, obzirom da se senzitivnost insulina povecava sa smanjenjem telesne

mase tj. u slucajevima gde je visak energije manji.
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Slika 2: Uticaj gojaznosti na nastanak insulinske rezistencije

Negativan bilans energije — Nakon teljena dolazi do porasta energetskih potreba
organizma te dolazi do naruSavanja ravnoteze organizma i razvoja negativnog energetskog
bilansa (EB). U ovoj fazi veliki uticaj na koli¢inu konzumirane hrane i unos energije imaju:
telesna kondicija u momentu teljenja, puerperalne bolesti, kvalitet koriS¢enog hraniva i

adaptiranost mikroflore buraga na njih.1"®#"®

Dodavanje glikogenoplasti¢nih jedinjenja u obrok
ublazava intenzitet negativnog EB obzirom da je upravo optimalna koncentracija glukoze ta koja
je neophodna da bi se obezbedila adekvatna proizvodnja mleka u fazi rane laktacije.****®° Da bi
mlec¢na zlezda imala na raspolaganju dovoljnu koncentraciju glukoze, neophodno je da sva

periferna tkiva (miSi¢éno i masno) restriktivno koriste glukozu, da se intenzivira proces
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glukoneogeneze u jetri i da se mobiliSu energetski prekursori kao alternativni izviri energije iz
telesnih depoa.

Intracelularni unos glukoze se odvija olakSanom difuzijom uz pomo¢ membranski
vezanih transportnih molekula za glukozu (GLUT). Ovi molekuli su tkivno specifi¢ni. U
misi¢nom i masnom tkivu su najzastupljeniji insulin zavisni GLUT-tip 4 molekuli, dok su
umleénoj zlezdi, jetri, i tkivu fetusa najzastupleniji insulin nezavisni GLUT-tip 1,2, i
3.181182,183.184 Ekspresija ovih tkivno specificnih molekula omogucava insulinu da kontroliSe
preraspodelu glukoze u celom organizmu.*®

Period nakon partusa karakterise niska koncentracija insulina, Koji se proizvodi od strane
beta ¢elija endokrinog pankreasa, Sto uslovljava smanjenu ekspresiju insulin zavisnog GLUT-4
molekula. Samim tim koriS¢enje glukoze od strane miSi¢nog 1 masnog tkiva se smanjuje a
glukoza se ostavlja na raspolaganju insulin-nezavisnim tkivima.”>?"#>!% Niska koncentracija
insulina u krvi povecava aktivnost triacil glicerol lipaze i inhibira ulazak NEFA, glicerola i
glukoze u hepatocite tako $to smanjuje aktivnost lipoprotein lipaze i1 ekspresiju GLUT-4
molekula.'®

Masne kiseline, koje dospeju do hepatocita podlezu procesu oksidacije i razlazu se do
acetil CoA u mitohondrijama ili se reesterifikuju i ponovo distribuiraju putem cirkulacije u vidu
VLDL. I oksidacija i reesterifikacija mogu biti zaustavljene u sluéaju velikog priliva masnih
kiselina sto je narocito slucaj u periodu rane laktacije, obzirom da je tad mobilizacija NEFA iz
masnog tkiva izraZena u velikoj meri. Proces oksidacije se moZe inhibirati i od strane malonil
CoA, insulina i propionata. Malonil CoA inhibira transport NEFA do mitohondrija i ima ulogu
pokazatelja energetskog statusa obzirom da predstavlja vezu izmedu metabolizma propionata i
MK. Upravo ovde leZi razlog ograni¢enog transporta NEFA u mitohondrije u slu¢aju negativnog

energetskog bilansa.
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3. CILJEVI | HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je da se ispitaju razlike u insulinskoj rezistenciji kod krava u
zasuSenju 1 ranoj laktaciji 1 ispita veza izmedu pokazatelja insulinske rezistencije i parametara

metaboli¢kog profila u ranoj laktaciji.
Postavljene su sledece hipoteze:

-postoji znacajna razlika u insulinskoj rezistenciji kod krava u ranoj laktaciji 1 zasuSenju,
zasnovana na razlikama u proizvodnji insulina, odgovoru insulina na glukozu kao i zbog

razli¢itog energetskog bilansa krava

-krave sa izrazenijom insulinskom senzitivnoS¢u u zasusenju pokazuju izrazeniju insulinsku

rezistenciju u ranoj laktaciji zbog troSenja rezervi insulina

-postoji znacajna veza izmedu koncentracije insulna, glukoze, NEFA 1 RQUICKI indeksa

insulinske rezistencije kod krava u zasusenju i ranoj laktaciji

-postoji znacajna veza izmedu pokazatelja insulinske rezistencije 1 metabolickog statusa krava u

ranoj laktaciji

-ispitivanje mogucnosti da se rano tokom zasuSenja prepoznaju krave koje mogu u¢i u veliku
insulinsku rezistenciju u periodu rane laktacije, pa se na njih mora obratiti paznja i uvesti posebne

mere ishrane.
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4. MATERIJAL | METODE

Krave i ishrana - 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
porodilistu, gde je postojao vezani sistem. Krave su hranjene miksovanim obrokom (TMR, total
mixed ration) kojim se zadovoljavaju kompletne potrebe krava. U pocetku je u ogled bilo
uklju¢eno 40 krava, ali je 10 krava isklju¢eno usled razli¢itih peripartalnih problema (tezak
porodaj, inapetenca, ketoza, dugotrajno lezanje posle partusa, problem sa zapocinjanjem
laktacije).

Uzorkovanje krvi — Krv je uzimana venepunkcijom v.coccigea kod krava u periodu pre
jutarnjeg hranjenja,da bi se izbegao prandijalni efekat na vrednost metabolita. Krv je uzeta 4-6
nedelja pre teljenja (zasuSenje) i 1-2 nedelje posle teljenja (rana laktacija). 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 aktivator koagulacije i gel koji predstavlja barijeru izmedu koaguluma i seruma nakon
centrifugiranja.Vakutajner epruvete sa gel separatorom su centrifugirane na min. 3500 obrtaja u
trajanju od 10 minuta, da bi se u potpunosti izdvojio serum. Svaka vakutajner epruveta sa
uzorcima krvi je obeleZena zbog sledljivosti uzoraka, a potom i zasti¢ena od direktnog delovanja
sunceve svetlosti. Uzorci su postavljeni na suvi led i transportovani u laboratoriju.

Odredivanje parametara u krvi — U uzorcima dobijenim tokom zasuSenja odredena je
koncentracija glukoze, insulina, NEFA 1 izracunata je vrednost RQUICKI indeksa. U uzorcima
krvi uzetim posle teljenja odredena je vrednost parametara kao u zasuSenju uz odredivanje
metabolickog profila. KoriS¢ene su fotometrijske reakcije 1 fotometar proizvodaca Rayto
(RT1904c). Fotometriranje je vrSeno prema specifikaciji proizvodaca. Pre upotrebe svakog novog

kita formirana je kalibraciona kriva, prema specifikaciji proizvodaca. KoriS¢eni su standardni
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kitovi proizvodaca Randox (UK) i/ili Pointe scientific (USA). U kitovima su obezbedene
preciS¢ene i standardizovane hemikalije znacajne za odvijanje rekacija, koje su opisane u daljem
tekstu. Insulin je odreden pomocu sendvi¢ ELISA kita proizvodaca Cusabio. Kori$¢en je ELISA
¢ita¢ marke Rayto.

Neesterifikovane masne kiseline (NEFA) — Reakcija se zasniva na acilaciji koenzima A
od strane masnih kiselina u prisustvu dodate 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 daje ljubicastu boju.

Betahidroksi-butirat (BHB) — Odredivanje BHB se bazira na njegovoj oksidaciji do
acetoacetata pomoc¢u enzima 3-hidroksibutirat dehidrogenaze. Istovremeno sa ovim, kofaktor
NAD" se redukuje do NADH, $to dovodi do razvoja boje.

Glukoza — Odredivanje glukoze vrsi se posle njene enzimatske oksidacije u prisustvu
glukoza-oksidaze. Dobijeni vodonik-peroksid u ovoj reakciji dalje reaguje sa 4-aminofenazonom
i fenolom u prisustvu peroksidaze kao katalizatora. Dobija se crveno-ljubicasta boja Ciji se
intenzitet meri.

Holesterol — Holesterol se odreduje posle enzimatske hidrolize holesterol estera pod
dejstvom holesterol esteraze, a dobijaju se holesterol i masne kiseline. lzdvojeni holesterol se
oksidiSe pod dejstvom dodate holesterol-oksidaze, a formira se vodonik-peroksid. Vodonik
peroksid reaguje sa fenolom i 4-aminoantipirinom pod dejstvom peroksidaze dajuéi 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.
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AST (Aspartat Aminotransferaza) je enzim koji katalizuje transfer amino-grupe sa L-
aspartata na a-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 (alanin Aminitransferaza) je enzim koji katalizuje transfer amino-grupe sa L-alanina
na o-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 rekaciju 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 proporcionalna koncentraciji
proteina.

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

Urea — Urea u vodi pod dejstvom ureaze daje amonijum jon i ugljenik-cetiri oksid.
Amonijum jon reaguje sa salicilatom 1 hipohloritom daju¢i kompleks zelene boje.

Kalcijum (Ca) — Kalcijumov jon daje ljubicasti kompleks sa O-krezolftalein komplekosn-
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 pomocu sendvi¢ ELISA metode.
Antitela specifi¢na za insulin nalaze se inkorporirani u sloj kojim je prekrivena mikrotitar ploca.
Standard 1 uzorci bivaju pipetirani u polja.Inkubira se 2 sata na 37°C, a potom se odliva viSak
teCnosti iz svakog polja bez ispiranja. Zatim se u svako polje dodaju biotinom obelezena antitela 1
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
ploCa se mora zastiti od svetlosti, jer se razvija kolorimetrijska reakcija. Potom se dodaje stop
rastvor (kiselina) i1 vrsi 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 se vrsi u toku 5 minuta.
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Izracunavanje indeksa insulinske rezistencije - Ispitivanje insulinske rezistencije
odredeno je pomocu tri indikatora insulinske rezistencije, a to je RQUICKI indeks: RQUICKI =
1/ [log (glukoza mg/dL) + log (insulin pU/mL) + log (NEFA mmol/l)].

Statistika — Deskriptivnom statistikom odredeni su pokazatelji distribucije frekvencije za
sve ispitane parametre. Povezanost insulinske rezistencije u zasusenju i ranoj laktaciji ispitana je
odredivanjem korelacije i regresije izmedu vrednosti insulina, glukoze, NEFA i RQUICKI u
periodu zasuSenja (AP — ante partum) i posle teljenja (PP-post partum). lzracunata je razlika u
vrednosti ovih parametara u ranoj laktaciji u odnosu na zasuSenje “delta vrednost” koja je takode
usla u korelaciju. Utvrdena je korelacija izmedu RQUICKI AP i RQUICKI PP da bi utvrdili da li
poveéana senzitivnost insulina u zasu$enju znaci i povecanu insulinsku rezistenciju U ranoj
laktaciji. Utvrdeno je da 1i PP vrednosti nekog od slede¢ih pokazatelja insulinske rezistencije
(insulina, glukoze NEFA i RQUICKI) zavisi od apsolutne vrednosti parametara u AP ili PP
periodu ili zavisi od relativne promene vrednosti ovih parametara. Ispitana je korelacija i
regresija izmedu metabolickih parametara i AP, PP i delta vrednosti za sve pokazatelje insulinske
rezistencije.

Obzirom da je predpostavka bila da krave koje su u zasuSenju najsenzitivnije na insulin
postaju najrezistentnije u ranoj laktaciji ispitano je da krave sa najveéim promenama u
vrednostima RQUICKI, insulina, glukoze i NEFA (AP-PP razlika) imaju razli¢itu metabolicku
adaptaciju u odnosu na krave sa manje intenzivnim promenama ovih parametara. Jedan kriterijum
je Kklasifikovao krave na osnovu promene u vrednosti RQUICKI indeksa tako da su
najrezistentnije krave bile one kod kojih je postojala najveca promena u vrednosti RQUICKI
indeksa (iznad 75 percentila vrednosti). Drugi kriterijum je vrednost insulina, glukoze i NEFA,
koji ulaze u formulu za izracunavanje RQUICKI indeksa, pa su najrezistentnije krave bile one
koje su imale najve¢i pad u vrednosti insulina i glukoze i najvec¢i porast NEFA (iznad 75
percentila vrednosti minimalno za jedan parametar i iznad 50 percentila vrednosti za najvise dva
parametra). Razlika u metaboli¢kim parametrima ispitana je pomocu t-testa.

Kori$cen je statistig¢ki program Statgraphic® centurion (USA).
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5.REZULTATI

5.1 Deskriptivna statistika za faktore insulinske rezistencije

Insulinska rezistencija je definisana koncentracijom insulina, glukoze, NEFA i RQUICKI
indeksom. Ispitana je vrednost ovih parametara kod krava u zassusenju (AP-antepartum) i posle
teljenja (PP-postpartum), a odredene su vrednosti razlike ovih parametara u nedelji posle teljenja
u odnosu na nedelju pre teljenja. Vrednosti metabolickih parametara sa merama centralne

tendencije i varijacije prikazane su u tabelama 1,2 i 3.

Vrednosti glukoze su bile 3,4+0,35:2,42+0,42 mmol/l (glukozaAP:glukozaPP). Postoji
statisticki znacajna razlika izmedu ovih vrednosti, pa se moze re¢i da je glikemija posle teljenja

statisti¢ki znacajno niza od glikemije pre teljenja (p<0,01) (Grafikon 1).

Vrednosti insulina u krvi su iznosile 17,27+3,02:10,48+2,33 pU/L (insulinAP:insulinPP).
Postoji statisticki znacajna razlika izmedu ove dve vrednosti, pa zakljucujemo da je postojala

znacajno niza insulinemija u nedelji posle teljenja (p<0,01) (Grafikon 2).

Vrednosti NEFA su iznosile 0,19+0,08:0,6+0,18 mmol/L (NEFAAP:NEFAPP). Utvrdena
je statisticki znacajna razlika izmedu ove dve vrednosti, pa zaklju¢ujemo da je koncentracija

NEFA statisticki znacajno visa u nedelji posle teljenja (p<0,01) (Grafikon 3).

Vrednosti RQUICKI indeksa inulinske rezistencije iznosile su 0,4440,02:0,41+0,03
(RQUICKIAP:RQUICKIPP). Statisticka analiza pokazuje da su krave imale nizu vrednost
RQUICKI indeksa, odnosno da su pokazivale veci stepen insulinske rezistencije u periodu posle

teljenja u odnosu na period zasusenja (p<0,05) (Grafikon4).
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Relativne promene pokazatelja insulinske rezistencije prikazane su u Tabeli 3. Rezultati

pokazuju da je kod krava posle teljenja doslo do opadanja glikemije za 0,99+0,54 mmol/l,
insulina za 6,79+4,43uU/L 1 RQUICKI indeksa za 0,02+0,04, dok je vrednot NEFA porasla za

0,424+0,23 mmol/Il.

Tabelal: Deskriptivna statistika za vrednost faktora insulinske rezistencije pre u zasusenju (AP)

GlukozaAP InsulinAP NEFAAP RQUICKIAP
Count 30 30 30 30
Average 3,407 17,2746 0,189333 0,44009
Standard deviation 0,351285 3,02021 0,083828 0,0230998
Coeff. of variation 10,3107% 17,4835% 44,2753% 5,24887%
Minimum 2,5 10,6875 0,08 0,4
Maximum 4,3 23,25 0,45 0,488726
Range 1,8 12,5625 0,37 0,0887264
Stnd. Skewness -0,093689 -0,655685 3,80812 0,77184
Stnd. Kurtosis 2,83193 0,354282 3,96047 -0,157579

Tabela2: Deskriptivna statistika za vrednost faktora insulinske rezistencije pre posle teljenja (PP)

GlukozaPP InsulinPP NEFAPP RQUICKIPP
Count 30 30 30 30
Average 2,41767 10,479 0,604613 0,418
Standard deviation 0,423269 2,33232 0,182048 0,0292905
Coeff. of variation 17,5073% 22,2571% 30,1099% 7,00729%
Minimum 1,74 7,22 0,282555 0,36
Maximum 3,2 16,0 1,0925 0,49
Range 1,46 8,78 0,809945 0,13
Stnd. Skewness 0,589049 0,817431 1,98846 0,0773231
Stnd. Kurtosis -0,799416 -0,773796 1,00468 0,19219
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Tabela 3: Promena (delta) vrednosti faktora isnulinske rezistencije posle teljenja u odnosu na
period pre teljenja (iskazane kao apsolutne)

InsulinDelta Glukozadelta NEFAdelta RQUICKIdelta
Count 30 30 30 30
Average 6,796 0,989667 0,416 0,0216667
Standard deviation 4,43956 0,542488 0,233395 0,0437141
Coeff. of variation 65,3261% 54,8152% 56,1045% 201,757%
Minimum -3,1 0,0 -0,02 -0,06
Maximum 15,28 2,14 0,98 0,11
Range 18,38 2,14 1,0 0,17
Stnd. Skewness -0,595042 0,138012 0,969304 0,27076
Stnd. Kurtosis -0,26301 -0,606137 0,209972 -0,853642

Grafikon 1: Koncentracija glukoze (mmol/l) u periodu zasusenja (AP) i posle teljenja (PP)
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Grafikon 2: Koncentracija insulina (wWU/L) u periodu zasusenja (AP) i posle teljenja (PP)
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Grafikon 3: Koncentracija NEFA mmol/l u periodu zasuSenja (AP) i posle teljenja (PP)
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Grafikon 4: Vrednost RQUICKI indeksa insulinske rezistencije u periodu zasusenja (AP) i posle
teljenja (PP)
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5.2 Povezanost faktora insulinske rezistencije u zasuSenju i posle teljenja

Medusobne korelacije sa ocenom statisticke znacajnosti izmedu apsolutnih i relativnih
faktora insulinske rezistencije prikazane su u Tabelama 4 1 5, a graficki je prikazan korelacioni

matriks svih parametara na Grafikonu 5.

Rezultati istraZzivanja pokazuju da postoji negativna korelacija izmedu RQUICKI indeksa
insulinske rezistencije u zasuSenju 1 periodu posle teljenja (R2=0,37; p<0,05). To znaci da §to su
krave bile senzitivnije na insulin u periodu zasusenja-pre teljenja, to im je bila jace izraZena

rezistencija na insulin posle teljenja (Grafikon 6).

Daljim ispitivanjem korelacije i regresije utvrdeno je da postoji Citav niz specificnih
razlika u insulinskoj rezistenciji u zasuSenju pre teljenja i u ranoj laktaciji posle teljenja. U
periodu zasuSenja postoji pozitivna korelacija izmedu vrednosti isnulina i RQUICKI indeksa, dok
je ova korelacija negativna u ranoj laktaciji. U odnosu na vrednosti glukoze i NEFA, RQUICKI
korelira negativno sa vrednostima glukoze, ali je ova korelacija priblizna nuli tokom zasuSenja,

dok je u ranoj laktaciji ona statisticki znacajna. To znaci da ¢e se stepen insulinske rezistencije
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rasti $to je glikemija niza,ali znac¢ajno veéim intenzitetom u ranoj laktaciji. U odnosu na relaciju
sa vrednostima NEFA, tu postoji slicnost, pa je i u periodu zasuSenja i u periodu laktacije
RQUICKI indeks negativno korelairao sa vrednostima NEFA.Visa vrednost RQUICKI indeksa u
periodu zasuSenja znaci veci pad njegove vrednost i vecu rezistenciju posle teljenja. Svi rezultati

su prikazani na Grafikonima 7-12.

Interesantne su i korelacije izmedu AP i PP vrednosti faktora insulinske rezistencije kao i
korelacije sa vrednostima relativnih promena. Sto je veéa koncentracija insulina u periodu pre
teljenja to je niza njegova vrednost u periodu posle teljenja. Promena vrednosti glukoze (pad
glikemije) je u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom glukoze u zasuSenju, Sto znaci da ¢e kod
krava sa visom glikemijom u zasuSenju postojati intenzivniji pad vrednosti glukoze u periodu
posle teljenja. Visa vrednost NEFA u zasuSenju znaci nizu vrednost u periodu posle teljenja, kao
i manji intenzitet porasta vrednosti ovog metabolita u krvi. Utvrdeno je, takode, da $to su krave
senzitivnije na insulin u periodu zasusenja (ve¢a RQUICKI vrednost) imace veéi porast NEFA u

periodu rane laktacije. Rezultati su prikazani na Grafikonima 13-15.

PP vrednosti nekog faktora insulinske rezistencije mogu biti determinisani pomocu
viSestruke (multiple) regresije u C¢iji sastav ulaze ostali faktori insulinske rezistencije. Tako je
dobijeno da PP vrednost jednog od faktora signifikantno zavisi od PP 1 ,,delta* vrednosti ostala tri
faktora isnulinske rezistencije. Uticaj AP vrednosti nije imao statisticki znacaj u determinaciji PP
vrednosti faktora insulinske rezistencije. Rezultati su prikazani u Tabeli 6 i na Grafikonima 16-
18.
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Tabela 4: Korelacija izmedu apsolutnih vrednosti i relativnih promena faktora insulinske

rezistencije

Glukoza | Insulin NEFA RQUICK | Glukoza Insulin NEFA RQUICKI
AP AP AP I PP PP PP PP
AP
InsulinAP 0,0102%
0,9572"
NEFAAP -0,0262 | -0,8084
0,8908 0,0000*
RQUICKIAP -0,1024 | 0,2411 -0,5994
0,5903 0,1994 0,0005*
GlukozaPP 0,0286 -0,0819 0,0913 -0,1397
0,8809 0,6670 0,6313 0,4615
InsulinPP -0,0293 | -0,3654 0,3009 0,0045 0,6238
0,8780 0,0470* | 0,1062 0,9811 0,0002*
NEFAPP -0,0199 | 0,2949 -0,4575 0,5871 -0,1938 -0,2550
0,9168 0,1136 0,0110* 0,0006* 0,3048 0,1739
RQUICKIPP -0,0375 | -0,0100 0,1315 -0,365 -0,6395 -0,6204 | -0,4877
0,8442 0,9583 0,4887 0,047* 0,0001* 0,0003* | 0,0063*
InsulinDelta 0,0224 0,8724 -0,7081 0,1617 -0,3833 -0,7739 | 0,3346 0,3190
0,9066 0,0000* | 0,0000* 0,3934 0,0365* 0,0000* | 0,0707 0,0858
Glukozadelta 0,6252 0,0706 -0,0880 0,0423 -0,7622 -0,5060 | 0,1382 0,4752
0,0002* | 0,7110 0,6436 0,8243 0,0000* 0,0043* | 0,4665 0,0080*
NEFAdelta -0,0074 | 0,5224 -0,7203 0,6754 -0,1876 -0,3075 | 0,9463 -0,4274
0,9691 0,0031* | 0,0000* 0,0000* 0,3207 0,0983 0,0000* | 0,0185*
RQUICKIdelta | -0,0280 | 0,1277 -0,3977 0,7679 0,3452 0,4453 0,6313 -0,8672
0,8834 0,5013 0,0295* 0,0000* 0,0617 0,0137* | 0,0002* | 0,0000*
a-koeficijent korelacije, b-statisti¢ka zna¢ajnost, *- statisti¢ki zna¢ajna korelacija
Tabela 5: Korelacija izmedu relativnih promena faktora insulinske rezistencije
Glukozadelta NEFAdelta RQUICKIdelta
InsulinDelta 0,3138 0,5170 -0,1470
0,0913 0,0034 0,4383
Glukozadelta 0,1415 -0,2879
0,4558 0,1229
NEFAdelta 0,6368
0,0002
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Grafikon 5: Graficki prikaz korelacionog matriksa svih ispitanih parametara insulinske
rezistencije
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Grafikon 6: Korelacija i regresija izmedu RQUICKIAP-pre teljenja i RQUICKIPP-po teljenju
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Grafikon 7: Korelacija i regresija izmedu insulina AP i RQUICKIAP
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Grafikon 8: Korelacija 1 regresija izmedu insulina PP 1 RQUICKIPP
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Grafikon 9: Korelacija i regresija izmedu glukoze AP i RQUICKIAP
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Grafikon 10: Korelacija i regresija izmedu glukoze PP i RQUICKIPP
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Grafikon 11: Korelacija i regresija izmedu NEFAAP i RQUICKIAP
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Grafikon 12: Korelacija i regresija izmedu NEFAPP i RQUICKIPP
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Grafikon 13: Korelacija i regresija izmedu InsulinAP 1 InsulinPP
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Grafikon 14: Korelacija i regresija izmedu GlukozaAP i pad glukoze - Glukozadelta
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Grafikon 15: Korelacija i regresija izmedu RQUICKIAP i porasta vrednosti NEFA — NEFAdelta
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Tabela 6: Visestruka regresija — determinacija PP vrednosti pomo¢u AP, PP i delta vrednosti

faktora insulinske rezistencije

RQUICKI

AP RQUICKIPP = 0,730538 - 0,00755085*GlukozaAP - 0,000555772*InsulinAP | R*=14,65
- 0,0701394*NEFAAP - 0,599722*RQUICKIAP P=0,39

PP RQUICKIPP =0,630892 - 0,0313965*GlukozaPP - 0,00650306*InsulinPP - R°=95,68
0,113858*NEFAPP p<0,005

delta | RQUICKIPP = 0,413043 + 0,00146097*InsulinDelta + R°=82,86
0,0124942*Glukozadelta - 0,0180734*NEFAdelta - 0,453164*RQUICK Idelta | p<0,005
Insulin

AP InsulinPP = 2,41225 + 0,00865953*GlukozaAP - 0,157782*InsulinAP + R’=15,45
7,29761*NEFAAP + 21,3165*RQUICKIAP p<0,33

PP InsulinPP = 76,9397 - 3,08361*GlukozaPP - 14,1291*NEFAPP - R%=87,21
120,725*RQUICKIPP p<0,005

delta | InsulinPP = 13,7062 - 0,160831*InsulinDelta - 0,42928*Glukozadelta - R%=82,24
6,24805*NEFAdelta + 41,068*RQUICK Idelta p<0,005
Glukoza

AP GlukozaPP = 4,45799 + 0,00802234*GlukozaAP - 0,0220759*InsulinAP - R’=0,65
0,759936*NEFAAP - 3,50479*RQUICKIAP p<0,953

PP GlukozaPP = 15,2591 - 0,125151*InsulinPP - 2,71562*NEFAPP - R’=84,3
23,6557*RQUICKIPP p<0,005

delta | GlukozaPP = 3,05275 + 0,013463*InsulinDelta - 0,45518*Glukozadelta - R%=66,73
0,92785*NEFAdelta + 5,07144*RQUICK Idelta p<0,005
NEFA

AP NEFAPP =-1,61577 + 0,019011*GlukozaAP + 0,0109142*InsulinAP + R2=37,1
0,0603017*NEFAAP + 4,44376*RQUICKIAP p<0,171

PP NEFAPP = 5,14117 - 0,254363*GlukozaPP - 0,0537122*InsulinPP - R’=92,06
8,03526*RQUICKIPP p<0,005

delta | NEFAPP = 0,310012 - 0,0153603*InsulinDelta - 0,000294741*Glukozadelta + | R°=94,6
1,01451*NEFAdelta - 1,05021*RQUICK Idelta p<0,005
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Grafikon 16: Predikcija RQUICKIPP pomocu AP vrednosti insulina, glukoze i NEFA
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Grafikon 17: Predikcija RQUICKIPP pomoc¢u PP vrednosti insulina, glukoze i NEFA
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Grafikon 17: Predikcija RQUICKIPP pomocu ,,delta* vrednosti insulina, glukoze i NEFA
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5.3 Deskriptivna statistika za metabolicke parametre

U ranoj laktaciji je odreden metabolicki profil krava, koji je pored vrednosti insulina,
glukoze, NEFA 1 RQUICKI indeksa podrazumevao 1 odredivanje ostalih metabolickih
parametara, koji ukazuju na energetski status krava, funkcionalni status jetre, metabolizam
proteina i makroelemenata. Utvrdene su sledeCe srednje vrednosti i standardne devijacije
parametara metabolickog profila: 0,77+0,17 mmol/L za BHB; 0,11+0,01 mmol/L za trigliceride;
2,18+0,28 mmol/l za holesterol; 9,37+£1,95 umol/L za ukupni bilirubin; 111,42+14.04 IU/L za
AST; 89,45+21,14 TU/L za ALP; 19,34+3,42 1U/L za GGT; 73,30+4,47 g/L za ukupne proteine;
34,76+5,58 g/L za albumine; 4,11£1,17 mmol/L za ureu; 2,12+0,27 mmol/L za Ca i 2,21+0,27

mmol/L za P. Svi rezultati prikazani su u Tabeli 6.
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Tabela 6: Deskriptivne vrednosti metabolickih parametara u ranoj laktaciji

BHBPP TrigliceridiPP | HolesterolPP | Ukpni ASTPP ALPPP
bilirubin
PP
Count 30 30 30 30 30 30
Average 0,769333 | 0,106333 2,179 9,37033 111,423 89,452
Standard 0,173641 | 0,0140156 0,28089 1,95351 14,0413 21,1357
deviation
Coeff. of 22,5703% | 13,1808% 12,8908% 20,8478% | 12,6018% | 23,6279%
variation
Minimum 0,36 0,08 1,71 5,72 80,6 58,85
Maximum 0,99 0,13 2,58 12,87 143,0 134,82
Range 0,63 0,05 0,87 7,15 62,4 75,97
Stnd. -1,51624 | -0,385818 0,185272 -0,2057 - 0,89373
skewness 0,0195769
Stnd. kurtosis | -0,544073 | -0,392522 -1,73221 -0,888903 | - -0,746722
0,0130955

Tabela 6: Nastavak

GGTPP | Ukupni proteini | Albumini | Urea PP | CaPP P PP

PP PP
Count 30 30 30 30 30 30
Average 19,335 73,3027 34,756 4,10933 2,11733 2,213
Standard 3,42416 | 4,47043 5,58077 1,17117 0,266587 | 0,273813
deviation
Coeff. of 17,7096% | 6,0986% 16,057% | 28,5003% | 12,5907% | 12,3729%
variation
Minimum 13,8 62,75 25,12 2,09 1,68 1,73
Maximum 25,3 82,06 46,14 7,03 2,57 2,78
Range 115 19,31 21,02 4,94 0,89 1,05
Stnd. skewness | -0,167562 | -0,618347 0,677118 | 1,49722 - 0,681176
0,0476232

Stnd. kurtosis | -1,17043 | 0,32569 -0,984393 | 0,158079 | -1,36705 | -1,08266
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5.4 Povezanost metabolickih parametara i faktora insulinske rezistencije

Dobijena je statisticki zna¢ajna korelacija izmedu metabolickih parametara i pokazatelja
insulinske rezistencije u PP periodu. Metabolicka adaptacija krava povezana je i sa intenzitetom
promena vrednosti (delta vrednosti) pokazatelja insulinske rezistencije. Medutim, nisu utvrdene
znacajne korelacije izmedu metabolickiog profila PP i pokazatelja insulinske rezistencija AP.
Korelacija izmedu parametara i njihova statisticka znacajnost prikazane su u tabelama od 7 do 9.
Regresione analize (dijagram regresione linije i1 regresiona jednacina) za sve statisticki znacajne
korelacije prikazane su u grafikonima 18-74. Uopsteno govoreé¢i zakljucujemo da PP vrednosti
pokazatelja insulinske rezistencije i promena u njihovoj vrednosti (AP-PP) znacajno uti¢u na
vrednost metabolickih parametara. RQUICKI indeks ima vrlo slabu prediktivnu vrednost za
metabolicke parametre, dok vrednosti insulina, glukoze i NEFA imaju znacajnu prediktivnu

vrednost za veliki broj parametara.

Tabela 7: Korelacija izmedu vrednosti faktora insulinske rezistencije AP i parametara
metaboli¢kog profila PP

GlukozaAP InsulinAP NEFAAP RQUICKIAP
BHBPP 0,2312% 0,0545 0,0507 -0,0409
0,2190b 0,7747 0,7903 0,8301
TrigliceridiPP 0,2379 -0,2828 0,1593 -0,0722
0,2055 0,1299 0,4005 0,7046
HolesterolPP 0,0586 -0,4225 0,2495 -0,0857
0,7582 0,0200* 0,1836 0,6526
Ukpni bilirubin PP -0,1325 0,4650 -0,5073 0,3422
0,4853 0,0096* 0,0042* 0,0642
ASTPP -0,0084 0,2603 -0,2570 0,1258
0,9649 0,1648 0,1703 0,5078
ALPPP 0,0748 0,4181 -0,3586 0,2065
0,6946 0,0215* 0,0517 0,2735
GGTPP 0,2463 0,3227 -0,4020 0,2580
0,1895 0,0820 0,0277* 0,1686
Ukupni proteini PP 0,3676 0,3057 -0,2975 0,0849
0,0456* 0,1004 0,1104 0,6555
Albumini PP 0,0526 -0,3188 0,2689 -0,1374
0,7825 0,0860 0,1507 0,4691
Urea PP -0,1292 0,2144 -0,1645 -0,0224
0,4963 0,2552 0,3851 0,9065
CaPP -0,0335 0,0182 -0,1254 0,0952
0,8606 0,9239 0,5092 0,6170
P PP -0,0400 0,2803 -0,3713 0,3013
0,8337 0,1335 0,0434* 0,1056

a-koeficijent korelacije, b-statisticka znacajnost, *- statisticki znacajna korelacija
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Grafikon 18-24: Regresiona analiza povezanost pokazatelja insulinske rezistencije AP i
metabolic¢kih parametara PP
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Tabela 8: Korelacija izmedu vrednosti faktora insulinske rezistencije PP i parametara

metaboli¢kog profila PP

GlukozaPP InsulinPP NEFAPP RQUICKIPP
BHBPP -0,6528° -0,4403 0,1841 0,3692
0,0001°* 0,0149* 0,3301 0,0446*
TrigliceridiPP 0,6612 0,6412 -0,3379 -0,3965
0,0001* 0,0001* 0,0678 0,0301*
HolesterolPP 0,6225 0,7183 -0,4293 -0,3355
0,0002* 0,0000* 0,0179* 0,0699
Ukpni bilirubin PP -0,6402 -0,6296 0,4888 0,2372
0,0001* 0,0002* 0,0061* 0,2070
ASTPP -0,5475 -0,6428 0,2572 0,3597
0,0017* 0,0001* 0,1701 0,0509
ALPPP -0,6286 -0,6288 0,4051 0,3025
0,0002* 0,0002* 0,0264* 0,1042
GGTPP -0,3678 -0,5136 0,3361 0,1964
0,0456* 0,0037* 0,0693 0,2984
Ukupni proteini PP 0,1572 -0,0917 0,3744 -0,2720
0,4069 0,6297 0,0415* 0,1459
Albumini PP 0,4872 0,5913 -0,3457 -0,2460
0,0063* 0,0006* 0,0613 0,1900
Urea PP -0,6483 -0,6288 0,0808 0,5744
0,0001* 0,0002* 0,6714 0,0009*
CaPP 0,3070 0,2092 0,0067 -0,2590
0,0989 0,2673 0,9722 0,1669
P PP -0,3157 -0,2713 0,5217 -0,0293
0,0893 0,1471 0,0031* 0,8778

a-koeficijent korelacije, b-statisticka znacajnost, *- statisticki znacajna korelacija
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Grafikon 25-33: Regresiona analiza povezanosti glukoze PP sa metabolickim profilom PP
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Grafikon 34-42: Regresione linije insulin PP parametara na metaboli¢ke parametre
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HolesterolPP
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Grafikon 43-47: Regresiona analiza povezanosti NEFA PP sa metaboli¢kim profilom PP

HolesterolPP

ALPPP

HolesterolPP = 2,57946 - 0,662344*NEFAPP

Plot of Fitted Model

2,7F

2,3

2,1

19

174

250

o

Plot of Fitted Model

Ukpni bilirubin PP = 6,19926 + 5,24479*NEFAPP

B 13,7F

11,7

©
]

Ukpni bilirubin PP

~
\.

] 57ts

0,28

ALPPP = 61,0142 + 47,0347*NEFAPP

0,48

068 0,88
NEFAPP

Plot of Fitted Model

1,08

1,28

138F

58t

o / 62F,

Ukupni proteini PP =

028 048 068 088

1,08 128

NEFAPP

Plot of Fitted Model

67,7434 + 9,19473*NEFAPP

= 86 F

82

78

74

70

Ukupni proteini PP

66

0,28

0,48

0,68 0,88
NEFAPP

1,08

17k \ \ \ \ \

1,28 0,28

Plot of Fitted Model
P PP =1,73856 + 0,784695*NEFAPP

028 048 068 0,88

NEFAPP

1,08 1,28

0,48

0,68

0,88

1,08

NEFAPP

66



Grafikon 48-50: Regresiona analiza povezanosti NEFA PP sa metaboli¢kim profilom PP
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Tabela 9: Korelacija izmedu promene faktora insulinske rezistencije i parametara metabolickog

profila PP
InsulinDelta Glukozadelta NEFAdelta RQUICKIdelta
BHBPP 0,2683% 0,6585 0,1261 -0,2761
0,1517" 0,0001* 0,5066 0,1398
TrigliceridiPP -0,5293 -0,3621 -0,3230 0,2411
0,0026* 0,0493 0,0817 0,1994
HolesterolPP -0,6648 -0,4480 -0,4260 0,1869
0,0001* 0,0130 0,0189 0,3227
UKkpni bilirubin PP 0,6471 0,4143 0,5688 0,0264
0,0001* 0,0228* 0,0010* 0,8900
ASTPP 0,5147 0,4220 0,2970 -0,1937
0,0036* 0,0202* 0,1110 0,3052
ALPPP 0,6149 0,5402 0,4483 -0,0847
0,0003* 0,0021* 0,0130* 0,6565
GGTPP 0,4892 0,4463 0,4076 -0,0128
0,0061* 0,0134* 0,0254* 0,9463
Ukupni proteini PP 0,2563 0,1156 0,3979 0,2188
0,1717 0,5431 0,0294* 0,2453
Albumini PP -0,5274 -0,3466 -0,3685 0,1065
0,0027* 0,0606 0,0451* 0,5754
Urea PP 0,4762 0,4231 0,1250 -0,4228
0,0078* 0,0198* 0,5105 0,0199*
CaPP -0,0975 -0,2623 0,0529 0,2294
0,6084 0,1614 0,7812 0,2226
P PP 0,3332 0,2211 0,5432 0,1765
0,0720 0,2402 0,0019* 0,3509

a-koeficijent korelacije, b-statistiCka zna¢ajnost, *-statisticki znac¢ajna korelacija

Grafikon 51-58: Regresiona analiza povezanosti promene vrednost insulina (insulin delta) sa

metabolickim profilom PP
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Ukpni bilirubin PP
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Grafikon 59-66: Regresiona analiza povezanosti promene vrednost glukoze (glukoza delta) sa
metaboli¢kim profilom PP
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Plot of Fitted Model
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Grafikon 67-73: Regresiona analiza povezanosti promene vrednost NEFA (NEFA delta) sa
metaboli¢kim profilom PP
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Plot of Fitted Model Plot of Fitted Model
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Grafikon 74: Regresiona analiza povezanosti promene vrednost RQUICKI (RQUICKI delta) sa
metaboli¢kim profilom PP
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5.5 Razlika u metaboli¢koj adaptaciji krava sa najveéim promenama u vrednosti glukoze,
insulina, NEFA i RQUICKI u ranoj laktaciji u odnosu na period zasuSenja (krave
najrezistentnije na insulin)

U poslednjem koraku utvrdujemo da li postoji razlika u metabolickoj adaptaciji kod
krava, koje su imale najizrazenije promene u vrednosti RQUICKI indeksa i indikatora koji ulaze
u formulu za njegovo izraGunavanje a to su glukoza, insulin i NEFA. Kada se krave klasifikuju na
osnovu vrednosti RQUICKI indeksa na one sa najve¢im padom vrednosti ovog indeksa (iznad 75
percentila) i na ostale manje rezistentne krave ne bismo dobili statisticki znacajnu razliku u
vrednosti metaboli¢kih parametara. Medutim, ukoliko bi se klasifikacija napravila na osnovu
vrednosti glukoze, NEFA 1 insulina tako da su najrezistentnije krave one sa najizraZenijim padom
insulina 1 glukoze 1 najve¢im porastom NEFA, dobili bi znaCajne razlike u metabolickoj
adaptaciji krava koje se karakteriSu: pove¢anom koncentracijom BHB, bilirubina, AST, ALP,
GGT i P i smanjenom koncentracijom holesterola, triglicerida, ukupnih proteina i albumina.

Rezultati su prikazani u tabeli 10.

Tabela 10: Uticaj intenziteta promene vrednosti parametara insulinske rezistencije na vrednost
metabolickih parametara kod krava pose teljenja

Klasifikacina na osnovu Klasifikac na osnovu

promene glu, ins,nefa promene rquicki p

Najrezistent | Ostale P Najrezistentnije | Ostale

nije
BHB PP 0,92+0,11 0,68+0,15 <0,01 |0,72+0,15 0,77+0,16 NS
Trigliceridi PP | 0,085+0,01 | 0,115+0,01 | <0,01 |0,11+0,012 0,12+0,011 NS
Holesterol PP | 1,82+0,2 2,23+0,25 <0,01 |2,1+0,26 2,05+0,25 NS
Uk.bilirub. PP | 10,5+1,6 8,8+1,8 <0,01 [9,9+1,9 9,6+1,95 NS
AST PP 115+11,5 91+12,5 <0,01 | 106,6+125 101,7+12,1 NS
ALP PP 111+17,8 83+19,7 <0,01 |89,2+19,1 92,4+19,1 NS
GGT PP 22,5+3,4 17,8+3,2 <0,05 |20,3+3,1 21,3+3,3 NS
UKk.proteini PP | 75,5+3,5 72,1+3,2 <0,05 |73,5+£3,9 71,5+3,8 NS
Albumini PP | 29,844,3 35,2+4,5 <0,05 |[32,245]1 3344,1 NS
Urea PP 4,05+0,9 4,13+0,95 NS 4,11+0,95 4,2+1,05 NS
Ca PP 1,9940,17 | 2,11+0,19 NS 2,05+0,22 2,09+0,21 NS
P PP 2,5+0,31 2,2+0,28 <0,05 |2,31+0,3 2,24+0,31 NS
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6.DISKUSIJA

U peripartalnom periodu krava odvijaju se mnogobrojne metaboli¢ke promene Sa ciljom
da obezbede odgovarajucu preraspodelu hranljivih materija u organizmu i teZznjom da se
obezbede optimalne potrebe fetusa i mlecne Zlezde. Jedna od glavnih metabolickih promena
podrazumeva viSestruko povecanje potreba glukoze od strane mleéne Zlezde za sintezu laktoze.
Ovaj proces je podrzan od strane jetre, pri ¢emu jetra preuzima proces intenzivne sinteze
glukoze.'?® Adaptaciju podrzavaju i periferna tkiva, jer koriste manje glukoze kao izvor energije,
ostavljajuéi glukozu na raspolaganju mle¢noj Zlezdi i uterusu.** Zadovoljavanje energetskih

potreba se odvija zahvaljujuéi intenzivnoj mobilizaciji viSih masnih kiselina.*

Insulinska rezistencija je karakteristi¢na za ovaj period i predstavlja mehanizam, kojim se
omogucuje zapocinjanje laktacije i obezbeduje neophodna energija za proces laktacije. Odlikuje
se smanjenom proizvodnjom insulina ili smanjenom osetljivos¢u tkiva (prevashodno masnog) na
dejstvo insulina.Umerena insulinska rezistencija  doprinosi  intenziviranju  procesa
lipomobilizacije sa ciljem zadovoljavanja povecanih energetskih potreba u periodu visokog

graviditeta i laktacije.

Period laktacije ima znacajan uticaj na energetski bilans i1 insulinsku rezistenciju kod
krava. U ranoj laktaciji postoji negativni energetski bilans, koji karakteriSe: snizena koncentracija
glukoze i insulina i povecana insulinska rezistencija masnog tkiva, koja dovodi do lipolize i
povecane koncentracije NEFA. Od pika laktacije ka zasusenju kocentracija glukoze i insulina

raste, opada insulinska rezistencija i nivo lipolize, a telesna kondicija krava raste.?*?

Tokom rane laktacije najvec¢i deo glukoze se trosi na proizvodnju mleka, jer su GLUT
receptori u vimenu insulin-nezavisni. Sa druge strane, masno tkivo je insulin zavisno, pa manjak
insulina dovodi do povecane vrednosti NEFA, koja je potrebna da bi se zadovoljile energetske

potrebe organizma.’®*#2%* U ogledu gde je tokom 670 dana laktacije koris¢en insulin tolerans

74



test, pokazano je da se sa razvojem laktacije odgovor masnog tkiva na insulin menja, tako da se
stvaraju bolji uslovi za nastanak telesnih rezervi.?** Insulin ima dokazano lipogeno dejstvo.**

Zahvaljuju¢i lipogenom dejstvu, mogu se povecati masne rezerve orgamizma.245 Krave sa
velikim masnim rezervama u zasuSenju mnogo intenzivnije gube kondiciju posle teljenja,
mobilisuéi veliku koliginu lipida.***" Visoka lipomobilizacija menja insulinom-stimulisan
metabolizam ugljenih hidrata i lipida, a smanjuje unos hrane §to dodatno produbljuje negativni
energetski bilans u ranoj laktaciji i moZe narusiti zdravstveno stanje.?*** Kao posledica
povecanog metabolisanja lipida i smanjene glikemije javlja se ketoza kod krava. U ketozi postoji
insulinska rezistencija, koju karakteriSe smanjen odgovor insulina na glukozu i smanjen odgovor
masnog tkiva na insulin. Veza bazalnih i dinamic¢kih promena vrednosti insulina, glukoze i
NEFA regulisana je RQUICKI-BHB indeksom insulinske rezistencije.”® Poznato je da povecan
unos hrane u zasuSenju dovodi do poveéane lipogeneze, a nakon teljenja do povecane
lipomobilizacije. Restrikcija obroka u kasnom zasusenju periodu smanjuje lipomobilizaciju i
povecava senzitivnost na insulin.*®*°

Insulinska senzitivnost/rezistencija predstavlja glavni mehanizam prilagodavanja
metabolizma ugljenih hidrata i lipida na laktaciju, jer omogucuje preusmeravanje glukoze u
mletnu Zlezdu i kori§éenje masnog tkiva za energetske potrebe.’ Insulinska rezistencija se
karakteriSe smanjenim odgovorom insulina na glukozu tj. smanjenom funkcijom beta celija
pankreasa i/ili smanjenom osetljivos¢u glukoze na insulin.” U ovom radu smo se bazirali na
vrednost RQUICKI surogat indeksa insulinske rezistencije. RQUICKI indeks je surogat indeks
izradunat iz bazalnih vrednosti insulina, glukoze i NEFA.*° RQUICKI indeks je niZi kod krava sa
negativnim energetskim bilansom, koje su ograni¢eno hranjene usled ¢ega dolazi do porasta
koncentracije NEFA202%
RQUICKI indeksa.'®*

Cilj ovog rada je da utvrdimo da li o¢ekivana povecana isnulinska senzitivnost u sredini

Koncentracija NEFA objasnjava najveci procenat varijacije vrednosti

perioda zasuSenja kompenzatorno dovodi do povecane insulinske rezistencije posle teljenja,
putem analize povezanosti izmedu vrednosti insulina, glukoze, NEFA, RQUICKI indeksa 1

magnitude promene u periodu zasusenja i periodu rane laktacije.
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6.1 Pokazatelji insulinske rezistencije

Merenje insulinske rezistencije se vrSi razliitim testovima. Veliku vaznost ima
odredivanje indeksa insulinske senzitivnosti kao §to je RQUICKI, koji se bazira na vrednostima
insulina, glukoze i NEFA. Glikemija kod zdravih krava varira izmedu 2,2 1 3,3 mmol/1.1¢’
Najniza izmerena vrednost glukoze u prepartalnom periodu se nalazi u okviru referentnih
vrednosti. Maksimalna izmerena vrednost glukoze u ovom periodu se nalazi iznad gornje granice
referentnih vrednosti, a prose¢na vrednost glukoze se nalazi takode iznad gornje granice ovih
vrednosti. Ovo nije slucaj i sa koncentracijom glukoze u postpartalnom periodu, buduci da je
najniza izmerena vrednost glukoze bila ispod donje granice referentnih vrednosti; maksimalna
izmerena vrednost glukoze se nalazila u okviru granica, dok se prose¢na vrednost koncentracije
glukoze post partum nalazila u okvirima grani¢nih vrednosti. Ovi rezultati nam ukazuju da se
vrednosti glikemije postpartalno menjaju, pri ¢emu su prosecne i maksimalne izmerene vrednosti
pre teljenja iznad referentnih vrednosti u odnosu na period posle teljenja, kada se nalaze u okviru
grani¢nih vrednosti. Dakle, postoji statisticki znacajna razlika izmedu ovih vrednosti pa mozemo
re¢i da je glikemija posle teljenja statisticki znacajno niza od glikemije pre teljenja. Ove vrednosti
su u skladu sa rezultatima koje su dobili i drugi istraziva&i.*®® Naime, kod zdravih krava glikemija
u visokom graviditetu se odrzava u fizioloskim granicama zahvaljuju¢i uravnotezenom
energetskom metabolizmu koji obezbeduje nesmetano odvijanje procesa glukoneogeneze.189
Mlecna Zlezda sa otpocinjanjem laktacije, trosi znacajne rezerve glukoze iz krvi majke pri ¢emu
njena koncentracija u krvi opada.’® U postpartalnom periodu glukoza kao vid energije biva
preusmerena ka mle¢noj Zlezdi, za razliku od perifernog tkiva, koje svoje potrebe u energiji
podmiruje koriS¢enjem masti. Obzirom da potrebe za glukozom sve viSe rastu i da dolazi do
njenog deficita, dolazi 1 do mobilizacije glukoneoplasticnih aminokiselina 1z miSica.
Iskoris¢avanje glukoze u mle¢noj Zlezdi je insulin-nezavisan proces. Potenciranje insulin-
nezavisnog iskoriS¢avanja glukoze nastaje i kao posledica smanjene osetljivosti organizma na
insulin, pa se glukoza usmerava na mlecnu zlezdu koja poseduje insulin-nezavisne receptore
neophodne za usvajanje glukoze. Od velikog je znacaja da mle¢na Zlezda u ovom periodu ima
podmirene potrebe za glukozom, obzirom da je koristi za proizvodnju laktoze, koja povecava
volumen proizvedenog mleka. Pad vrednosti glukoze nakon partusa nastaje izmedu ostalog i kao
posledica smanjenog unosa hrane. Hipoglikemija na pocetku laktacije se smatra pouzdanim

B.187

pokazateljem NE Kod subklinickih ketoznih stanja glikemija se kre¢e od 1,7 do 2,7 mmol/l,
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a kod krava sa klinitkim simptomima bolesti je redovno manja od 1,9 mmol/l. #"126129.130

Obzirom da je u istrazivanju najmanja izmerena vrednost glukoze bila ispod ove vrednosti,

mozemo reci da su se odredena grla nalazila u nekom stanju subklinicke-klinicke ketoze.

Referentne vrednosti insulina se kre¢u od 3,65 do 11,34 umol/l. U sprovedenom
istrazivanju najniza izmerena vrednost insulina pre teljenja bila je u okviru grani¢nih referentnih
vrednosti, dok je najvisa izmerena vrednost izvan referentnih grani¢nih vrednosti. Srednja
izmerena vrednost je, takode, veéa od referentnih grani¢nih vrednosti. Vrednosti insulina posle
partusa opadaju u odnosu na period pre teljenja. Najniza izmerena vrednost insulina posle teljenja
se nalazila u okviru grani¢nih vrednosti, dok je najviSa izmerena vrednost insulina iznad granica
referentnih vrednosi. Prosecna izmerena vrednost se nalazi u referntnim granicama.Postoji
statisticki znacajna razlika izmedu proseCne vrednosti insulina pre i posle teljenja pa
zaklju€ujemo da je postojala statisticki znacajno niza insulinemija u nedelji posle teljenja. Dakle,
koncentracija insulina post partum opada, $to se poklapa sa rezultatima drugih istrazivaca.’
Insulin ima znacajan uticaj na preraspodelu hranljivih materija i njihovo usmeravanje ka mle¢noj
Zlezdi, cemu doprinosi pad koncentracije insulina koji nastaje nekoliko dana pred partus, dok se

njegova niska koncentracija odrzava u prvih desetak dana laktacije.!

Rezistencija na insulin u peripartalnom periodu je neophodna da bi vime dobilo
neophodnu koli¢inu hranljivih materija 1 energije za pocetak laktacije, obzirom da upotreba
glukoze od strane mlecne zlezde nije zavisna od insulina. Insulinska rezistencija je najviSe
1zrazena posle partusa. Odgovor insulina na glukozu je sniZen u postpartalnom periodu.z’3 Tokom
laktacije mle¢na zlezda krava vrS§i ekspresiju insulin nezavisnih transportera za glukozu.
Ekspresija ovih receptora za glukozu je tri puta veca u odnosu na zasusene krave. Ovi receptori
su prisutni u masnom tkivu kod krava u kasnoj laktaciji 1 zasuSenju, dok nisu prisutni kod krava u
piku laktacije. Dugotrajna insulinska rezistencija moze predisponirati krave za kontinuiranu
lipolizu i povecati rizik za razvoj peripartalnih poremecéaja.?>?" 46207

Referentne vrednosti za NEFA krec¢u se od 0,01 do 0,79mmol/l. Nastaju jednim delom u
procesu lipolize u masnom tkivu a drugim delom kao posledica dejstva lipoprotein lipaze na
trigliceride, koji iz krvi dospevaju u periferna tkiva. U krvi se nalaze u vidu kompleksa sa

albuminima. U sprovedenom istrazivanju, najniza izmerena vrednost NEFA pre teljenja je u

okviru referentnih grani¢nih vrednosti. Maksimalna izmerena vrednost se takode nalazi u okviru
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grani¢nih vrednosti, kao i dobijena prose¢na vrednost u periodu pre teljenja. U periodu posle
teljenja, najniza izmerena vrednost se nalazi u okvirima referentnih vrednosti, za razliku od
maksimalno izmerene vrednosti, koja je daleko izvan granica referentnih vrednosti. Prose¢na
vrednost NEFA u periodu posle teljenja se nalazi u referentnim granicama. Dakle, koncentracija
NEFA raste postpartalno. Utvrdena je statisticki znaCajna razlika imedu prosecne vrednosti
NEFA pre i posle teljenja pa zakljucujemo da je koncentracija NEFA statisticki znacajno visa u
periodu posle teljenja. Ovi rezultati se poklapaju sa rezultatima drugih istrazivaga.'?'%?
Koncentracija NEFA znacajno raste u periodu posle teljenja kao posledica negativnog
energetskog bilansa i upravo je zavisna od nivoa lipidne mobilizacije-katabolizma proteina i
stresne optere¢enosti u ranoj laktaciji. Obzirom da je organizam prinuden da svoje energetske
potrebe zadovolji sagorevanjem masti, posledi¢no raste koncentracija NEFA. Smatra se da je
koncentracija NEFA najbolji pokazatelj stanja EB, obzirom da nastaje kao direktna posledica
lipomobilizazije izazvane NEB.*® Smatra se da vrednost NEFA preko 0,5 mmol/l poveéava rizik
za nastanak peripartalnih bolesti.'®® Konzumiranje hrane bogate energijom u periodu zasusenja
dovodi do promena u metabolizmu i do smanjenja u unosu suve materije obroka, Sto dovodi do
porasta u koncentraciji NEFA postpartalno. Kratkotrajno povecanje koncentracije NEFA ima
stimulativan efekat na sekreciju insulina, dok dugotrajno povecanje koncentracije NEFA dovodi
do insuficijencije beta ¢elija pankreasa i njihove dekompezacije. Visok nivo koncentracije NEFA
inhibira insulinom stimulisanu upotrebu glukoze u skeletnim miSi¢ima i vr$i supresiju
glukogenolize u jetri.” Sudbina NEFA u organizmu moZe biti usmerena u jedan od tri pravca.
NEFA koje se oslobadaju iz depoa masti u procesu lipomobilizacije dospevaju u jetru 1 podlezu
procesu parcijalne oksidacije pri cemu nastaje ugljendioksid i obezbeduje se energija. Ukoliko je
lipomobilizacija intenzivna, $to je slucaj u stanjima izraZzenog NEB, prevazilazi se kapacitet
hepatocita jer nastaju velike koli¢inama acetil Co-A u procesu oksidacije masnih kiselina. U tom
slucaju dolazi do konverzije acetil Co-A u ketonska tela, pre svega BHB. Proces stvaranja
ketonskih tela je naroCito intenziviran kod jedinki kod kojih je hipoglikemija udruzena sa
poviSenim koncetracijama NEFA u krvi. NEFA mogu biti esterifikovane do triglicerida, ¢ija se
akumulacija odvija u jetri, i dostizu svoju maksimalnu koncentraciju u krvi 7-13 dana posle
teljenja. Obzirom da je NEFA slabo varijabilna vrednost, ona pokazuje velik dijagnostic¢ki znacaj

u proceni metaboli¢kog statusa.
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Vrednost RQUICKI indeksa se dobija objedinjavanjem vrednosti glukoze, insulina i
NEFA a dobijena vrednost nas upucuje u stanje energetskog bilansa. Vrednosti indeksa insulinske
rezistencije su vise u periodu pre teljenja u odnosu na period posle teljenja, Sto ukazuje da su
krave posle teljenja pokazivale ve¢i stepen insulinske rezistencije u odnosu na krave u periodu
zasuSenja . Ovi rezutati su analogni onima, koje su dobili drugi istraziva&i.'®* Medutim, postoje i
istrazivanja u kojima su rezultati takvi da u njima ne postoji znacajna razlika vrednosti RQUICKI
indeksa u zavisnosti od perioda laktacije.®® Peripartalni period upravo karakteriSe negativan
energetski bilans, potrosnja masti u energetske svrhe perifernog tkiva 1 potrosnja glukoze za
potrebe mlecne zlezde i proizvodnju mleka. Ovakvo prestrojavanje metabolizma ima za
posledicu snizenu koncentraciju glukoze i poviSenu koncentraciju neesterifikovanih masnih
kiselina-NEFA.'?! Rezultati naseg istraZivanja pokazuju da kod krava postpartalno dolazi do pada

u koncentraciji glukoze, insulina kao i RQUICKI indeksa, dok koncentracija NEFA raste.

6.2 Povezanosti pokazatelja insulinske rezistencije

Postoji inverzna relacija izmedu vrednosti insulina, glukoze, NEFA i RQUICKI indeksa u
periodu zasuSenja i ranoj laktaciji. Dobijeni rezultati mogu se objasniti metabolickim statusom
krava u periodu zasuSenja i ranoj laktaciji. U srednjoj i kasnoj fazi laktacije energetske potrebe
organizma su zadovoljene. Cesto se de$ava da je u ovom periodu energetski priliv veéi od
neophodnog, te se visak energije skladisti u telesnim depoima u vidu glikogena, masti i

proteina ™™

Od sredine pa do kraja graviditeta se na membranama celija posteljice povecava
ekspresija GLUT-1 i 3 molekula koji su insulin nezavisni te se na taj nacin povecava upotreba
glukoze od strane fetusa, nezavisno od energetskog statusa majke.®® Na ovaj nadin fetus biva
obezbeden neophodnim koli¢inama glukoze 1 aminokiselina koji su neophodni za rast 1 razvoj.
Organizam majke svoje potrebe u energiji podmiruje koris¢enjem slobodnih masnih kiselina i
ketonskih tela. Obzirom da je aktivnost karnitinpalmitoiltransferaze-1 (CPT-1) smanjena,
transport NEFA u mitohondrije je ograni¢en. Upravo zato je reesterifikacija 1 ponovna
redistribucija putem lipoproteina vrlo male gustine (VLDL) dominantan metabolicki put za
metabolizam MK u jetri.®” Smatra se da je u periodu zasusenja kapacitet hepatocita za sintezu i
sekreciju lipoproteina dovoljan da bi se metabolizam VMK u jetri mogao nesmetano odvijati.

Pozitivan bilans energije karakteriSsu pojacana glikoneogeneza u jetri, smanjeno periferno
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koriséenje glukoze, nepromenjeno ili smanjeno koriSéenje acetata, umerena mobilizacija MK iz
telesnih depoa i pove¢ano koridéenje MK u perifernom tkivu.”” Nakon teljena dolazi do porasta
energetskih potreba organizma te dolazi do naruSavanja ravnoteze organizma i razvoja
negativnog energetskog bilansa (EB). U ovoj fazi veliki uticaj na koli¢inu konzumirane hrane i
unos energije imaju: telesna kondicija u momentu teljenja, puerperalne bolesti, kvalitet

h.1"®2" Da bi mle¢na Zlezda imala na

koriS¢enog hraniva i adaptiranost mikroflore buraga na nji
raspolaganju dovoljnu koncentraciju glukoze, neophodno je da sva periferna tkiva (misi¢no 1
masno) restriktivno koriste glukozu, da se intenzivira proces glukoneogeneze u jetri i da se
mobilisu energetski prekursori kao alternativni izvori energije iz telesnih depoa. Intracelularni
unos glukoze se odvija olak$anom difuzijom uz pomo¢ membranski vezanih transportnih
molekula za glukozu (GLUT). Ovi molekuli su tkivno specifi¢ni. U miSi¢nom i masnom tkivu su
najzastupljeniji insulin zavisni GLUT-tip 4 molekuli, dok su u mle¢noj zlezdi, jetri, i tkivu fetusa
najzastupleniji insulin nezavisni GLUT-tip 1,2, i 3. Ekspresija ovih tkivno specifi¢nih molekula
omogucava insulinu da kontroliSe preraspodelu glukoze u celom organizmu. Period nakon
partusa karakteriSe niska koncentracija insulina koji se proizvodi od strane beta ¢elija endokrinog
pankreasa, $to uslovljava smanjenu ekspresiju insulin zavisnog GLUT-4 molekula. Samim tim
koriSéenje glukoze od strane miSi¢énog i masnog tkiva se smanjuje a glukoza se ostavlja na
raspolaganju insulin-nezavisnim tkivima. Ove rezultate dobili su i drugi autori. 8182184

Postoji negativna korelacija u vrednosti insulina u periodu AP i PP, kao i pozitivna
korelacija sa insulinom delta. Insulin negativno korelira sa vrednostima NEFA pre teljenja sa
vrednostima glukoze posle teljenja. Vise vrednosti insulina govore u prilog pozitivnom
energetskom bilansu.*? Porast vrednosti insulinemije moZe nastati kao kompenzacija zbog
postojanja rezistencije na insulin. Medutim, nasi rezultati pokazuju da je odnos insulin:glukoza i
insulin:NEFA niZi u periodu pre teljenja u odnosu na period posle teljenja, $to znaci da postoji
bolja senzitivnost na insulin. U ranoj laktaciji dolazi do znacajnog opadanja insulina i glukoze, a
njihova vrednost pozitivno korelira u periodu posle teljenja. Smanjen unos hrane u periodu oko
teljenja smanjuje koncentraciju glukoze.?® Per os unos glukoze ili unos hrane predstavlja mnogo
jaci stimulus za lu€enje insulina u odnosu na glukozu datu intravenski, a glukoza u velikoj meri

" . . . 245 oy . .. . - ..
reguliSe gene za sintezu insulina..”” Sve navedeno objasnjava postojanje znacajne korelacije

insulina i glukoze u periodu posle teljenja.
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Insulin i NEFA pokazuju negativnu korelaciju, koja je bila statisticki znacajna u periodu
zasusenja, a ova korelacija nije statistiCki znacajna posle teljenja. Visoke koncentracije NEFA
smanjuju klirens glukoze zbog smanjene osetljivosti tkiva na insulin, promena u sekreciji insulina
i promena u klirensu insulina.®?* Na modelu laboratorijskih miSeva pokazan je direktan $tetan
uticaj NEFA na beta Celije pankreasa.® U periodu rane laktacije je prisutno gladovanje, uz
porodajni stres koji povecava koncentraciju epinefrina i kortizola. Tokom gladovanja se smanjuje
antilipoliticki efekat insulina, a lipoliza izazvana epinefrinom je mnogo efikasnija.**® Zapazeno je
da postoji povezanost NEFA i insulinske rezistencije kod krava, dovodenjem krava u stanje
hiperlipidemije aplikacijom emulzije loja.®® Navedeni rezultati mogu objasniti izostanak
signifikantne korelacije izmedu insulina i NEFA u ranoj laktaciji.

RQUICKI indeks je indirektan pokazatelj insulinske senzitivnosti kod krava. Njegova
vrednost je niZza u ranoj laktaciji u odnosu na period zasuéenja.191 Upravo ovaj parametar
pokazuje znaCajnu povezanost sa metabolickim i endokrinoloSkim parametrima u ranoj
laktaciji.?>*

RQUICKI negativno korelira sa vrednostima insulina, glukoze i NEFA u PP periodu, dok
u AP periodu RQUICKI signifikantno korelira samo sa vrednostima NEFA. Negativna korelacija
RQUICKI vrednosti i insulina zapaZena je u ogledu drugih autora™® RQUICKI je odli¢an
pokazatelj antilipolitickog delovanja insulina.?’ Rezultati istraZivanja u kom su koris¢eni model,
koji su prekomerno hranjeni i imaju visok energetski unos u zasusenju, pokazali su da postoji
opadanje vrednosti indeksa insulinske senzitivnosti i porasta vrednosti insulina u odnosu na
normalno hranjene krave, a Cesto se deSava da posle teljenja nema razlike u insulinskoj
senzitivnosti ili je ona pak bolja.!*?**%2 Upotreba RQUICKI indeksa u proceni insulinske
rezistencije moze se vrSiti samo izmedu krava istog metaboli¢kog statusa te je direktno poredenje
nasih rezultata sa ostalim istraZivackim protokolima oteZano. 253

Insulinska senzitivnost posle teljenja izraZena kroz vrednost RQUICKI indeksa zavisi od
dinamic¢kih promena insulina, glukoze i NEFA na prelazu AP-PP. Promene u vrednosti insulina i
NEFA su bile mnogo znacajnije od promena u glikemiji (uporediti t-vrednosti), Sto potvrduje da
RQUICKI indeks ukazuje na antilipoliticki efekat insulina u ovom ogledu. Korelacije izmedu
ispitivanih parametara pokazuju da promena u sekreciji insulina i vrednosti lipida imaju znacajnu
ulogu u stvaranju insulinske rezistencije u ranoj laktaciji. Negativna korelacija izmedu

RQUICKI_AP i PP kontrolisana je promenom u intenzitetu lipolize. NEFA u plazmi negativno
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korelira sa insulin AUC i veli¢inom pik ne uticuci na parameter glukoze tokom IVGTT kod krava
u postpartalnom periodu.’

Koncentracija glukoze u krvi opada u postpartalnom periodu usled aktivacije rada mle¢ne
7lede.* Obzirom da potrebe mlecne zlezde za glukozom u pocetnoj fazi laktacije prevazilaze
moguénosti glukoneogeneze, kao krajnji ishod se javlja troSenje rezervi glikogena iz jetre,
snizavanja glikemije 1 povecanje koncentracije neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA) i
ketonskih tela u krvi.'*? Izrazeno povecanje koncentracije NEFA ima negativno dejstvo na beta
¢elije pankreasa, tako Sto smanjuje proizvodnju insulina. U skladu sa ovim su i tvrdnje drugih
istrazivaca, koji navode da poviSene koncetracije NEFA u cirkulaciji mogu da poremete
glukozom indukovanu sekreciju insulina u pankreas.> Obzirom da je koncentracija insulina u krvi
krava zavisina i od ishrane, koja je smanjena nakon partusa, koncentracija insulina dodatno
opada.’® Usled smanjene produkcije insulina u pankreasu smanjuje se iskoris¢avanje glukoze u
insulin zavisnim tkivima (masno i misi¢éno tkivo).™ Niska koncentracija insulina smanjuje
ekspresiju GLUT 4 molekula, a time 1 njeno kori§¢enje za potrebe miSi¢nog i masnog tkiva, §to
poveéava raspolozivost glukoze za insulin - nezavisna tkiva. Pad koncentracije insulina posle
teljenja predstavlja mehanizam adaptacije na negativan energetski bilans (NEB). U slucajevima
izrazene insulinske rezistencije proces lipomobilizacije se intenzivira i moze imati za posledicu
nastanak masne jetre.*” Osim smanjenja koncentracije insulina uzrokovanog ishranom, smanjenje
koncentracije insulina u krvi nastaje i kao rezultat mehanizma adaptacije na visoku proizvodnju
mleka. Re¢ je o homeoretskom procesu, koji ima za cilj da obezbedi dovoljno glukoze neophodne
za nesmetan proces laktacije pri ¢emu se on odvija zahvaljujuci transportu glukoze u ¢elije tkiva
mlecne Zlezde koji je nezavisan od insulina. Ovo medutim nije slucaj i sa ulaskom glukoze u
periferna tkiva (masno 1 misi¢no). Osetljivost perifernih tkiva na insulin je znatno smanjena. Ovaj
mehanizam sprecava kori$¢enje glukoze u perifernim tkivima, dok glukoza biva dostupna
mle¢noj zlezdi kao izvor energije 1 prekursor u sintezi laktoze. Dakle, stanje uhranjenosti
zivotinja u periodu oko teljenja u znac¢ajnoj meri uzajamno deluje sa stepenom osetljivosti tkiva
na insulin i/ili sposobnosti krava da se adaptiraju na laktaciju koja sledi. Nakon partusa se
povecava koncentracija somatotropnog hormona, Koji izaziva rezistenciju perifernih tkiva na
insulin, stimuli$e lipolizu i sintezu glukoze u jetri i na taj nacin obezbeduje dodatnu energiju za
sintezu laktoze u mlec¢noj 7lezdi.?*'%* Obzirom da insulin stimulise ekspresiju receptora za

hormone rasta u adipocitima, kod gojaznih krava postoji ve¢a moguénost da nastanu promene u
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senzitivnosti i odgovoru tkiva na insulin pod dejstvom STH. Sto je veéa koncentracija insulina
pre teljenja, to je njegova vrednost niza posle teljenja. Rezultati istrazivanja pokazuju da postoji
negativna korelacija izmedu RQUICKI indeksa IR u periodu pre i posle teljenja. Naime, Sto su
krave bile senzitivnije na insulin u periodu pre teljenja, to im je rezistencija na insulin bila vise
izrazena u periodu posle teljenja. U periodu pre teljenja postoji pozitivna korelacija izmedu

vrednosti insulina i RQUICKI indeksa, dok je ona posle teljenja negativna.

RQUICKI indeks korelira negativno sa vrednostima glukoze, a ova je korelacija priblizna
nuli tokom perioda pre teljenja, dok je u periodu posle teljenja statisticki znacajna. To nam
ukazuje da ¢e stepen insulinske rezistencije rasti $to je glikemija niza, i to znatno vecim
intenzitetom u periodu posle teljenja, tj. u ranoj laktaciji. RQUICKI indeks korelira negativno sa
vrednostima NEFA 1 pre i posle teljenja. Visa vrednost RQUICKI indeksa u periodu pre teljenja
znadi veéi pad njegove vrednosti i veéi stepen insulinske rezistencije posle teljenja. Sto su krave
senzitivnije na insulin u periodu pre teljenja (ve¢a RQUICKI vrednost) imace izraZeniji porast
NEFA u periodu posle teljenja. Relativne promene pokazatelja insulinske rezistencije pokazuju
da je kod krava posle teljenja doSlo do opadanja glikemije za 0,994+0,54 mmol/l, insulina za
6,79+4,43 w1 1 RQUICKI indeksa za 0,02+0,04, dok je vrednost NEFA porasla za
0,424+0,23mmol/l

6.3 Parametri metaboli¢kog profila u periodu posle teljenja

Betahidorksibutirat — BHB nastaje u procesu parcijalne oksidacije NEFA i znacajan je
pokazatelj energetskog statusa. U postpartalnom periodu njegova koncentracija predstavlja
veoma osetljiv indikator. Dozvoljena koncentracija BHB u krvi po Merck-u je za krave u
zasuSenju do 0,7 mmol/l, dok je za krave posle partusa i do 1,2 mmol/l. Po Radostis-u sve
vrednosti ispod 1.0 mmol/l su fizioloSke, bez obzira na fazu proizvodnje. Smatra se da je
koncentracija BHB na pocetku laktacije od 0,6 do 1 mmol/l fizioloski prihvatljiva i da ukazuje na
umerenu lipomobilizaciju. Najniza izmerena vrednost u periodu posle teljenja se nalazi ispod
referentnih grani¢nih vrednosti, dok je maksimalna izmerena vrednost iznad referentnih grani¢nih
vrednosti. Prose¢na dobijena vrednost u postpartalnom periodu se nalazi u referentnim okvirima.

Medutim, ako dobijenu maksimalnu vrednost poredimo sa referentnim vrednostima po Merck-u
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ili Radostis-u, onda je i ona u fizioloskim granicama. Kao posledica povecane koncentracije
NEFA usled deficita glikogena koji je neophodan za njihovu razgradnju, dolazi do skretanja
metabolickog puta masnih kiselina 1 nastanka ketonskih tela kao §to je BHB. Ovo je upravo
karakteristiéno za peripartani period i negativan energetski bilans, koji je zastupljen u

njemu.121,195,196

Pored povecanja koncentracije BHB usled negativnog stanja metabolizma, njeno
povecanje u krvi se moze zapaziti i pri ishrani nekvalitetnom silazom koja sadrzi visok procenat
buterne kiseline, koja se prilikom resorpcije kroz zid rumena transformiSe u B-hidroksi buternu
kiselinu."" U tom sludaju, porast BHB nije udruZen sa hipoglikemijom.’*® BHB je veoma
znacajan indikator i on ima primenu u dijagnostici ketoze kod krava. Ketoza je jedno od
najznacajnijih dekompenzovanih stanja metabolizma, koje se javlja u periodu rane laktacije.

Optimalna granica za postavljanje subklinicke ketoze je koncentracija BHB od 1,2 mmol/l.
128,129,130

Trigliceridi — U ranoj laktaciji krave ulaze u stanje negativnog energetskog bilansa, §to za
posledicu ima troSenje sopstvenih energetskih rezervi i izmenu metabolizma. Organizam
prevashodno trosi rezerve glikogena, koji se deponuju u jetri. Pored glikogena, troSe se i masti i
proteini. Mobilizacija masti iz telesnih depoa je najznacajniji proces kojim se kompenzuje
nedostatak energije u organizmu. Medutim, visoka mobilizacija masti moze premasiti
sposobnosti jetre da izvr§i njihovu oksidaciju i1 transportovanje. U ovom slucaju se javlja
taloZenje lipida u hepatocitima u vidu triglicerida. U zavisnosti od procentualne zastupljenosti
triglicerida u jetri, masna jetra moZe biti blaga (<5%, centrolobularna infiltracija hepatocita),
umerena (5-10%, masna infiltracija u svim hepatocitima) i izrazena (>10%, nekroza, gubitak
strukture), a normalne vrednosti su ispod 1%. Promene u vrednostima metabolita u ranoj laktaciji
se mogu javiti kako kod krava sa izrazenom masnom infiltracijom, tako i kod krava sa blagom i
umerenom akumulacijom triglicerida u hepatocitima '° Povisena koncentracija triglicerida u
hepatocitima moZze dovesti do promena u metaboliCkom profilu krvi u vidu: poveéane
koncentracije bilirubina (kao posledica zastoja u protoku Zuci), snizene koncentracije triglicerida
i holesterola (kao posledica smanjene produkcije transportnih proteina koji ulaze u sastav VLDL i
LDL lipoproteina, tj. smanjene stabilnosti transpornih vezikula), poviSene aktivnost jetrinih

192,193,194,195,196

enzima (kao posledica oSteCenja hepatocita). Prosecna vrednost triglicerida

postpartlno, kod krava koje su ¢inile nasu eksperimentalnu grupu je iznosila 0,11+0,0 1mmol/I.
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Holesterol — je najzastupljeniji sterol u Zivotinjskom organizmu a vodi poreklo iz hrane ili
se sintetiSe iz acetil-koenzima A. Sinteza holesterola je delom pod kontrolom samog

holesterola.®®

U sluc¢ajevima kada je koli¢ina holesterola u hrani smanjena povecava se njegova
sinteza u jetri, 1 obrnuto. Kada se hranom unosi veca koli¢ina holesterola, njegova sinteza u jetri
se smanjuje i moze potpuno prestati. Snizena koncetracija triglicerida i holesterola u krvi moze
uputiti na masnu infiltaciju jetre. Naime, masti u hepatocitima mogu pokrenuti nastanak masne
infiltracije ili bivaju transportovane iz jetre u kompleksu sa lipoproteinima. Koncetracija
triglicerida i holesterola opada zato $to dolazi do pada sposobnosti jetre da sintetiSe lipoproteine
veoma male gustine koji predstavljaju proteine nosace za transportne forme lipoproteina.
Koncetracija vrednosti triglicerida i holesterola je u saglasnosti sa rezultatima, koje su dobili
drugi istrazivai. 20020t TaloZenje lipida na samom pocetku laktacije opterecuje hepatocite i
dovodi do menjanja njihove ultrastrukture. Samim tim, lakSe otpustaju enzime u krvotok, te se

. . : . s 202
koncentracija hepatiénih enzima povecava sa porastom optereéenja hepatocita.”’

Ukupni bilirubin (UB) — Odredivanje koncentracije ukupnog bilirubina pruza uvid u
funkcionalno stanje jetre obzriom da poremecéaji metabolizma mogu dovesti do poremecaja
ekskretorne funkcije jetre, §to dovodi do poveéanja koncentracije bilirubina u krvi krava.*’?%
Koncentracija UB posredno pruza uvid u energetski status jedinke. FizioloSke vrednosti za
koncentraciju ukupnog bilirubina u literaturi su razli¢ite. Prema Rosenberger-u (1979),
koncentracija moze biti povecana do 6,84 umol/l kod zdrave jetre, usled raznih metaboli¢kih
opterecenja jetre (gladovanje, visoki graviditet, puerperium i laktacija). Koncentracija ukupnog
bilirubina se krece u fizioloSkom intervalu od 0,7- 8,55 umol/l. Kada prede granicu od 8,55
umol/l, ona predstavlja patoloski nalaz 1 ukazuje na masnu infiltraciju jetre. Posledicno se

3 Prema nalazu veéine autora fizioloske vrednosti

smanjuje njena ekskretorna moé.?
bilirubnemijekod goveda se krecu izmedu 0,85-6,84 umol/l. Kada ove rezultate uporedimo sa
nasim prose¢nim rezultatima, moZzemo reci da je dobijena prosecna vrednost ukupnog bilirubina
znatno veca od prosecnih referentnih vrednosti, $to nas upucuje na stanje u kom je zamascena
jetra i optereceni Zucni putevi. Kada uporedimo najmanju izmerenu vrednost ukupnog bilirubina,
ona se nalazila u fizioloskim granicama, dok je najvi$a izmerena vrednost iznad gornje fizioloske

granice. Ovaj nalaz je u skladu sa podacima koji su naveli prethodni istraZivaci a rezultat je

velikog opterecenja jetre u prvim danima laktacije.144 Ovo veliko opterecenje jetre najverovatnije
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nastaje kao posledica neadekvatne ishrane. Koncentracija ukupnog bilirubina iznad fizioloskih
granica oznacava poremecaj funkcije jetre, pri ¢emu biva oslabljena i njena ekskretorna
funkcija.'®?® Sve ovo ima za posledicu tezu adaptaciju i izlaZenje iz negativnog energetskog
bilansa. Koncentracija ukupnog bilirubina u krvnom serumu predstavlja znaCajan parametar za
ocenu metabolickog profila krava i smatra se da predstavlja nezaobilazan test za ispitivanje

funkcionalnog stanja jetre.

AST (aspartataminotransferaza) — referentne vrednosti po Merck-u za ovaj enzim su 60-
125 U/l. AST je prisutna u razli¢itim tkivima. Ima ulogu katalizaora u metabolizmu
aminokiselina i1 ugljenih hidrata. Promena njene vrednosti u krvi moze biti rezultat njene
povecane aktivnosti u ¢elijama (prevashodno jetri) ali i odraz ¢éelijske degeneracije ili nekroze
obzirom da je lokalizovana u citoplazmi i mitohondrijama. Osim u jetri, visoku aktivnost ima i u
srcu i skeletnoj muskulaturi i jetri. Zbog toga, ne mora uvek da ukazuje na oSte¢enje jetre. Do
njenog porasta dolazi ¢ak i u subklinickim stanjima oStecenja jetre, dakle veoma je osetljiv

pokazatelj>*%

Ukoliko je aktivnost AST visa od 100IU/L, kao §to je slu€aj u naSem istraZivanju
(gde je dobijena prosecna vrednost 111,42+14,04 1U/1), to moze da ukaze na odredeni stepen
osteéenja jetre, i to najverovatnije usled masne infiltracije.”**Porast vrednosti AST na poéetku
laktacije su utvrdili i drugi istraZiva&i.?**Medutim, postoje i istraZivanja u kojima su dobijeni
drugaciji rezultati, gde je zapazeno povecanje AST u periodu zasusenja- 6 nedelja pred

teljenje.?*’

ALP (alkalna fosfataza) — Referentne vrednosti ALP po Merck-u su 18-153 U/I. ALP je
enzim, koji je prisutan u crevima, jetri, bubrezima i kostima. U dijagnosticke svrhe se njegova
koncentracija koristi kao pokazatelj oStecenja jetre 1 u dijagnostici osteoartritisa, pri ¢emu se
njena aktivnost poveéava.236 Vrednosti ALP se menjaju tokom perioda laktacije pri c¢emu dostizu
najvecu vrednost u piku laktacije, dok su joj vrednosti smanjene na samom pocetku laktacije.
Rezultati, koje smo mi dobili se nalaze u granicama referentnih vrednosti u saglasnosti su sa

rezultatima drugih istraZivaga.’?%

GGT (gamaglutamiltransferaza) — je enzim koji ima najvecu aktivnost u epitelu Zuc¢nih

puteva i bubrezima. Prisutan je u membrani Celija a njeno povecanje se moze zapaziti kod

238,239

ostecenja cCelijske strukture hepatocita. PoviSena vrednost u krvnom serumu se zapaza u
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slu¢ajevima holestaze i oSte¢enja zucnih puteva. Nasi rezultati su sli¢ni onima, koje su dobili

4T
drugi istrazivaci.

Obzirom da masna infiltracija i degeneracija Celija jetre dovode do ostecenja celijske
bembrane hepatocita i oslobadanja enzima kao §to su AST 1 GGT, u krvi se moZe zapaziti upravo

njihov porast u ovakvim stanjima.?*%240:24

Ukupni protein — u serumu predstavljaju zbir svih proteina u krvotoku. Njihova
koncentracija zavisi od stanja ravnoteze izmedu njihove sinteze i razgradnje. Proteini kod krava
imaju veoma vaznu ulogu u procesu glukoneogeneze, da bi se obezbedile dovoljne koli¢ine
glukoze.”® Nedostatak proteina moZe lose uticati na kvalitet i koli¢Ginu mleka. Da bi
iskoristljivost proteina bila adekvatna, neophodno je obezbediti dovoljnu koli¢inu energije putem

ishrane. %34

Najnize vrednosti koncentracije ukupnih proteina zapaZaju se u u periodu oko
teljenja. Smanjenje ukupnih proteina nastaje kao posledica aktivnosti mlecne Zzlezde u
pripremanju kolostruma za laktaciju koja sledi. Puerperalni poremecaji, kao S§to su npr.
endometritis, ne prouzrokuju znacajnije promene u koncentracijama ukupnih proteina, osim $to
se kod bolesnih krava zapaza tendencija porasta gamaglobulina. Fizioloski interval koncentracije
ukupnih proteina u krvi po Merck-u za krave je 67-75 g/l, dok je po Radostis-u od 58-81 g/l. U
sprovedenom istrazivanju, prosetna vrednost proteina se nalazila u fizioloSkim okvirima.
Medutim, najniZza vrednost ukupnih proteina je ispod fizioloskih referentnih vrednosti ako
uporedujemo sa referentnim vrednostima po Mercku, dok se po Radostis-u nalazi u granicama
referentnih vrednosti.Maksimalna dobijena vrednost se nalazi izvan fizioloskih referentnih
vrednosti, u poredenju sa vrednostima po Mercku kao i po Radostis-u. Koncentracija ukupnih
proteina ispod 60g/l mozZe da poveca rizik od nastanka bolesti.**” Razgradnja proteina se odvija u
predZelicima pod dejstvom predzeludacne mikroflore, pri ¢emu nastaju amonijak i ketokiseline,
koje se koriste za sintezu proteina. ViSak amonijaka transportuje se u jetru gde nastaje urea. Urea
se potom transportuje u rumen putem krvi 1 koristi se za bakterijski rast ili se eliminiSe putem

bubrega.’®

Albumini — Sinteza albumina se odvija u jetri i oni su najzastupljeniji proteini krvne
plazme.'®® Cine 35-50%ukupnih proteina seruma. Prema navodima drugih autora odnos albumina
i globulina je kod goveda skoro jednak ili ak i ne§to veéi u korist globulina.””® Razgradnja

albumina se odvija u jetri, miSi¢nim tkivima, bubrezima 1 kozi. U cirkulaciji albumini imaju
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dvostruku ulogu: ucestvuju u regulaciji koloidno-osmotskog pritiska i imaju ulogu kao
transportni proteini tj. nosaci jer poseduju moguénost reverzibilnog vezivanja mnogih organskih
jedinjenja. 2°?°" Albumini su indikatori metabolickog statusa i imaju usku vezu sa telesnom
masom i ishranom.?® Sekrecija albumina je stimulisana padom osmotskog pritiska.?®® Inhibitorni
efekat na sekreciju albumina imaju odredena patofizioloska stanja, koja se odvijaju u toku
inflamatornih oboljenja. Ovaj mehanizam nastaje pod dejstvom prinflamatornih citokina kao sto
su interleukini (IL-1, IL-6) i tumor nekroti¢nog faktora alfa (TNFa). Fizioloski interval
koncentracije albumina u krvi po Merck-u za krave je 25-38 g¢/l, dok je po Radostis-u od 21-40
o/l, bez obzira na fazu proizvodnje. Neki istraziva¢i smatraju da krave kod kojih je koncentracija
albumina u serumu > 35g/l imaju manje rizike za nastanak postporodajnih bolesti. Ako poredimo
najmanju dobijenu vrednost sa referentnim vrednostima, ona se nalazi u fizioloskim granicama.
Dok se najvisa dobijena vrednost nalazi izvan granica referentnih vrednosti. Srednja vrednost

albumina se nalazi u granicama referentnih vrednosti.

Urea — Koncentracija uree u krvi je znaCajan pokazatelj snabdevenosti azotom i
energijom putem obroka ali i pokazatelj sposobnosti jetre da detoksikuje organizam od
amonijaka. Koncentracija uree u krvi upuéuje na stanje energetskog metabolizma jer visak
proteina u hrani u nedostatku energije dovodi do prestrojavanja metabolizma proteina i dovodi do
sinteze uree. Koncentracija uree u organizmu zavisi od ishrane, a kao dijagnosticki pokazatelj
mozZe uputiti na bolest bubrega. Fizioloske referentne vrednosti za ureu kod krava po Merck-u su
3,6-8,9 mmol/l, dok su po Radostis-u 2,0-6,8 mmol/l u svim proizvodnim fazama i starosnim
kategorijama. Ako naSe rezultate poredimo sa referentnim vrednostima po Mercku, onda
zapazamo da se minimalna dobijena vrednost nalazi ispod referentnih vrednosti dok se
maksimalna vrednost koncentracije uree nalazi u fizioloSkim granicama. Ako rezultate poredimo
sa referentnim vrednostima po Radostis-u onda zapaZzamo da se minimalna dobijena vrednost
nalazi u okviru referentnih vrednosti dok je maksimalna dobijena vrednost, iznad granice
referentnih vrednosti. Dobijena srednja vrednost uree nalazi se u okviru referentnih vrednosti.
Snizena koncentracija uree kod krava upucuje da jetra ima umanjenu sposobnost detoksikacije
organizma 1/ili da je nivo glukoneogeneze umanjen. Uremija je poviSena u onim sluc¢ajevima
kada postoji relativan suficit proteina u obroku u odnosu na koli¢inu energije. Visoka uremija je
posledica suficita proteina i deficita energije ili suficita proteina i energije u obrocima krava.

Pojava ekstremno visokih vrednosti uree ukazuju na oSte¢enje bubrega, a znacajno smanjenje
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vrednosti ukazuje na deficit proteina. Pojedina¢ne niske vrednosti uremije kod ispitivanja
metabolitkog profila ukazuju na to da kod tih Zivotinja postoji smanjeno uzimanje hrane?'#+%?
Smanjen unos hrane dovodi do pada koncentracije uree bez obzira na period laktacije.?"
Amonijak je indirektni pokazatelj nivoa glukoneogeneze (zbog deaminacije aminokiselina).
Koncentracija Ca — Ca je vazan za aktivaciju brojnih enzima i hormona. On ucestvije u
koagulaciji krvi kao i u stimulaciji nerava. Optimalna koncentracija Ca u krvi po Merck-u za
krave je od 2,0 do 2,8 mmol/l, dok je po Radostis-u od 2,0 do 3,0 mmol/l, bez obzira na fazu
proizvodnje. Dobijena najniza vrednost koncentracije Ca u istrazivanju se nalazi ispod
referentnih vrednosti dok je maksimalna dobijena vrednost u okviru fiziokoskih granica
referentnih vrednosti. Prosecna dobijena vrednost koncentracije Ca se nalazi u fizioloskim
okvirima. Kretanje vrednosti jona Ca je u skladu sa ranije dobijenim rezultatima.’*>**® . U ranoj
laktaciji regulatorni mehanizmi za Ca i P prilagodavaju njihovu koncentraciju visokim potrebama
mlecne zlezde. Da bi se obezbedila homeostaza, Ca se mobiliSe iz kostiju i apsorbuje iz
digestivnog trakta. Resorpcija kalcijuma se odvija u Zelucu pod dejstvom zeluda¢nih sokova pri
¢emu nastaju kalcijumhlorid 1 kalcijumfosfat. U ovom obliku se moZe resorbovati preko sluznice
creva, putem kalcijumovih kanala. Krave u toku graviditeta imaju potrebe u Ca od 2 do 3,5g/kg
SM po obroku, dok se ove potrebe u toku laktacije povecavaju do 5,5 g/lkg SM. Opadanje
koncentracije jona Ca nakon partusa nastaje usled njegovog pojac¢anog prelaska u mleko.'”® U
cilju podmirivanja optimalne koncentracije Ca, dolazi do njegove mobilizacije iz kostiju pod
dejstvom paratireoidnog hormona (PTH). Vitamin D potencira resorpciju Ca iz creva.
Hipokalcemija moze dovesti do poremecaja u vidu mle¢ne groznice koja se najcesce javlja u
prvih 24 ¢asa nakon partusa.146 Kao posledica hipokalcemije, moze se javiti mastitis obzirom da

214 Moze nastati

147,148

dolazi do smanjenja intenziteta kontrakcije svih misica pa tako i sisnih sfinktera.
dislokacija siriSta obzirom da deficit Ca smanjuje pokretljivost zida buraga i siriSta.
Hipokalcemija je narocito izraZena kod starijih krava. Kod ove kategorije Zivotinja broj visoko
diferenciranih receptora (VDR) u crevima opada. Oni pomaZzu resorpciju Ca u crevima, te u
slu¢aju njihovog nedostaka posledicno dolazi do smanjene resorpcije Ca iz digestivnog trakta, a
samim tim i manje koncentracije Ca u krvi. Kod starijih krava, takode, u kostima opada broj
osteoblasta, ¢elija na kojima se nalaze receptori za parathormon pri ¢emu se smanjuje mogucnost
mobilizacije Ca iz kostiju.**> Niska koncetracija Ca u krvi ima negativan uticaj na fagocitozu i

funkciju polimorfonuklearnih leukocita-granulocita.?*®
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Koncentracija P — Optimalna koncentracija P u krvi krava po Merck-u za krave je od 1,8-
2,6 mmol/l, dok je po Radostis-u 1,4-2,7 mmol/l, nezavisno od faze proizvodnje. Najniza
dobijena vrednost P u ogledu se prema Mercku nalazi ispod donje granice referentnih vrednosti,
dok je maksimalna dobijena vrednost iznad granica referentnih vrednosti. Prose¢na vrednost P se
nalazi u okvirima referentnih vrednosti. Neorganski fosfor ima vaznu ulogu u anabolickim
procesima, ucestvuje u procesima fosforilacije, uti¢e na acidobaznu ravnotezu je utvrdio da
postpartalna hipofosfatemija ima znacajnu ulogu u nastanku masne jetre.217 Nedovoljan unos P
moze smanjiti laktacione i reproduktivne performanse. Hipofosfatemija nastaje najées$ce pri
ishrani hranivima losijeg kvaliteta deficitarnim P, kao $to je na primer kabasta hrana koja potice
sa zemjiSta siromasnih u P, ili povecanog izluCivanja fosfata urinom (kod ishrane sa
prekomernom koli¢inom energetski bogatih hraniva). Ipak, hipofosfatemija se retko javlja kod
ishrane energetski bogatim hranivima, jer su takva hraniva obi¢no bogata fosforom.*® Poremecaj
metabolizma mineralnih materija neposredno posle telenja dovodi najceSée do tipicne
hipokalcemije, ali neretko i do atipi¢ne puerperalne pareze, kod koje je dominantan pad nivoa

fosfora.

6.4. Povezanost pokazatelja inaulinake rezistencije sa parametrima metaboli¢kog profila

posle teljenja

Sve promene koje su prisutne u metabolickoj adaptaciji krava nastaju kao posledica
njihove genetske predispozicije, telesne kondicije, ishrane i sastava hraniva u obroku. U periodu
oko teljenja, veliku vaznost ima stanje uhranjenosti krava odnosno telesna kondicija. Stanje
uhranjenosti u znacajnoj meri deluje uzajamno sa stepenom osetljivosti tkiva na insulin i/ili
sposobnost krava da se adaptiraju na buducu laktaciju. Poremecaji energetskog metabolizma
krava su najceSce posledica neadekvatne pripremljenosti Zivotinja u periodu zasuSenja na ono $to
sledi, a to je porast u proizvodnji mleka uslovljen pocetkom laktacije. Ovo se prevashodno odnosi
na pozitivan bilans energije i preteranu gojaznost krava u prepartinom periodu.?*® Gojaznost se
veoma cesto dovodi u vezu sa sposobno$¢u krava da se adaptiraju na povecane energetske
potrebe na pocetku laktacije obzirom da se kod ugojenih krava smanjuje osetljivost tkiva na
insulin.?!® Gojazne krave imaju smanjen apetit u periodu oko teljenja.’® U takvim uslovima

negativnog energetskog bilansa nedostatak energije se nadoknaduje iz sopstvenih rezervi,
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prevashodno lipomobilizacijom. Smanjenje apetita se dalje produbljuje, obzirom da sa porastom
lipomobilizacije raste i koncentracija NEFA. Nekontrolisana mobilizacija masnih kiselina iz
telesnih depoa moze postati samoodrziv proces kada NEFA pocne uticati na sekreciju insulina u
beta ¢elijama pankreasa i na insulinsku senzitivnost. Njihova oksidacija deluje na centar za glad.
Centar za glad dobija signal da je jetra dobro snabdevena energijom iako se organizam nalazi u
stanju negativnog energetskog bilansa, koji pokuSava kompenzovati mobilizacijom telesnih
rezervi.?*! Obzirom da se maksimalno konzumiranje hrane uspostavlja tek nakon 10 do 15 dana
od teljenja, period rane laktacije upravo karakteriSe negativan bilans energije i posledi¢no
slabljenje kondicije i smanjenje masnog tkiva. Dakle, smanjena ili suprimirana funkcija beta
¢elija pankreasa je jedan od uzroka koji moze izazvati razistenciju. Promene na nivou receptora
takode mogu biti uzrok smanjenja inulinskog odgovora ali i promene na postreceptorskom nivou,
kad nastaju greSke u transdukciji insulinskog signala i/ili translokaciji GLUT molekula na
membranama ciljnih ¢elija.>?? Insulin je pozitivan regulator procesa transkripcije i translokacije
GLUT 4 molekula u insulin zavisnim tkivima.* Razlika u nivou ekspresije GLUT 4 molekula na
membranama miSiénih Celija razli¢itih jedinki nastaje upravo kao posledica razlike u vrednosti
insulina u krvi. Kod gojaznih krava se zapaza znatno veca koncentracija glukoze u krvi, §to
ukazuje na poremecaje na nivou translokacije GLUT 4 molekula na membranama misi¢nih ¢elija
kod ovih jedinki. Ovakav nalaz se moZe zapaziti i kod ljudi obolelih od dijabetesa tip 2.>0n je
primarni razlog smanjene senzitivnosti tkiva na insulin.*®* Smanjena efikasnost insulina u
procesu stimulisanja iskoriS¢avanja glukoze od strane perifernih tkiva se tumaci time da se kod
krava koje su u periodu zasusenja hranjene ve¢om koli¢inom krmnih smesa i/ ili ugojenih krava
poremecaji metabolizma glukoze posledica dugotrajne hiperinsulinemije koja u toku perioda
zasuSenja mehanizmom negativne povratne sprege reguliSe ekspresiju protein insulinskih
receptora. Vise masne kiseline i inflamatorni citokini (TNF alfa i IL-6) su na pocetku laktacije
kod gojaznih krava prisutni u veéim koncentracijama u krvi i mogu uticati na prenosenje
insulinskog signala, samim tim i na regulaciju metaboli¢kih procesa u celijama.??*** Masno
tkivo infiltrovano makrofagima je znatno aktivnije u proizvodnji TNF-alfa i drugih
proinflamatornih ~ citokina.*®¥1%171  Citokini blokiraju insulinske signalne puteve u
hepatocitima. Kod gojaznih jedinki se proces lipomobilizacije odvija intenzivnije u odnosu na
stvarne energetske potrebe u uslovima NEB. Ovakav sluc¢aj je i kod ljudi obolelih od dijabetesa

tip 2. U uslovima insulinske rezistencije, smanjena je moguénost koris¢enja nepotrebno
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mobilisanih vecih koli¢ina masnih kiselina u telesnim tkivima, prvenstveno misi¢nom. Zato se
suviSne masne kiseline usmeravaju ka jetri koja je odgovorna za regulaciju energetskog
metabolizma i prometa masnih kiselina. Ovo ima za posledicu smanjeno iskoris¢avanje energije i
pojacavanje NEB.?*" Ovo je razlog ve¢e mogucnosti za nastanak masne infiltracije jetre kod
gojaznih krava. Promene vrednosti glukoze posle teljenja u vidu njenog pada, je u pozitivnoj
korelaciji sa koncentracijom glukoze pre teljenja. Ovo nam ukazuje da ¢e kod krava sa viSom
glikemijom u periodu pre teljenja , biti intenzivniji pad posle teljenja. Obzirom da ketonska tela
predstavljaju alternativni izvor energije za organe, njihov blagi porast u krvi predstavlja normalan
mehanizam adaptacije na NEB u ranoj laktaciji.”® BHBA predstavlja dominantnu formu
ketonskih tela, i njegova koncetracija u krvi predstavlja indeks oksidacije masnih kiselina.?*® Kao
posledica smanjenja energije a prisustva vece koncentracije proteina u obroku, dolazi do
povecanja koncentracije uree. Usled energetskog deficita dolazi i do povecane mobilizacije
masnih kiselina koje dospevaju u jetru i uzrokuju njeno metaboliCko optere¢enje praceno
porastom  koncentracije  ukupnog bilirubina.  Hipoglikemija,  hipoalbuminemija i
hipoholesterolemija ukazuju na smanjenu sintetsku sposobnost jetre, dok znatno povecanje
koncentracije ukupnog bilirubina 1 aktivnost AST u serumu ukazuje na oStecenje jetre 1 naruSen

124188230 Oye promene se javljaju kao posledica akumulacije

morfoloski integritet hepatocita.
lipida u hepatocitima koja je proizvod poveéane upotrebe masti u energetske svrhe usled
neadekvatne ishrane i negativnog energetskog bilansa. Jetra je glavni organ Koji ucestvuje u
adaptaciji metabolizma pa izmenjene vrednosti ovih parametara upravo upucuju na metabolicko
optereéenje krava.! Usled promena u metabolizmu kao posledica smanjenog unosa proteina
putem hrane i pojacanog katabolizma proteina, dolazi do smanjenja ukupnih proteina u serumu
sveze oteljenih krava. Albumini se tokom puerperijuma prevashodno koriste za sintetske procese,
te je njihova koncentracija u krvi u tom periodu smanjena 2*!. Koncentracija albumina u krvi
Cesto prati koncentraciju proteina.232 U ranoj laktaciji se povecava unoSenje proteina putem
hrane, Sto posledi¢no utiCe na porast koncentracije albumina. Porast albumina nije odmah
znaCajan nakon porasta proteinemije kod krava, obzirom da je za sintezu proteina potrebno
izvesno vreme. Zato se smatra da urea predstavlja trenutni pokazatelj unosa proteina hranom a
albumini su pokazatelj ne trenutnog, nego dugoro¢nog proteinskog statusa krava.’® U periodu
posle teljenja se kao posledica povecanja koncentracije parathormona i poveéane osetljivosti

kostiju na njegovo dejstvo odvija povecana mobilizacija Ca iz kostiju pri ¢emu on biva
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transportovan u mleko.U istrazivanju je dobijena oc¢ekivano niza vrednost koncentracije Ca koja
je upravo uslovljena smanjenim unosom hranljivih materija na pocetku laktacije i smanjenom
resorpcijom Ca u crevima, kao 1 izlucivanjem putem mleka. Dakle, koncentracija Ca u krvi opada
sa otpo&injanjem laktacije, $to su utvrdili i drugi istrazivaci.?*® Pad koncetracije triglicerida i
porast koncetracije NEFA u krvi su znak intenzivnog metabolizma masnih kiselina koji dovodi
do posledicnog zamaséenja jetre. Ukoliko je nakupljanje triglicerida intenzivno, oni ometaju i
potpuno blokiraju rad hepatocita. Dakle, upravo je energetski bilans taj koji je klju¢ adaptacije
metabolizma u peripartalnom periodu. S toga ishranu u ovom periodu treba prilagoditi
energetskim potrebama jedinki sa hranivima, koja omogucavaju lako usvajanje energije i spreciti

njen pad nakon partusa da bi metabolizam bio izbalansiran.
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7.ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata istrazivanja dobijenih u ogledu iznosimo sledeée zakljucke:

1.

U periodu posle teljenja krave su imale nizu vrednost RQUICKI indeksa, odnosno
pokazivale su veci stepen insulinske rezistencije u odnosu na period zasusenja.

Rezultati istrazivanja pokazuju da postoji negativna korelacija izmedu RQUICKI indeksa
insulinske rezistencije u zasuSenju i periodu posle teljenja. To znaci da Sto su krave bile
senzitivnije na insulin u periodu zasusenja-pre teljenja, to im je bila jace izraZena
rezistencija na insulin posle teljenja.

U periodu zasusenja postoji pozitivna korelacija izmedu vrednosti isnulina i RQUICKI
indeksa, dok je ova korelacija negativna u ranoj laktaciji. U odnosu na vrednosti glukoze i
NEFA, RQUICKI korelira negativno sa vrednostima glukoze, ali je ova korelacija
priblizna nuli tokom zasuSenja, dok je u ranoj laktaciji ona statisticki znac¢ajna. To znaci
da ¢e se stepen insulinske rezistencije rasti Sto je glikemija niza, ali znacajno vecim
intenzitetom u ranoj laktaciji. U odnosu na relaciju sa vrednostima NEFA, tu postoji
sli¢nost, pa je i u periodu zasuSenja i u periodu laktaciji RQUICKI indeks negativno
korelairao sa vrednostima NEFA.Visa vrednost RQUICKI indeksa u periodu zasuSenja
znaci vec¢i pad njegove vrednost i veéu reszistenciju pose teljenja.

Sto je veéa koncentracija insulina u periodu pre teljenja to je niza njegova vrednost u
periodu posle teljenja. Kod krava sa viSom glikemijom u zasuSenju postoji intenzivniji
pad vrednosti glukoze u periodu posle teljenja. Visa vrednost NEFA u zasuSenju znaci
nizu vrednost u periodu posle teljenja, kao i manji intenzitet porasta vrednosti ovog
metabolita u krvi. Utvrdeno je da $to su krave senzitivnije na insulin u periodu zasuSenja
(ve¢a RQUICKI vrednost) imace veci porast NEFA u periodu rane laktacije.

PP vrednosti nekog faktora insulinske rezistencije mogu biti determinisani pomocu
viSestruke (multiple) regresije u €iji sastav ulaze ostali faktori insulinske rezistencije.

Tako je dobijeno da PP vrednost jednog od faktora signifikantno zavisi od PP 1 ,,delta*
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vrednosti ostala tri faktora isnulinske rezistencije. Uticaj AP vrednosti nije imao statistic¢ki
znacaj u determinaciji PP vrednosti faktora insulinske rezistencije.

Dobijena je statisticki zna¢ajna korelacija izmedu metaboli¢kih parametara i pokazatelja
insulinske rezistencije u PP periodu. Metabolicka adaptacija krava povezana je i1 sa
intenzitetom promena vrednosti (delta vrednosti) pokazatelja insulinske rezistencije.
Medutim, nisu utvrdene znacajne korelacije izmedu metabolickiog profila PP i
pokazatelja insulinske rezistencija AP. PP vrednosti pokazatelja insulinske rezistencije i
promena u njihovoj vrednosti (AP-PP) znaajno uti¢u na vrednost metaboli¢kih
parametara. RQUICKI indeks ima vrlo slabu prediktivhu vrednost za metabolicke
parametre, dok vrednosti insulina, glukoze i NEFA imaju znacajnu prediktivnu vrednost
za veliki broj parametara.

Kada se krave klasifikuju na osnovu vrednosti RQUICKI indeksa na one sa najve¢im
padom vrednosti ovog indeksa (iznad 75 percentila) i na ostale manje rezistentne krave ne
bismo dobili statisticki znacajnu razliku u vrednosti metaboli¢kih parametara. Medutim,
ukoliko bi se klasifikacija napravila na osnovu vrednosti glukoze, NEFA i insulina tako
da su najrezistentnije krave one sa najizrazenijim padom insulina i glukoze i najveé¢im
porastom NEFA dobili bi znacajne razlike u metabolickoj adaptaciji krava koje se
karakteriSu: povecanom koncentracijom BHB, bilirubina, AST, ALP, GGT i P i
smanjenom koncentracijom holesterola, triglicerida, ukupnih proteina i albumina.
Insulinska rezistencija kod krava u ranoj laktaciji moze nastati kao kompenzatorni
odgovor na povecanu insulinsku senzitivnost tokom perioda zasusenja, $to moze imati

uticaja na metabolicki status krava u periodu posle teljenja.
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