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UTICAJ PREPARTALNE APLIKACIJE PROPILTIOURACILA NA
ENDOKRINI I METABOLICKI STATUS JUNICA HOLSTAJN RASE

REZIME

Cilj ove doktorske disertacije bio je da se ispita uticaj prepartalne aplikacije
propiltiouracila na endokrini 1 metabolicki status junica holStajn rase u kasnom
graviditetu i ranoj laktaciji. Ispitivanje je sprovedeno na ukupno 30 junica holStajn rase,
odabranih u visokom graviditetu. Obje grupe junica su hranjene obrokom prilagodenim
potrebama za graviditet, odnosno laktaciju. Junice ogledne grupe su u cilju indukcije
hipotireoze od 20. dana prije ocekivanog teljenja do dana teljenja svakodnevno
peroralno tretirane sa 4 mg PTU/Kg tjelesne mase, pomijeSanog sa 25 ml maltoznog
sirupa. Junice kontrolne grupe su svakodnevno primale samo 25 ml maltoznog sirupa.
Uzorci Krvi uzeti su punkcijom v. jugularis 20 dana prije o¢ekivanog termina teljenja, 3
I 7 dana kasnije, svakodnevno tokom pet dana prije i pet dana nakon teljenja, a zatim 7.,
15., 30. i 60. dana nakon teljenja. Uzorci tkiva jetre uzeti su od svih junica perkutanom
biopsijom 7. dana prije oc¢ekivanog teljenja i 7. dana nakon teljenja. U svim uzetim
uzorcima krvi odredene su koncentracije T4, Ts, insulina i glukoze. Na osnovu
koncentracije insulina i glukoze izracunata je vrijednost HOMA indeksa za sve periode
uzorkovanja. U uzorcima uzetim 20., 17., 13., 7. i 4. dana prije i 7., 30. i 60. dana nakon
teljenja odredena je koncentracija IGF-I, a u uzorcima uzetim 20. i 7. dana prije i 7. i 30.
dana nakon teljenja relativna zastupljenost IGFBP-2, IGFBP-3 i IGFBP-4. U uzorcima
uzetim 20., 17.,13., 7., 4. i 1. dana prije, i 1., 3., 5., 7., 15., 30. i 60. dana nakon teljenja
odredene su koncentracije BHBA i ukupnog bilirubina. U uzorcima uzetim 20., 17., 13.,
7.1 4. dana prije, na dan teljenja, kao i 3., 4., 7., 15., 30. i 60. dana nakon teljenja
odredene su koncentracije ukupnih proteina i albumina. U uzetim uzorcima tkiva jetre
odredena je aktivnost dejodinaza, stepen zamascenja jetre 1 sadrzaj glikogena. Dnevna
proizvodnja mlijeka pracena je u periodu od 7. do 60. dana laktacije, a trajanje servis
perioda je izracunato na osnovu podataka sa farme.

Tokom tretmana sa PTU kod junica ogledne grupe ustanovljeno je statisticki

znacajno opadanje koncentracije T4, T3, BHBA i aktivnosti DIO1 u tkivu jetre, te



statisticki znacajan porast koncentracije insulina, IGF-I i glukoze u odnosu na junice
kontrolne grupe. Nakon prestanka tretmana kod junica ogledne grupe doslo je do
privremenog i statisticki znacajnog poviSenja koncentracije T4, T3 i aktivnosti DIO1 u
odnosu na prepartalne vrijednosti, dok je kod junica kontrolne grupe istovremeno
ustanovljen trend opadanja. Koncentracije insulina, IGF-I i glukoze kod junica ogledne
grupe ostale su statisticki znacajno viSe u odnosu na kontrolnu grupu i tokom
postpartalnog perioda. Postpartalna koncentracija BHBA kod junica ogledne grupe bila
je statisticki znacajno niZza u odnosu na junice kontrolne grupe sve do 5. dana nakon
teljenja, a zatim statisticki znacajno visa od 15. dana nakon teljenja do kraja ispitivanog
perioda. Kod junica ogledne grupe vrijednost HOMA indeksa je tokom cijelog
ispitivanog perioda bila viSa u odnosu na kontrolnu, iako su statisticki znacajne razlike
postojale samo u periodu od 13. dana prije do 3. dana nakon teljenja. Odnos
DIO1/DIO3 kod ogledne grupe junica je rastao od prepartalnog prema postpartalnom
periodu (0,57+0,28 naprema 3,03+1,53), dok je kod junica kontrolne grupe ustanovljeno
njegovo smanjenje (1,90£1,09 naprema 1,75+1,03). Kod junica ogledne grupe relativna
zastupljenost IGFBP-2 i IGFBP-4 je blago porasla od prepartalnog ka postpartalnom
periodu, dok je kod junica kontrolne grupe ustanovljen statisti¢ki znacajan porast
njihove relativne zastupljenosti. Relativna zastupljenost IGFBP-3 kod junica ogledne
grupe je rasla od prepartalnog prema postpartalnom periodu, dok je kod junica
kontrolne grupe ustanovljen trend opadanja. Koncentracije ukupnih proteina i albumina
su kod junica ogledne grupe bile viSe u odnosu na kontrolnu grupu tokom cijelog
ispitivanog perioda, iako je statisticka znacajnost razlika postojala samo u pojedinim
periodima ispitivanja. Koncentracija ukupnog bilirubina kod junica ogledne grupe bila
je statisticki znacajno viSa u odnosu na kontrolnu samo u periodu od 13. dana prije
teljenja do dana teljenja, dok u ostalim periodima ispitivanja nisu ustanovljene
statisticki znacajne razlike. U uzorcima tkiva jetre uzetim prije teljenja, ni kod jedne
grupe junica nije ustanovljeno zamascenje, a sadrzaj glikogena u hepatocitima je bio
nesto veci kod junica ogledne grupe. U uzorcima tkiva jetre uzetim nakon teljenja, kod
junica kontrolne grupe ustanovljeni su umjeren stepen zamascenja (20,25+6,51% masti)
I smanjen sadrzaj glikogena, a kod junica ogledne grupe blagi stepen zamasScenja
(6,70+4,45% masti)., dok je sadrzaj glikogena je ostao na visokom nivou. Razlika u

stepenu postpartalnog zamascenja jetre izmedu ogledne 1 kontrolne grupe bila je



statisti¢ki znacajna. Dnevna mlijecnost junica ogledne grupe bila je statisticki znacajno
niza u periodu od 7. do 12. dana laktacije, a od 41. dana laktacije do kraja ispitivanog
perioda statisticki znacajno visa u odnosu na junice kontrolne grupe. Junice ogledne
grupe su imale kra¢i servis period u odnosu na junice kontrolne grupe, iako nije
ustanovljena statisticka znacajnost razlika.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da pojacana aktivnost tircoidee
u ranom postpartalnom periodu moze doprinijeti ocuvanju morfoloskog i funkcionalnog
integriteta jetre, a samim tim i brzem uspostavljanju energetske ravnoteze na pocetku
laktacije, §to je veoma znacajno kod krava sa genetskom predispozicijom za visoku

proizvodnju mlijeka.
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EFFECT OF PREPARTAL PROPYLTHIOURACIL APPLICATION ON
ENDOCRINE AND METABOLIC STATUS OF HOLSTEIN HEIFERS

SUMMARY

The aim of this PhD thesis was to examine the effect of prepartal
propylthiouracil (PTU) treatment on endocrine and metabolic status of Holstein heifers
in late pregnancy and early lactation. The study was conducted on a total of 30 Holstein
heifers, selected in advanced pregnancy. Both groups of heifers were fed a meal
adjusted to the nutritive needs for pregnancy and lactation. Experimental group of
heifers was orally treated with 4 mg PTU/kg body weight, mixed with 25 ml of maltose
syrup, with aim to induce hypothyroidism. Treatment lasted from day 20 before the
expected calving date to calving date. Control group of heifers daily received only 25
ml of maltose syrup. Blood samples were taken by jugular vein puncture 20 days before
expected calving date, 3 and 7 days later, daily for 5 days before and 5 days after
calving, then 7, 15, 30 and 60 days after calving. Liver tissue samples were taken from
all heifers by percutaneous biopsy 7 days before expected calving and 7 days after
calving. Concentrations of T4, T3, insulin and glucose were determined in all blood
samples. Based on insulin and glucose concentrations HOMA index value for all
sampling periods was calculated. Concentration of IGF-1 was determined in blood
samples taken on days 20, 17, 13, 7 and 4 before and 7, 30 and 60 days after calving.
Relative presence of IGFBP-2, IGFBP-3 and IGFBP-4 were determined in samples
taken on days 20 and 7 before and 7 and 30 after calving. Concentrations of BHBA and
total bilirubin were determined in blood samples taken on days 20, 17, 13, 7, 4 and 1
before and 1, 3, 5, 7, 15, 30 and 60 after calving. Concentrations of total protein and
albumin were determined in blood samples taken on days 20, 17, 13, 7 and 4 before, and
3, 4, 7, 15, 30 and 60 after calving. In the liver tissue samples deiodinase activity,

degree of fatty liver and glycogen content were determined. Daily milk production was



monitored from days 7 to 60 of lactation, and the service period is calculated on the
basis of the reproductive data records of farm.

During PTU treatment, experimental group of heifers showed a statistically
significant decrease in T4, T3 and BHBA concentration and liver DIO1 activity, as well
as a statistically significant increase in serum insulin, IGF-1 and glucose concentration,
compared to control group of heifers. After cessation of treatment, experimental group
heifers there showed a statistically significant and temporary increase of T, and T3
concentration and liver DIO1 activity, compared to the prepartal values, while control
group heifers simultaneously showed a declining trend. Concentrations of insulin, IGF-I
and glucose in experimental group of heifers remained significantly higher compared to
the control group during the postpartum period. Postpartum concentration of BHBA in
experimental group of heifers was statistically significantly lower compared to the
control group of heifers until 5 days after calving and then significantly higher from day
15 after calving until the end of the study. HOMA index value was higher in
experimental group of heifers during the entire study period compared to controls,
although statistically significant differences existed only for a period from day 13 before
to day 3 after calving. DIO1/DIO3 ratio in experimental group of heifers grew from
prepartal the postpartum period (0,57 £ 0,28 vs. 3,03 £ 1,53), while in control group of
heifers decrease trend was found (1,90 £ 1,09 vs. 1,75 + 1,03). In experimental group of
heifers relative presence of IGFBP-2 and IGFBP-4 was slightly increased from prepartal
to postpartum period, while in control group heifers statistically significant increase in
their relative presence was found. The relative percentage of IGFBP-3 in experimental
group of heifers increased from prepartal the postpartum period, while in control group
of heifers downward trend was established. Concentrations of total protein and albumin
found in experimental group of heifers were higher than in control group throughout the
study period, although the statistical significance of differences existed only in certain
periods of testing. The concentration of total bilirubin in experimental group of heifers
was significantly higher compared to controls only during the period from day 13 before
calving until the day of calving, while in other periods of testing no statistically
significant differences were found. In liver tissue samples taken before parturition
neither one of groups had signs of fatty liver, and hepatocyte glycogen content was

slightly higher in experimental group of heifers.In liver tissue samples taken after



calving in control group of heifers a moderate degree of fatty liver (20,25 £ 6,51% fat)
and reduced glycogen content were found. Mild degree of fatty liver (6,70 = 4,45% fat)
was found in same sampling period in experimental group of heifers, while the glycogen
content remained at a high level. The difference in the postpartum degree of fatty liver
between the experimental and control group of heifers was statistically significant.
Daily milk yield of experimental group of heifers was significantly lower in the period
from day 7 to 12 of lactation, and, from day 41 of lactation until the end of the study
period, significantly higher than in control group of heifers. Experimental group of
heifers had a shorter service period compared to control group of heifers, although
statistically significant difference was not found.

Based on these results, it can be concluded that the enhanced activity of thyroid
gland in the early postpartum period may contribute to the preservation of the
morphological and functional integrity of the liver, and thus reestablishing energy
balance in early lactation, which is very important for cows with a genetic

predisposition for high milk production.
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Popis korisc¢enih skraéenica
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HOMA homeostatic model assessment
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1. UVOD

Proizvodnja mlijeka predstavlja jedan od osnovnih ciljeva savremenog uzgoja
goveda. U posljednjih nekoliko decenija doslo je do znacajnog povecanja proizvodnje
mlijeka, Sto je rezultat poboljSanja genetskog potencijala krava, te uslova drzanja i
ishrane. Napretku je svakako doprinio i niz istrazivanja sprovedenih sa ciljem
upoznavanja fizioloskih karakteristika metabolickih procesa koji se odvijaju u
organizmu visokomlije¢nih krava tokom graviditeta i laktacije. Na taj nacin je ostvarena
moguénost upravljanja metabolickim procesima 1 njihovog koriStenja u cilju
ispoljavanja genetskog potencijala za proizvodnju mlijeka.

Dugogodisnja selekcija na visoku mlije¢nost dovodi do sve vecih suprotnosti
izmedu biolosko-fizioloske opterecenosti organizma i zdravlja zivotinja. Kao rezultat
selekcije na proizvodnju mlijeka poveéana je ucestalost poremecaja zdravlja i
reprodukcije, $to se negativno odraZzava na Zivotni i proizvodni vijek grla. U zapatima
visokomlijecnih krava servis period i medutelidbeni interval traju duze, broj teladi po
kravi na godiSnjem nivou i u toku proizvodnog zivota je manji, a ucestalost pojave
poremecaja zdravlja je veéa nego u proslosti. Istrazivanja domacih i stranih istrazivaca
krava, pri ¢emu se posebno isti¢u poremecaji energetskog metabolizma.

Velike potrebe u energiji i hranljivim materijama za razvoj ploda predstavljaju
znaCajno optereCenje za organizam visokomlijecne krave, koje se nakon teljenja
dodatno povecava rastu¢om proizvodnjom mlijeka, koja na naSim farmama ide i preko
40 litara dnevno. Visoka proizvodnja mlijeka, zajedno sa nedovoljnim unosom hrane
tokom perioda rane laktacije dovodi do iscrpljivanja organizma, te su krave visoke
proizvodnje mlijeka podlozne klinickim 1 subklini¢kim poremecéajima zdravlja i
reprodukcije. Ovi poremecaji su posebno izrazeni kod grla sa visokim genetskim
potencijalom za proizvodnju mlijeka, koja su u selekcijskom pogledu najinteresantnija.

Poseban znacaj u istrazivanjima vezanim za fiziologiju 1 metabolizam
visokomlije¢nih krava pridaje se ispitivanju endokrinog i metabolickog statusa tokom
zasusenja, kao pripremnog perioda za predstojecu laktaciju. Razlog tome je Cinjenica da
promjene u hormonalnom statusu koje se deSavaju tokom ovog perioda predstavljaju

mehanizam adaptacije krava na izrazito povecane energetske potrebe koje prate rastucu



proizvodnju mlijeka. To se odnosi na promjenu aktivnosti endokrinog pankreasa i
tireoidee, koji ucestvuju u regulaciji energetskog metabolizma.

Koncentracija tireoidnih hormona u krvi prije teljenja po¢inje da opada, kako bi se
podrzZali anabolicki procesi koji dominiraju tokom peripartalnog perioda, prvenstveno
oni znacajni za sintezu sastojaka mlijeka. Istovremeno sa opadanjem koncentracije u
sistemskom krvotoku, koncentracija tireoidnih hormona u tkivu mlije¢ne Zlijezde se
odrzava unutar fizioloSkih vrijednosti, zahvaljuju¢i pojacanoj lokalnoj aktivnosti
dejodinaza. Ovaj homeoretski mehanizam se smatra dijelom adaptacije energetskog
metabolizma na rastucu proizvodnju mlijeka i povecane potrebe u energiji za njegovu
sintezu. Ovakav trend kretanja koncentracije tireoidnih hormona je opisan u literaturi i
smatra se fizioloSkim procesom. Medutim, ukoliko se dalje produbljuje, to smanjenje
funkcije tireoidee prestaje da bude faktor adaptacije i postaje faktor rizika koji moze
dovesti do poremecaja zdravlja visokomlije¢nih krava.

Pored ucesca u regulaciji energetskog metabolizma, tireoidni hormoni podsticu
rast i diferencijaciju svih tkiva i organa, djelujuéi sinergisticki sa hormonom rasta i
insulinu slicnim faktorom rasta—l (IGF-I). Za organizam visokomlije¢nih krava od
posebne je vaznosti njihov uticaj na lokalni rast i diferencijaciju tkiva mlijecne zlijezde i
reproduktivnih organa, koji tokom zavrsne faze graviditeta i u ranoj laktaciji trpe veliko
metabolicko optere¢enje. Smatra se da pored direktnog uticaja na rast i diferencijaciju
pomenutih tkiva, hormoni tireoidee svoj uticaj ostvaruju i posredno, preko energetskog
metabolizma.

Imajuéi u vidu da su literaturni podaci o uticaju hormona tireoidee na endokrini i
metabolic¢ki status visokomlije¢nih krava tokom peripartalnog perioda u uslovima
indukovane hipotireoze oskudni, smatrali smo da postoji naucna opravdanost za
sprovodenjem takvog istrazivanja. Na taj nain bi se doprinijelo boljem poznavanju
uloge hormona tireoidee u regulaciji energetskog metabolizma u peripartalnom periodu,
kao 1 njihovoj interakciji sa drugim mehanizmima koji reguliSu metabolicka i endokrina

prilagodavanja na procese intenzivne laktacije.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Karakteristike energetskog metabolizma visokomlijecnih krava u
peripartalnom periodu

Tranzicioni ili peripartalni period obuhvata vrijeme od tri nedelje prije do tri
proizvodno-reproduktivnom ciklusu visokomlije¢nih krava (Grummer, 1995; Filipovi¢ i
sar., 2007). U ovom periodu dolazi do aktivacije homoeoretskih mehanizama regulacije
metaboli¢kih procesa u organizmu, sa ciljem podrSske razvoju ploda, odnosno
proizvodnji mlijeka.

Bauman i Currie (1980) su definisali koncept homeoreze kao princip regulacije
metabolickih procesa tokom graviditeta i laktacije, oznacavajuci ga kao "orkestrirane 1
koordinisane promjene u metabolizmu tkiva i cijelog organizma, neophodne da se
podrzi fizioloSko stanje". Drugim rije¢ima, homeoreza predstavlja prilagodavanje svih
tkiva na novonastalo fiziolosko stanje, gdje se njihovo funkcionisanje podreduje
ocuvanju tog stanja i maksimalnoj funkciji organa klju¢nog za dato stanje (materica ili
mlijecna zlijezda).

Tokom perioda kasne laktacije, a naro€ito tokom perioda zasuSenja, krave unose
veéu koli¢inu energije nego Sto je potrebno za zadovoljenje uzdrznih 1 potreba
gravidnog uterusa, te se viSak energije deponuje u vidu masnog tkiva. Metabolizam
ugljenih hidrata 1 masti u visokom graviditetu karakteriSu pojaana glukoneogeneza u
jetri i smanjenje periferne utilizacije glukoze; nepromijenjena ili smanjena utilizacija
acetata; umjerena mobilizacija slobodnih masnih kiselina iz masnog tkiva pracena
povecéanjem njihove utilizacije u perifernim tkivima. Ovakvim prestrojavanjem
metabolickih procesa treba da se obezbijede dovoljne koli¢ine glukoze 1 aminokiselina
za rast ploda, dok je organizam majke usmjeren na potrosnju slobodnih masnih kiselina
I ketonskih tijela kao izvora energije. Postpartalno dolazi do inverzije nivoa glukoze i
slobodnih masnih kiselina, $to ukazuje na veliku potro$nju glukoze u mlije¢noj Zlijezdi,
dok se sistemski metabolizam usmjerava u pravcu kori$¢enja lipida kao izvora energije,
sa ciljem da se u metabolickom smislu podrzi laktacija (Bauman i Currie, 1980; Bell i

Bauman, 1997).



Kao posljedica rastu¢ih potreba u energiji i smanjenog unosa energije hranom
zbog pada apetita i smanjene resorptivne sposobnosti buraga u ranom postpartalnom
periodu homeoretski mehanizmi nadvladavaju homeostatske i proizvodnja mlijeka se
znacajnim dijelom odrZava na racun tjelesnih rezervi Zivotinje, pri cemu cesto i lako
dolazi do poremec¢aja zdravlja (Samanc i sar., 2005b).

Negativan energetski bilans ima za posljedicu intenziviranje lipomobilizacije, kao
vid homeostatskog odgovora organizma. Mobilizacija masnih kiselina i povisenje
njihove koncentracije u krvi nastaju zbog pojacane lipolize u masnom tkivu i
nedovoljne reesterifikacije oslobodenih slobodnih masnih kiselina u jetri. Ve¢ tokom
visokog graviditeta dolazi do smanjenja intenziteta lipogeneze i esterifikacije slobodnih
masnih kiselina, da bi se taj proces sa poc¢etkom laktacije dalje intenzivirao (McNamara
i Hillers, 1986). Kovacevi¢ i saradnici (2005) su ustanovili da je koncentracija
neesterifikovanim masnih kiselina (NEFA) u krvi krava statisticki znacajno niza u
visokom graviditetu nego u periodu rane laktacije. Pri tome je ustanovljeno da je
njihova koncentracija kod ugojenih krava visa u odnosu na krave optimalne tjelesne
kondicije, §to potvrduju i rezultati do kojih su dosli Busato i saradnici (2002) i
Stengérde i saradnici (2008).

Deficit glikogenoplasti¢nih jedinjenja i energetskih prekursora koji nastaje zbog
nedovoljnog unosa hrane onemogucava potpuno iskoriStavanje mobilisanih masti, te
kao posljedica toga dolazi do nakupljanja acetil- ostataka i intenziviranja ketogeneze
(Samanc i sar., 2005b). Intenzivna lipomobilizacija ima za posljedicu povecanje
koncentracije NEFA u krvi, §to produbljuje postojeci negativan bilans energije, jer
preko inhibicije centra za glad dodatno smanjuje unos hrane (Ingvartsen i Andersen,
2000).

Tokom perioda laktacije mlijeCna Zzlijezda svoje potrebe u glukozi bazira na
glukoneogenezi u jetri i smanjenju periferne utilizacije glukoze. Za potrebe mlijecne
Zlijezde iskoristiva je samo glukoza stvorena putem glukoneogeneze u jetri, jer ona
jedino iz krvi moze da bude preuzeta od strane mlijecne Zlijezde. Deficit glukoze treba
da se popravi endogenom mobilizacijom glukoze, glukoneogenetskih jedinjenja iz
raspolozivih rezervi, za Sta je presudna adaptacija endokrinog sistema (Beale i sar.,
1984). Zbog toga dolazi do troSenja rezervi glikogena iz jetre, snizavanja glikemije i



povecanja koncentracije slobodnih masnih kiselina i ketonskih tijela (Samanc i sar.,
2005a).

Sa povecanjem potreba u energiji na pocetku laktacije u organizmu se
intenziviraju i kataboli¢ki i anabolicki procesi. U mlije¢noj Zlijezdi dominiraju
anabolic¢ki, u masnom tkivu katabolicki, dok se u jetri istovremeno odvijaju i anabolicki
(glukoneogeneza, sinteza triglicerida i lipoproteina) i katabolicki procesi (3-oksidacija
masnih kiselina) (Samanc i sar., 2005b).

Energetska efikasnost organizma visokomlijecne krave tokom perioda rane
laktacije, odnosno iskoristivost energije dostupne iz obroka i tjelesnih rezervi zavisi od
koli¢ine unijete suve materije hrane, koliine energije izluene putem fecesa, urina i
tjelesne toplote (Jorritsma i sar., 2003), stepena adaptacije mikroflore buraga (Grummer,
1995) i resorptivne povrSine resica buraga (Dirksen i sar., 1999).

Prilagodavanje metabolizma visokomlije¢nih krava na procese intenzivne
laktacije obuhvata pojacan unos hrane i vode, povecanje kapaciteta digestivnih organa
zajedno sa povecanjem njihove sposobnosti za resorpciju hranljivih materija i1
intenziviranju lipolize (Park i Lindberg, 2004; Filipovi¢ i sar., 2007). Proces adaptacije
organizma na nastali negativni bilans energije traje priblizno do 72. dana laktacije
(Garnsworthy i Jones, 1987; Drackley, 1999; Heuer i sar., 2000). U to vrijeme ponovo
se uspostavlja narusena ravnoteza izmedu unosa energije hranom i energetskih potreba
Zivotinja. Jorritsma i saradnici (2003) navode da je negativan bilans energije u najveéem
stepenu izrazen do dvanaestog dana nakon teljenja, dok se energetska ravnoteza izmedu
potreba i unosa energije putem hrane postize priblizno 72. dana laktacije (Canfield i
Butler, 1990; DeVries i sar., 1999).

Koli¢ina deponovanog masnog tkiva, odnosno tjelesna kondicija u vrijeme
teljenja i na pocetku laktacije je vazan faktor za iskoriStavanje tjelesnih rezervi energije
tokom peripartalnog perioda. Krave koje u laktaciju ulaze ugojene vise gube na tjelesnoj
kondiciji i sporije povecavaju koli¢inu unijete suve materije, t¢ maksimum postizu
znacajno kasnije od uobicajenih 12 do 16 nedelja laktacije (Garnsworthy 1 Topps, 1982;
Kunz i sar., 1985; Garnsworthy i Jones, 1987; De Vries i sar., 1999). Ovi autori navode
da restrikcija obroka tokom perioda zasuSenja, sa ciljem postizanja optimalne tjelesne
kondicije, ima za rezultat brzi porast unosa suve materije hrane tokom rane laktacije,

kao i manji gubitak tjelesne kondicije.



Metabolicka ravnoteza kod goveda najpodloznija je narusavanju u ranoj fazi
laktacije, kada se sa povecanjem proizvodnje mlijeka povecavaju i potrebe u energiji.
Od ukupne kolicine sintetisane glukoze kod krava u peripartalnom periodu, svega se
deseti dio koristi za potrebe sistemskog energetskog metabolizma, dok se sve ostalo
koristi za potrebe fetusa, odnosno sintezu laktoze (Samanc i sar., 2005b). Nedovoljna
glukoneogeneza u jetri iz propionata, glukoneoplasticnih aminokiselina, glicerola i
laktata, 1 pored smanjenja periferne utilizacije glukoze, ne zadovoljava rastuce potrebe
mlije¢ne Zlijezde za glukozom (Bauman i Elliot, 1983; Hough i sar., 1985). Deficit
glukoze u krvi i nedostatak glikogenoplasti¢nih materija u hrani potenciraju koris¢enje
aminokiselina iz tjelesnih proteina, kao krajnje energetske rezerve organizma. Zbog
gubitka proteina iz skeletnih miSica, dijametar njihovih vlakana se smanjuje i do 25%
(Reid i sar., 1980). Boisclair i saradnici (1993) smatraju da smanjenje dijametra
miSi¢nih vlakana nije posljedica razlaganja ve¢ postojecih proteina, ve¢ supresije
njihove sinteze i usmjeravanja aminokiselina u energetski metabolizam.

Kod krava sa nizom mlije¢nosti postoji mogucnost da se aktivnost mlijecne
Zlijezde uskladi sa kapacitetom jetre za glukoneogenezu i na taj nacin glikemija odrzi
unutar fizioloskih granica. Kod krava koje proizvode veée kolicine mlijeka, ove
mogucnosti su znatno manje, jer potrebe mlijecne Zlijezde cesto prevazilaze ukupni
obim glukoneogeneze. Stamatovi¢ i saradnici (1983) su ustanovili da su varijacije
glikemije najvece nakon teljenja, a glavnim uzrokom tih varijacija smatraju aktivnost
mlijecne Zlijezde. Ovi autori su ispitivali glikemiju kod krava u zasuSenju, neposredno
pred teljenje, nakon teljenja, u prvom i drugom mjesecu laktacije. Krv je paralelno
uzimana iz v. auricularis magna i v. subcutanea abdominis. Vrijednosti glikemije prije
porodaja nisu se razlikovale, dok su 7. dana nakon teljenja ustanovljene statisti¢ki
veoma znacajne razlike u vrijednostima glikemije. Ove razlike su ustanovljene kod svih
grla, bez obzira na visinu mlijecnosti. Uzorci uzeti u drugom mjesecu laktacije ukazivali
su da je kod krava visoke mlije¢nosti (30 litara mlijeka dnevno) statisticki visoko
znacCajna razlika u koncentracijama glukoze u uzorcima krvi iz ove dvije vene postojala
1 dalje, dok kod krava nize dnevne mlije¢nosti (15 litara) nisu ustanovljene statistic¢ki
zna€ajne razlike. Ovi podaci govore u prilog tvrdnji da je aktivnost homeoretskih
mehanizama kod krava visoke mlijecnosti izrazenija u odnosu na krave koje dnevno

daju manju koli¢inu mlijeka.



Jorritsma i saradnici (2003) navode da se tokom perioda rane laktacije kao izvor
energije djelimi¢no koriste i tkivni proteini, $to ima za posljedicu porast koncentracije
uree u krvi. Koncentracija uree u krvi se kod krava neadekvatno pripremljenih za
laktaciju povecava i1 zbog nedovoljne prilagodenosti mikroflore buraga na sastav
obroka. Dodatni faktor koji utie na koncentraciju uree u krvi, pored povecane koli¢ine
amonijaka koji u jetru dospijeva iz buraga, je 1 postojanje veceg ili manjeg stepena
zamascenja jetre, koje ograniCava kapacitet jetre za detoksikaciju amonijaka i njegovo
pretvaranje u ureu (Zhu i sar., 2000).

Imajué¢i na umu da se proizvodnja mlijeka uz pomo¢ homeoretskih mehanizama
odrzava na priblizno istom nivou, bez obzira na koli¢inu konzumirane hrane, pojedini
autori (Villa-Godoy i sar., 1988; Andrews i sar., 1991; Zurek i sar., 1995; Drackley,
1999) smatraju da stepen negativnog bilansa energije viSe zavisi od koliCine suve
materije hrane koju zivotinje unesu, nego od rastu¢ih energetskih potreba za
proizvodnju mlijeka. Imajuéi u vidu da lipomobilizacija kod krava koje prepartalno
imaju smanjen apetit otpocinje ranije 1 da je intenzivnija u odnosu na krave kod kojih je
pad apetita manje izrazen, moze se zakljuciti da je unos hrane u visokom graviditetu 1
ranom postpartalnom periodu faktor od kojeg zavisi sposobnost zivotinja da se
prilagode uslovima negativnog bilansa energije.

Rezultati do kojih je doSao Kovacevi¢ (2004) ukazuju na povezanost visoke
mlijecnosti sa duzinom trajanja postpartalnog negativnog energetskog bilansa. Kod
krava sa viSom mlije¢noS¢u, prema ovom autoru, negativan bilans energije traje duze, a
koncentracija tireoidnih hormona je niza i do dva mjeseca nakon teljenja, u odnosu na
krave nize mlije¢nosti. Na osnovu toga, on zakljucuje da su krave sa nizom mlije¢noséu
do 60. dana laktacije uspjele da uspostave energetsku ravnotezu i stabilizuju hormonsku
regulaciju metaboli¢kih procesa. Krave sa viSom mlije¢nos¢u se i krajem drugog
mjeseca laktacije nalaze u stanju negativnog bilansa energije, a na to ukazuju i niske

koncentracije tireoidnih hormona i insulina.

2.2. Vrijednosti biohemijskih parametara krvi krava u peripartalnom periodu

Vrijednosti biohemijskih parametara krvi i njihove promjene, do kojih dolazi
tokom peripartalnog perioda, predstavljaju vazan indikator metabolickog statusa i

zdravstvenog stanja visokomlijecnih krava. Vecina autora smatra da je za adekvatnu



procjenu metabolickog statusa zivotinja neophodno odrediti vrijednosti biohemijskih
parametara koji ukazuju na energetski status (koncentracije glukoze, BHBA, uree,
triglicerida i holesterola), funkcionalno stanje jetre (aktivnost jetrinih enzima,
koncentracija albumina, globulina, ukupnih proteina i bilirubina) i mineralni status
(koncentracija i odnos kalcijuma 1 fosfora) (Brugere-Picoux i Brugere, 1987,
Lotthammer, 1991; Cebra i sar., 1997; Stojevi¢ i sar., 2002; Ivanov i sar., 2005; Stojevic¢
i sar., 2005; Savi¢ i sar., 2010).

Glikemija se kod zdravih krava tokom prepartalnog perioda odrzava unutar
fizioloskih granica (2,2-4,16 mmol/l) (lvanov i sar., 2005; Kaneko i sar., 2008), sto
predstavlja indikator pozitivnog bilansa energije i nesmetanog odvijanja procesa
glukoneogeneze. Snizena prepartalna koncentracija glukoze ukazuje na poremecaj
energetskog bilansa i naj¢e$¢e se pojavljuje istovremeno sa poviSenjem koncentracije
NEFA i BHBA (Coulon i sar., 1985; Vazquez-Afion i sar., 1994; Itoh i sar., 1998;
Bernabucci i sar., 2005; Janovick i sar., 2011). Na sam dan teljenja ustanovljen je nagli
porast koncentracije glukoze u krvi, najvjerovatnije kao rezultat stresa i djelovanja
hormona koji podsti¢u glukoneogenezu i glikogenolizu, kao $to su glukagon i adrenalin.
Tokom rane laktacije koncentracija glukoze naglo opada u odnosu na prepartalne
vrijednosti, kao rezultat povecanih potreba u energiji i pojatanog preuzimanja u
mlijenoj zlijezdi za sintezu laktoze (Bauman i Currie, 1980; Bell, 1995). Kao
posljedica povecanih potreba u energiji prvo dolazi do praznjenja depoa glikogena iz
jetre, a potom do mobilizacije masnih kiselina iz tjelesnih depoa, Sto kod krava u ranoj
laktaciji redovno dovodi do zamaséenja jetre razliCitog stepena, koje se negativno
odrazava na glukoneogenu i uopSte sintetsku sposobnost hepatocita (Vazquez-Afion i
sar., 1994). Na jaku negativnu korelaciju koli¢ine triglicerida u tkivu jetre, odnosno
stepena zamascenja i koncentracije glukoze u krvi ukazuju 1 rezultati do kojih su dosli
Bertics i saradnici (1992). Stabilnost i visina glikemije su u bliskoj vezi sa dnevnom
koli¢inom proizvedenog mlijeka, jer je ustanovljeno da se kod krava sa visom
mlijecnosti niske vrijednosti glikemije odrzavaju duze u odnosu na krave nize
mlijecnosti, na $ta ukazuju i rezultati do kojih su do$li Stamatovi¢ i saradnici (1983) i
Kovacevi¢ (2004).

Tokom perioda rane laktacije, kada su potrebe organizma u energiji povecane, a

koncentracija glukoze niska, remeti se ravnoteza izmedu upotrebe oksal-acetata u



procesima beta-oksidacije masnih kiselina i procesima glukoneogeneze (Janovick i sar.,
2011). Kao rezultat poremecaja te ravnoteze, mobilisane masne kiseline se nepotpuno
oksidiSu u mitohondrijama hepatocita i nastaje veca koli¢ina acetil-ostataka, koji se
pretvaraju u ketonska tijela. Koncentracija BHBA u krvi krava tokom peripartalnog
perioda se nalazi u negativnoj korelaciji sa koncentracijom glukoze, a u pozitivnoj sa
koncentracijom NEFA (Coulon i sar., 1985; Miettinen, 1990; Itoh i sar., 1998). Njeno
poviSenje, zajedno sa snizenom koncentracijom glukoze, predstavlja indikator
negativnog bilansa energije 1 pojacane ketogeneze u jetri. PoviSenje koncentracije
BHBA je redovna pojava tokom perioda rane laktacije i ukazuje na optereéenje
hepatocita mobilisanim masnim kiselinama iz tjelesnih depoa, nastalo kao posljedica
povecanih potreba u energiji (Ospina i sar., 2010a). Iako se poviSenje koncentracije
ketonskih tijela pojavljuje kod svih mlije¢nih krava na pocetku laktacije, kriticnom
granicom se smatraju koncentracije BHBA od 0,7 mmol/l nedelju dana prije teljenja,
odnosno 1,2 mmol/l tokom prve dvije nedelje nakon teljenja (LeBlanc, 2010; Chapinal i
sar., 2012; Roberts i sar., 2012).

Razlaganjem proteina u buragu pod dejstvom mikroorganizma oslobada se
amonijak, koji prisutni mikroorganizmi jednim dijelom koriste za sintezu sopstvenih
proteina. Ostatak amonijaka se resorbuje preko sluzokoze buraga i putem krvi dospijeva
u jetru, u kojoj se od njega sintetiSe urea (Tennant i Center, 2008). Ugradnja amonijaka
u proteine mikroorganizama uslovljena je dostupnos¢u energije iz obroka, te u uslovima
nedovoljnog unosa hrane dolazi do pojacanog prelaska amonijaka u krvotok i pojacane
ureageneze u jetri (Stojevi¢ i sar., 2002). U tom smislu, koncentracija uree u krvi
visokomlijecnih krava predstavlja indikator snabdjevenosti energijom i proteinima, a
njene fizioloske vrijednosti se prema navodima razli¢itih autora kre¢u u rasponu od 1,66
do 6,66 mmol/l. (Jazbec, 1990; Stamatovi¢ i sar., 1990; Lotthammer, 1991; Kaneko i
sar., 2008). Do poviSenja koncentracije uree dolazi u slu¢aju apsolutnog ili relativnog
suficita proteina u obroku, sa apsolutnim ili relativnim deficitom energije, a do
smanjenja u slu¢ajevima deficita proteina u obroku ili kombinovanog deficita energije i
proteina zbog smanjenog unosa hrane, $to je posebno izrazeno tokom perioda rane
laktacije (lvanov i sar., 2005; Quiroz-Rocha i sar., 2009). Nakupljanje triglicerida u
tkivu jetre, koje u vecem ili manjem stepenu postoji kod vecine krava u periodu rane

laktacije, ogranicava ureagenu i detoksikacionu sposobnost jetre (Strang i sar., 1998;



Gonzélez i sar., 2011), $to moZe imati za posljedicu nakupljanje amonijaka u krvi i
razvoj hepati¢ke encefalopatije i drugih poremecaja zdravlja. U prilog tome govore i
istrazivanja u kojima je kod krava uginulih od hepaticne jetrine kome utvrden visok
stepen zamaséenja jetre (Gregorovic i sar., 1962; Samanc i sar., 1996; Samanc, 2009).

Koncentracija triglicerida u krvi krava tokom peripartalnog perioda predstavlja
odraz energetskog bilansa, a, s obzirom da se najveci dio triglicerida krvi sintetiSe u
jetri, istovremeno i njenog funkcionalnog stanja. Kao referentnu vrijednost
koncentracije triglicerida u krvi krava Stamatovi¢ i saradnici (1990) i Samanc (2009)
navode raspon od 0,10-0,30 mmol/l. Tokom prepartalnog perioda koncentracija
triglicerida je u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom NEFA, sto ukazuje na stabilnost
energetskog bilansa i sposobnost hepatocita da mobilisane masne kiseline ugrade u
sastav triglicerida. Nakon teljenja dolazi do suprotnog trenda kretanja koncentracija ova
dva biohemijska parametra, jer koncentracija triglicerida opada, a koncentracija NEFA
raste (Van den Top i sar., 1995; Rukkwamsuk i sar., 1999). Ovakav trend kretanja je
rezultat intenzivne lipomobilizacije i ogranicene sposobnosti hepatocita da esterifikuju
pristigle masne kiseline i u sastavu VLDL ih transportuju do perifernih tkiva u kojima
¢e se iskoristiti kao izvor energije (Grummer, 1993; Bernabucci i sar., 2004; van den
Top i sar., 2005). Schwalm i Schultz (1976) navode da je opadanje koncentracije
triglicerida u krvi posebno izrazeno kod ketoznih i krava sa jakim zamaséenjem jetre,
Sto potvrduju i rezultati drugih autora (Van den Top i sar., 1995; Bokovi¢ , 1998).

Sinteza holesterola odvija se iz acetil-koenzima A pod dejstvom enzima
hidroksimetilglutaril-koenzim A reduktaze, najve¢im dijelom u jetri, u znacajno manjoj
mjeri u kori nadbubrezne zlijezde i polnim zlijezdama (Beitz, 2004). Aktivnost ovog
enzima podstic¢e insulin, a inhibiraju je glukagon i glukokortikosteroidi (Vernon, 2005).
Dominacija kataboli¢ckih hormona tokom ranog postpartalnog perioda dovodi do
opadanja koncentracije holesterola u odnosu na prepartalne vrijednosti (Bobe i sar.,
2003), koje je potencirano zamascenjem jetre (Herdt i sar., 1983; Oikawa i Katoh,
2002). Opadanju koncentracije holesterola u krvi visokomlije¢nih krava, kao i u slucaju
triglicerida, doprinosi i ograni¢ena sposobnost hepatocita za sintezu lipoproteina veoma
male gustine (VLDL) (Rayssiguier i sar., 1988; Mazur i sar., 1992), pomocu kojih se
znacajan dio holesterola odnosi iz jetre.

10



Aktivnost enzima jetre se povecava kao indikator naruSavanja njenog
morfoloskog 1 funkcionalnog integriteta. Vecéina autora (Lotthammer, 1991,
Forenbacher, 1993; Hoffman i Solter, 2008; Samanc, 2009) kao pouzdane indikatore
funkcionalnog stanja jetre navodi aktivnosti aspartat-aminotransferaze (AST), alanin-
aminotransferaze (ALT), sorbitoldehidrogenaze (SDH), gamaglutamiltransferaze (GGT)
I glutamat-dehidrogenaze (GLDH). Tokom peripartalnog perioda najées$¢i uzrok
poviSene aktivnosti enzima jetre su oSte¢enje hepatocita usljed nakupljanja triglicerida i
ketozna stanja (Steen i sar., 1997; Cebra i sar., 1997; Steen, 2001; Stojevi¢ i sar., 2002;
Bugarski, 2002; Stojevi¢ i sar., 2005). Povisenje koncentracije enzima primarno
lociranih u citoplazmi hepatocita, kao Sto je AST, ukazuje na blago oStecenje
hepatocita, i smatra se validnim parametrom za procjenu funkcionalnog stanja jetre
samo ako je istovremeno ustanovljen i porast koncentracije bilirubina. PoviSena
aktivnost GLDH iznad 10 1J je specifi¢na za promjene na hepatocitima goveda i smatra
se validnim parametrom za procjenu stepena otecenja jetre (Samanc, 2009).

Prema navodima veéine autora, fizioloSka koncentracija ukupnih proteina u krvi
krava iznosi 60-80 g/I (Stamatovic i sar., 1990), od ¢ega albumini ¢ine 35-50% (Kaneko
I sar., 2008). Koncentracija albumina je indikator snabdjevenosti azotom i
funkcionalnog stanja jetre (Roil i sar., 1974; Piccione i sar., 2011). Hiperalbuminemija
se pojavljuje najceS¢e u vezi sa dehidracijom, hipomagnezijemijom i
hemokoncentracijom, a hipoalbuminemija u vezi sa naruSavanjem morfoloskog i
funkcionalnog integriteta jetre, bolestima bubrega i hroniénim parazitozama. Do
opadanja koncentracije ukupnih proteina dolazi u slu¢ajevima anemije, pothranjenosti i
poremecaja funkcionalnog stanja jetre, a do poviSenja u sluc¢ajevima dehidracije i
hroni¢nih zapaljenskih procesa (Ivanov i sar., 2005). Tokom peripartalnog perioda kod
zdravih krava ne dolazi do znacajnijih promjena koncentracije ukupnih proteina, na Sta
ukazuju rezultati viSe autora (Pestevsek i sar., 1980; Jovanovi¢ i sar., 1987; KudlI&c i
sar., 1995; Kovacevic¢, 2004). Koncentracija ukupnih proteina tokom uskog perioda oko
samog teljenja (nekoliko dana prije, odnosno poslije) blago opada kao rezultat ulaska
dijela globulina krvi u sastav kolostruma, $to potvrduju podaci do kojih su dosli
Pestevsek i saradnici (1980). Nasuprot ovoj tvrdnji, Kovacevi¢ (2004) je tokom ranog
puerperijuma ustanovio visu koncentraciju ukupnih proteina u odnosu na vrijednosti

ustanovljene u visokom graviditetu i drugom mjesecu laktacije, koju tumaci
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hemokoncentracijom. Kod krava kod kojih je negativan energetski bilans jako izrazen i
dugo traje, dolazi do opadanja koncentracije ukupnih proteina i albumina, kao rezultat
pojacanog iskoriStavanja aminokiselina u procesima glukoneogeneze 1 ogranicene
sintetske sposobnosti hepatocita usljed zamaséenja (Samanc, 2009), $to je posebno
izrazeno kod ketoznih krava (Bugarski, 2002) i krava visoke proizvodnje mlijeka
(Kovacevic, 2004).

Birubinemija se smatra jednim od najpouzdanijih biohemijskih parametara u
procjeni funkcionalnog stanja jetre (Rosenberger, 1979; Lotthammer, 1991;
Forenbacher, 1993; Samanc, 2009). U literaturi su dostupni razli¢iti podaci o
fizioloskim vrijednostima bilirubinemije, sa donjom granicom od 0,17 pmol/l (Vrzgula i
Sokol, 1987; Kaneko i sar., 2008) do 1,20 (Forenbacher, 1993), i gornjom od 5,10
(Forenbacher, 1993) do 8,55 umol/l (Kaneko i sar., 2008). S obzirom na znacajna
variranja koncentracije bilirubina tokom razli¢itih faza proizvodno-reproduktivnog
ciklusa krava, Lotthammer (1991) kao fizioloSke vrijednosti tokom prve dvije nedelje
laktacije oznaCava sve one nize od 7,70 umol/l. PoviSenje koncentracije bilirubina
nastaje kao posljedica masovne hemolize, kada dolazi do poviSenja koncentracije i
konjugovanog i nekonjugovanog bilirubina, ili kao posljedica oSteCenja jetre, kada
uglavnom dolazi do povisenja koncentracije konjugovanog bilirubina (Samanc, 2009).
Tokom postpartalnog perioda dolazi do znacajnog poviSenja koncentracije bilirubina u
odnosu na prepartalni period, a kao glavni razlog se navodi oSteCenje jetre usljed
procesa zamasc¢enja (Horvat 1 Jovanovi¢, 1999).

Koncentracije i medusobni odnos kalcijuma i fosfora u krvi smatraju se osnovnim
indikatorima mineralnog statusa krava (Ivanov i sar., 2005). Kao fizioloSka vrijednost
za koncentraciju kalcijuma navodi se raspon od 2,00 do 3,10 mmol/L (Jazbec, 1990;
Kaneko i sar., 2008; Quiroz-Rocha i sar., 2009), a za koncentraciju fosfora raspon od
1,6 do 2,3 mmol/L (lvanov, 1988; Lotthammer, 1991; Kaneko i sar., 2008). Tokom
zavrSne faze graviditeta 1 peripartalnog perioda dolazi do znacajnih promjena
koncentracije kalcijuma i fosfora kao posljedica mineralizacije tkiva fetusa, preuzimanja
znacCajnih koli¢ina ovih minerala u mlijecnoj zlijezdi 1 njihove sekrecije putem mlijeka
(lvanov, 1988). Opadanje njihove koncentracije posebno je izrazeno u periodu od
nekoliko dana prije do nekoliko dana nakon teljenja, da bi se potom stabilizovalo kao

rezultat jake homeostatske kontrole odrzavanja njihovih fizioloSkih koncentracija u krvi
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cene

odnosu na odrzavanje kalcemije, kao posljedica ucesc¢a fosfora u procesima energetskog
metabolizma, zbog Cega je hipofosfatemija Cest nalaz tokom peripartalnog perioda, ali i

kasnije tokom laktacije (Gregorovic i sar., 1986).

2.3. Uloga endokrinih mehanizama u regulaciji metabolizma u peripartalnom
periodu

U osnovi homeostatskih i homeoretskih mehanizama koji reguliSu metabolizam
organskih 1 neorganskih materija tokom peripartalnog perioda nalaze se endokrini
mehanizmi. Regulacija metaboli¢kih procesa u peripartalnom periodu je veoma sloZena,
zbog odnosa pojedinih hormona i povezanosti ishrane sa funkcijom pojedinih
endokrinih Zlijezda. Medusobni odnosi hormona i ishrane koji ¢e usloviti odlike
metabolizma krava u peripartalnom periodu uspostavljaju se znatno ranije, i zato je
poremecaje ove vrste teSko korigovati (Sutton i sar., 1980; Samanc i sar., 1993;
Jorritsma, 2003; Huszenica i sar., 2004; Samanc i sar., 2005¢).

Hormonalna konstelacija koja postoji u peripartalnom periodu, zajedno sa
gubitkom apetita i povecanim potrebama u energiji za produkciju mlijeka, determinise
lipomobilizaciju kao glavni metabolic¢ki put. Kontrola brzine mobilizacije i intenziteta
koris¢enja tjelesnih rezervi je od presudnog znacaja za ocuvanje morfoloskog 1
funkcionalnog integriteta jetre, organa koji u uslovima negativnog bilansa energije trpi
ogromno metabolicko opterecenje.

Mnogobrojni autori (Morrow, 1976; Kapp i sar., 1979; Purdevi¢ i sar., 1980,
1985; Samanc i sar., 1991; Vasquez-Anon i sar., 1991; Bertics i sar., 1992; Grummer i
sar., 1993; Pokovi¢ i sar., 2007) povezuju poremecaje neurohormonalne ravnoteze sa
etiopatogenezom peripartalnih poremecaja zdravlja visokomlije¢nih krava. Prema
njihovom misljenju, usljed kontinuiranog povecanja metabolickog opterecenja tokom
peripartalnog perioda, endokrini mehanizmi nisu viSe u stanju da odrZe ravnotezu
izmedu intenziteta metabolickih procesa i nastalih potreba u energiji, Sto ¢esto moze da
evoluira u patolosko stanje. Pojedini autori (Kapp i sar., 1979; Chillard, 1990; Gaal,
1993; Samanc i sar., 1993) istiu da nedovoljna i neadekvatna adaptacija endokrinog
sistema u periodu oko teljenja predstavlja jedan od osnovnih etioloskih faktora

narusavanja metabolicke ravnoteze 1 nastanka poremecaja zdravlja.
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Stepen aktivnosti pojedinih endokrinih Zlijezda uti¢e na ravnotezu izmedu
homeostatskih i homeoretskih mehanizama, usmjeravajuci na taj nacin tok i promet
hranljivih materija u pravcu prioritetnih metaboli¢kih procesa (Samanc i sar., 2005¢).
Porodaj i pocetak laktacije predstavljaju okida¢ kojim se endokrini sistem preusmjerava
od jednog ka drugom homeoretski prioritetnom procesu. Pod uticajem izmijenjenog
odnosa hormona dolazi do izmjene aktivnosti skoro svih ¢elija organizma, sa ciljem da
se metabolicki favorizuje rad mlije¢ne zlijezde (Bauman i Currie, 1980).

Metabolicki procesi u hepatocitima se nalaze pod kontrolom endokrinih
mehanizama, medu Kkojima se na jednom od prvih mjesta nalazi sistem insulin-
glukagon. Ostali hormoni koji ucestvuju u regulaciji lipomobilizacije i iskoriStavanja
masti u hepatocitima su somatotropni hormon, IGF-I, leptin i hormoni tireoidee. U
ovom pogledu poseban znacaj imaju hormoni tireoidee.

Insulin snizava glikemiju i omogucava ulazak glukoze u ¢elije i njeno koristenje
za energetske potrebe. U jetri i masnom tkivu on djeluje anabolicki, podsticuci
lipogenezu, snizavajuéi na taj nacin koncentraciju slobodnih masnih kiselina u krvi.
Takode, on inhibira procese glukoneogeneze, djelujuci na taj nacin suprotno glukagonu
(Aschenbach i sar., 2010). Pri tome je vazno naglasiti da, s obzirom na fizioloski nisku
glikemiju, tkiva prezivara pokazuju manju osjetljivost na dejstvo insulina u odnosu na
neprezivare (Bell, 1995).

U peripartalnom periodu dolazi do snizavanja bazalnog nivoa insulina, pri ¢emu
nema znacajnijih promjena nivoa glukagona (Holtenius, 1993). Koncentracija insulina
tokom perioda zasuSenja je visoka, da bi izmedu desetog i petog dana pred teljenje
pocela da opada. Izmedu petog dana prije teljenja i samog teljenja insulinemija je
podlozna velikim varijacijama, da bi nakon teljenja ostala niska (Radcliff i sar., 2003),
lako prema desetom danu nakon teljenja pokazuje tendenciju rasta. Isti autori su
ustanovili da glikemija prati nivo insulina i nalazi se u Kkorelaciji sa njim.
Hipoinsulinemija koja se pojavljuje tokom visokog graviditeta i rane laktacije ima za
posljedicu intenziviranje lipolize i ¢esto nekontrolisanu lipomobilizaciju. Insulinemija i
koncentracija slobodnih masnih kiselina u krvi se nalaze u negativnoj korelaciji, te se u
uslovima hipoinsulinemije u peripartalnom periodu nivo slobodnih masnih kiselina
naglo povecava, §to je posebno izraZeno u prvim danima laktacije (Samanc i sar.,

2005c¢). U peripartalnom periodu postoji rezistencija perifernih tkiva na insulin, Sto
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smanjuje perifernu utilizaciju glukoze (Leturque i sar., 1987; Petterson i sar., 1993,
1994). Smanjenje osjetljivosti perifernih tkiva prema insulinu (i glukozi) pri niskoj
insulinemiji dovodi do skoro potpunog prestanka lipogeneze u masnom tkivu, Sto je
ustanovljeno kod ovaca (Vernon i sar., 1981) i goveda (McNamara i Hillers, 1986).

Rezistencija masnog i misi¢nog tkiva prema insulinu (Faulkner i sar., 1990;
Vernon i sar., 1990) koja postoji u umjerenom stepenu u periodu rane laktacije (2-4
nedelje nakon teljenja) dovodi do intenziviranja utilizacije masti i aminokiselina za
sistemske energetske potrebe, i na taj nacin Stedi glukozu potrebnu za sintezu laktoze u
mlije¢noj zlijezdi. Bonczek i saradnici (1988) navode da krave vise mlijecnosti sve do
sredine laktacije imaju nize koncentracije insulina u krvi, §to tumace njihovom slabijom
sposobno§c¢u adaptacije na metabolicko opterecenje u ranoj laktaciji i stanje negativnog
bilansa energije. Van den Top i saradnici (1995) isticu da krave kod kojih je negativan
bilans energije jako izrazen, i kod kojih postoji nakupljanje triglicerida u tkivu jetre,
Imaju statisticki znacajno nize koncentracije insulina u Krvi.

Dejstvo glukagona je antagonisticko insulinu. On podstice lipolizu 1 ketogenezu,
glukoneogenezu 1 glikogenolizu, ¢ime dovodi do povecanja glikemije 1 koncentracije
slobodnih masnih kiselina u krvi. Posebnu vaznost ovaj efekat glukagona ima za
prezivare, zbog fizioloski niske glikemije i stalne potrebe za glukoneogenezom iz
neugljenohidratnih jedinjenja, posebno izrazene tokom laktacije zbog povecane
potrosSnje glukoze za sintezu laktoze (Williams i sar., 2006). Basset (1971) i Baird
(1982) navode da lipoliticko i ketogeno dejstvo glukagona ne mora obavezno da se kao
takvo ispolji kod prezivara. Pojatano preuzimanje glukoze u mlijecnoj Zlijezdi, koje
postoji tokom rane laktacije, dovodi do pada koncentracije insulina i porasta
koncentracije glukagona, $to potencira procese lipolize i beta-oksidacije masnih kiselina
(Vernon, 2005). Hippen i saradnici (1999) su kod krava, u postupku indukcije
zamaséenja jetre davanjem glukagona u peripartalnom periodu ustanovili podizanje
glikemije, snizenje koncentracije triglicerida u jetri, prvo smanjenje, a zatim povecéanje
sadrZaja glikogena u jetri i smanjenje koncentracije beta-hidroksibuterne kiseline i
slobodnih masnih kiselina u krvi. Ovi efekti se mogu pripisati aktivaciji klju¢nih enzima
I intenziviranju glukoneogeneze iz glikogenoplasti¢nih jedinjenja, ¢ime se poboljsava

iskoriStavanje masti u jetri i perifernim tkivima.
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Ovakva hormonalna konstelacija vodi metabolicke procese tako da je u masnom
tkivu dominantan proces lipolize, a u jetri glukoneogeneza i lipogeneza. lzostanak
lipogenog dejstva insulina na masno tkivo dovodi do nastanka dominacije lipolitickih
hormona (glukagon i1 somatotropni hormon) 1 jaCanja procesa lipomobilizacije.
Intenzitet lipomobilizacije u ranom postpartalnom periodu viSe je vezan za koli¢inu
deponovanih masti, nego za stvarne potrebe u energiji, Sto za posljedicu ima zamaséenje
jetre i narusavanje njenog morfoloskog i funkcionalnog integriteta (Samanc i sar.,
2005b).

Nivo somatotropnog hormona krajem graviditeta raste, maksimum se dostize u
vrijeme porodaja, nakon ¢ega dolazi do smanjenja, ali ipak do koncentracija iznad onih
tokom najveceg dijela graviditeta (sa izuzetkom zavrSne faze) (Zulu 1 sar., 2002b).
PoviSen nivo somatotropnog hormona tokom peripartalnog perioda i sniZenje
insulinemije smanjuju stepen lipogeneze u masnom tkivu koce¢i djelovanje kljucnih
enzima koji upravljaju ovim procesima (Hart i sar., 1978; McNamara i Hillers, 1986;
Bauman i Vernon 1993), kao Sto je acetil-koenzim A- karboksilaza (Vernon i sar.,
1991). Lipoliticko  djelovanje = somatotropnog hormona  potencirano je
hipoinsulinemijom (Bell, 1995). Tretman somatotropinom stimuliSe proces
glukoneogeneze u jetri, $to se tumaci njegovim antiinsulinskim djelovanjem (Cohick i
sar., 1978; Boisclair i sar., 1989; Knapp i sar., 1992). Somatotropni hormon u jetri
stimuliSe sintezu IGF-1, Sto predstavlja osnovu rada sistema somatotropni hormon -
IGF-1 (Jones i Clemons, 1995). Sa smanjenjem osjetljivosti perifernih tkiva na
djelovanje somatotropnog hormona zbog postojanja negativnog bilansa energije
(Donaghy i Baxter, 1996), na pocetku laktacije dolazi do snizavanja koncentracije IGF-
I, iako je nivo somatotropnog hormona u porastu (Vicini i sar., 1991; Radcliff i sar.,
2003).

Koncentracija somatotropnog hormona raste tokom perioda pothranjivanja
(odnosno negativnog bilansa energije), Sto je dokazano kod svinja (Buonomo i Baile,
1991), ovaca (Thomas i sar., 1990) i goveda (Breier i sar., 1986). Ovi autori navode da
je to rezultat uticaja stresa i hipoglikemije na lucenje somatotropnog hormona iz
hipofize. U prilog tome idu i rezultati do kojih su dosli Gluckman i Breier (1987), koji
su kod junadi hranjene koncentratima u koli¢ini od 1% tjelesne mase ustanovili viSu

koncentraciju somatotropnog hormona u odnosu na junad koja su dobijala isti obrok u
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koli¢ini od 3% tjelesne mase. Kod prve grupe junadi ustanovljena je niza koncentracija
IGF-1, $to ukazuje na djelimi¢nu rezistenciju jetre i perifernih tkiva na djelovanje
somatrotropnog hormona, kao mehanizam kojim gladovanje (tj. negativan bilans
energije) dovodi do sniZenja koncentracije IGF-1 u krvi. Dodatno objaSnjenje za
djelovanje ovog mehanizma daje Lucy (2000), koji je ustanovio da je opadanje
koncentracije IGF-I u krvi tokom perioda rane laktacije praceno smanjenjem
koncentracije iIRNK za IGF-I i receptore za somatotropni hormon u tkivu jetre, posebno
za receptor ST 1A, koji je odgovoran za vezivanje somatrotropnog hormona u jetri i
produkciju IGF-I u jetri.

Jorritsma i saradnici (2003) navode da negativan bilans energije preko pojacanog
oslobadanja neuropeptida Y (NPY) ima za posljedicu poja¢ano luéenje somatotropnog
hormona, te je za oCekivati povecanje koncentracije IGF-1. Do toga ne dolazi zbog
hipoinsulinemije i rezistencije perifernih tkiva, prije svega jetre, na djelovanje
somatotropnog hormona, kao i smanjene sintetske sposobnosti hepatocita koji su
""zaguseni" mastima mobilisanim iz tjelesnih depoa (McGuire i sar., 1995).

IGF sistem se sastoji od liganda (IGF-I i IGF-I1), receptora (IGF-IR i IGF-IIR),
proteina nosaca (IGF-binding proteins, IGFBP), kao i proteaza za IGFBP (Daughaday i
sar., 1987; McCusker i sar., 1991; Clemmons, 1997; Hossner i sar., 1997). Proteini
nosaci su glavni regulatori aktivnosti IGF u cirkulaciji, preko stimulacije ili inhibicije
njihovog oslobadanja u tkivima (Spicer i Echternkamp, 1995;" Lucy, 2000). Takode, oni
predstavljaju depo iz kojeg se IGF postepeno oslobadaju tokom vremena. S obzirom na
relativno malu molekulsku masu IGF, prisustvo proteina nosaca ograni¢ava njihov
prolazak kroz zidove kapilara, glomerularnu filtraciju, ali i vezivanje za membranske
receptore u perifernim tkivima (Zulu i sar., 2002b). Zapf i saradnici (1984) navode da
prisustvo proteina nosaca inhibira ispoljavanje akutnih efekata slobodnih molekula IGF
u tkivima. Jones i Clemmons (1995) i Clemmons (1997) dalje navode da i sami IGFBP
ispoljavaju fizioloske uloge, nezavisne od IGF. Kod ljudi i domacih Zivotinja opisano je
6 tipova IGFBP (-1 do -6), ali je najve¢i dio molekula IGF (preko 95%) u cirkulaciji
vezan za IGFBP-3 (Ballard i sar., 1989; Lackey i sar., 1999; Schams i sar., 1999).

Ligandi IGF sistema se proizvode u jetri (IGF-1 koji se nalazi u sistemskoj
cirkulaciji) i drugim tkivima (u kojima se potom najve¢im dijelom i koriste) (D'Ercole i

sar., 1984; Murphy i sar., 1987; Thissen i sar., 1994). Hormon rasta je glavni regulator
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sinteze IGF-1 u jetri, kao i njegove koncentracije u perifernoj krvi. Sekrecija IGF-I iz
jetre u potpunosti je zavisna od stimulacije somatotropnim hormonom, §to potvrduju i
podaci koje navode Zulu i saradnici (2002b), da se koncentracija IGF-1 u krvi smanjuje
u stanjima hipopituitarizma 1 povecava u stanjima sa poviSenom sekrecijom
somatotropnog hormona. Ipak, ova zakonitost moze biti modifikovana u stanjima
posebnog metabolickog opterecenja organizma, kada jetra i periferna tkiva postaju
rezistentna na djelovanje somatotropnog hormona. Prema podacima koje navode
Renaville i saradnici (2002) i Filipovi¢ i Stojevi¢ (2011), rezistencija jetre i perifernih
tkiva na djelovanje somatotropnog hormona tokom perioda negativnog bilansa energije
je jedan od homeostatskih mehanizama kojim se koce anabolicki efekti somatotropnog
hormona i potencira njegov kataboli¢ki efekat na metabolizam masti.

Studije koje su sproveli Ronge i Blum (1989) i Breukink i Wensing (1998)
dokazale su da koncentracija IGF-1 u krvi krava moze biti modifikovana varijacijama u
unosu energije i proteina putem obroka. Zulu i saradnici (2002b) su ustanovili da je
koncentracija IGF-1 tokom zasuSenja i rane laktacije u negativnoj korelaciji sa
koncentracijom NEFA, a u pozitivnoj sa koncentracijom uree u krvi. Lucy i saradnici
(1992) i Yung i saradnici (1996) navode da je koncentracija IGF-I u krvi krava sa jakim
stepenom negativnog bilansa energije, nezavisno od toga da li je uzrokovan
gladovanjem ili pove¢anim potrebama u energiji zbog intenzivne laktacije, niza u
odnosu na krave kod kojih je on manje izrazen.

Gluckman i saradnici (1987) navode da je koncentracija IGF-I u krvi mlije¢nih
krava stabilna tokom dana i da ne trpi znacajnije dnevne varijacije ¢ak i u slucaju
gladovanja. Ipak, Wathes i saradnici (2007) smatraju da sastav i koli¢ina konzumiranog
obroka imaju zna¢ajan uticaj na koncentraciju IGF-1 u periodu prije teljenja. Bishop
(1994) i Bugarski (2002) navode da koncentracija ovog hormona opada kod krava
tokom perioda negativnog bilansa energije, Sto potvrduju i rezultati do kojih su dosli
drugi autori (Breier i sar., 1986; McGuire i sar., 1992; Kasagi¢ i sar. 2011).

McGuire i saradnici (1991b) tokom perioda sredine laktacije nisu ustanovili
statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji IGF-I u krvi krava hranjenih obrokom sa
visokim ili niskim sadrzajem energije i sirovih proteina. McGuire i saradnici (1995) su
kasnije ustanovili da se koncentracija IGF-I u krvi muznih krava u laktaciji tokom prva

dva dana gladovanja smanjuje za polovinu. Spicer i saradnici (1990) navode da
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kratkotrajno gladovanje dovodi do smanjenja koncentracije IGF-1 kod junica, dok su
Lucy i saradnici (1992) ustanovili da je koncentracija IGF-I niza kod krava hranjenih
obrokom sa manjim sadrzajem energije.

Koncentracija IGF-1 u krvi je u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijama glukoze i
insulina, ocjenom tjelesne kondicije i tjelesnom masom krava, a u negativnoj sa
koncentracijama NEFA i ketonskih tijela (Rutter i sar, 1989; Nishimura i sar., 2000;
Zulu i sar., 2002b). Ovakav odnos sa indikatorima energetskog statusa govori u prilog
pozitivnoj korelaciji izmedu koncentracije IGF-I i energetskog bilansa jedinke, koju su
ustanovili Ginger i saradnici (1997) i Beam i Butler (1998, 1999). Spicer i saradnici
(1990) i Breukink i Wensing (1998) navode da je koncentracija IGF-1 u krvi krava sa
negativnim bilansom energije tokom prvih 12 nedelja laktacije niska, da bi nakon toga,
sa poboljSanjem energetskog statusa postepeno rasla. Pored uticaja na sintezu i sekreciju
IGF-1 u jetri i rezistenciju perifernih tkiva na somatotropni hormon, negativan bilans
energije na IGF sistem utice i preko IGFBP. Tokom perioda negativnog bilansa energije
ustanovljeno je opadanje relativne zastupljenosti IGFBP-3 i poveéanje relativne
zastupljenosti IGFBP-1 i IGFBP-2, koji inhibiraju oslobadanje IGF-I u perifernim
tkivima (Clemmons i sar., 1989; McCusker i sar., 1991; Gallaher i sar., 1992).
Smanjenje relativne zastupljenosti IGFBP-3, kao glavnog nosaca, moze se protumaciti
kao pokusaj organizma da poveca dostupnost preostalog IGF-1 perifernim tkivima (Zulu
i sar., 2002b). Ovom mehanizmu u prilog govore i rezultati do kojih su dosli Elsasser i
saradnici (1988), koji su kod teladi u uslovima smanjenog unosa hrane i prisustva
parazita ustanovili smanjeno vezivanje IGF-I.

Koncentracija IGF-I u krvi visokomlijecnih krava varira u zavisnosti od stadijuma
laktacije, tako da su najnize vrijednosti registrovane na samom pocetku laktacije, da bi
se sa napredovanjem laktacije postepeno povecavale i dostigle maksimum u zasuSenju
(Sharma i sar., 1994). Kao faktor koji, pored smanjene sinteze, potencira opadanje
koncentracije IGF-1 u krvi tokom perioda rane laktacije, Hadsell i saradnici (1993)
navode da njegova koncentracija u kolostrumu moze dosti¢i i dvadeset puta vecu
vrijednost u odnosu na koncentraciju u krvi, kao posljedica aktivnog prelaska iz krvi
kroz epitel mlijecne Zlijezde.

Pad nivoa IGF-I prati pad nivoa insulina, i zapoc¢inje oko dvije nedelje pred

teljenje, a za to vrijeme postoji porast nivoa somatotropnog hormona (Bell, 1995).
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Butler i saradnici (2003) navode da je insulin vazan regulator sekrecije IGF-1 u jetri, te
se pored smanjene osjetljivosti Celija jetre na dejstvo somatotropnog hormona kao
razlog pada njihovog nivoa u krvi moze uzeti i hipoinsulinemija. 1zostanak inhibitornog
dejstva IGF-1 na sekreciju somatotropnog hormona potencira povisenje koncentracije
ovog hormona i dodatno smanjenje nivoa IGF-I, Sto dovodi do nastanka
lipomobilizacije u masnom tkivu i preusmjeravanja energije ka mlijecnoj Zlijezdi.
Insulin stimuliSe sintezu IGF-I u hepatocitima indirektno, preko poveéanja broja
receptora za somatotropni hormon, ali i direktnim putem, povecavajuéi stabilnost iRNK
za IGF-1 (Goya i sar., 2001; Filipovi¢ i Stojevi¢, 2011). Pri tome je vazno naglasiti da
uticaj insulina na sintezu IGF-1 u jetri zavisi od koncentracije insulina u portalnom
krvotoku jetre, a ne od njegove koncentracije u sistemskom krvotoku (Maes i sar., 1986;
Scott i Baxter, 1986; Hanaire-Broutin i sar., 1996). Kortikosteroidi dovode do
smanjenja koncentracije IGF-I u krvi krava, Sto su potvrdili Maciel i saradnici (2001)
nakon aplikacije deksametazona kod muznih krava. Ovaj efekat se ostvaruje posredno,
preko inhibicije ekspresije iRNK za receptore za somatotropni hormon u ¢elijama jetre
(Beauloy i sar., 1999). Opisani uticaji koncentracija insulina i kortikosteroida na lu¢enje
IGF-1, zajedno sa rezistencijom na somatotropni hormon, neki su od mehanizama koji
dovode do opadanja koncentracije IGF-1 tokom peripartalnog perioda.

Leptin je tkivni hormon proteinske prirode, kojeg stvaraju adipociti (Spicer,
2001). Povisenje njegove koncentracije je u korelaciji sa povecanjem koli¢ine masnog
tkiva, odnosno energetskim bilansom, Sto je dokazano kod viSe Zivotinjskih vrsta
(Friedman i Hallas, 1998; Erhardt i sar., 2000; Block i sar., 2001; Chillard i sar., 2005).
Koncentracija leptina u krvnoj plazmi nakon uzimanja obroka se nalazi u pozitivnoj
korelaciji sa glikemijom, a u negativnoj sa koncentracijom beta-hidroksibutirata. Insulin
i glukokortikosteroidi potenciraju lu¢enje leptina i poviSenje njegove koncentracije u
krvi, dok se u odnosu na koncentraciju NPY, poznatog stimulatora unosa hrane, nalaze
u negativnoj korelaciji (Houseknecht i sar., 1998). Lucy (2000) navodi da je jedan od
regulatora lu¢enja NPY i somatotropni hormon, te da se njihove koncentracije nalaze u
pozitivnoj korelaciji. Visok nivo leptina preko centralnog nervnog sistema uti¢e na
smanjenje unosa hrane (Friedman i Hallas, 1998; Ahima i Filler, 2000; Schwartz i sar.,
2000). Tokom gladovanja nivo leptina se smanjuje (Lord i sar., 1998; Ahima i sar.,

1999). Block i saradnici (2001) su na osnovu prac¢enja koncentracije leptina u periodu
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od 35 dana prije do 56 dana nakon teljenja ustanovili da se koncentracija leptina u krvi
odrzava stabilnom sve do druge nedelje pred teljenje, kada pocinje postepeno da opada,
da bi nakon teljenja opala na polovinu prepartalnih vrijednosti. Ovako sniZzen nivo
leptina odrZzava se sve do osme nedelje nakon teljenja, a kao klju¢ni faktor koji dovodi
do pada nivoa leptina ovi autori navode praznjenje depoa tjelesnih masti pod uticajem
negativnog bilansa energije. Nizak nivo leptina u postpartalnom periodu je u vezi sa
hipoinsulinemijom, jer insulin povecava ekspresiju iRNK za sintezu peptidnih lanaca
leptina (Saladin i sar., 1995; Kolaczynski i sar., 1996; Boden i sar., 1997). Nastanak
hipoleptinemije potencira i visok nivo somatotropnog hormona (zajedno sa
rezistencijom tkiva na njegovo djelovanje), koji preko niskog nivoa IGF-I i
hipoinsulinemije smanjuje njegovo lucenje. SniZenje koncentracije leptina do kojeg
dolazi u postpartalnom periodu moze djelimicno da pospjesi apetit, koji je u to vrijeme
smanjen. Chillard i saradnici (2001) smatraju da je ovo dejstvo posredno i funkcionise
na sljedeci nacin: nedovoljan unos hrane dovodi do snizavanja koncentracije leptina, Sto
podiZze kortizolemiju; stanje negativnog bilansa energije koje predstavlja stres za
organizam, potencira luCenje kortizola; podizanje kortizolemije ima za posljedicu
mobilizaciju masti i proteina, stimulaciju glukoneogeneze i promjenu u ponaSanju
zivotinje u smislu pojacanog unosa hrane; unos hrane stimuliSe lucenje insulina, koji
zajedno sa kortizolom pojacava deponovanje masti i luCenje leptina; sa porastom
koncentracije leptina kortizolemija i insulinemija se vracaju u fizioloske okvire, Cime se
ponovo uspostavlja homeostaza, ali na novom, visem nivou.

Progresivni porast koncentracije estradiola u kasnom graviditetu, koji dostize
maksimum oko dva dana pred teljenje (Tucker, 1985), moze doprinijeti smanjenju
apetita u peripartalnom periodu i pojacanju intenziteta lipomobilizacije (Forbes, 1986).
Ovaj efekat ne zavisi od bilansa energije i unosa hrane, te tako hiperestradiolemija

postaje potencijalni etioloski faktor u zamascenju jetre krava (Grummer i sar., 1990).

2.3.1. Aktivnost tireoidee u peripartalnom periodu

S obzirom na znacaj aktivnosti tireoidee u regulaciji prometa energije, kao i
¢injenicu da je najve¢i procenat poremecaja zdravlja visokomlijecnih krava u

peripartalnom periodu vezan upravo za poremecaje energetskog metabolizma, tireoidni
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hormoni zauzimaju posebno mjesto u istrazivanjima koja se odnose na ovu
problematiku.

Koncentracija tireoidnih hormona u krvi visokomlije¢nih krava podlozna je
cirkadijalnim i ultradijalnim varijacijama (Bitman i sar., 1994), a na nju utie niz
ambijentalnih faktora, kao Sto su temperatura sredine (McGuire i sar., 1991a), sastav i
unos obroka (Richards i sar., 1995; Tiirats, 1997; Awadeh i sar., 1998). Pored stadijuma
laktacije, odnosno faze proizvodno-reproduktivnog ciklusa, koncentracija tireoidnih
hormona uslovljena je i snabdjevenos¢u jodom i selenom (Wichtel i sar., 1996; Awadeh
I sar., 1998), uceséem skroba i masti u obroku (Romo i sar., 1997; Blum i sar., 2000),
kao i prisustvom prirodnih ili sintetskih goitrogena (Gennano-Soffietti i sar., 1988;
Bernal i sar., 1999; Thrift i sar., 1999 a,b; Browning i sar., 1998, 2000).

Tabachnick i Korcek (1986) navode da slobodne masne kiseline inhibiraju
vezivanje tiroksina za proteine nosace u krvnom serumu ljudi, Sto potvrduje da masne
kiseline mogu ucestvovati u regulaciji transporta tiroksina u krvi. Ovaj efekat slobodnih
masnih kiselina svakako treba uzeti u obzir prilikom razmatranja uticaja intenzivne
lipomobilizacije na koncentraciju tireoidnih hormona u sistemskoj cirkulaciji i genezu
hipofunkcije tireoidee u postpartalnom periodu.

McGuire i saradnici (1991a) navode da koncentracija tireoidnih hormona tokom
perioda gladovanja ima tendenciju opadanja. Flier i saradnici (2000) isticu da
gladovanje kod glodara dovodi do razvoja primarnog hipotireodizma, zbog inhibicije
oslobadanja TRH iz hipotalamusa, kao i inhibicije glikozilacije molekula tireotropnog
hormona. Takav tireotropni hormon ima manju biolosku aktivnost, te dolazi do
primarne inhibicije aktivnosti tireoidee i snizavanja koncentracije tireoidnih hormona.
Capuco i saradnici (2001) i Cassar-Malek i saradnici (2001) se slaZzu da je ovo jedan od
mehanizama koji povezuje negativan postpartalni bilans energije sa niskim
koncentracijama tireoidnih hormona ustanovljenim kod krava tokom rane laktacije. U
prilog tome govore i rezultati do kojih su dosli Grum i saradnici (1996), koji su
ustanovili da se koncentracije oba tireoidna hormona u krvi sniZzavaju tokom perioda
negativnog bilansa energije. Ovi autori su ustanovili da povecanje energetske gustine
obroka dodavanjem masti pozitivno utice na povecanje koncentracije trijodtironina, dok
dodatne koli¢ine koncentrata u obroku nisu imale uticaja na koncentraciju trijodtironina,

ali su dovele do povecanja koncentracije tiroksina.
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Aktivnost tireoidee u peripartalnom periodu ima znacajnu ulogu u patogenezi
metaboli¢kih poremeéaja krava u tom periodu, kao i samog toka laktacije (Samanc i
sar., 1988). Veci broj autora (Blum i sar., 1983; Kunz i sar., 1985; Nikoli¢ i sar., 2000)
ukazuje na pozitivnu korelaciju nivoa hormona tireoidee u krvi i energetskog bilansa i
negativnu korelaciju izmedu njihovog nivoa i mlije¢nosti, te da su koncentracije
trijodtironina i tiroksina u uslovima negativnog bilansa energije i intenzivne
lipomobilizacije znacajno nize od fizioloskih vrijednosti. U periodu oko teljenja
narocito je izrazen pad koncentracije trijodtironina. Kod zdravih krava ovo smanjenje
postoji, ali koncentracije trijodtironina i tiroksina ostaju unutar fizioloskih okvira (Furll
1 Schafer, 1993), sto nije slucaj kod ketoznih krava, kod kojih ovo smanjenje ide ispod
donje fizioloSke granice.

Koncentracija tireoidnih hormona u krvi krava tokom graviditeta je visoka, da bi
se neposredno prije i nakon teljenja smanjila, te krave ulaze u funkcionalno
hipotireoidno stanje (Jovanovic i sar., 1988; Stoji¢ i sar., 2001). Snizenje koncentracije
tireoidnih hormona u peripartalnom periodu predstavlja adaptivni mehanizam kojim
organizam pokusava da se prilagodi, odnosno da uspori metabolicke procese
intenzivirane zbog povecanih potreba u energiji. Ovaj adaptivni mehanizam omogucava
iskoriStavanje tjelesnih rezervi masti i proizvodnju velikih koli¢ina mlijeka. U pogledu
homeoretskih procesa, ovaj mehanizam je koristan, ali kada se koncentracija tireoidnih
hormona spusti ispod donje fizioloske granice, on postaje znaCajan etiopatogenetski
faktor u nastanku poremecaja zdravlja. Razlog za to je nekontrolisana lipomobilizacija i
nakupljanje masti u parenhimatoznim organima, prvenstveno jetri.

Snizenje koncentracije tireoidnih hormona nastaje, izmedu ostalog, i zbog izmjene
odnosa trijodtironina i reverznog trijodtironina, stvorenih na periferiji od tiroksina.
Zivotinje u ranoj laktaciji imaju statisti¢ki znaGajno niZe koncentracije tiroksina u
odnosu na kasnije faze laktacije (45,1 nmol/L), pri ¢emu one postepeno rastu kasnije
tokom laktacije. Slican trend ima i koncentracija trijodtironina, koja je u kasnoj laktaciji
znacajno visa u odnosu na ranu (1,93 prema 1,71 nmol/L) (Tiirats, 1997). Ustanovljena
je i negativna korelacija izmedu koncentracije tireoidnih hormona i mlije¢nosti.
Poznavanju mehanizma ove korelacije doprinose rezultati do kojih je doSao Maurer
(1982), da trijodtironin ima sposobnost da u in vitro uslovima preko smanjenja

koncentracije iRNK za prolaktin u kulturi ¢elija hipofize inhibira sintezu prolaktina.
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Smatra se da su niske koncentracije tireoidnih hormona u krvi tokom rane
laktacije posljedica velikih metaboli¢kih zahtjeva zbog rastu¢e proizvodnje mlijeka
(Nixon i sar., 1988). Ipak, i pored postojanja sistemskog hipotireoidizma, Zivotinje
tokom rane faze laktacije stalno povecavaju koli¢inu proizvedenog mlijeka. Rastuca
sekrecija mlijeka podize nivo metabolizma u mlijecnoj zlijezdi koja "skuplja" tireoidne
hormone (prvenstveno tiroksin) iz krvi, kako bi odrzala eutireoidno stanje.

Riis i Madesen (1985) smanjenu sekreciju tiroksina smatraju vidom metabolic¢ke
adaptacije na negativan bilans energije na pocetku laktacije i potencijalno klju¢nim
procesom u prilagodavanju perifernih tkiva na pove¢ane metabolicke zahtjeve mlijecne
zlijezde. Nikoli¢ (1996) smatra da zbog smanjene aktivnosti tireoidnih hormona u krvi
dolazi do opadanja prometa energije na sistemskom nivou, kao i nivoa bazalnog
metabolizma. Pokovi¢ i saradnici (2007) su kod ketoznih krava ustanovili Sirok raspon
individualnih varijacija koncentracije tireoidnih hormona u krvi, §to ukazuje na znacaj
individualnih varijacija u regulaciji rada ose hipotalamus - hipofiza - tireoidea.

Hormoni tireoidee ispoljavaju pozitivan uticaj na luCenje insulina i njegove
periferne efekte. Pod uticajem trijodtironina nalazi se transkripcija proteina transportera
glukoze koji je transportuju pod dejstvom insulina, a istovremeno su sastavni dio
insulinskih receptora u tkivima (Weinstein, 1977). Smanjenje broja receptora tokom
peripartalnog perioda (down regulation) slabi odgovor tkiva na insulin, posebno u
masnom tkivu, gdje zbog izostanka recikliranja receptora izostaje njegov anabolicki
efekat, a jaca lipoliticki efekat glukagona i drugih lipoliti¢kih hormona.

Hormoni tireoidee povecavaju metabolizam glukoze. Istovremeno, oni podsticu
degradaciju insulina u jetri, kao i razlaganje glikogena (Sekuli¢, 1985). Bernal i de
Groot (1980) navode da male doze tireoidnih hormona pospjeSuju sintezu glikogena,
dok viSe dovode do glikogenolize. Isti autori su ustanovili da tireoidni hormoni
kontroliSu aktivnost nekih enzima koji u€estvuju u metabolizmu ugljenih hidrata, a kao
indikator indeksa perifernog djelovanja tireoidnih hormona isti¢u aktivnost alfa-glicero-
fosfat dehidrogenaze.

Kovacevi¢ i saradnici (2005) povezuju nisku koncentraciju tireoidnih hormona
(narocito trijodtironina) sa postpartalnom hipoinsulinemijom dodatno potenciranom
oslabljenim odgovorom tkiva na insulin. Ovu povezanost opisalo je joS nekoliko autora
(Ford, 1959; Holtenius, 1993; Kovacevi¢, 2000; Samanc i sar., 2000; Nikoli¢ i sar.,
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2001; Pezzi i sar., 2003), koji smatraju da je postpartalni hipotireoidizam fizioloski
mehanizam adaptacije organizma na procese laktacije.

Ve¢i broj autora (Purdevic¢ i sar., 1980, 1985; Furl 1 Schafer. 1993; Nikoli¢, 1996;
Nikoli¢ i sar., 2000) je u svojim radovima ustanovio korelaciju izmedu negativnog
bilansa energije, Kkarakterisanog intenzivnom lipomobilizacijom, 1 snizenja
koncentracije tireoidnih hormona. Ova korelacija je posebno izrazena kod zivotinja sa
zamaS$c¢enjem jetre, Sto potvrduju i nalazi Pokovica i saradnika (2007) koji su ustanovili
visoko znacajnu pozitivnu korelaciju (r=0,73) izmedu energetskog bilansa 1
koncentracije tireoidnih hormona u krvi. Blum i saradnici (1983) navode da izmedu
koncentracije tireoidnih hormona u krvi krava i mlije¢nosti postoji negativna, a izmedu
bilansa energije u vrijeme visoke laktacije i koncentracije tireoidnih hormona pozitivna
korelacija. Kovacevi¢ i saradnici (2005) su ustanovili visok koeficijent korelacije
izmedu koncentracije NEFA u Krvi i stepena zamascenja jetre i kod gojaznih i kod
kontrolnih krava, kao i negativhu korelaciju izmedu koncentracije trijodtironina i
stepena zamas$¢enja jetre tokom puerperijuma. U svome istraZivanju ovi autori su kod
70% gojaznih i 30% krava optimalne tjelesne kondicije ustanovili hipotireoidizam i
visok stepen zamaS¢enja jetre, Sto ukazuje da gojaznost nije jedini etioloski faktor koji
utice na pojavu i intenzitet zamascenja jetre.

Pod uticajem tireoidnih hormona intenzivira se mobilizacija masti iz tjelesnih
depoa. Squires (2003) navodi da tireoidni hormoni pojacavaju aktivnost lipoprotein-
lipaze u masnom tkivu, §to omogucava mobilizaciju deponovanih triacilglicerola i
povecéava koncentraciju NEFA u krvi. Istovremeno sa pove¢anjem koncentracije NEFA,
pod uticajem tireoidnih hormona dolazi do smanjenja koncentracije holesterola i
triglicerida u krvi. Nasuprot tome, prilikom smanjenja koncentracije tireoidnih hormona
dolazi do povecanja koncentracije holesterola, triglicerida i fosfolipida u krvi i njihovog
pojac¢anog deponovanja u jetri, $to vodi njenom zamasc¢enju (Guyton i Hall, 2006). Ova
pojava predstavlja jedan od etiopatogenetskih mehanizama razvoja zamascéenja jetre
visokomlije¢nih krava, i opisana je od strane viSe autora (Soler-Argilago i sar., 1978;
Kapp i sar., 1979; Purdevi¢ i sar., 1980,1985; Nikoli¢, 1996; Nikoli¢ i sar., 2000;
Samanc i sar., 2000; Pokovi¢ i sar, 2007).

Koncentracija hormona tireoidee, prije svega trijodtironina, je znacajan faktor od

kojeg zavisi u koje ¢e se metabolicke puteve usmjeriti mobilisane NEFA. Sistemski
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hipotireoidizam koji postoji u peripartalnom periodu preko smanjene aktivnosti
mitohondrija i pada koncentracije cAMP u hepatocitima smanjuje iskoriStavanje
triglicerida i1 potencira njihovo zadrZzavanje u jetri (Soler-Argilago i sar., 1978).
IskoriStavanje triglicerida (i uopSte metabolizam) u hepatocitima se smanjuju, Sto je
dokazano ogledima sa obiljezenim oleatom na izolovanim kulturama C¢elija jetre
hipotireoidnih pacova. Ovi ogledi su dokazali da se proizvodnja obiljezenog ugljen-
dioksida smanjuje, dok intenzitet ketogeneze ostaje na nivou onog kod eutireoidnih
pacova.

Kapp 1 saradnici (1979) povezuju difuzno zamaScenje hepatocita sa
hipotireoidizmom, tumace¢i ga smanjenim kapacitetom mitohondrija za oksidaciju
masnih kiselina zbog izostanka stimulacije tireoidnim hormonima. Svoje tvrdnje ovi
autori potkrepljuju rezultatima istrazivanja u kojima su, na osnovu patohistoloskog
nalaza uzoraka tkiva jetre i koncentracije tireoidnih hormona, ustanovili negativnu
korelaciju izmedu stepena zamasScenja jetre i posljedicnog oSte¢enja hepatocita i
koncentracije tireoidnih hormona. Samanc i saradnici (1988) kao razlog za zamascenje
u uslovima intenzivne lipomobilizacije navode smanjen kapacitet mitohondrija
hepatocita da oksidiSu prisutne masne kiseline, zbog niske koncentracije trijodtironina.
Intenzitet oksidativne fosforilacije u mitohondrijama hepatocita je u jakoj pozitivnoj
korelaciji sa koncentracijom tireoidnih hormona, te se smatra da je u uslovima
negativnog bilansa energije i intenzivne lipomobilizacije sniZenje trijodtironina i
tiroksina u krvi vazan etiopatogenetski faktor u nastanku zamascenja jetre.

Dbokovic i saradnici (2007) su kod ketoznih krava ustanovili negativnu korelaciju
izmedu koncentracije trijodtironina i slobodnih masnih kiselina u krvi. U uslovima
niske koncentracije trijodtironina, kod ketoznih krava stvoreni su preduslovi za
intenziviranje lipomobilizacije i nastanak zamasCenja jetre, jer se smanjuje intenzitet
oksidacije slobodnih masnih kiselina u Krebsovom ciklusu kako u jetri, tako i u drugim
perifernim tkivima. Povezanost hipotireoidizma i postpartalnog ketoznog stanja ogleda
se u zna¢ajno nizem nivou tireoidnih hormona i kortizola kod ketoznih u odnosu na
zdrave krave (Samanc i sar, 2005¢). Isti autori navode da unutar grupe ketoznih krava
postoje statisticki znacajne razlike u koncentracijama tireoidnih hormona kod krava sa
vrijednostima koncentracije trijodtironina iznad 1 ispod 1,3 nmol/L, pri ¢emu

koncentracije glukoze 1 kortizola nisu pokazivale statisticki znacajne razlike. Stepen
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zamaséenja jetre je kod svih Kketoznih krava bio u negativnoj korelaciji sa
koncentracijom trijodtironina (Kapp i sar., 1979; Samanc i sar., 2000).

Na vezu izmedu hipotireoidizma 1 zamascenja jetre ukazuju i rezultati domacih
autora koji su kod krava sa najtezim oblicima zamaSc¢enja jetre ustanovili najnize
koncentracije tireoidnih hormona u krvi (Samanc i sar., 2000, 2010). Kod pojedinih grla
se niske koncentracije tiroeidnih hormona mogu dovesti u vezu i sa nastankom
hepaticke encefalopatije, zbog teskih oblika zamaSc¢enja jetre (Kapp 1 sar., 1979; Pethes
i sar., 1985; Samanc i sar., 2000; Jorritsma, 2003). Samanc i saradnici (2010) su u svom
radu opisali povezanost hipotireoze u prepartalnom periodu sa postpartalnim
zamaSéenjem jetre, te zakljucuju da postoji jasna korelacija izmedu prepartalne
hipotireoze i kasnijeg razvoja masne jetre. Njihovim istraZzivanjem je dokazano
postojanje negativne korelacije izmedu koncentracije tircoidnih hormona u periodu
zasusenja i stepena postpartalnog zamaséenja jetre.

Selekcija visokomlije¢nih rasa goveda na povecéanje proizvodnje mlijeka uticala je
istovremeno na sposobnost i stabilnost hormonske regulacije metabolickih procesa, te u
tom smislu grla sa ve¢om mlijeCnosc¢u trpe vece metabolicko opterecenje (Kovacevié,
2004). Ovaj autor je ustanovio da je kod krava koje su u prethodnoj laktaciji davale
posjeéno 7608 litara mlijeka, nivo trijodtironina, tiroksina i insulina u visokom
graviditetu i ranom puerperijumu bio nizi u odnosu na grla koja su u prethodnoj laktaciji
dala prosje¢no 6177 litara mlijeka. Razlike u koncentraciji tireoidnih hormona su pri
tome bile statisti¢ki znacajne, $to nije bio slucaj sa koncentracijom insulina.

U literaturi je dostupan veéi broj radova koji ukazuju na vezu hormona tireoidee i
polnih hormona (Kotz i Herman, 1961; Gardner i sar., 1978; Balos i Panti¢, 1980;
Panti¢ 1 Sekuli¢, 1980). UocCeno je da pored posrednog uticaja, preko energetskog
bilansa, izmedu koncentracije tireoidnih hormona 1 pojave postpartalne polne aktivnosti
postoji i direktna veza. Hipotireoza ima za posljedicu smanjeno lucenje luteinizirajuceg
hormona, §to rezultuje otezanom ovulacijom i pojavom policisticnih jajnika (Arauda i
sar., 1976; Sekuli¢, 1985). Na pozitivnu korelaciju izmedu koncentracije tireoidnih
hormona i aktivnosti jajnika ukazuju rezultati autora koji su nakon davanja
trijodtironina i tiroksina eutireoidnim zivotinjama ostvarili hipertrofiju jajnika i materice
(Tata i sar., 1963; Oppenheimer, 1979).
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Istrazivanja bazirana na upotrebi radioaktivnog joda pokazala su da estrogeni kod
intaktnih, hipofizektomisanih i ovarijektomisanih pacova dovode do stimulacije
ugradnje joda u tireoideu (Sekuli¢, 1985), ali i njegove ekskrecije putem urina, kao i
dejodinacije tiroksina (Galaton, 1971). Ovaj efekat se ostvaruje direktnim uticajem na
tireoideu, odnosno njenu jodidnu pumpu, s obzirom na to da postoji i kod
hipofizektomisanih Zivotinja. Stimulacija aktivnosti jodidne pumpe pod uticajem
estrogena se ogleda i u smanjenju razvoja strume kod pacova tretiranih sa PTU (Eskin i
Bogdanove, 1956). U literaturi se mogu na¢i i podaci koji ukazuju na direktan
inhibitorni efekat estrogena na sekreciju joda iz tireoidee (Ciri¢, 1981; Zaninovich i sar.,
1982). Sawhney 1 saradnici (1978) navode da estradiol monobenzoat ispoljava
inhibitorni efekat na Stitnu Zlijezdu preko inhibicije aktivnosti enzima monodejodinaza

koji pretvaraju tiroksin u trijodtironin.

2.3.2. Aktivnost dejodinaza u jetri i perifernim tkivima u peripartalnom
periodu

Aktivnost tireoidee tokom razli¢itih faza proizvodno-reproduktivnog ciklusa
goveda je do sada odredivana na osnovu koncentracije ukupnih i slobodnog dijela
tireoidnih hormona u krvi Zivotinja. Koncentracija slobodnog dijela tireoidnih hormona
predstavlja stvarni indikator tireoidnog statusa jedinke, s obzirom na ¢injenicu da samo
slobodni dio hormona ostvaruje metabolicku aktivnost (Christofides i sar., 1999; Villar i
sar., 2002).

Promjene koncentracije tiroksina u sistemskoj cirkulaciji koje nastaju u vezi sa
intenzitetom metabolizma i energetskim bilansom odraZzavaju promjene u stvaranju i
sekreciji tiroksina uslovljene sekrecijom tireostimuliraju¢eg hormona (centralna
regulacija, Riis and Madsen, 1985), ali i odnos izmedu aktivacije i inaktivacije tiroksina
u perifernim, ekstratireoidnim, tkivima (periferna autoregulacija, Pethes i sar., 1985;
Capuco i sar., 2001; Cassar-Malek i sar., 2001; Huszenica i sar., 2002). Capuco i
saradnici (2008) navode da je osjetljivost tkiva na djelovanje tireoidnih hormona
uslovljena intenzitetom aktivnosti dejodinaza i ekspresijom receptora u jedru za
tireoidne hormone. Kaplan (1986) navodi da je aktivacija, odnosno deaktivacija
tiroksina pod dejstvom 5'- , odnosno 5-dejodinaze veoma vazna kontrolna tac¢ka u

regulaciji metaboli¢kog statusa jedinke.
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Dejodinacija tiroksina u perifernim tkivima moze da se vrsi pod dejstvom dva
enzima, 5’-dejodinaze, kada nastaje trijodtironin i 5-dejodinaze, kada nastaje reverzni
trijodtironin (rT3), kao metabolicki neaktivan oblik. Na taj nacin se potencira, odnosno
inhibira aktivnost tireoidnih hormona u pojedinim tkivima (Capuco i sar., 2008). lako su
u krvi redovno prisutna sva tri oblika tireoidnih hormona, metabolicku aktivnost
ispoljava samo trijodtironin (Dickson, 1990; Flier i sar., 2000; Huszenica i sar., 2002).

Capuco i saradnici (2008) i Considine (2009) navode da postoje tri tipa
dejodinaza. Aktivnost dejodinaza tipa | (DIO1) najveca je u samoj tireoidei, jetri i
bubrezima, i odgovorna je za nastanak najveceg dijela trijodtironina u sistemskoj
cirkulaciji. Dejodinaze tipa Il (DIO2) odgovorne su za perifernu aktivaciju ili
inaktivaciju tiroksina, a lokalizovane su u centralnom nervnom sistemu, hipofizi,
mrkom masnom tkivu, skeletnim miSi¢ima, srcu i placenti (St Germain, 1994; Gereben i
sar., 2008). Njihov efekat namijenjen je stvaranju ili inaktivaciji tireoidnih hormona na
nivou tkiva u kojima su lokalizovane. Tre¢i tip dejodinaza (DIO3) najvisu aktivnost
ispoljava u placenti, tkivima fetusa 1 materici, a vrSi iskljucivo inaktivaciju tireoidnih
hormona, c¢ime Stiti embrionalna tkiva od izlaganja visokim koncentracijama
trijodtironina (St Germain, 1994), te na taj naCin omogucava maturaciju tireoidne
osovine (Hernandez i sar., 2006). Beckett i saradnici (1993) navode da dejodinaza tipa |
ima visoku aktivnost u tireoidei ljudi, glodara i pasa, dok je njena aktivnost kod vecine
drugih vrsta, kao $to su ovce, koze i goveda vrlo niska ili uopSte ne postoji. Aceves i
Valverde (1989), Capuco i saradnici (1989), Kahl i saradnici (1993) i Jack i saradnici
(1994) navode da je DIO2 dominantan tip dejodinaza u tkivu mlije¢ne zlijezde, dok u
jetri krava dominira DIO1. Connor i saradnici (2005) su ustanovili visoku koncentraciju
IRNK za DIO3 u tkivu mlije¢ne zlijezde goveda, $to ukazuje da je ovaj enzim
zastupljen i u ovom tkivu, te da u odredenim fazama laktacije ispoljava svoju aktivnost.

Specificna tkivna distribucija razli¢itih tipova dejodinaza ukazuje da oni imaju
vaznu ulogu u sistemskoj i lokalnoj distribuciji aktivnog trijodtironina (Kohrle, 2000;
Squires, 2003). Bianco i saradnici (2002) smatraju da je dostupna lokalna koncentracija
trijodtironina u tkivima uslovljena prije svega pretvaranjem tiroksina u metabolic¢ki
aktivan trijodtironin uz pomo¢ 5’-dejodinaze ili neaktivni reverzni trijodtironin
djelovanjem 5-dejodinaze. Chassande (2003) navodi da lokalne varijacije u

koncentraciji trijodtironina mogu biti determinisane modifikacijama u aktivnosti
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dejodinaza, medu koje se moze ubrojati i transkripciona i posttranslaciona kontrola
ekspresije DIOL.

Considine (2009) navodi da na odnos dejodinaza unutradnjeg (5-dejodinaza) i
spoljaSnjeg prstena (5’-dejodinaza) utice niz faktora (lijekovi, traume, opekotine,
febrilna stanja), od kojih se kao posebno vazan za zivotinje moze izdvojiti gladovanje,
odnosno negativan bilans energije. Svi pomenuti faktori dovode do porasta
koncentracije reverznog trijodtironina, ¢ime se snizava bazalni metabolizam i Stedi
energija. Isti autor navodi da tokom gladovanja ili bolesnih stanja, sekrecija tiroksina
ostaje na priblizno jednakom nivou uprkos smanjenju koncentracije trijodtironina u
krvi, §to ukazuje da ne dolazi do aktivacije negativne povratne sprege na hipotalamo-
hipofizno-tireoidnoj osi. Ipak, postavlja se pitanje da li postoje joS neki faktori koji
mogu uticati na odnos ova dva enzima, $to bi pomoglo u razjaSnjavanju etiopatogeneze
poremecaja energetskog metabolizma visokomlije¢nih krava.

Squires (2003) navodi da je PTU snazan inhibitor aktivnosti DIO1, dok se
aktivnost sva tri tipa dejodinaza moze suprimirati dejstvom iopanoata. Kéhrle (2000) je
ustanovio da su specifi¢ni inhibitori aktivnosti DIO1 PTU, jodoacetat i aurotioglukoza,
kod DIO?2 tiroksin i reverzni trijodtironin, dok se aktivnost DIO3 moze inhibirati jedino
djelovanjem iopanoata. Foster i saradnici (2000) navode da DIO1 i DIO2 imaju razli¢itu
osjetljivost prema inhibitornom djelovanju PTU i aurotioglukoze. Aktivnost DIO1 u
reakciji sa reverznim trijodtironinom ili tiroksinom kao supstratom se lako inhibira
dejstvom pomenuta dva inhibitora (Santini i sar., 1992; Beckett i Arthur, 1994), dok je
aktivnost DIO2 relativno otporna na njihovo djelovanje (St. Germain, 1994). Stoga se
pomenuti inhibitori ¢esto koriste u svrhu utvrdivanja tipa dejodinaza prisutnih u nekom
tkivu.

Romo i saradnici (1997) navode da neke masne kiseline mogu inhibirati aktivnost
5'-dejodinaze u jetri, Sto, u uslovima intenzivne lipomobilizacije i nakupljanja slobodnih
masnih kiselina u jetri, moze predstavljati dodatni faktor koji snizava aktivnost jetrine
DIO1, a sa njom i koncentraciju trijodtironina u sistemskoj cirkulaciji. Ovom
mehanizmu nastanka hipotireoze treba pridodati i ranije pomenuti uticaj slobodnih
masnih Kiselina na transport tiroksina u krvi (Tabachnick i Korcek, 1986).

Izmjene u intenzitetu konverzije tiroksina u trijodtironin na lokalnom nivou,

uslovljene aktivno$¢u dejodinaza u pojedinim tkivima, predstavljaju jedan od glavnih
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mehanizama na osnovu kojeg se ostvaruje metabolicki prioritet mlijecne Zlijezde tokom
uspostavljanja i odrzavanja laktacije. Istrazivanja sprovedena na pacovima ukazala su
da tokom perioda tranzicije iz zasuSenja u laktaciju dolazi do smanjenja intenziteta 5'-
dejodinacije u tkivu jetre, uz istovremenu pojacanu lokalnu aktivnost dejodinaza u tkivu
mlijecne Zlijezde, ¢ime se omogucava njegova intenzivna aktivnost i porast proizvodnje
mlijeka (Kahl i sar., 1987; Aceves i Valverde, 1989; Jack i sar., 1994). Isti autori su
ustanovili da je intenzitet dejodinacije u tkivu mlije¢ne Zlijezde bio proporcionalan
proizvodnji mlijeka, odnosno veli¢ini legla.

Capuco i saradnici (1999) su dokazali da je prisustvo tireoidnih hormona
neophodno za odgovor tkiva mlije¢ne Zlijezde na prolaktin i somatotropin, te da postoji
potencirajué¢i efekat pomenutih galaktopoetskih hormona na aktivnost DIO2 i stepen
dejodinacije tiroksina u mlijecnoj Zlijezdi. U skladu sa ovim nalazom, moZe se smatrati
da je stimulacija lokalne aktivnosti D102 pod dejstvom galaktopoetskih hormona jedan
od mehanizama kojim egzogena aplikacija ovih hormona stimuliSe proizvodnju mlijeka
(Capuco i sar., 1989).

U stanjima energetskog deficita homeoretski mehanizmi potenciraju procese
aktivacije tireoidnih hormona u pojedinim tkivima, ¢ime se obezbjeduje njihov
metabolic¢ki prioritet. Kod visokomlije¢nih krava to je narocito izrazeno u ranom
postpartalnom periodu, kada mlije¢na zlijezda u uslovima negativnog bilansa energije
ima metabolicki prioritet u odnosu na druga tkiva. Tada je aktivnost dejodinaza u njoj
povecana, kako bi se obezbijedilo pravilno funkcionisanje lokalnog energetskog
metabolizma i sinteze velike koli¢ine mlijeka. Istovremeno je aktivnost dejodinaza u
drugim tkivima smanjena, kako bi se podrzao metaboli¢ki prioritet mlijecne Zlijezde i
omogucila preraspodjela dostupnih tireoidnih hormona iz cirkulacije u skladu sa
potrebama pojedinih tkiva (Huszenica i sar., 2002; Pezzi i sar, 2003). Drugim rije¢ima,
tokom perioda rane laktacije mlijecna zlijezda se, zahvaljuju¢i aktivnosti homeoretskih
mehanizama, odrzava u eutireoidnom stanju, dok na nivou organizma postoji manje ili
viSe izraZzena hipotireoza. Vazan faktor u odrzavanju ecutirecoidnog stanja u mlije¢noj
Zlijezdi jeste homeoretsko dejstvo somatotropnog hormona, koji potencira dejstvo
enzima DIO2 u tkivu mlijecne Zlijezde, koja prevodi tiroksin u metabolicki aktivniji
trijodtironin, neophodan za odrzavanje metabolizma u mlijecnoj Zlijezdi (Capuco i sar.,
1989; Kahl i sar., 1995).
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Slebodzinski i saradnici (1999) navode da je stanje fizioloSke hipotireoze u
suprotnosti sa porastom proizvodnje mlijeka uslovljenim pove¢anom koncentracijom
trijodtironina u tkivu mlije¢ne zlijezde. Prema ovim autorima, u tkivu mlije¢ne Zlijezde
dominira visoko efikasna i aktivna DIO2, koja omogucava lokalno stvaranje
metabolicki aktivnog trijodtironina, u cilju podrske laktaciji, i to na racun drugih tkiva,
prije svega jetre u kojoj dominira DIO1. U prilog aktivnosti tog mehanizma govori i
¢injenica da tokom avansnog perioda proizvodnja mlijeka raste i odrZava se na visokom
nivou kod Zivotinja koje se istovremeno nalaze u stanju manje ili viSe izrazenog
negativnog bilansa energije (McGuire i sar., 1991a; Yambayamba i sar., 1996).
Metabolicki prioritet mlijec¢ne zlijezde odrzava se relativno dugo, tokom cijelog prvog
trimestra laktacije, $to se ogleda u odrzavanju niskih koncetracija tireoidnih hormona u
krvi i nakon prestanka negativnog bilansa energije, odnosno vracanja koncentracije
BHBA i NEFA u fizioloSke granice (Eppinga i sar., 1999).

Pezzi i saradnici (2003) su ustanovili donji "pik" aktivnosti jetrine DIO1 u periodu
rane laktacije, zatim porast prema kraju laktacije, sa gornjim pikom u zasusenju, dok je
aktivnost DIO2 u tkivu mlije¢ne zlijezde imala suprotan trend. Izmedu aktivnosti ova
dva enzima ustanovljena je jasna negativna korelacija (r=-0,86). Negativna korelacija
ustanovljena je i izmedu mlijecnosti i aktivnosti dejodinaza u jetri (r=-0,77), dok je
izmedu mlijecnosti i aktivnosti dejodinaza u tkivu mlijene zlijezde postojala pozitivna
korelacija (r=0,83). Ovi autori smatraju da bi lokalno povecanje potroSnje tiroksina za
potrebe mlije¢ne Zlijezde, zajedno sa negativnim bilansom energije i inhibicijom
aktivnosti DIO1 u jetri, moglo biti jedan od glavnih uzroka nastanka funkcionalnog
hipotireoidnog stanja kod krava tokom rane laktacije. Kao potvrdu toga navode jasnu
pozitivnu korelaciju izmedu trenda kretanja aktivnosti DIOL1 u jetri i koncentracije
tireoidnih hormona u krvi, kao i njihovu negativnu korelaciju u odnosu na aktivnost
D102 u tkivu mlije¢ne zlijezde.

Capuco i saradnici (2008) su tokom najveceg dijela graviditeta ustanovili nisku
ekspresiju IRNK za DIO1 u jetri, da bi u zasuSenju doSlo do naglog porasta, a odmah
nakon teljenja do naglog pada prema 14. danu laktacije. Nakon toga, ekspresija iIRNK
za DIOL1 raste prema kraju ispitivanog perioda. Ovaj nalaz je analogan trendu kretanja
koncentracije tireoidnih hormona tokom tranzicionog perioda, koji su opisali Fukuda i
saradnici (1980) i Kahl i saradnici (1987). Ekspresija iRNK za DIO2 u mlije¢noj
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zlijezdi rasla je od niske (tokom graviditeta), prema ranoj laktaciji (14. dan) i piku
laktacije (90. dan). Tokom ispitivanog perioda ovi autori nisu ustanovili znacajnije
varijacije ekspresije iIRNK za DIO1 u mlije¢noj zlijezdi i iRNK za DIO2 u jetri, pri
¢emu su njihove vrijednosti ostale na donjoj granici osjetljivosti metode. Ekspresija
IRNK za DIO3 u oba tkiva imala je trend blagog porasta od pocetka ispitivanog perioda
prema 35. danu prije porodaja, zatim laganom padu prema porodaju i ranoj laktaciji,
kada je dostigla svoje najnize vrijednosti. Od 14. dana laktacije, ekspresija ove IRNK u
mlije¢noj Zzlijezdi raste, dok je u tkivu jetre i dalje slijedila trend laganog opadanja.
Ovakav trend kretanja ekspresije iIRNK za sva tri enzima, kao i njihov medusobni odnos
(DIO1/DIO3 i DIO2/DIO3) u skladu je sa trendom kretanja koncentracije tireoidnih
hormona u krvi 1 intenziteta njihove lokalne aktivacije u tkivima jetre i mlijecne
zlijezde. Na ovaj nacin je, na molekularnom nivou, prikazan homeoretski mehanizam
kojim se ostvaruje metabolicki prioritet mlijecne zlijezde tokom perioda rane laktacije,
odnosno privremeno lokalno eutireoidno stanje u uslovima sistemske hipotireoze.
Opisanom mehanizmu svakako treba dodati i uticaj stepena lokalne ekspresije iIRNK za
tireoidne receptore u pojedinim tkivima, koji dodatno potencira navedene efekte

aktivnosti dejodinaza (Capuco i sar., 2008).

2.3.3. Moguénost upravljanja aktivnoséu tireoidee kod goveda

Aktivnost tireoidee je neophodna za odvijanje Citavog niza fizioloSkih procesa u
organizmu prezivara, medu kojima treba izdvojiti njen uticaj na rast i reproduktivne
funkcije (Rhind i McMillen, 1996; Villar i sar., 2002). Tireoidni hormoni preko
modulacije intenziteta bazalnog metabolizma uti¢u na iskoriStenost hranljivih materija
iz obroka, te time direktno na prirast i druge proizvodne karakteristike. Istovremeno,
preko intenziteta prirasta, oni indirektno uti¢u i na pojavu puberteta.

Upravljanje aktivnosc¢u tireoidee je joS uvijek predmet niza istrazivanja sa ciljem
identifikacije fizioloSke uloge tireoidnih hormona i kreiranja protokola za poboljSanje
proizvodnih Kkarakteristika Zivotinja (Kirovski i sar., 2008; Gyorfy i sar., 2009).
DosadaSnja istraZivanja su uglavnom usmjerena na hipotireozu nastalu pod prirodnim
uslovima, nakon tireoidektomije ili aplikacije razli¢itih farmakoloskih supstanci (Villar i
sar., 2002), dok efekat indukcije hipertireoze davanjem egzogenih tireoidnih hormona

eutireoidnim Zivotinjama u literaturi nije detaljnije opisan.
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Davis i saradnici (1983, 1987) su nakon aplikacije egzogenog tiroksina postigli
poveéanje mlije¢nosti krava, Sto je prema njihovom misljenju bio rezultat povecanja
protoka krvi kroz vime i povecane dostupnosti hranljivih materija. DanasSnja saznanja
ukazuju da se egzogeni tiroksin pojacano preuzima u mlijecnoj Zlijezdi, kako bi se
odrzalo lokalno eutireoidno stanje, neophodno za njeno funkcionisanje u uslovima
rastuce laktacije (Pezzi 1 sar., 2003; Capuco i sar., 2008). Takode, dodati tiroksin
pozitivno utiCe na stanje jetre i ,sagorijevanje” masti u hepatocitima. Pojacan
katabolizam masti u jetri smanjuje stepen prisutnog zamasc¢enja, ¢ime se omogucava
sinteza IGF-I, koji ispoljava pozitivan efekat na obnovu epitela mlije¢ne Zlijezde i
podstice njen rad.

In vivo studije su ukazale da davanje tireoidnih hormona pozitivno uti¢e na
mlije¢nost, $to je razjaSnjeno kasnije, kada je u in vitro studijama dokazano da
trijodtironin potencira aktivnost drugih laktogenih i galaktogenih hormona (Houdebine i
sar.,, 1978; Bhattacharjee i Vonderhaar, 1984). Stimulacija glukoneogeneze pod
dejstvom tireoidnih hormona tokom perioda rane laktacije se posredno, preko sinteze
laktoze, moZe smatrati osnovom jednog od mehanizama kojim tireoidni hormoni
podsticu proizvodnju mlijeka.

Pod prirodnim uslovima, hipotireoza kod prezivara moze nastati zbog nedostatka
joda, unosa prirodnih goitrogena ili kao rezultat autoimune reakcije. Nedostatak joda u
organizmu Zzivotinja je posljedica ishrane biljnim hranivima koja potiCu sa terena
siromasnih u jodu, §to je opisano u radovima domacih (Jovanovi¢ 1 sar., 1982,
Sinadinovic i sar., 1996) i stranih autora (Wilson i sar., 1975; Corah i Ives, 1991). Zbog
toga od pedesetih godina proslog vijeka postoji zakonska obaveza jodiranja soli za
ishranu ljudi i Zivotinja dodavanjem kalcijum-jodata ili kalijum-jodida (Jovanovi¢,
2007; Cupi¢ i sar., 2007a; Considine, 2009).

Iino i Greer (1961) navode da mlije¢na Zlijezda pacova tokom laktacije akumulira
znacajne koli¢ine joda, ¢ak i u koncentracijama iznad onih u $titnoj zlijezdi. Ovaj efekat
svakako doprinosi razvoju hipotireoze na sistemskom nivou, ali ostavlja otvorenim
pitanje da li je ova akumulacija vezana samo za izluivanje joda putem mlijeka ili
mozda ukazuje na lokalnu sintezu tireoidnih hormona u tkivu mlije¢ne Zlijezde. Kada su
u pitanju goveda, pored pomenutih, kao faktor koji utice na akumulaciju joda u

mlije¢noj Zlijezdi treba imati na umu ucestalost mastitisa tokom ranog postpartalnog
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perioda i tendenciju tkiva zahvacenih zapaljenskim procesom da akumuliraju znacajne
koli¢ine joda.

Capen i1 Martin (2003) navode da suficit joda takode moZze imati strumogeni
efekat, preko inhibicije fuzije lizozoma i kapljica koloida u folikularnim ¢elijama, zbog
¢ega izostaje razgradnja tireoglobulina i oslobadanje tireoidnih hormona u cirkulaciju.

Unos prirodnih goitrogena je vezan uglavnom za ishranu biljkama iz familije
Brassicaceae (kupus, repa, kelj, uljana repica), koje sadrze glikozinolate, koji se u
organizmu pretvaraju u goitirine (5-vinil-oksazolidin-2-tione), supstance koje
spre¢avaju organifikaciju joda (Barberan i Valderrabano, 1987; Taljaard, 1993). Od
sintetskih supstanci goitrogeni efekat mogu ispoljiti tiouracili, sulfonamidi, para-
aminobenzoeva kiselina, paraaminosalicilna kiselina i kompleksni anjoni (KSCN’,
KCIQy"), koji pored inhibicije organifikacije joda inhibiraju i reakciju spajanja jodiranih
tirozina u molekul tireoidnih hormona (Capen i Martin 2003; Guyton i Hall, 2006).
Snizavanje koncentracije tiroksina u cirkulaciji aktivira mehanizam negativne povratne
sprege 1 pojacano oslobadanje tireostimuliraju¢eg hormona iz hipofize, te dolazi do
hipertrofije i hiperplazije tireoidee, odnosno do razvoja strume. Villar i saradnici (2002)
navode da je pojava strume kao posljedice autoimune reakcije na tireoglobulin kod
goveda rijetka.

Simptomi hipotireoze nastale pod prirodnim uslovima su veoma razli¢iti, a kao
karakteristi¢ni se izdvajaju pobacaji, prerana teljenja, produzen graviditet, povecan
neonatalni mortalitet i smanjena plodnost. Rast mladuncadi je usporen, tireoidea
uvecana, a Cesta je i pojava neuroloskih poremecaja, koji se kod ljudi manifestuju kao
endemski kretenizam. Ostali simptomi koji se navode u literaturi su brzo zamaranje,
anemija, letargija, alopecija, hiperpigmentacija koze, miksedem, pojava deformiteta
kostiju, miSi¢na slabost, zadebljanje koZze i intolerancija na niske temperature (Williams
I Hill, 1965; Potter i sar., 1982; Kaciuba-Uscilko i sar., 1987; Hetzel i Mano, 1989;
Graham, 1991; Seimyia i sar., 1991).

Tireoidektomija je radikalna i ireverzibilna metoda indukcije hipotireoze, koja
ima za rezultat akutnu i potpunu eliminaciju tireoidnih hormona iz cirkulacije u roku od
nekoliko dana (Villar i sar., 2002). Ova metoda je dosta koriStena kod ovaca, kako bi se
u uslovima supstitucije razli¢itim dozama tireoidnih hormona ustanovio njihov uticaj na

rast vune (Ferguson i sar., 1956, 1965). Pored ireverzibilnosti, ograni¢enje u primjeni
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tireoidektomije u praksi €ini Cesta pojava ektopi¢nog tkiva tireoidee duz dusnika i u
grudnoj duplji, koju su opisali Zdelar i saradnici (1986), koja moze imati za posljedicu
lucenje izvjesne koliCine tireoidnih hormona (Parkinson i Follet, 1994). Kako bi se
uklonio 1 ovaj izvor tireoidnih hormona, tireoidektomija se najeS¢e kombinuje sa
aplikacijom radioaktivnog joda (**'1), koji vrsi totalnu destrukciju preostalog tkiva
tireoidee (Ekman, 1965). Uklanjanje paratireoidee, koja se redovno nalazi neposredno
uz tireoideu, ili je inkorporisana u njeno tkivo, predstavlja dodatno ograni¢enje
tireoidektomije, jer usljed nedostatka parathormona i kalcitonina moze do¢i do
poremecaja metabolizma kalcijuma i fosfora (Bartlet, 1972). Sli¢no kao i kod tireoidee,
pojava ektopicnog tkiva paratireoidee je dosta Cesta, pa njegova kompenzatorna
aktivnost u vecini slucajeva uspijeva da ouva homeostazu kalcemije (Parkinson i
Follet, 1994).

Imaju¢i u vidu navedena ograniCenja tireoidektomije, kao metoda izbora za
indukciju hipotireoze u eksperimentalne svrhe namece se upotreba farmakoloskih
supstanci sa antitireoidnim djelovanjem. Zbog potencijalnog negativnog uticaja na
konzumente, antitireoidne supstance su zabranjene kao stimulatori rasta u EU
(European Commission, 1981) i SAD (Department of Agriculture, 2001). Prilikom
kreiranja eksperimentalnog protokola za indukciju hipotireoze, treba imati u vidu
dinamiku sekrecije tireoidnih hormona i njihov promet u tkivima (De Sandro i sar.,
1991). Ryder (1979) navodi da je efekat antitireoidnih supstanci, pred upotrebljene
doze, uslovljen vrstom i rasom tretiranih Zivotinja, kao i uticajem godiSnje sezone.
Villar i saradnici (2002) navode da je aktivnost DIO1 u tireoidei goveda niska i u
uslovima hipotireoze povecava se samo neznatno, za razliku od ljudi i glodara. Stoga je
organizam goveda u uslovima hipotireoze usmjeren na direktnu sintezu trijodtironina u
tireoidei i/ili na povecéanje aktivnosti DIO1 u jetri i bubrezima.

Od niza supstanci koje mogu inhibirati sintezu, sekreciju i perifernu aktivaciju
tireoidnih hormona, u praksi se najcesce koriste tioamidni derivati (tiourea, metimazol,
karbimazol, tiouracil, metiltiouracil i PTU). Svi navedeni derivati sadrze tioamidnu
(S=C-N) grupu, koja ima sposobnost da inhibira oksidaciju i organifikaciju joda, a time
1 sintezu tireoidnih hormona. Neki od njih imaju sposobnost da, sa razli¢itom
konstantom inhibicije, inhibiraju aktivnost dejodinaza u perifernim tkivima (Villar i

sar., 2002). Tioamidni derivati ne uti¢u na sposobnost tireoidee da preuzima jod iz krvi,
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kao ni njenu sposobnost da u krv oslobada ve¢ sintetisane molekule tireoidnih hormona
(Haynes i Murad, 1980; Green, 1991; Varagi¢ i Milosevi¢, 2008). Zbog toga je brzina
indukcije hipotireoze njihovim djelovanjem, izmedu ostalog, uslovljena koli¢inom
hormona deponovanih u folikulima tireoidee, i generalno se mjeri u nedeljama.

Tioamidni derivati imaju tendenciju da se nakupljaju u tkivu tireoidee, te je njihov
efekat znaCajno duzi od njihovog vremena poluzivota u sistemskoj cirkulaciji. Okajima i
Ui (1979) navode da ova tendencija omogucava da se stabilno hipotireoidno stanje
odrzava dnevnom aplikacijom tioamidnih derivata. Njihov efekat je reverzibilan, i
nakon prestanka tretmana koncentracija tireoidnih hormona se vra¢a u fizioloske
granice u relativno kratkom periodu, pri ¢emu postoji priviemeno kompenzatorno
poveéanje njihove koncentracije (Rumsey i sar., 1985; Follet i Potts, 1990; Bernal,
1996; DeMoraes i sar., 1998; Thrift i sar., 1999 a,b).

Tiourea (tiokarbamid) u dozi od 50 do 125 mg/kg tjelesne mase kod koza izaziva
opadanje koncentracije tireoidnih hormona na nivo koji je ispod moguc¢nosti detekcije, i
to unutar dvije nedelje od pocetka tretmana (Reddy i sar., 1996). Ovaj efekat je,
medutim, povezan sa akutnom toksi¢noS¢u tiouree, koja se manifestuje opadanjem
tjelesne kondicije, strumom, slabos¢u, edemom koze lica i1 ekstremiteta, otupljenoscu i
naglim uginu¢ima (Ramakrishna i sar., 1994), §to je posebno izrazeno kod mladih
zivotinja. Green (1991) opisane toksi¢ne efekte pripisuje djelovanju cijanamida, koji se
oslobada prilikom razlaganja tiouree. Villar i saradnici (2002) smatraju da zbog izrazitih
toksi¢nih efekata, tiourea nije prikladna za dugoro¢nu indukcije hipotireoze kod
prezivara, te da su zbog toga u literaturi podaci o njenoj upotrebi kod ovaca i goveda
oskudni.

Metiltiouracil (6-metil-2-tiouracil, MTU), u zavisnosti od primijenjene doze, vrsi
inhibiciju aktivnosti tireoidee na nivou aktivnosti dejodinaza u perifernim tkivima ili na
nivou same tireoidee, §to omogucava da se upotrebom razli¢itih doza manipulise
dostupnoséu aktivnog trijodtironina u pojedinim tkivima (Visser i sar., 1979; Villar i
sar., 2002). Na nivou same tireoidee svi tiouracili djeluju tako Sto inhibiraju aktivnost
enzima tiroperoksidaze, ¢ime onemogucavaju oksidaciju joda, jodinaciju rezidua
tirozina u okviru molekula tireoglobulina, te oksidativnu kondenzaciju molekula di- i
monojodtirozina u tiroksin i trijodironin (Cupié i sar., 2007b; Varagi¢ i Milogevi¢, 2008;

Kaneko, 2008). Chandrasekhar i saradnici (1985a) i Follet i Potts (1990) su koristili
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metiltiouracil kod ovaca u dozi od 35 mg/kg tjelesne mase tokom viSe mjeseci i postigli
indukciju hipotireoze bez klini¢ki manifestnih poremecaja zdravlja, izuzev blage strume
koja je nestala nakon prestanka tretmana. Prema njihovim nalazima, koncentracija
tiroksina je dostigla donji plato 4-6 nedelja nakon pocetka tretmana. Slicno kao kod
tiouree, mlade zivotinje su osjetljivije na dejstvo metiltiouracila (Chandrasekhar i sar.,
1985b), a upotreba vec¢ih doza imala je za posljedicu intenziviranje nezeljenih sporednih
efekata jake hipotireoze.

Analogno metiltiouracilu, i efekat PTU (6-propil-2-metil-tiouracil) je reverzibilan
1 dozno zavisan, pri ¢emu su doze za postizanje efekta priblizno deset puta manje.
Burger i saradnici (1991) i Villar i saradnici (1998) navode da je za dostizanje donjeg
platoa koncentracije tireoidnih hormona potrebno 4-6 nedelja tretmana. IstraZivanja
sprovedena na govedima ukazala su da upotreba PTU u dozama koje ne dovode do
inhibicije sinteze tireoidnih hormona na nivou tireoidee (1-2 mg/kg tjelesne mase)
dovodi do blagog pada koncentracije trijodtironina i porasta koncentracije tiroksina, kao
rezultat inhibicije aktivnosti DIO1 u perifernim tkivima (Rumsey i sar. 1985; Elsasser i
sar., 1992). Isti autori su utvrdili da doza PTU od 4 mg/kg tjelesne mase dovodi do
inhibicije aktivnosti dejodinaza u perifernim tkivima i sinteze i sekrecije tireoidnih
hormona na nivou tireoidee, $to je potvrdeno i u istrazivanjima drugih autora (Bernal,
1996; DeMoraes i sar., 1998; Thrift i sar., 1999 a,b; Cassar-Malek i sar., 2001). Doza
PTU od 4mg/kg dovodi do sniZzavanja koncentracije tiroksina u krvi na svega 30% od
fizioloskih vrijednosti (Elsasser i sar., 1992).

U proslosti, PTU je dosta koriSten kao stimulator rasta (Escobar del Rey i
Morreale del Escobar, 1961; Escobar del Rey i sar., 1961, 1962; Hershman i Van
Middlesworth, 1962; Chopra i sar., 1982). Kod upotrebe nizih doza PTU, nakon
inicijalnog opadanja, postize se poviSenje koncentracije tiroksina, uz blagi pad
koncentracije trijodtironina u krvi, Sto uz ocCuvan apetit, smanjenje bazalnog
metabolizma i smanjenu perifernu utilizaciju nutrijenata ima za rezultat povecanje
dnevnog prirasta. Ovaj efekat PTU su u in vivo ogledima opisali Rumsey i saradnici
(1983a, 1985), i dokazali identican efekat davanja ronela, organofosfata sa
antidejodinaznom aktivno$c¢u. Kahl i saradnici (1983, 1984, 1985) dokazali su da ronel i
niske doze PTU u in vitro uslovima mogu inhibirati 5'-dejodinaciju tiroksina u tkivu

jetre 1 bubrega tovne junadi, ¢ime je potvrdeno postojanje pozitivne korelacije izmedu
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koncentracije tiroksina u Kkrvi i dnevnog prirasta tjelesne mase tovne junadi koju su
opisali Rumsey i saradnici (1983b).

De Moraes i saradnici (1998), Thrift i saradnici (1999a,b) i Bernal i saradnici
(1999) su ispitivali proizvodna i reproduktivna svojstva krava brahman rase nakon
perioda hipotireoze izazvane davanjem PTU. Oni su ukazali na jasnu povezanost
funkcije tireoidnih hormona i proizvodno-reproduktivnih svojstava krava kao i da nakon
prestanka indukcije hipotireoze farmakoloSkim supstancama dolazi do pojacanja
aktivnosti tireoidee, kao kompenzatornog efekta koji ispoljava izvjestan efekat na
metabolizam krava, a time i proizvodne i reproduktivne sposobnosti u tom periodu. Ovi
autori vrsili su ispitivanja na rasi goveda koja je pretezno tovna, Sto ograni¢ava
primjenu njihovih rezultata na krave visokomlije¢nih rasa.

Villar i saradnici (2002) navode da se efekat upotrebljene doze PTU moZze utvrditi
na osnovu odnosa T4/T3 u perifernoj krvi, jer inhibicija aktivnosti dejodinaza dovodi do
njegovog povecanja, a inhibicija na nivou tireoidee do njegovog smanjenja. Opisane
karakteristike omogucavaju da se u istrazivanjima jasno razdvoje centralni i periferni
efekti upotrebljene doze PTU. Pozivajuéi se na svoje ranije istrazivanje (Villar i sar.,
1998), ovi autori smatraju da se precizniji zakljucak o efektu PTU moze donijeti na
osnovu mjerenja aktivnosti DIO1 u tkivu jetre i bubrega.

Mlade zivotinje su osjetljivije na dejstvo PTU u odnosu na starije, Sto je dokazano
ogledima na pacovima (Kariya i sar., 1983) i junadi (Rumsey i sar., 1985). Horger i
saradnici (1976) navode da PTU prolazi kroz placentarnu barijeru kod preZivara, te kod
gravidnih ovaca moze dovesti do inhibicije aktivnosti fetalne tireoidee i razvoja strume.
Kada je u pitanju specificnost vrste u pogledu osjetljivosti na dejstvo PTU, Villar i
saradnici (2002) su na osnovu sopstvenih istrazivanja (Villar i sar., 1998) i podataka iz
literature (Nesbitt i sar., 1967; Horger i sar., 1976; Cole i sar., 1994) uspostavili
redoslijed koza > govece > ovca (od najtolerantnije prema najosjetljivijoj vrsti). Doze
koje su dovoljne za indukciju hipotireoze kod prezivara ne dovode do neuroloskih i
imunoloskih poremecaja koji su registrovani kod pacova tretiranih visokim dozama
PTU (Kariya 1 sar., 1983), Sto zajedno sa doznom =zavisnoS¢u efekta ¢ine PTU
supstancom izbora za kontrolisanu i reverzibilnu indukciju hipotireoze kod prezivara.

Metimazol (1-metilimidazol-2-tiol) i karbimazol (1-metil-2-imidazoltiol etil

karbonat) su derivati tiouree koji se koriste za tretman hipertireoze kod ljudi i malih
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zivotinja u dozama koje su za 5-10 puta manje u odnosu na PTU (Okajima i Ui, 1979;
Kampmann i Hansen, 1981; Peterson, 1989). Villar i saradnici (2002) navode da je
njihova sposobnost za indukciju hipotireoze kod prezivara znacajno manja u odnosu na
neprezivare, Sto pripisuju znaCajnom stepenu degradacije ovih supstanci u
predzelucima. Visser i saradnici (1980) i Symonds i saradnici (1996) smatraju da je
manja potentnost metimazola i karbimazola u odnosu na tiouracile posljedica toga Sto
ne uti¢u na aktivnost dejodinaza u perifernim tkivima. Follet i Potts (1990), upotrebom
metimazola u dnevnoj dozi od 1,4mg/kg tjelesne mase, nisu uspjeli izvrSiti indukciju
hipotireoze kod ovaca, dok se metiltiouracil u tom smislu pokazao kao znacajno
potentniji. Do sli¢nih zaklju¢aka dosao je Anderson (1971), koji je u istraZivanju
sprovedenom na mlije¢nim kravama upotrebom metimazola u dozi od 8,8 mg/kg
tjelesne mase ostvario samo blag pad koncentracije tiroksina, bez promjene
koncentracije trijodtironina. Burroughs i saradnici (1960) su ispitivali mogucnost
indukcije hipotireoze kod junadi upotrebom metimazola, sa ciljem poveéanja dnevnog
prirasta, i utvrdili da je za postizanje Zeljenog efekta neophodna dnevna doza od 600 mg
po Zivotinji, te tretman od najmanje 60 dana. Kako bi se izbjegao efekat kompenzatorne
hiperfunkcije tireoidee na ostvareni prirast, ovi autori sugeriSu da tretman
metiltiouracilom traje do samog dana klanja.

Pored niske potentnosti, ograni¢enje za upotrebu metimazola za eksperimentalnu
indukciju hipotireoze kod prezivara predstavlja i njegova toksi¢nost, posebno izrazena
kod mladih Zivotinja, koja se manifestuje intolerancijom na visoke temperature okoline,
naglim pogorSanjem zdravlja i uginu¢ima (Symonds i sar., 1996). Ibrahim i saradnici
(1994) su kod koza kao sekundarni efekat karbimazola ustanovili hepatotoksi¢nost.
Navedene karakteristike metimazola i karbimazola ¢ine ih neprikladnim za upotrebu
kod prezivara, iako kod ljudi i monogastri¢nih Zivotinja predstavljaju lijekove izbora

(Villar i sar., 2002).
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3. CILJ 1 ZADACI ISTRAZIVANJA

Cilj ove doktorske disertacije je bio ispitivanje uticaja prepartalne aplikacije
PTU na endokrini i metabolicki status junica holStajn rase u kasnom graviditetu i ranoj
laktaciji.

Radi postizanja cilja postavljeni su sljede¢i istrazivacki zadaci:

e tretirati junice ogledne grupe sa 4 mg PTU/Kg tjelesne mase u periodu od 20 dana
prije o¢ekivanog teljenja do dana teljenja;

e uzeti uzorke krvi 20 dana prije ocekivanog termina teljenja, 3 i 7 dana kasnije,
svakodnevno tokom 5 dana prije i 5 dana nakon teljenja, kao i 7., 15., 30. i 60. dana
nakon teljenja;

e odrediti koncentracije tireoidnih hormona i insulina u svim uzetim uzorcima Krvi;

e odrediti koncentraciju IGF-I u uzorcima krvi uzetim 20., 17., 13., 7. i 4. dana prije i
7., 30. 1 60. dana nakon teljenja;

e odrediti relativnu zastupljenost IGFBP-2, IGFBP-3 i IGFBP-4 u uzorcima Krvi
uzetim 20. i 7. dana pre i 7. i 30. dana nakon teljenja;

e odrediti koncentracije odabranih biohemijskih parametara krvi (u svim uzetim
uzorcima odrediti koncentraciju glukoze; u uzorcima uzetim 20., 17., 13., 7., 4. i 1.
dana prije, kaoi 1., 3., 5., 7., 15., 30. i 60. dana nakon teljenja odrediti koncentracije
BHBA i ukupnog bilirubina; u uzorcima uzetim 20., 17., 13., 7. i 4. dana prije, na
dan teljenja, kao i 3., 4., 7., 15., 30. i 60 dana nakon teljenja odrediti koncentracije
ukupnih proteina i albumina);

o odrediti ekspresiju IRNK za pojedine tipove dejodinaza, stepen zamascenja i sadrzaj
glikogena u uzorcima tkiva jetre uzetim perkutanom biopsijom 7. dana prije i 7.
dana nakon teljenja od svih junica;

e odrediti dnevnu koli¢inu proizvedenog mlijeka u periodu od 7. do 60. dana laktacije;

e odrediti duzinu trajanja servis perioda;
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4. MATERIJAL | METODE RADA

4.1. Ogledne zivotinje

Istrazivanje je sprovedeno na ukupno 30 visokogravidnih junica holstajn rase. Sve
Zivotinje su bile smjeStene na farmi goveda industrijskog tipa, u vezanom sistemu
drZzanja. Tokom cijelog trajanja istrazivanja Zivotinje su bile pod stalnim nadzorom
veterinarske sluzbe farme.

Junice su odabrane 30 dana prije oCekivanog termina teljenja, i smjeStene u
izdvojenom objektu. Ocekivani termin teljenja je odreden na osnovu datuma
osjemenjavanja. Odabrane junice bile su ujednacene po tjelesnoj kondiciji (antepartalno
3,50), sa tjelesnom masom od 500 do 550 kg. Tjelesna masa junica registrovana je na
pocetku istrazivanja. Obje grupe junica su tokom izvodenja eksperimenta dva puta
dnevno dobijale kompletan miksirani obrok (TMR), pri ¢emu su sastav i koli¢ina
obroka bili uskladeni sa potrebama za datu proizvodno-reproduktivnu fazu, tjelesnu
masu i proizvodnju mlijeka. Sastav i nutritivna vrijednost obroka prikazani su u
Tabelama 4.1. 1 4.2.

Junice ogledne grupe (n=15) su, pocevsi od 20. dana prije oCekivanog termina
teljenja do dana teljenja, svakodnevno dobijale PTU (Sigma-Aldrich Chemical
Company, Njemacka) u dozi od 4 mg/kg tjelesne mase. PTU je davan specijalnom
Spatulom za peroralno davanje lijekova, pomijeSan sa 25 ml maltoznog sirupa. Davanje
maltoznog sirupa i PTU vrSeno je uvijek u istom periodu dana, 4 sata nakon davanja
jutarnjeg obroka.

Kontrolnu grupu (n=15) ¢inile su junice koje su od 20. dana prije ocekivanog
termina teljenja do dana teljenja svakodnevno peroralno primale po 25 ml maltoznog
sirupa (Maltozni sirup 40, A.D. Industrija skroba ,,JJabuka“, Panc¢evo, Srbija). Davanje
maltoznog sirupa vrseno je svakodnevno, u isto vrijeme kao kod junica ogledne grupe.

Realizaciju istrazivanja odobrio je Eticki komitet Fakulteta veterinarske medicine
Univerziteta u Beogradu, u skladu sa odredbama Zakona o dobrobiti Zzivotinja
Republike Srbije (Sluzbeni glasnik Republike Srbije 41/09).
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Tabela 4.1. Vrsta i koli¢ina hraniva u obroku ispitivanih junica

Sastojak (kg)

Period u odnosu na dan teljenja

-60. dan do -14. dan

-14. dan do 0. dan

0.dan do +60. dan

Sijeno lucerke - - 3,43
Sijeno trava 2,82 1,50 -
PSeni¢na slama 1,80 0,60 -
Silaza kukuruza, 44% SM - - 9,50
SilaZa kukuruza, 33% SM 10,00 10,00 -
SilaZa kukuruza, 33,94%SM - - 9,00
SjenaZa lucerke, 51,79% SM 5,00 2,50 -
SjenaZa lucerke , 47,40% SM - - 5,00
Pivski trop, 21% SM - - 5,00
Zrno kukuruza 0,71 0,98 2,50
Zrno je¢ma 0,50 0,50 1,50
Sojine ljuspice - 0,30 1,30
Sojina sa¢ma, 44% N 0,67 1,10 1,13
PsSeni¢no brasno 0,50 0,50 1,30
Rezanci Secerne repe - - 1,82
DextroFat SC - 0,10 0,40
Optigen 11, 41% N - - 0,14
Dekstroza monohidrat - 0,04 0,10
Dikalcijum fosfat, 18% P - - 0,27
Magnezijum oksid - - 0,05
Natrijum bikarbonat - - 0,15
Natrijum hlorid, jodirani - - 0,07
Kalcijum karbonat 0,03 0,04 0,03
Milkinal trocken, 3% 0,20 0,08 -
Beta karotin - 0,004 -
Ukupno (kg): 22,23 18,24 42,69
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Tabela 4.2. Hemijski sastav i nutritivna vrijednost obroka ispitivanih junica

Period u odnosu na dan teljenja

Nutritivna vrijednost -60. dan do -14. dan -14. dan do 0. dan 0. dan do +60. dan
Suva materija, kg 12,35 9,82 23,63
Neto energija laktacije (NEL), MJ 72,86 65,50 163,03
Sirovi proteini (SP), % 12,50 15,03 16,05
Proteini nerazgradivi u buragu, % 4,09 5,09 5,06
Sirova mast, % 2,60 3,82 4,78
Kisela deterdZentska vlakna, % 32,19 25,31 22,08
Neutralna deterdZentska vlakna, % 49,53 40,59 35,48
Ca, % 0,73 0,64 0,90
P, % 0,44 0,42 0,52
Na, % 0,23 0,13 0,36
Cl, % 0,30 0,17 0,29
Mg, % 0,31 0,27 0,34
K, % 1,42 1,30 1,18
S, % 0,23 0,22 0,22
Mn, ppm 111,56 129,36 82,40
Cu, ppm 33,23 39,81 25,64
Zn, ppm 132,27 168,24 96,90
Co, ppm 0,78 1,03 0,54
J, ppm 2,44 3,06 1,64
Fe, ppm 221,67 228,38 220,53
Se, ppm 0,89 1,14 0,70
Vitamin A, 1J/kg 21 487,26 41 234,28 21 273,58
Vitamin D, 1J/kg 1574,05 4 487,10 3 445,30
Vitamin E, 1J/kg 83,31 117,79 69,35
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4.2. Metode rada

4.2.1. Uzimanje uzoraka Krvi

Uzimanje uzoraka Kkrvi izvrseno je punkcijom v. jugularis, neposredno prije
pocetka ogleda (20 dana prije ocekivanog termina teljenja), 3 1 7 dana kasnije,
svakodnevno tokom 5 dana prije i 5 dana nakon teljenja, a zatim 7., 15., 30. i 60. dana
nakon teljenja. Kako bi se izbjegao uticaj dnevnog ritma i uzimanja obroka na rezultate
analiza, uzorkovanje je vrSeno uvijek u isto vrijeme, 4 do 6 sati nakon jutarnjeg
hranjenja, odmah nakon davanja PTU.

Uzorci su uzimani u sterilne vakutaenere bez antikoagulansa. Nakon uzimanja,
uzorci krvi su ostavljani tokom 30 minuta da bi se izvrSila spontana koagulacija, a zatim
centrifugirani na 1,000 g tokom 20 minuta. lzdvojeni uzorci krvnih seruma su
zamrzavani na -18°C do izvodenja analiza, koje su izvedene najkasnije dva mjeseca od

uzorkovanja krvi.

4.2.2. Uzimanje uzoraka tkiva jetre

Uzorci tkiva jetre uzeti su perkutanom biopsijom za uzimanje uzoraka tkiva jetre
za patohistoloska ispitivanja, prema metodi koju su opisali Samanc i saradnici (2010,
2011), od svih ispitanih Zivotinja 7. dana prije ofekivanog termina teljenja i 7. dana
nakon teljenja.

Biopsija je vrSena pomoc¢u modifikovanog biopsera za uzimanje uzoraka tkiva
jetre koji se sastojao od igle sa vrhom u obliku bodeza duge 20,5 cm, umetnute u
¢elicnu kanilu (spoljasnji promjer @ 6 mm, unutradnji promjer g 4 mm). Pribor za
izvodenje biopsije, pored opisanog biopsera, sastojao se od brijaca, rastvora povidon-
jodida, 2% rastvora prokain-hidrohlorida, skalpela i plasti¢ne brizgalice sa klipom (slika
4.1).
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Slika 4.1. Pribor za izvodenje biopsije jetre (Kirovski, 2010)

Mjesto vrSenja biopsije nalazilo se sa desne strane Zivotinje, u 11. medurebarnom
prostoru, oko 2 cm ventralno od horizontalne linije kroz tuber coxae (slika 4.2). Nakon
fiksacije zivotinje i pripreme operacionog polja priblizne veli¢ine 5 x 5 cm (Sisanje,
brijanje, dezinfekcija rastvorom povidon-jodida, lokalna infiltrativna anestezija sa 5 ml
2% prokain-hidrohlorida), nacinjena je incizija koze i supkutisa skalpelom, a zatim su
biopserom probijeni medurebarni misici, peritoneum i kapsula jetre. Prilikom uvodenja
biopser je usmjeren prema lijevom olekranonu (kranio-ventralno). Nakon ulaska u tkivo
jetre, igla biopsera je izvadena, a na kanilu je postavljen plasticna brizgalica koja
povlacenjem klipa stvara vakuum. Uzorak tkiva jetre (dijametra 3-4 mm i duZine 3-5
cm) je uzet tako Sto je istovremeno sa povlacenjem klipa, instrument potiskivan dublje u
tkivo jetre uz rotaciju od 180°, ¢ime je isjecak tkiva uvuéen u lumen kanile. Nakon

vadenja kanile sa isjeCkom tkiva jetre, rana na kozi tretirana je antibiotskim praskom.
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+. mesto uboda bipserom

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

e. 11. rebro f 12. rebro

g. biopser

Slika 4.2. Sematski prikaz mjesta vr3enja biopsije jetre (Kirovski, 2010)

Uzeti uzorci su po uzimanju podijeljeni na dva jednaka dijela, od kojih je jedan
(za odredivanje aktivnosti dejodinaza preko ekspresije iRNK) odmah duboko
zamrzavan u te¢nom azotu, a zatim cuvan na -80°C, do izvodenja analiza. Drugi dio
uzorka (za odredivanje sadrZaja masti 1 glikogena) konzervisan je u 10% puferizovanom

rastvoru formalina i tako ¢uvan do izvodenja analiza.

4.2.3. Odredivanje koli¢ine proizvedenog mlijeka

Mlije¢nost obje ispitane grupe junica registrovana je svakodnevno od 7. do 60.
dana laktacije, prilikom redovne muze, uz pomo¢ automatskog mjeraca aparata za muzu

(DeLaval, Svedska).

4.2.4. Odredivanje trajanja servis perioda

Trajanje servis perioda obje ispitane grupe junica odredeno je na osnovu podataka
sa farme, kao broj dana od teljenja do prvog uspjesnog vjestackog osjemenjavanja.
Uspjesnost vjeStackog osjemenjavanja je potvrdivana rektalnim pregledom 9-12

nedjelja nakon posljednjeg osjemenjavanja.

4.2.5. Odredivanje koncentracije odabranih biohemijskih parametara krvi

U svim uzetim uzorcima krvi odredivana je koncentracija glukoze. Koncentracije

BHBA i ukupnog bilirubina su odredivane u uzorcima uzetim 20., 17., 13., 7., 4. i 1.
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dana prije teljenja kao i 1., 3., 5., 7., 15., 30. i 60. dana postpartalno. Koncentracije
ukupnih proteina i albumina su odredivane 20., 17., 13., 7. i 4. dana prije, na dan
teljenja, kao i 3., 4., 7., 15., 30. i 60. dana postpartalno.

Koncentracije glukoze i beta-hidroksi butirata su odredivane u punoj krvi odmah
nakon uzimanja, na aparatu Precision Xceed (Abbott, SAD) upotrebom komercijalno
dostupnih traka istog proizvodaca. Ostali biohemijski parametri u uzorcima krvnih
seruma odredivani su na biohemijskom analizatoru Secomam CE, BP106 (Secomam,
Francuska) kolorimetrijski i upotrebom enzimskih metoda koris¢enjem komercijalnih

test paketa (BioMedica, Srbija).

4.2.6. Odredivanje koncentracije hormona

Koncentracije tireoidnih hormona i insulina odredivane su u svim uzetim
uzorcima krvi, dok je koncentracija IGF-I odredivana u uzorcima uzetim 20., 17., 13., 7.
I 4. dana prije i 7., 30. i 60. dana nakon teljenja. Koncentracije hormona odredivane su
upotrebom komercijalnih RIA kitova (INEP, Zemun), prilagodenih za detekciju
koncentracije hormona u bovinom krvnom serumu, prema metodi koju su opisali
Nikoli¢ i saradnici (1996).

Na osnovu koncentracije glukoze i insulina za sve uzete uzorke Krvi izracunat je
HOMA indeks, kao pokazatelj insulinske rezistencije, odnosno osjetljivosti perifernih

tkiva na insulin. Vrijednost HOMA indeksa odredivana je racunski, na osnovu formule:

HOMA — IR = koncentracija glukoze (mmol/L) x koncentracija insulina (mmol/L)
22,5

4.2.7. QOdredivanje relativne zastupljenosti IGF-vezujuéih proteina

Stepen relativne zastupljenosti IGF-vezujuéih proteina (IGFBP-2, IGFBP -3 i
IGFBP -4) odreden je primjenom imunoblot metode u po Sest odabranih uzoraka krvnih
seruma iz svake grupe junica uzetih 20. i 7. dana prije i 7. i 30. dana nakon teljenja.

Kao priprema za odredivanje stepena relativne zastupljenosti IGF-vezujuéih
proteina, uzorci krvnih seruma su prvo podvrgnuti elektroforezi (SDS-PAGE, 12,5%
gel), prema metodi koju su opisali Hossenlopp i saradnici (1986) i Nikoli¢ i saradnici
(1998). Uzorci su prvo razrijedeni sa 0,05M PBS puferom (pH=7,4) u odnosu 1:50, a
zatim puferom za uzorke (Tris-HCI pufer, pH=6,8 , 2% SDS i 10% glicerol) u odnosu
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1:1. Tako pripremljeni uzorci inkubirani su u vodenom kupatilu (56°C), tokom 7
minuta, kako bi se vezujuci proteini izdvojili iz kompleksa sa molekulima IGF. Nakon
toga sprovedena je elektroforeza (napon 60V, jaCina struje 15mA) u trajanju od 17 sati.
Kao markeri su koris¢eni gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (36kDa), ovoalbumin
(45kDa) i karboanhidraza (29 kDa).

Po zavrSetku procesa elektroforeze, izdvojeni proteini krvnog seruma su
elektrotransferom prenijeti na Imobilon-P membranu. Preostala slobodna mjesta na
membrani su blokirana sa 3% deterdzentom Nonidet P40 u 0,01M Tris-HCI puferu
(pH=7,4), koji je sadrzavao 0,15 M NaCl kao osnovni pufer. Blokiranje slobodnih
mjesta na membrani sprovedeno je na sobnoj temperaturi tokom jednog sata, uz
redovno mijeSanje. Potom je membrana isprana sa 0,1% rastvorom Tween-20 u
osnovnom puferu, tokom pola sata na sobnoj temperaturi. Ispiranje je potom
sprovedeno u osnovnom puferu pod identi¢nim uslovima jos Cetiri puta, u trajanju od po
pet minuta. Tako pripremljene membrane ¢uvane su na temperaturi od -20°C, u trajanju
od najviSe tri mjeseca.

Odredivanje prisustva i reaktivnosti IGF vezujucih proteina izvrSeno je imunoblot
(ligand blot) metodom, a kao ligand je koristen **1-1GF-1, pripremljen prema proceduri
koju su opisali Greenwood i saradnici (1963). Prisustvo razli¢itih frakcija IGF-
vezujuéih proteina, kao i njihova relativna zastupljenost procjenjivani su na osnovi
reakcije vezivanja sa navedenim ligandom, prema metodi koju su opisali Hossenlopp i
saradnici (1986).

Membrane pripremljene na oOpisani nadin su tokom 24 sata inkubirane na
temperaturi od 4°C u prisustvu liganda (***I-IGF-I) u 0,01 M Tris-HCI puferu (pH=7,4),
koji je sadrzavao 0,15 M NaCl kao osnovni pufer i 0,1% Tween-20 (5 x 10°
cpm/membrani). Nakon inkubacije, membrane su ispirane po pet puta sa osnovnim
puferom, pri ¢emu su prva dva ispiranja izvrSena uz dodatak Tween-20 rastvora. Nakon
suSenja na vazduhu, membrane su stavljene u kontakt sa rendgenskim filmom, kako bi
se izvrSila autoradiografija. Nakon ekspozicije (Sest nedelja na temperaturi od -80°C),
izvrSeno je razvijanje i fiksiranje filma upotrebom komercijalnih reagensa (razvijanje
tokom tri minuta, ispiranje u 1% rastvoru siréetne kiseline tokom jednog minuta,
fiksiranje 10 minuta i ispiranje vodom tokom 20 minuta). Film je osuSen na vazduhu, a

intenzitet zatamnjenja na autoradiogramu je odreden denzitometrijski. Relativni
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intenzitet zatamnjenja traka na ocekivanim pozicijama za IGF-vezujuce proteine izrazen

je u ADU (Arbitrary Densitometric Units).

4.2.8. Odredivanje ekspresije iRNK za pojedine tipove dejodinaza u tkivu
jetre

Ekspresija IRNK za pojedine tipove dejodinaza u tkivu jetre odredivana je PCR
metodom, nakon ekstrakcije RNK i reverzne transkripcije.

Ukupna kolicina RNK iz PFC izolovana je koriStenjem TRIzol reagensa
(Invitrogen, Life Technologies, SAD). Tkivo je izmjereno i homogenizovano u
reagensu u omjeru 1 ml reagensa na 100 mg tkiva, uz pomo¢ Potter-Elvehjem staklo-
teflonskog homogenizatora. Homogenati su zatim inkubirani na temperaturi od 30°C
tokom 5 minuta, a zatim im je dodato 0,2 ml hloroforma. Nakon toga, homogenat je
intenzivno mijeSan 15 sekundi, te inkubiran 3 minute na temperaturi od 30°C. Uzorci su
zatim centrifugirani na 12,000 g tokom 15 minuta na temperaturi od 4°C. Vodena faza,
koja je sadrzala izolovanu RNK, je potom pomijeSana sa 0,5 ml izopropanola,
inkubirana na 3°C tokom 10 minuta, a onda centrifugirana na 12,000 g tokom 10 minuta
na 4°C. Dobijena peleta RNK je resuspendovana u 75% etanolu, centrifugirana (7,500
g, tokom 5 minuta na 4°C), osuSena na vazduhu, a zatim rastvorena u 100 pl 0,1%
DEPC vode. Za sintezu cDNK koristen je cDNK reverzni transkripcioni Kit visokog
kapaciteta (Applied Biosystems, Life Technologies, SAD). Preciznije, 2 ug ukupne
RNK su reverzno transkribovana uz pomo¢ MultiScribe reverzne transkriptaze (50 U/
ul), u prisustvu 2 pl Random Prajmera, 0,8 pul 100 mM dNTP Mix, 1 pl RN-aza
inhibitora i 10xRT pufera u ukupnoj koli¢ini od 20 ul. Dobijene cDNK su potom
¢uvane na -20°C.

Specifi¢ni prajmeri, prikazani u Tabeli 4.3.1., kreirani su da selektivno umnoze
IRNK za DIO1, DIO2, DIO3 i ATP5B, subjedinicu mitohondrijalne ATP sintetaze,
koriStene kao ciljni gen. Za svaki set prajmera sprovedeni su kontrolni eksperimenti,
kako bi se definisao linearni raspon za PCR umnoZavanje. Kao dodatne kontrole, za
svaku reakciju su sprovedene i slijepe PCR probe, bez uzoraka.

Lista prajmera upotrebljenih u PCR reakciji data je u tabeli 4.3.1.
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Tabela 4.3.1. Lista prajmera upotrebljenih u PCR reakciji

Ime Orijentacija Prajmer sekvenca Vezlt;rc);na Reference
For 5’-ggt tcc gta gca gat ttt ctc atc-3’ Myers i
DIO1 273 saradnici,
Rev 5’-gtt cca agg acc agg ttt acc c-3’ 2008
For 5’-cca cct tct gga ctt tgc ca-3’ Capuco i
DIO2 134 saradnici,
Rev 5’-gga agt cag cca cgg atg ag-3’ 2008
For 5’-tca ctc cct gag gct ctg-3° Capuco i
DIO3 120 saradnici,
Rev 5’-ccc agt aaa tgc tta cgg atg-3’ 2008
For 5’-cat cgt ggc got cat tgg-3’ Do Amaral i
ATP5B 148 saradnici,
Rev 5’-aat ggt cct tac tgt gct ctc-3’ 2010

Za izvodenje reakcije, odgovarajuca razrjedenja uzoraka cDNK su pomijeSana sa
PCR puferom koji je sadrzao 0,2 mMdNTPs, 2 mM MgCl,, 0,25 uM prajmera za D101,
DIO2, DIO3 i ATP5B, 2 jedinice Taq polimeraze u ukupnoj zapremini od 25 pl. cDNK
su umnozene u Eppendorf Mastercycler u 28 ciklusa u sljede¢im uslovima: denaturacija
94°C/45 s; hladenje 55°C/1 min (DIO1, DIO2), 61°C/1 min (DIO3) odnosno 58°C/1
min (ATP5B); ekstenzija 72°C/1 min; finalna ekstenzija 72°C/8 min. PCR proizvodi su
potom podvrgnuti elektroforezi na 2% agaroza gelu zajedno sa MassRuler Low Range
DNA Ladder, 50-1500 bp (Fermentas, SAD), i vizualizovani pod UV svjetlosti uz
pomo¢ etidijum bromida. Intenzitet PCR proizvoda mjeren je fluorescentnom
digitizacijom uz pomo¢ aparata GelDoc 1000 (BioRad, Hercules, CA). Kvantifikacija
RT-PCR produkata izvrSena je denzitometrijski, uz pomo¢ ImagelJ softvera (National
Institutes of Health, SAD), a intenzitet dobijenih traka je izrazen u arbitrarnim
jedinicama (Arbitrary Unit, AU). Arbitrarne jedinice za produkte amplifikacije DI1O1,
D102 i DIO3 su podijeljene prema produktu amplifikacije gena ATP5B upotrebljenog u

istoj PCR reakciji. Za svaki gen su uradene najmanje tri nezavisne analize.
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4.2.9. Odredivanje stepena zamascenja jetre i sadrzaja glikogena u
hepatocitima

Stepen zamaScenja jetre odredivan je stereometrijskom metodom, na
patohistoloskim preparatima tkiva jetre uzetog biopsijom, bojenim toluidin plavim.

Dio isjecka tkiva dobijen biopsijom jetre fiksiran je u 10 % neutralnom
puferisanom formalinu. Nakon toga tkivo je tretirano u automatskom tkivnom procesoru
(Leica, Njemacka) pri ¢emu je izvrSena dehidracija i impregnacija tkiva u parafinu.
Nakon kalupljenja u parafinu, tkivo je uz pomo¢ mikrotoma isjeceno na listice debljine
5 um, koji su potom obojeni toluidin plavim. Koli¢ina masti u hepatocitima je

odredivana stereometrijski, izraunavanjem volumenske gustine prema formuli:

Pf
Vv = X 100
Pt

gdje je:

Vvf — volumenska gustina faze;
Pf — tacke koje padaju na fazu;

Pt — tacke testnog sistema.

Za brojanje je koris¢ena mrezica M 100 (Weibel, 1979).

Dobijeni rezultati su tumaceni u skladu sa klasifikacijom koju je predlozio Gaal
(1993), prema kojoj se na osnovu sadrzaja masti u jetri sve krave svrstavaju u grupu
onih sa blagim (0-20%), srednjim (20-40%) ili teskim stepenom zamascenja jetre (preko
40%).

Histolo3ki preparati su bojeni PAS (Periodic Acid Shiff) metodom za odredivanje
sadrzaja glikogena u uzorcima tkiva. Koli¢ina glikogena je ocjenjivana
semikvantitativno. Kada je hepatocit potpuno ispunjen zrncima glikogena, takav nalaz
je oznacen sa +++. Smanjenje glikogena za 50 % oznaceno je sa ++, dok je smanjenje
sadrzaja glikogena u hepatocitima od preko 50 % oznaceno sa +. Nalaz glikogena u

tragovima ili njegov potpun nedostatak u hepatocitima oznacen sa -.
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4.2.10. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka izvrSena je uz pomo¢ softverskog paketa
STATISTICA 6 (StatSoft, SAD). Rezultati istraZzivanja prikazani su uz pomo¢
parametara deskriptivne statistike, tabelarno i graficki. Statisticka znaCajnost razlika
vrijednosti ispitivanih parametara (p) izmedu ogledne i kontrolne grupe junica testirana
je uz pomo¢ Studentovog “t” testa. Kao statisticki znacajne uzete su razlike na nivou od

p<0,05 p<0,0Lip< 0,001
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

Rezultati istrazivanja prikazani su odvojeno za svaki ispitivani parametar.

5.1. Koncentracija trijodtironina (T3) u krvnom serumu junica

Koncentracija T3 u krvnom serumu junica kontrolne i ogledne grupe, kao i

statisticka znacajnost razlika u koncentracijama izmedu kontrolne i ogledne grupe

prikazane su u tabeli 5.1.1.

Tabela 5.1.1. Koncentracija T3z (mmol/L) u krvnom serumu junica kontrolne i

ogledne grupe izrazena kao X + SD uz prikaz statistitke znadajnosti razlika

Dan u odnosu na

Koncentracija T3 (mmol/L)

Znacajnost razlika
izmedu kontrolne i

teljenje Kontrolna grupa Ogledna grupa ogledne grupe
-20. 2,46 £ 0,47 2,37£0,43 NZ
-17. 2,42 £0,32 1,94 £ 0,17 p <0,001
-13. 2,43+£0,24 1,59+0,29 p <0,001
-7. 2,44 £ 0,22 1,81 0,37 p <0,001
-4, 2,44 £0,27 1,91 £ 0,57 p<0,01
-3. 2,44 £0,27 1,74+ 0,44 p <0,001
-2. 2,32+0,21 1,72+ 0,51 p<0,01
-1. 2,31+£0,23 1,70+0,43 p <0,001
0 (dan teljenja) 2,27 +0,49 2,13+0,49 NZ
+1. 1,15+0,38 1,67 £0,41 p<0,01
+2. 1,11+0,39 1,51 £0,30 p<0,01
+3. 1,22 +£0,43 2,21 +0,88 p <0,001
+4 1,20 £ 0,29 1,81 +0,45 p <0,001
+5. 1,20+£0,32 1,30+£0,21 NZ
+7. 1,50+£0,33 1,19+£0,35 p <0,05
+15. 1,58 +0,15 1,37+£0,24 p<0,01
+30. 1,99 £ 0,65 1,70+ 0,54 NZ
+60. 2,12+ 0,63 1,80 £ 0,54 NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna
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Podaci prikazani u tabeli 5.1.1. ukazuju da se koncentracija T3 u krvnom
serumu junica ogledne i kontrolne grupe nije statisticki znacajno razlikovala 20. dana
prije teljenja, odnosno na dan pocetka tretmana sa PTU. Pocevsi od treceg dana
tretmana sa PTU, pa sve do dana teljenja odnosno prestanka tretmana, koncentracija
T3 je bila statisticki znacajno niza kod junica ogledne u odnosu na kontrolnu grupu.
Na dan teljenja, koncentracija T3 je takode bila niza kod junica ogledne u odnosu na
kontrolnu grupu, iako ova razlika nije bila statisticki znacajna. Vazno je naglasiti da je
koncentracija T3 u krvnom serumu junica ogledne grupe u prvih pet dana nakon
teljenja bila visa u odnosu na kontrolnu grupu junica, pri ¢emu je ta razlika tokom
prva Cetiri dana bila statisti¢ki znacajna. Sedmog i 15. dana nakon teljenja kod junica
ogledne grupe ustanovljena je statisticki znacajno niza koncentracija T3 u odnosu na
junice kontrolne grupe. U uzorcima uzetim 30. i 60. dana nakon teljenja nisu
ustanovljene statisticki znacajne razlike u koncentraciji T3 izmedu junica ogledne 1
kontrolne grupe, iako je njena vrijednost u oba perioda ispitivanja bila niza kod junica
ogledne grupe.

U tabeli 5.1.2. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

T3 utvrdenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe junica.
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Tabela 5.1.2. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija T3 ustanovljenih u

razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe junica

Dan AP/PP | -20.

-17. Nz | -17.

-13. NZ | NZ | -13.

-7. NZ | NZ | NZ -7.

-4, NZ | NZ | NZ | NZ | -4

-3. NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | -3.

-2. NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | -2

-1. NZ | Nz * NZ | NZ | NZ | NZ | -1

Partus NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ | Partus

+1. Frk | Rk | ke | ke | ek | dkekk | kkk | ke ol +1.

2. sk | ok | dekx | okkk | kx| kx| kak | ok ok NZ | +2.

+3, sk | ok | kx| ok | ke | kx| kak | ok ok NZ | Nz | +3.

+4, ARk | k| gk | ok | sk | sk | dkk | sk kol NZ | NZ | NZ | +4.

+5. ARk | k| gk | ok | gk | sk | dokk | sk kol NZ | NZ | NZ | NZ | +5.

+7. sk |k | dekx | ok | kx| kx| kak | ok ok * * NZ * * +7.

+15. sk |k | kx| ok | ek | kx| kak | ok ek sk | kwk | kx| owkek | kx| NZ | 415,
+30. el * * wx * ** | NZ | Nz Nz FIK | k| k| ek | ek * *xk | +30.
+60. wx NZ | Nz wx Nz * Nz | Nz Nz dKk | k| ek | ek | ek * whk |k

NZ - razlika nije statisticki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Opsti zakljucak je da kod junica kontrolne grupe nije postojala statisticki

znacajna razlika izmedu vrijednosti koncentracija T3 ustanovljenih prepartalno.

Vrijednosti ustanovljene prepartalno su vecinom bile statisticki znacajno vise u

odnosu na vrijednosti ustanovljene postpartalno. Nakon teljenja koncentracije T3 se

nisu statisticki znac¢ajno razlikovale tokom prvih pet dana postpartalno. Pocevsi od 7.

dana nakon teljenja koncentracija T3 se povecala i lagano rasla do kraja ispitivanog

perioda, odnosno 60. dana nakon teljenja.

U tabeli 5.1.3. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

T3 ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica.
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Tabela 5.1.3. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija T3 ustanovljenih u

razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica

Dan AP/PP

-20.

-17.

Hk

-17.

-13.

*kk

-13.

-1. ** Nz NZ -1.

-4. * Nz NZ | Nz -4.

-3. **x 1 Nz NZ | NZ | Nz | -3.

-2. **x 1 NZ NZ | NZ | NZ | NZ | -2

-1 **x 1 Nz NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | -1

Partus Nz NZ | *** | NZ | NZ | Nz * ** | Partus

+1. ekl * * NZ | NZ | NZ | NZ | NZ * +1.

+2. FrRx L oRRE L NZ *x * NZ | NZ | Nz *x NZ | +2.

+3. Nz Nz * NZ | Nz * NZ | Nz NZ * * +3.

+4. * NZ NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | NZ * NZ | NZ | NZ | +4.

+5. il Ml * il Bl B o ** il o * ** ** | 45,

+7. dekk |k sk | kkk | kx| owekk | e ok Hekeke ok |k ke = | Nz | +7.
+15. dekke | ok * ok |k * * * ek * NZ | ** = | Nz | Nz | +15.
+30. **x 1 Nz NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | NZ * NZ [ NZ | NZ | Nz * i * +30.
+60. ** Nz NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | NZ NZ NZ [ NZ | NZ | Nz * ikl * falalad

NZ - razlika nije statisticki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Opsti zakljucak je da se kod junica ogledne grupe koncentracija T3 znacajno

smanjila treceg dana nakon pocetka tretmana sa PTU, odnosno 17. dana prije teljenja i

nastavila da se smanjuje do dana teljenja, odnosno prestanka davanja PTU. Nije bilo

statisti¢ki znacajnih razlika u koncentracijama T3 ustanovljenim prepartalno, izuzev

Sto je 13. dana prije teljenja vrijednost bila statisti¢ki znacajno niza u odnosu na

vrijednost ustanovljenu 17. dana prije teljenja. U momentu teljenja koncentracija T3 je

statisticki znacajno porasla u odnosu na vrijednosti ustanovljene u posljednja dva

dana prije teljenja. Sve vrijednosti ustanovljene postpartalno, izuzev 3. i 60. dana bile

su statisticki znacajno nize u odnosu na vrijednost ustanovljenu u momentu teljenja.
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5.2. Koncentracija tiroksina (T4) u krvnom serumu junica

Koncentracija T4 u krvnom serumu junica kontrolne i ogledne grupe, kao i

statisticka znacajnost razlika u koncentracijama izmedu kontrolne i ogledne grupe

prikazane su u tabeli 5.1.2.

Tabela 5.2.1. Koncentracija T4 (mmol/L) u krvnom serumu junica kontrolne i

ogledne grupe izrazena kao X + SD, uz prikaz statisti¢ke znacajnosti razlika

Dan u odnosu

Koncentracija T4 (mmol/L)

Znacajnost razlika
izmedu kontrolne i

na teljenje Kontrolna grupa Ogledna grupa ogledne grupe

-20. 122,60 + 27,11 122,93 + 18,03 NZ
-17. 115,67 + 18,23 82,67 + 3,35 p <0,001
-13. 107,80 + 18,46 66,00 + 8,02 p <0,001
-1. 91,80 + 13,36 54,40 + 15,32 p <0,001
-4, 92,07 £ 13,26 48,73 + 14,72 p <0,001
-3. 87,07 + 10,92 52,53 + 14,62 p <0,001
-2. 87,73 + 13,26 51,73 + 14,97 p <0,001
-1. 95,20 + 18,86 51,20 + 18,23 p <0,001

0 (dan teljenja) | 89,46 + 16,55 44,53 + 17,88 0 <0,001
+1. 55,13 + 11,91 42,13 + 8,84 p<0,01
+2. 47,87 + 7,09 59,40 + 10,73 p<0,01
+3. 43,00 + 5,23 69,47 + 14,41 p <0,001
+4 . 42,00 + 15,29 54,26 + 11,27 p <0,05
+5. 55,00 + 15,56 54,07 £ 9,16 NZ
+7. 60,20 *+ 14,68 54,73 + 11,92 NZ
+15. 69,27 + 7,60 67,07 + 2,52 NZ
+30. 70,20 £ 15,25 81,53 + 11,64 p<0,01
+60. 70,00 £ 12,36 82,27 +12,92 p <0,05

NZ - razlika nije statisticki znacajna

Iz tabele 5.2.1 se zapaza da se koncentracija T4 u krvnom serumu ispitanih

grupa junica nije statisticki znacajno razlikovala 20. dana prije teljenja. Pocevsi od

treceg dana nakon pocetka tretmana sa PTU, odnosno od 17. dana prije teljenja, kod
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junica ogledne grupe ustanovljene su statisticki znacajno nize koncentracije T4 U

odnosu na kontrolnu grupu u istom periodu ispitivanja. Ova razlika se odrZzavala do 1.

dana nakon teljenja. Od 2. do 4. dana nakon teljenja koncentracija T je bila statisticki

znacajno visa kod ogledne grupe junica, a od 5. do 15. dana razlika u koncentraciji T4

nije bila statisticki zna¢ajna. Koncentracija T4 u uzorcima uzetim 30. i 60. dana nakon

teljenja bila je statisticki znacajno visa kod junica ogledne u odnosu na junice

kontrolne grupe.

T, utvrdenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe junica.

U tabeli 5.2.2. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

Tabela 5.2.2. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija T4 ustanovljenih u

razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe junica

Dan AP/PP | -20.

-17. Nz -17.

-13. Fkk Nz -13.

_7. Kk *kk Kk _7.

-4, wax | ok | kR | NZ | -4,

-3. whK | k| dkk | * -3.

2. ok | kx| okl | NZ | NZ | NZ | -2

-1 Frk Fkk Nz Nz Nz Nz Nz -1,

Partus kol Mkl o NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | Partus

+1. FRK | Rk | ddkk | ok |k ek | ek | ek i +1.

+2. FRK | kR | ddkk | ok |k ek | ek | ek i * +2.

+3. FRK | Rk | ddkk | ok |k ek | dekk | dkekex il ol Bl +3.

+4, Frk Fkk Frk Fhk Rk | kkek | dkkk | ekk kK * Nz Nz +4,

+5, Frk Fkk Frk Fhk Rk | kkek | dkkk | kekk kK Nz Nz *x * +5,

+7. Frk Fkk Frk Fhk Rk | kkek | dkkk | ekk kK Nz * *x * Nz +7.

+15. ARk | kR | dkk | ok |k ek | dekk | dkekex il FhO| k| sk | dkk | ek Nz +15.
+30 Kk *kk Kk Kk Kk Nz *% Kk Kkk * Kk Kk *kk *k NZ NZ +30
+60 Kk *kk Fkk Kk Kk Nz Kk Kk *kk *k *kk Kk Kk Kk NZ NZ NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Sve vrijednosti za koncentraciju T, ustanovljene u ovom ogledu bile su

statisticki znacajno niZe od vrijednosti utvrdene 20. dana prije teljenja. Dodatno, sve

vrijednosti ustanovljene nakon teljenja bile su statisticki zna¢ajno niZze u odnosu na
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one prije teljenja izuzev u slucaju razlike vrijednosti ustanovljenih 30. i 60. dana
nakon teljenja u odnosu na 3. dan prije teljenja.
U tabeli 5.2.3. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

T, utvrdenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica.

Tabela 5.2.3. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija T4 ustanovljenih u

razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica

npbp | 20

ar | e | o

a3 | e | e | g

; k| wee | wee | 7

. ok | wwe | we | Nz | a

3 wix | e | e | NZ | NZ | -3,

2 wox | e | s | NZ | NZ | NZ | -2

1 sox | x| s | NZ | NZ | NZ | NZ | L

Partus il il il NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | Partus

+1. k| sk | e |k | NZ | % | % | NZ | NZ | 4L

+2. k| sk | NZ | NZ | %% | NZ | NZ | o S B

3, —- N R AR T T T " e BN

+4, sk | wwk | x| NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | e | NZ | % | 4

+5, sk | sk | sk | NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | Nz | ** | NZ | * | NZ | 5.
+7. k| sk | e | NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | e | e | NZ | NZ | 4T

+15 *kk KkK NZ *% *kk *% *k *k Fkk *kk * NZ *kK Fkk Fkk +15

+30 *kk NZ FkKk Fkk Kkk *k Kkk FkKk Fkk *kk Fkk * Kkk FhKk FkKk FkKk +30.

+60 Hkk NZ *% FhKk Hkk FhKk Hkk FhKk FhKk Hkk FhK * Hkk FhKk FkKk FhK NZ

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Sve vrijednosti ustanovljene prepartalno bile su statisticki znacajno nize u
odnosu na vrijednost ustanovljenu na pocetku ogleda, odnosno 20. dana prije teljenja.
Pocevsi od 7. dana prije teljenja do dana teljenja, odnosno prestanka davanja PTU,
vrijednosti koncentracija T4 se nisu medusobno statisti¢ki znacajno razlikovale. Dan
nakon teljenja koncentracija T, je bila i dalje niska, odnosno statisti¢ki znacajno niza
nego u svim ostalim periodima ispitivanja postpartalno. Treceg dana nakon teljenja
doslo je do porasta lucenja T4, jer je koncentracija ustanovljena tog dana bila

statisti¢ki znacajno visa nego u prethodna dva dana ispitivanja. Pocevsi od 5. dana

60




nakon teljenja koncentracija T4 se povecavala do kraja ispitivanog perioda, pri ¢emu
je koncentracija ustanovljena 15., 30. i 60. dana nakon teljenja bila statisti¢ki znacajno

viSa u odnosu na vrijednost ustanovljenu 5. dana nakon teljenja.
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5.3. Ekspresija iIRNK za pojedine tipove dejodinaza u uzorcima tkiva jetre

Na slici 5.3.1. prikazana je ekspresija IRNK za DIO1 u uzorcima tkiva jetre
junica kontrolne i ogledne grupe 7. dana prije teljenja a na slici 5.3.2. ekspresija IRNK
za DIO1 u uzorcima tkiva jetre ogledne i kontrolne grupe junica 7. dana nakon

teljenja. Prikaz je izvrSen zajedno sa ATP5B, proteinom koji je koriS¢en kao standard.

Kontrolna grupa Ogledna grupa
e | ———— ey

Slika 5.3.1. Ekspresija iRNK za DIO1 u uzorcima tkiva jetre kontrolne i ogledne

grupe junica 7. dana prije teljenja

Kontrolna grupa Ogledna grupa

DIO1

ATPSB

Slika 5.3.2. Ekspresija iIRNK za DIO1 u uzorcima tkiva jetre kontrolne i ogledne
grupe junica 7. dana nakon teljenja

Na slikama 5.3.1. i 5.3.2 se zapaZa da je ekspresija iRNK za DIO1 u odabranim
uzorcima tkiva jetre uzetim 7. dana prije i 7. nakon teljenja postojala i kod ogledne i
kod kontrolne grupe junica.

Na slici 5.3.3. prikazana je ekspresija IRNK za DIO2 u uzorcima tkiva jetre
junica kontrolne i ogledne grupe 7. dana prije teljenja, a na slici 5.3.4. ekspresija
IRNK za DIO2 u uzorcima tkiva jetre junica kontrolne i ogledne grupe 7. dana nakon

teljenja. Prikaz je izvrSen zajedno sa ATP5B, proteinom koji je koris¢en kao standard.



Kontrolna grupa Ogledna grupa

DIO2

ATPSB

Slika 5.3.3. Ekspresija iIRNK za DIO2 u uzorcima tkiva jetre kontrolne i ogledne
grupe junica 7. dana prije teljenja

Kontrolna grupa Ogledna grupa

Dio2

ATPSB

Slika 5.3.4. Ekspresija iIRNK za DIO2 u uzorcima tkiva jetre kontrolne i ogledne

grupe junica 7. dana nakon teljenja

Na slikama 5.3.3. 1 5.3.4. se zapaza da iRNK za DIO2 nije bila eksprimirana u
uzorcima tkiva jetre ogledne i kontrolne grupe junica uzetim 7. dana prije i 7. dana

nakon teljenja.

Na slici 5.3.5. prikazana je ekspresija IRNK za DIO3 u uzorcima tkiva jetre
junica kontrolne i ogledne grupe 7. dana prije teljenja, a na slici 5.3.6. ekspresija
IRNK za DIO3 u uzorcima tkiva jetre ogledne i kontrolne grupe junica 7. dana nakon

teljenja. Prikaz je izvrSen zajedno sa ATP5B, proteinom koji je koriS¢en kao standard.

Kontrolna grupa Ogledna grupa
Y ———————————

Slika 5.3.5. Ekspresija iIRNK za DIO3 u uzorcima tkiva jetre kontrolne i ogledne

grupe junica 7. dana prije teljenja

6
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Kontrolna grupa Ogledna grupa

DIO3

e | [py—p——

Slika 5.3.6. Ekspresija iIRNK za DIO3 u uzorcima tkiva jetre kontrolne i ogledne

grupe junica 7. dana nakon teljenja

Na slikama 5.3.5. i 5.3.6. se zapaza da je ekspresija iIRNK za DIO3 u uzorcima
tkiva jetre ogledne i kontrolne grupe junica uzetim 7. dana prije i 7. dana nakon
teljenja detektovana u tragovima.

U tabeli 5.3.1. prikazane su vrijednosti za ekspresiju iRNK za DIO1 u uzorcima
tkiva jetre kontrolne i ogledne grupe junica, izrazene u denzitometrijskim jedinicama
(AU).

Tabela 5.3.1. Ekspresija iRNK za DIO1 u uzorcima tkiva jetre kontrolne i ogledne

grupe junica izrazena kao X + SD, uz prikaz statistike znaGajnosti razlika

Dan u odnosu DIO1 (AU) Znacajnost razlika izmedu
na teljenje Kontrolna grupa | Ogledna grupa kontrolne i ogledne grupe
-7, 1,36 +0,82° 0,37 +0,15° P <0,05
+7. 1,20 +0,58° 1,17 £0,19*° NZ

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna;; a, b, ¢, d — razli¢ita slova ukazuju na statisticki znacajnu razliku
(p< 0,05) izmedu vrijednosti prikazanih u tabeli

Podaci prikazani u tabeli 5.3.1. ukazuju da je prepartalna ekspresija iIRNK za
DIO1 u uzorcima tkiva jetre bila statisticki znac¢ajno niza kod ogledne u odnosu na
kontrolnu grupu, dok postpartalno ta razlika nije ustanovljena. Kod ogledne grupe
junica je postpartalno doslo do statisticki znacajnog porasta ekspresije IRNK za DIO1
u odnosu na vrijednost ustanovljenu prepartalno, dok je kod kontrolne grupe u istom
periodu doslo do smanjenja, koje nije bilo statisticki znacajno. Takode, prepartalna
ekspresija IRNK za DIO1 u uzorcima tkiva jetre ogledne grupe je bila najniza,

odnosno statisticki znacajno niza nego u Ssvim ostalim periodima ispitivanja u obje

grupe.
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U tabeli 5.3.2. prikazane su vrijednosti za ekspresiju iIRNK za DIO3 u
uzorcima tkiva jetre kontrolne i ogledne grupe junica izrazene u denzitometrijskim

jedinicama (AU).

Tabela 5.3.2 Ekspresija iRNK za DIO3 u uzorcima tkiva jetre kontrolne i ogledne

grupe junica izrazena kao X + SD, uz prikaz statisticke znacajnosti razlika

Dan u odnosu DIO3 (AU) Znacajnost razlika izmedu
na teljenje Kontrolna grupa Ogledna grupa kontrolne i ogledne grupe
-7. 0,77 +0,28° 0,66 +0,18° NZ
+7, 0,85+ 0,59° 0,53+0,39° NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna;; a, b, ¢, d — razliita slova ukazuju na statisticki znacajnu razliku

(p< 0,05) izmedu vrijednosti prikazanih u tabeli

Podaci prikazani u tabeli 5.3.2. ukazuju da je ekspresija iRNK za DIO3 u
uzorcima tkiva jetre bila niZza kod ogledne grupe junica u odnosu na kontrolnu grupu,
kako prepartalno tako i postpartalno, ali ovo smanjenje nije bilo statisti¢ki znacajno.

Posmatrano u odnosu na period uzorkovanja, nisu ustanovljene statisticki
znacajne razlike u ekspresiji iIRNK za DIO3 unutar ispitivanih grupa junica. Iz
prikazanih podataka uocljiv je suprotan trend kretanja aktivnosti DIO 3 kod ispitanih
grupa junica, jer je kod ogledne grupe ustanovljeno njeno opadanje, a kod kontrolne
njen porast.

U tabeli 5.3.3. prikazan je odnos ekspresija iRNK za DIO1 i DIO3 u uzorcima

tkiva jetre kontrolne i ogledne grupe junica.

Tabela 5.3.3. Odnos aktivnosti ekspresija iIRNK za DIO1 i DIO3 u uzorcima tkiva
jetre kontrolne i ogledne grupe junica

Dan u odnosu DI101/DIO3 Znacajnost razlika izmedu
na teljenje Kontrolna grupa | Ogledna grupa kontrolne i ogledne grupe
-7. 1,90 + 1,09% 0,57 +0,28" P <0,05
+7. 1,75 +1,03° 3,03+1,53° NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna;; a, b, ¢, d — razliita slova ukazuju na statisticki znacajnu razliku

(p< 0,05) izmedu vrijednosti prikazanih u tabeli
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Podaci prikazani u tabeli 5.3.3. ukazuju da je odnos ekspresija iRNK za DIO1
i DIO3 (DIO1/DIO3) u uzorcima tkiva jetre uzetim prepartalno bio statisticki
znaCajno nizi kod ogledne u odnosu na kontrolnu grupu. U uzorcima uzetim
postpartalno nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u odnosu ekspresija IRNK
za DIO1 i D103, ali je taj odnos bio visi kod junica ogledne grupe.

Posmatrano u odnosu na period uzorkovanja, nisu ustanovljene statisticki
znacajne razlike u odnosu ekspresija iRNK za DIO1 i DIO3 unutar kontrolne grupe
junica, dok je kod ogledne grupe junica ustanovljeno da je prepartalni odnos
ekspresija iIRNK za DIO1 i DIO3 bio statisti¢ki znacajno nizi u odnosu na vrijednosti
ustanovljene postpartalno. Iz prikazanih podataka uocljiv je suprotan trend kretanja
odnosa ekspresija IRNK za DIO1 i DIO3 kod ispitanih grupa junica, jer je kod
ogledne grupe junica ustanovljen njegov porast, a kod kontrolne njegovo opadanje.
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5.4. Koncentracija insulina u krvnom serumu junica

Koncentracija insulina u krvnom serumu junica kontrolne i ogledne grupe, kao i

statisticka znacCajnost razlika u koncentracijama izmedu kontrolne i ogledne grupe

prikazane su u tabeli 5.4.1.

Tabela 5.4.1 Koncentracija insulina (uIU/L) u krvnom serumu junica kontrolne i

ogledne grupe izrazena kao X + SD, uz prikaz statisti¢ke znacajnosti razlika

Dan u odnosu na

Koncentracija insulina ( uIU/L)

Znacajnost razlika
izmedu kontrolne i

teljenje Kontrolna grupa Ogledna grupa ogledne grupe
-20. 16,15+ 1,03 16,46 + 3,30 NZ
-17. 16,34 £ 2,44 19,58 + 1,55 p <0,001
-13. 17,05+ 2,99 21,00 + 2,54 p <0,001
-1. 17,10+ 5,18 20,59 + 2,99 p<0,01
-4. 17,29 + 3,92 20,45 + 3,00 p <0,05
-3. 17,32 + 3,95 21,92 + 6,63 p <0,05
-2. 17,43 + 3,84 25,36 + 7,01 p <0,001
-1. 17,98 + 2,93 26,54 + 9,37 p<0,01
0 (dan teljenja) 27,05 + 8,89 32,63 +7,93 NZ
+1. 13,56 + 4,54 20,61 £10,44 p<0,01
+2. 11,03+ 2,61 17,09 + 4,58 p <0,001
+3. 10,27 + 3,23 13,07 + 4,88 NZ
+4 . 9,55+ 2,38 10,01 + 2,43 NZ
+5. 11,08+ 1,34 11,73+ 2,24 NZ
+7. 11,55+ 3,28 13,39+ 2,70 NZ
+15. 11,83 + 3,50 13,54 £ 2,14 NZ
+30. 12,74 + 1,40 14,94 + 7,54 NZ
+60. 13,40 £ 1,37 15,67 + 7,37 NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna

Iz tabele 5.4.1. se zapaZa da se koncentracija insulina u krvnom serumu

izmedu ispitanih grupa junica nije razlikovala na pocetku ogleda. Odmah nakon

pocetka tretmana sa PTU, odnosno pocevsi od 17. dana do 1. dana prije teljenja
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koncentracija insulina u krvnom serumu junica ogledne grupe je bila statisticki
znacajno visa u odnosu na kontrolnu grupu. U momentu teljenja razlika nije bila
statisticki znaCajna. Prva dva dana nakon teljenja koncentracija insulina u oglednoj
grupi je bila statisti¢ki znacajno visa nego u kontrolnoj grupi. Nakon toga nije bilo
statisticki znacajnih razlika u koncentraciji insulina izmedu ispitivanih grupa junica.

U tabeli 5.4.2. prikazana je statistiCka znacajnost razlika izmedu koncentracija

insulina utvrdenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe junica.

Tabela 5.4.2. Statisticka znaCajnost razlika izmedu koncentracija insulina

ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe junica

Dan AP/PP | -20.

-17. NZ | -17.

-13. NZ | Nz | -13.

7 NZ | NZ | Nz 7

4 Nz Nz Nz Nz 4

-3. Nz Nz Nz Nz Nz -3.

2 NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | NZ 2

-1 * NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | -1

Partus dkk |k | dekk |k | k| k| ek | k| Partus

+1. Fkk Nz Hokk Nz Nz NZ | *** | xxx Fkx +1.

+2. * — * woxk | wk * wox *x woxk NZ | +2.

43, P N T e Sk x| Nz | +3.

+4, Fkk * Rk | ekk |k Rk | ek | dekk Hkk il Nz * +4,

+5. k| wkk | x|k | ek | ek | sk | kx| ek | NZ | NZO| NZ | % | 45,

+7. P I e * *x sk | wkx | wkx Sk NZ I Nz I Nz | Nz | Nz |47

+15. P I e * *x wox [ Sk NZ | Nz Nz | Nz | Nz | Nz | o+1s.
+30. FRk | Rkk | kkk el Hkk *x *x Hkk Fkk Nz * il *x x| NZ NZ +30.
+60. Fkk *x Hkk * el *x *x Fokk Hokk Nz el el FhE | kxR NZ Nz *x

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Prepartalna koncentracija insulina odrZzavala se na ujedna¢enom nivou, a na
dan teljenja doSlo je do statisticki znacajnog povecanja koncentracije insulina u
odnosu na sve vrijednosti insulinemije ustanovljene prepartalno. Pocevsi od 2. dana
nakon teljenja, sve ustanovljene vrijednosti insulinemije su bile statisticki znacajno

niZze u odnosu na prepartalne vrijednosti.
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U tabeli 5.4.3. prikazana je statisti¢ka znacajnost razlika izmedu koncentracija

insulina ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica.

Tabela 5.4.3. Statisticka znaCajnost razlika izmedu koncentracija insulina

ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica

Dan AP/PP | -20.

-17. haled -17.

-13. ** NZ | -13.

7 * NZ Nz 7

4 * NZ | NZ | Nz 4

-3. * NZ [ NZ | NZ | NZ | -3.

2 R A I VA

-1 T | * x| x| NZ|NZ| L

pPartus e T e e * | NZ | Partus

+1. NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | ** *x +1.

+2, NZ | NZ | ** | = | NZ | e | x| e | NZ | 42,

+3. * gk |k | dkkk | dkekk | ek | sk | dkekek ok * * +3.

+4. e e e I BT [ ey — x| wex | NZ | 44

+5. sk | oxkk | kx| k| ek | ok | ek | ke — x| wxx | NZ | * | 45,

+7. * Rk | kkk | dkkk | dkekek ] ek | ke ] kekek Fkk * * Nz il NZ | +7.

+15. * Rk | kkk | dkkk | sk ] ek | kel ] kekek Fokk * il Nz el NZ | NZ | +15.
+30. Nz * * b * * ** b ok NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | +30.
+60. Nz * * b * * ** * ok NZ | NZ | NZ | * NZ | NZ | Nz i

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Koncentracija insulina se statisticki znacajno povecala odmah nakon tretmana,
tako da je u svim uzorcima krvi uzetim prepartalno bila statisti¢ki znac¢ajno viSa nego
prije pocCetka tretmana sa PTU. U momentu teljenja insulinemija je bila statisticki
znacajno visa u odnosu na sve druge vrijednosti ustanovljene kako prepartalno, tako i
postpartalno. Nakon teljenja, odnosno nakon prestanka tretmana sa PTU,
koncentracija insulina se statisticki znacajno smanjila u odnosu na vrijednost
ustanovljenu u momentu teljenja i do kraja ogleda je bila statisticki zna¢ajno niZza u
odnosu na vrijednost ustanovljenu u momentu teljenja. Pocevsi od 3. dana nakon
teljenja insulinemija je bila statisticki znacajno niza u odnosu na sve vrijednosti

ustanovljene prepartalno.
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5.5. Koncentracija glukoze u krvi junica

Koncentracija glukoze u krvi junica kontrolne i ogledne grupe kao i statisticka

znacajnost razlika prikazana je u tabeli 5.5.1.

Tabela 5.5.1. Koncentracija glukoze (mmol/L) u krvi junica kontrolne i ogledne

grupe, izrazena kao X + SD, uz prikaz statisticke znacajnosti razlika

Dan geﬁggjfu na Koncentracija glukoze (mmol/L) éﬁfgﬂnﬁsgﬁiﬂi}i
Kontrolna grupa Ogledna grupa ogledne grupe
-20. 3,57 £ 0,46 3,62+0,44 NZ
-17. 3,63+0,29 3,09 +0,33 p <0,001
-13. 3,86+ 0,55 4,09 +0,48 NZ
-7. 3,69+0,36 3,87+0,35 NZ
-4, 3,50+0,44 3,60 £ 0,27 NZ
-3. 2,83 +0,39 3,09 +0,35 NZ
-2. 3,10 + 0,28 3,39+0,20 p<0,01
-1. 3,53+0,38 459+114 p<0,01
0 (dan teljenja) 3,55+0,28 4,10+ 0,26 p <0,001
+1. 3,05+0,39 4,30 £0,91 p <0,001
+2. 3,09 £0,23 3,57 +£0,29 p <0,001
+3. 2,82+0,33 2,66 + 0,38 NZ
+4 . 2,65+0,23 2,62 £0,42 NZ
+5. 2,75%0,28 2,83 0,34 NZ
+7. 2,67 +0,38 2,90 +0,68 NZ
+15. 2,81 +0,30 3,02 £0,20 NZ
+30. 3,78 £ 0,50 3,39+0,28 p <0,05
+60. 3,78 £ 0,32 3,32+0,18 p<0,01

NZ - razlika nije statisticki znacajna

Iz tabele 5.5.1. zapaza se da se koncentracija glukoze u krvi ispitivanih grupa
junica nije statisti¢ki znacajno razlikovala 20. dana prije teljenja. Sedamnaestog dana
prije teljenja glikemija je kod ogledne grupe bila statisti¢ki znac¢ajno niza nego kod

kontrolne. Nakon toga, sve do 2. dana nakon teljenja, koncentracija glukoze je u krvi
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ogledne grupe bila visa nego kod kontrolne grupe pri ¢emu je ova razlika bila
statisti¢ki znacajna u periodu od dva dana prije do dva dana nakon teljenja. Nakon
toga koncentracija glukoze se kod obje grupe junica odrzavala na priblizno istom
nivou do 30. dana nakon teljenja. Tridesetog i 60. dana nakon teljenja koncentracija
glukoze kod junica ogledne grupe je bila niza u odnosu na kontrolnu, ali ova razlika
nije bila statisticki znac¢ajna.

U tabeli 5.5.2. je prikazana statisticka znacajnost razlika izmedu vrijednosti
koncentracije glukoze utvrdenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne

grupe junica.

Tabela 5.5.2. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija glukoze

ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe junica

Dan AP/PP | -20.

-17. Nz | -17.
-13. NZ | NZ | -13.
7 NZ | NZ | Nz 7
4 NZ | NZ | NZ | NZ 4
-3. dokk | kkk | kkk | kkk | ok 3.
2. * dekk | kkk | kkk | kk * 2.
-1 NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | *** | > | -],

Partus NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | *** | ** NZ | Partus

+1 Fkk Fkk *kK *kK * NZ NZ *k *kK +1

+2 *% FhKk Hkk Hkk * * NZ Hkk Hkk NZ +2

+3 FhKk FhKk Hkk Hkk Hkk NZ * Hkk Hkk NZ *% +3

+4 FhKk FhKk Hkk Hkk Hkk NZ * Hkk Hkk NZ * NZ +4

+5, sk | | sk | ok | ok | NZ | e | | e | x| ek | NZ | NZ |45,
+7. sk | | sk | sk | ek | NZ | e | e | e | x| sk | NZ | NZ | NZ |+

+15. sk | | sk | sk | ek | NZ | ek | sk | e | s | ek || NZ | NZ | NZ| +15,

+30. NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | %% | o0x | NZ | NZ | o | ok | oior | ooior | o | sk | soox | 430,
+60. NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | % | = | NZ | e | e | | e | o | ek | x| NZ

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Koncentracija glukoze u krvi junica kontrolne grupe imala je trend porasta od
pocetka ispitivanja do 13. dana prije teljenja, nakon ¢ega je opadala sve do 3. dana

prije teljenja. Vrijednost ustanovljena 3. dana prije teljenja bila je statisticki znac¢ajno
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niza od svih ostalih vrijednosti ustanovljenih tokom ispitivanog perioda. Od 2. dana
prije teljenja do dana teljenja koncentracija glukoze je rasla, da bi se nakon teljenja
smanjila i odrzavala na priblizno jednakom nivou, na Sta ukazuje i izostanak
statistiCke znacajnosti razlika izmedu vrijednosti postpartalne koncentracije glukoze
sve do 30. dana nakon teljenja. Koncentracija glukoze u krvi junica kontrolne grupe
ustanovljena 30. dana nakon teljenja dostigla je vrijednosti ustanovljene 13. dana dana
prije teljenja, 1 bila je statistiCki znacajno viSa u odnosu na sve ostale vrijednosti
ustanovljene postpartalno, sa izuzetkom vrijednosti ustanovljene 60. dana nakon
teljenja. Sezdesetog dana nakon teljenja ustanovljena je koncentracija glukoze koja je
bila statisti¢ki znacajno visa u odnosu na sve vrijednosti ustanovljene u periodu od 3.
dana prije do 15. dana nakon teljenja.

U tabeli 5.5.3. je prikazana statisticka znacajnost razlika izmedu vrijednosti
koncentracije glukoze utvrdenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne

grupe junica.
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Tabela 5.5.3. Statisticka znaCajnost razlika izmedu koncentracija glukoze

ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica

Dan AP/PP | -20.

-17. x| -17.

-13. wh| Rk |13,

7 NZ Fkk Nz 7

4 NZ | ww | oex | x| g

3 wek | NZ | e | s ek |3

2 VA T T T L I

-1, wx| ARk | NZ * kol Beici B -1

Partus * wrk | NZ | NZ | ***% | *xx | sk | NZ | Partus

+1. ol e I NZ | NZ | x| e | e | NZ | ONZ | +L

+2. NZ | x| s | NZ | NZ | *x | x| o w4,

+3. il Nz FRk | Rk | kkk | NZ | KRR Rk Fkk FRk | RRR 43,

+4, *x NZ | #%% | % | %% | NZ * Sk — x| x| NZ | 44

+5. wak | NZ | Rrx | owm | ke * e - — x| wxx | Nz | NZ |45

+7. sork |k | kx| ek | ek | sk | ek | e — wax | wxx | oxx | NZ | NZ |47

+15. P T e T e * - — wix | wxx | oxx | NZ | NZ | NZ | 415
+30. NZ * P T * NZ | x* — sk | NZ | owree | x| sew | wwx | wwx | 430
+60. * * wxk | kx * * NZ | xxx — — * *x P T [ - NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Iz prikazanih podataka se vidi da je koncentracija glukoze u krvi junica
ogledne grupe statisti¢ki zna¢ajno porasla u prvih nedelju dana nakon pocetka davanja
PTU, a zatim je opadala do 4. dana prije teljenja. Od 1. dana nakon teljenja
koncentracija glukoze je opadala sve do 3. dana nakon teljenja, kada je ustanovljena
najniZa vrijednost tokom ispitivanog perioda. Od 4. dana nakon teljenja koncentracija

glukoze je postepeno rasla prema kraju ispitivanog perioda.
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5.6. Koncentracija BHBA u krvi junica

Koncentracija BHBA u krvi junica kontrolne i ogledne grupe, kao 1 statisticka

znacajnost razlika izmedu kontrolne i ogledne grupe prikazana je u tabeli 5.6.1.

Tabela 5.6.1. Koncentracija BHBA (mmol/L) u krvi junica kontrolne i ogledne grupe,

izrazena kao X + SD, uz prikaz statisticke znacajnosti razlika

Dan geﬁggjfu na Koncentracija BHBA (mmol/L) éﬁ:;ing;?;gﬁ
Kontrolna grupa Ogledna grupa ogledne grupe

-20. 0,38+0,11 0,37 +0,08 NZ

-17. 0,41+0,11 0,35+0,11 NZ

-13. 0,53+0,16 0,33+0,10 p <0,001
-1. 0,57 +0,17 0,25+ 0,07 p <0,001
-4, 0,58 +£0,17 0,24 +£0,14 p <0,001
-1. 0,56 +£0,11 0,43 £ 0,07 p <0,001
+1. 0,76 +0,12 0,41+0,14 p <0,001
+3. 0,72+0,14 0,67 +0,22 p <0,05
+5. 1,27 +£ 0,83 0,67 +0,33 p <0,05
+7. 1,01 + 0,56 0,87 +£0,33 NZ

+15. 0,51+0,26 0,88 + 0,64 p <0,05
+30. 0,24 +0,13 0,51+0,20 p <0,001
+60. 0,33+0,10 0,55+0,21 p <0,001

NZ - razlika nije statisticki znacajna

Iz tabele 5.6.1. se zapaZza da se koncentracija BHBA u krvi ispitivanih grupa
junica nije statistiCki znacajno razlikovala 20. 1 17. dana prije teljenja. U periodu od
13. dana prije do 5. dana nakon teljenja kod junica kontrolne grupe ustanovljena je
statisticki znacajno viSa koncentracija BHBA u odnosu na junice ogledne grupe.
Sedmog dana nakon teljenja koncentracije su izjednacene izmedu ispitanih grupa
junica, a nakon toga su junice ogledne grupe imale znacajno viSu koncentraciju
BHBA.

U tabeli 5.6.2. prikazana je statistic¢ka znacajnost razlika izmedu koncentracija

BHBA ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe junica.
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Tabela 5.6.2. Statisticka znaCajnost razlika izmedu koncentracija BHBA

ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe junica

Dan AP/PP -20.

-17. Nz -17.

-13. * * -13.

-7. ok ok Nz -7.

-4, ** * NZ NZ -4,

-1. il o NZ NZ NZ -1

+1. ok ok ok i i ok +1.

+3, ok ok o * * wox NZ +3.

+5. ok i i i * ** * * +5.

+7. ok ok * * * o NZ NZ NZ +7.
+15. NZ NZ NZ NZ NZ NZ ** * ** > +15.
+30. i i ok ok kk ok ok ok ok ok i +30.
+60. NZ * wox — — Sk Sk Sk Sk Sk * *

NZ - razlika nije statisticki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Koncentracija BHBA je kod junica kontrolne grupe postepeno rasla od 20. do
3. dana prije teljenja, kada je dostigla i najviSu prepartalnu vrijednost, da bi potom
imala blagi trend opadanja prema danu teljenja. Koncentracija BHBA je 1. dana
nakon teljenja porasla, ali je statisticka znacajnost razlika u odnosu na 3. i 1. dan prije
teljenja izostala. Tre¢eg dana nakon teljenja koncentracija BHBA je blago opala u
odnosu na 1. dan nakon teljenja, a zatim je 5. dana statisticki znacajno porasla i
dostigla najvisu vrijednost ustanovljenu postpartalno i u toku cijelog perioda
ispitivanja. Ova vrijednost je bila statisti¢ki zna¢ajno viSa u odnosu na sve ostale
vrijednosti ustanovljene kod junica kontrolne grupe tokom cijelog perioda ispitivanja.
U periodu od 7. do 30. dana nakon teljenja, koncentracija BHBA je opadala, i 30.
dana nakon teljenja dostigla najnizu vrijednost ustanovljenu tokom ispitivanog
perioda. Ova vrijednost je bila statisticki znafajno niza u odnosu na sve ostale
vrijednosti ustanovljene kod junica kontrolne grupe tokom cijelog perioda ispitivanja.
Sezdesetog dana nakon teljenja do3lo je do blagog porasta koncentracije BHBA u
odnosu na prethodni period ispitivanja, pri ¢emu je ustanovljena vrijednost bila
statisticki znacajno niza u odnosu na sve ostale vrijednosti, sa izuzetkom one

ustanovljene na pocetku ogleda.
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U tabeli 5.6.3. prikazana je statisti¢ka znacajnost razlika izmedu koncentracija

BHBA ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica.

Tabela 5.6.3. Statisticka znaCajnost razlika izmedu koncentracija BHBA

ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica

Dan AP/PP -20.

-17. Nz -17.

-13. Nz Nz -13.

-7. kk * * -7.

-4, * * NZ NZ -4,

-1, NZ * * ok ok -1

+1. NZ NZ NZ o o NZ +1,

+3. ok ok ok ok ok ok ok +3.

+5. o wo* o ok il * * NZ +5.

+7. ok ok ok ok il o o NZ NZ +7.
+15. o wox o o o * o NZ NZ NZ +15.
+30. * o * ok ok NZ NZ ok NZ NZ * +30.
+60. wox *x — — — * NZ * NZ NZ NZ NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Koncentracija BHBA je kod ogledne grupe junica imala trend opadanja od 20.
do 3. dana prije teljenja, kada je ustanovljena i njena najniza vrijednost tokom
ispitivanog perioda. Jedan dan prije i 1. dana nakon teljenja doslo je do statisticki
znacajnog porasta prosjecne koncentracije BHBA u odnosu na 3. dan prije teljenja.
Prosje¢na koncentracija BHBA ustanovljena 3. dana nakon teljenja bila je visa u
odnosu na vrijednosti ustanovljene 1. dana prije i 1. dana nakon teljenja, zatim je
blago opala, pa nastavila da raste sve do 15. dana nakon teljenja, kada je ustanovljena
najvisa vrijednost u toku ispitivanog perioda. Od 15. dana nakon teljenja prema kraju
ispitivanog perioda, koncentracija BHBA je imala trend opadanja, a ustanovljene
vrijednosti su bile priblizno dvostruko vece u odnosu na one ustanovljene 3. dana

prije teljenja.
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5.7. Vrijednost HOMA indeksa u krvnom serumu junica

Vrijednost HOMA indeksa u krvnom serumu junica kontrolne i ogledne grupe,

kao i statisticka znacajnost razlika izmedu kontrolne i ogledne grupe prikazana je u

tabeli 5.7.1.

Tabela 5.7.1. Vrijednost HOMA indeksa u krvnom serumu junica kontrolne i ogledne

grupe, izrazena kao X + SD, uz prikaz statisticke zna¢ajnosti razlika

Dan u odnosu

HOMA indeks

Znacajnost razlika
1izmedu kontrolne i

nateljenje | Kontrolnagrupa | Ogledna grupa ogledne grupe

-20. 2,56 + 0,39 2,64 £ 0,58 NZ
-17. 2,63 +0,36 2,69 £ 0,40 NZ

-13. 2,95+0,78 3,81+£0,58 p<0,01

-5. 2,82+0,88 3,53 + 0,57 p<0,05

-4, 2,70+ 0,74 3,27 £ 0,48 p<0,05

-3. 2,18 + 0,53 3,01 +£0,93 p<0,01

-2. 2,40 + 0,58 3,83+1,12 p<0,001

-1. 2,84 + 0,65 5,50 2,76 p<0,001

0 (dan teljenja) 4,28 +1,56 5,94 +1,48 p<0,01

+1. 1,83 +0,68 3,831,775 p<0,001

+2. 1,51+0,34 2,712+0,85 p<0,001

+3. 1,29+ 0,44 1,76 + 0,68 p<0,05
+4, 1,19+0,30 1,30+ 0,50 NZ
+5. 1,34 + 0,19 1,47 +0,31 NZ
+7. 1,40 + 0,53 1,59 + 0,37 NZ
+15. 1,39 + 0,42 1,57 +0,31 NZ
+30. 2,15+ 0,42 2,28 +1,30 NZ
+60. 2,26 + 0,34 2,31 +1,06 NZ

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna

Iz podataka prikazanih u tabeli 5.7.1. uocava se da se vrijednost HOMA

indeksa kod junica ogledne i kontrolne grupe nije statisti¢ki znacajno razlikovala 20. i

17. dana prije teljenja. U periodu od 13. dana prije do 3. dana nakon teljenja,

vrijednost HOMA indeksa bila je statisticki znacajno visa kod ogledne u odnosu na
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kontrolnu grupe junica. Vrijednosti HOMA indeksa u periodu od 4. do 60. dana nakon
teljenja takode su bile vise kod junica ogledne grupe u odnosu na kontrolnu, iako nije
ustanovljena statisticka znacajnost razlika.

U tabeli 5.7.2. je prikazana statisticka znacajnost razlika izmedu HOMA

indeksa utvrdenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe.

Tabela 5.7.2. Statisticka znacajnost razlika izmedu vrijednosti HOMA indeksa

ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe junica

Dan AP/PP | -20.

-17. Nz | -17.

-13. NZ | Nz | -13.

-5. Nz Nz NZ -5.

4 NZ | NZ | NZ | NZ 4

3 * * wox * * 3

2 NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | NZ 2

1 NZ | NZ | NZ | NZ | NZ | ** ** 1

pPartus woxk | wx k| kkk | dkk | kkk | kx| k%% | Partus

1. *x *x wox wox * NZ | # | wex — 1.

2. e I e T [ [y [y — NZ | +2

3. e I e T [ [y [y — xk | NZ | 43,

+4. e I e T [ [y [ — Sk * NZ | +4

+5. e I e T [ [y [y — * NZ | Nz | Nz | o+,

+7. e I e T [ [y [y — NZ I Nz I Nz | Nz | Nz |+

+15. sork | oxkk | kx| dak | ke |k | ek |k — NZ I Nz I Nz I Nz | Nz | Nz | s
+30. il * *x * * Nz Nz *x Fkk NZ | xx | Fkk | ekl | dekk el Hkk +30.
+60. * o I * | Nz | NZ | * FRk | UNZ | e | owes | ek | kx| ek | kel | NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Vrijednost HOMA indeksa kod junica kontrolne grupe u periodu od 20. do 13.
dana prije teljenja imala je trend laganog porasta, a zatim je postepeno opadala do 3.
dana prije teljenja, kada je ustanovljena najniza prepartalna vrijednost. Ova vrijednost
je bila statisticki znacajno niza u odnosu na sve vrijednosti ustanovljene u ranijim
periodima ispitivanja, kao i u odnosu na vrijednosti ustanovljene dan prije i na sam
dan teljenja, dok je u odnosu na sve vrijednosti ustanovljene postpartalno bila

statistiCki znacajno visa (sa izuzetkom vrijednosti ustanovljenih 30. i 60. dana nakon
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teljenja). U periodu od 2. dana prije do dana teljenja ustanovljen je porast vrijednosti
HOMA indeksa, a na sam dan teljenja ustanovljena je njegova najviSa vrijednost
tokom ispitivanog perioda. Ova vrijednost je bila statisticki znacajno visa u odnosu na
sve ostale vrijednosti ustanovljene tokom cijelog perioda ispitivanja. Nakon teljenja,
vrijednost HOMA indeksa je postepeno opadala sve do 4. dana nakon teljenja, kada je
ustanovljena najniza vrijednost tokom cijelog perioda ispitivanja. Ova vrijednost je
bila statisti¢ki znacajno niza u odnosu na sve ostale vrijednosti ustanovljene tokom
ispitivanog perioda, sa izuzetkom vrijednosti ustanovljenih 3., 5., 7. i 15. dana nakon
teljenja. Od 5. dana nakon teljenja prema kraju ispitivanog perioda ustanovljen je
lagani porast vrijednosti HOMA indeksa, a statisticki znacajne razlike ustanovljene su
samo u odnosu na 30. i 60. dan nakon teljenja.

U tabeli 5.7.3. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu HOMA

indeksa ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica.

Tabela 5.7.3. Statisticka znacajnost razlika izmedu vrijednosti HOMA indeksa

ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica

Dan AP/PP | -20.

-17. NZ | 7.

-13. wxk | wkk |13

5. *kk oy NZ 5.

4 wx | owe | ax | x|

3. NZ | Nz | * | NZ | NZ| -3

-2. = | x| NZ [ NZ | NZ | * | -2

1. *kk *k * * * *x NZ 1

Partus | *x | wwk | seex | x| wewn | wex | wex | Nz | partus

+1. * | * | NZ|NZ|NZ|NzZ|NZ]| * w4

+2, NZ | NZ | o | x| % | NZ | x| ee | mes | x|y

+3. x|k | | | ek || ek |k | ek | ek |k |4,

+4, sk | ko || k| s |k | sk | sk |k | sk | x| NZ |44,

+5, sk | ko | sk | sk | sk | e | sk | sk | ek | ek | ks | NZ | NZ |45,

+7. sk || sk | sk | sk | e | ke | sk | ek | ek | sk | NZ | x| NZ| 4T

+15. sk | ko | sk | sk | sk | x| ke | sk | x| ek | o | NZ | NZ | NZ | NZ| S,
+30. NZ | NZ | wwk | o | s | NZ | x| owx | e | x| NZ | NZ | * | * | NZ | NZ | +30.
+60. NZ | NZ | o | ok | o | NZ | o | ok | e | e | NZ [ NZ | R | x| x| s | NZ

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05
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Vrijednost HOMA indeksa kod junica ogledne grupe je imala trend porasta u
periodu od 20. do 13. dana prije teljenja, a zatim je postepeno opadala sve do 3. dana
prije teljenja. Od 2. dana prije teljenja do dana teljenja ustanovljen je porast
vrijednosti HOMA indeksa, a na dan teljenja je ustanovljena najvisa vrijednost tokom
ispitivanog perioda. Ova vrijednost je bila statisticki znac¢ajno visa u odnosu na sve
ostale vrijednosti ustanovljene tokom ispitivanog perioda, sa izuzetkom vrijednosti
ustanovljene dan prije teljenja. Nakon teljenja, kao i kod junica kontrolne grupe,
ustanovljeno je opadanje prosjecne vrijednosti HOMA indeksa, a najniza vrijednost
tokom ispitivanog perioda ustanovljena je 4. dana nakon teljenja. Ova vrijednost je
bila statisticki znac¢ajno niza u odnosu na sve ostale vrijednosti ustanovljene tokom
cijelog perioda ispitivanja, sa izuzetkom vrijednosti ustanovljenih 5. i 15. dana nakon
teljenja. Od 5. dana nakon teljenja prema kraju ispitivanog perioda ustanovljen je
postepeni porast vrijednosti HOMA indeksa, a statisticka znacajnost razlika

ustanovljena je u odnosu na 30. i 60. dan nakon teljenja.
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5.8. Koncentracija IGF-1 u krvnom serumu junica

Koncentracija IGF-1 u krvnom serumu junica kontrolne i ogledne grupe, kao i
statisticka znacajnost razlika izmedu kontrolne i ogledne grupe prikazana je u tabeli
5.8.1.

Tabela 5.8.1. Koncentracija IGF-1 (mmol/L) u krvnom serumu junica kontrolne i

ogledne grupe izrazena kao X + SD, uz prikaz statisti¢ke znacajnosti razlika

Df:2 ;Jeﬁgrr:ﬁ:u Koncentracija IGF (mmol/L) élﬁjginﬁsgﬁiﬁ
Kontrolna grupa Ogledna grupa ogledne grupe

-20. 26,87 + 1,23 27,93 +3,95 NZ

-17. 23,15+2,23 27,55 +1,80 p < 0,001
-13. 22,09 +1,52 24,49 +2,90 p<0,01
-7. 18,43 £ 1,62 23,36 +1,43 p < 0,001
-4, 16,84 + 3,31 21,04 £2,01 p < 0,001
+7. 11,73 £5,83 12,43 + 1,68 NZ

+30. 14,19 + 2,56 17,15+ 4,49 p <0,05
+60. 14,81 £ 2,59 19,85 + 4,00 p < 0,001

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna

Podaci prikazani u tabeli 5.8.1. ukazuju da se koncentracija IGF —I u krvnom
serumu junica ogledne i kontrolne grupe 20. dana prije teljenja nije statisticki
znacajno razlikovala. U periodu od 17. do 4. dana prije teljenja koncentracija IGF-I je
bila statisticki znacajno visa kod junica ogledne u odnosu na junice kontrolne grupe.
Koncentracija IGF-1 je bila visa kod junica ogledne grupe i u uzorcima uzetim 7. dana
nakon teljenja, iako nije ustanovljena statisticki znacajna razlika. Tridesetog i 60.
dana nakon teljenja nastavljen je trend odrZavanja viSih koncentracija IGF-I kod
ogledne grupe junica u odnosu na kontrolnu, pri ¢emu je ustanovljeno da su te razlike
bile statisticki znacajne.

U tabeli 5.8.2. je prikazana statisti¢ka zna¢ajnost razlika izmedu koncentracija

IGF-1 ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe junica.
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Tabela 5.8.2. Statisti¢ka znacajnost razlika izmedu koncentracija IGF-I ustanovljenih

u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe junica

Dan AP/PP -20.

-17. folekal -17.

-13. folekal NZ -7.

-7. faleed Fhx faleka -5.

-4, folekal folekal ikl NZ -4,

+7. faleed faleka il Fhx * +7.
+30. falea falaiad falaie falahed *x NZ +30.
+60. faleed Fhx il faleal * NZ faleka

NZ - razlika nije statisticki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Najvisa vrijednost koncentracije IGF-I u krvnom serumu junica kontrolne
grupe ustanovljena je 20. dana prije teljenja. Ova vrijednost je bila statisticki znac¢ajno
visa u odnosu na sve ostale vrijednosti ustanovljene tokom ispitivanog perioda. Od
17. dana prije do 7. dana nakon teljenja koncentracija IGF-I je opadala, a najniza
vrijednost u toku ispitivanog perioda je ustanovljena 7. dana nakon teljenja. Ova
vrijednost je bila statisticki znacajno niza u odnosu na sve vrijednosti ustanovljene
tokom ispitivanog perioda, sa izuzetkom vrijednosti ustanovljenih 30. i 60. dana
nakon teljenja. Od 30. dana nakon teljenja prema kraju ispitivanog perioda
ustanovljen je porast koncentracije IGF-1 u odnosu na vrijednost ustanovljenu 7. dana
nakon teljenja, iako nije ustanovljena statisticki znacajna razlika. Koncentracija IGF-I
u krvnom serumu junica kontrolne grupe ustanovljena 60. dana nakon teljenja bila je
statisti¢ki znacajno visa u odnosu na vrijednost ustanovljenu 30. dana nakon teljenja.

U tabeli 5.8.3. je prikazana statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

IGF-1 ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica.
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Tabela 5.8.3. Statisti¢ka znacajnost razlika izmedu koncentracija IGF-I ustanovljenih

u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica

Dan AP/PP -20.

-17. NZ -17.

-13. folekal ** -13.

-5. ** ikl NZ -b.

-4, folekal faleka Fhx ikl -4,

+7. folekal ikl folekal ikl folekal +7.
+30. folekal ikl folekal ikl ** ** +30.
+60. Fhx ikl ** *x NZ ikl NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Kao i kod kontrolne grupe junica, najvisa vrijednost koncentracije IGF-1 u

krvnom serumu junica ogledne grupe ustanovljena je 20. dana prije teljenja. Ova

vrijednost bila je statisticki znaCajno visa u odnosu na sve ostale vrijednosti

ustanovljene do kraja ispitivanog perioda, sa izuzetkom vrijednosti ustanovljene 17.

dana prije teljenja. Od 17. dana prije do 7. dana nakon teljenja, koncentracija IGF-I je

postepeno 1 statistiCki znacajno opadala. Najniza vrijednost koncentracije IGF-1 u

krvnom serumu junica ogledne grupe ustanovljena je 7. dana nakon teljenja. Ova

vrijednost je bila statisticki znacajno niZza u odnosu na sve ostale vrijednosti

ustanovljene tokom ispitivanog perioda. Od 30. dana prema kraju ispitivanog perioda

ustanovljen je statisticki znacajan porast koncentracije IGF-I u odnosu na vrijednost

ustanovljenu 7. dana nakon teljenja, dok izmedu vrijednosti ustanovljenih 30. i 60.

dana nakon teljenja nisu ustanovljene statisticki znacajne razlike.
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5.9. Relativna zastupljenost IGF-vezujuéih proteina u krvnom serumu junica
Relativna zastupljenost IGF-vezuju¢ih proteina u krvnom serumu junica

kontrolne i ogledne grupe prikazana je u tabelama 5.9.1., 5.9.2.15.9.3.

Tabela 5.9.1. Relativna zastupljenost IGFBP-2 u krvnom serumu junica kontrolne i

ogledne grupe izrazena kao X + SD, uz prikaz statisti¢ke znacajnosti razlika

Danu IGFBP-2 (AU/10 puL) Znacajnost razlika
odnosu na izmedu kontrolne i
teljenje Kontrolna grupa Ogledna grupa ogledne grupe

-20. 9,54 + 1,25" 9,34 +0,52* NZ

-7. 13,65+ 0,54° 9,46 +1,08*" P <0,05
+7. 14,35 + 0,42° 10,67 £ 0,32° P <0,05
+30. 17,51 +0,80° 10,37 +1,37*° P <0,05

NZ - razlika nije statisticki znacajna;; A/a, B/b, C/c, D/d - razlicita slova ukazuju na statisti¢ki znacajnu
razliku (p < 0,05) izmedu vrijednosti u okviru kontrolne, odnosno ogledne grupe

Iz podataka prikazanih u tabeli 5.9.1. moze se vidjeti da se relativna
zastupljenost IGFBP-2 u krvnom serumu junica kontrolne i ogledne grupe nije
statistiCki znacajno razlikovala 20. dana prije teljenja, dok je u ostalim periodima
ispitivanja kod junica ogledne grupe ustanovljena statisticki znacajno niza relativna
zastupljenost IGFBP-2. Relativna zastupljenost IGFBP-2 unutar ogledne grupe junica
tokom razlicitih perioda ispitivanja statisticki se znacajno razlikovala samo izmedu
uzoraka uzetih 20. dana prije i 7. dana nakon teljenja, dok su kod junica kontrolne

grupe ustanovljene statisticki znacajne razlike izmedu svih perioda ispitivanja.

Na slikama 5.9.1. i 5.9.2. su prikazani autoradiogrami imunoblotova za

IGFBP-2 u reprezentativnim uzorcima krvnih seruma junica.
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Ogledna grupa Kontrolna grupa

M (kDa)
IGFBP-2 intaktan ——»
IGFBP-2 fragment 1 ———»
Ja
IGFBP-2 fragment 2 ——» [ "

-20 -7 +7 430 -20 -7 +7 +30

Dani u odnosu na teljenje

Slika 5.9.1. Autoradiogram imunoblota za serumski IGFBP-2 kod junica kontrolne i

ogledne grupe. Uzorci uzeti 20. i 7. dana prije i 7. i 30. dana nakon teljenja

Sedam dana prije teljenja Sedam dana poslije teljenja
M (kDa)

IGFBP-2 intaktan ~——»

IGFBP-2 fragment 1 ——»

IGFBP-2 fragment2 ——» | — 31

o1 02 K1 K2 o1 02 K1 K2

Junice ogledne i kontrolne grupe

Slika 5.9.2. Autoradiogram imunoblota za serumski IGFBP-2 kod junica kontrolne i

ogledne grupe. Uzorci uzeti 7. dana prije i 7. dana nakon teljenja

Tabela 5.9.2. Relativna zastupljenost IGFBP-3 u krvnom serumu junica kontrolne i

ogledne grupe izrazena kao X + SD, uz prikaz statisti¢ke znacajnosti razlika

Dan u odnosu IGFBP-3 (AU/10 pL) Znacajnost razlika izmedu
na teljenje Kontrolna grupa Ogledna grupa kontrolne i ogledne grupe
-20. 10,51 + 0,84" 10,66 + 0,73 P < 0,001
7. 10,35 + 0,69" 12,09 +0,73" P < 0,001
+7 9,23 + 0,54° 13,56 + 0,38° P <0,001
+30 10,52 + 0,67* 14,59 + 0,57 ¢ P <0,001

NZ - razlika nije statisticki znacajna;; A/a, B/b, C/c, D/d - razlicita slova ukazuju na statisti¢ki znacajnu
razliku (p < 0,05) izmedu vrijednosti u okviru kontrolne, odnosno ogledne grupe
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Iz podataka prikazanih u tabeli 5.9.2. moZe se vidjeti da je relativna
zastupljenost IGFBP-3 u krvnom serumu junica ogledne grupe bila statisticki
znaCajno Vvisa u odnosu na junice kontrolne grupe u svim periodima ispitivanja.
Relativna zastupljenost IGFBP-3 unutar ogledne grupe junica tokom razli¢itih perioda
ispitivanja statisticki se znacajno razlikovala izmedu svih perioda ispitivanja, dok su
kod junica kontrolne grupe ustanovljene statisticki znaCajne razlike samo izmedu

uzoraka uzetih 7. dana nakon teljenja u odnosu na ostale periode ispitivanja.

Na slici 5.9.3 je prikazan autoradiogram imunoblota za IGFBP-3 u

reprezentativnim uzorcima krvnih seruma junica.

Kontrolna grupa Ogledna grupa
M (kDa)
<+—— 45
IGEBP-3 intaktan ——
IGFBP-3 fragment 1 ——» - +— 31

=t s

Dani u odnosu na telienje

IGFBP-3 fragment2 ——» 4.

-7 +7 +30

Slika 5.9.3. Autoradiogram imunoblota za serumski IGFBP-3 kod junica kontrolne i

ogledne grupe. Uzorci uzeti 20. i 7. dana prije i 7. i 30. dana nakon teljenja

Tabela 5.9.3. Relativna zastupljenost IGFBP-4 u krvnom serumu junica kontrolne i

ogledne grupe izraZena kao X + SD, uz prikaz statistidke zna&ajnosti razlika

Dan u odnosu IGFBP-4 (AU/10 pL) Zna&ajnost razlika izmedu
na teljenje Kontrolna grupa Ogledna grupa kontrolne i ogledne grupe
-20. 12,12 +1,31% 12,27 +0,55° P < 0,001
-7. 18,12 + 0,65°P 12,87 +0,82° P < 0,001
+7. 16,83 + 0,89° 13,96 +0,36°" P < 0,001
+30. 17,50 + 0,99° 14,47 +0,86° P < 0,001

NZ - razlika nije statisti¢ki znaCajna;; A/a, B/b, C/c, D/d — razli¢ita slova ukazuju na statisticki znacajnu
razliku (p < 0,05) izmedu vrijednosti u okviru kontrolne, odnosno ogledne grupe
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Iz podataka prikazanih u tabeli 5.9.3. moze se vidjeti da se relativna
zastupljenost IGFBP-4 u krvnom serumu junica kontrolne i ogledne grupe statisticki
znacajno razlikovala u svim periodima ispitivanja. Relativna zastupljenost IGFBP-4
unutar ogledne grupe junica tokom razli¢itih perioda ispitivanja statisticki se znacajno
razlikovala izmedu oba prepartalna u odnosu na postpartalne periode uzorkovanja,
dok su kod junica kontrolne grupe ustanovljene statisticki znacajne razlike izmedu
svih perioda uzorkovanja, sa izuzetkom razlike izmedu uzoraka uzetih 7. dana prije i
30. dana nakon teljenja.

Na slici 5.9.4. je prikazan autoradiogram imunoblota za IGFBP-4 u
reprezentativnim uzorcima krvnih seruma junica. Uzorci uzeti 7. dana prije i 7. dana

nakon teljenja

Sedam dana prije telienja Sedam dana poslije teljienja (kDa)

+«— 31

IGFBP-4 intaktni ——»

IGFBP-4 fragment 1——»
«— 21

IGFBP-4 fragment 2 ——»

K1 K2 01 02 K1 K2 O1 02

Junice ogledne i kontrolne grupe

Slika 5.9.4. Autoradiogram imunoblota za serumski IGFBP-4 kod junica kontrolne i

ogledne grupe. Uzorci uzeti 7. dana prije i 7. dana nakon teljenja

87



5.10. Koncentracija ukupnih proteina u krvnom serumu junica

Koncentracija ukupnih proteina u krvnom serumu junica kontrolne i ogledne
grupe, kao 1 statisticka znacajnost razlika izmedu kontrolne i ogledne grupe, je

prikazana u tabeli 5.10.1.

Tabela 5.10.1. Koncentracija ukupnih proteina (g/L) u krvnom serumu junica

kontrolne i ogledne grupe, izrazena kao X * SD uz prikaz statisti¢ke znadajnosti

razlika
Dan u odnosu Koncentracija ukupnih proteina (g/L) Znacajnost razlika
na teljenje Kontrolna grupa Ogledna grupa IZISS;Z%ESI;?L%? 1
-20. 76,04 + 15,09 76,35 + 16,48 NZ
-17. 74,68 + 10,39 79,94 + 13,98 NZ
-13. 68,66 + 7,18 83,48 + 11,04 p<0,01
-1. 68,65 + 12,82 79,03 £ 9,87 p <0,05
-4. 65,93 + 11,21 81,34 + 12,96 p<0,01
0. (dan teljenja) 79,12 £ 9,30 84,69 £ 11,43 NZ
+3. 76,07 £ 5,04 81,56 + 18,81 NZ
+4. 72,49 + 10,35 76,15+ 12,50 NZ
+7. 75,25 9,47 77,47 +9,89 NZ
+15. 75,15 + 6,03 75,24 + 13,40 NZ
+30. 86,11 + 10,57 88,23 + 12,56 NZ
+60. 86,47 + 17,27 85,59 + 17,37 NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna

Iz tabele 5.10.1. se zapaza da se koncentracija ukupnih proteina u krvnom
serumu junica kontrolne i ogledne grupe nije statisticki znacajno razlikovala 20. 1 17.
dana prije teljenja, iako su kod junica ogledne grupe ustanovljene nesto vise
vrijednosti. Od 13. do 4. dana prije teljenja koncentracija ukupnih proteina bila je
statisticki znacajno niza kod junica kontrolne u odnosu na oglednu grupu. Od dana
teljenja do 30. dana nakon teljenja koncentracija ukupnih proteina u krvnom serumu
junica ogledne grupe bila je visa, ali ne statisticki znacajno u odnosu na vrijednosti

kod junica kontrolne grupe. Sezdesetog dana nakon teljenja kod junica kontrolne
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grupe ustanovljena je viSa koncentracija ukupnih proteina u odnosu na junice ogledne
grupe, ali razlika nije bila statisticki znacajna.

U tabeli 5.10.2. prikazana je statisticka znaCajnost razlika izmedu
koncentracija ukupnih proteina ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar

kontrolne grupe junica.

Tabela 5.10.2. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija ukupnih proteina

ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe junica

Dan AP/PP -20.
-17. Nz -17.
-13. Nz Nz -13.
-7. Nz Nz Nz -7.
4. * NZ NZ NZ -4.
Partus NZ NZ *x *x *x Partus
+3. Nz Nz ** * ** Nz +3.
+4. Nz Nz Nz NZ NZ 0,059 Nz +4,
+7. Nz Nz Nz NZ * NZ Nz NZ +7.
+15. Nz Nz * NZ ** NZ NZ NZ Nz +15.
+30. NZ * Sk Sk Sk *x * wox *x *x +30.
+60. NZ * Sk *x *x NZ * * * * NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Koncentracija ukupnih proteina u krvnom serumu junica kontrolne grupe
lagano je opadala od 20. do 4. dana prije teljenja, kada je dostigla najnizu vrijednost
ustanovljenu tokom cijelog perioda ispitivanja. Na dan teljenja doSlo je do porasta
koncentracije ukupnih proteina, do gornje granice fizioloskih vrijednosti. Od dana
teljenja do 5. dana nakon teljenja koncentracija ukupnih proteina je lagano opadala,
zatim se stabilizovala 7. i 15. dana nakon teljenja, da bi 30. i 60. dana nakon teljenja
bile ustanovljene njene najvise vrijednosti tokom ispitivanog perioda. Obje vrijednosti
bile su statisti¢ki znacajno vise u odnosu na sve ostale vrijednosti ustanovljene tokom
ispitivanog perioda, sa izuzetkom vrijednosti ustanovljenih 20. dana prije teljenja i na

sam dan teljenja.
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U tabeli

5.10.3. prikazana je

statisticka znacajnost razlika

izmedu

koncentracija ukupnih proteina ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar

ogledne grupe.

Tabela 5.10.3. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija ukupnih proteina

ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica

Dan AP/PP

-20.

-17.

NZ

-17.

-13.

NZ

NZ

-13.

-7.

NZ

NZ

NZ

-7.

-4. Nz Nz Nz Nz -4,
Partus Nz NZ Nz Nz NZ Partus
+3. Nz Nz Nz Nz Nz Nz +3.
+4. Nz NZ Nz Nz Nz Nz NZ +4.
+7. Nz NZ Nz Nz NZ NZ NZ Nz +7.
+15. Nz Nz Nz Nz Nz Nz Nz Nz Nz +15.
+30. * NZ Nz * Nz Nz Nz Nz * * +30.
+60. Nz NZ Nz Nz NZ NZ NZ Nz Nz Nz Nz
NZ - razlika nije statisticki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05
Koncentracija ukupnih proteina u krvnom serumu junica ogledne grupe

postepeno je rasla od 20. do 13. dana prije teljenja, zatim je blago opala 7. dana prije

teljenja i ponovo nastavila da raste sve do dana teljenja. Tokom postpartalnog perioda,

prosjecna koncentracija ukupnih proteina je postepeno opadala 3. i 4., a zatim porasla

7. dana nakon teljenja. Petnaestog dana nakon teljenja ustanovljena je najniza

vrijednost koncentracije ukupnih proteina u krvnom serumu junica ogledne grupe

tokom cijelog ispitivanog perioda, ali je statisticka znacajnost razlike u odnosu na

ostale periode ispitivanja izostala. Tridesetog dana nakon teljenja ustanovljena je

najvisa vrijednost prosjecne koncentracije ukupnih proteina u toku ispitivanog

perioda. Sezdesetog dana nakon teljenja ustanovljen je blagi pad koncentracije

ukupnih proteina u krvnom serumu u odnosu na prethodni period ispitivanja.
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5.11. Koncentracija albumina u krvnom serumu junica

Koncentracija albumina u krvnom serumu junica kontrolne i ogledne grupe, kao

1 statisticka znacajnost razlika izmedu kontrolne i ogledne grupe prikazana je u tabeli

5.11.1.

Tabela 5.11.1. Koncentracija albumina (g/L) u krvnom serumu junica kontrolne i

ogledne grupe, izrazena kao X + SD, uz prikaz statisticke znacajnosti razlika

Koncentracija albumina (g/L)
Dan u odnosu na Znacajnost razlika izmedu
teljenje Kontrolna grupa | Ogledna grupa | kontrolne i ogledne grupe
-20. 42,79+ 451 42,83 £ 5,27 NZ
-17. 44,01 + 3,97 48,61 + 8,71 NZ
-13. 42,25 + 5,69 46,48 + 4,13 p <0,05
-7. 41,15+ 3,54 46,05 + 5,36 p<0,01
-4, 35,65 + 8,58 48,64 + 6,77 p <0,001
0 (dan teljenja) 39,83+£4,11 42,97 £6,75 NZ
+3. 39,98 + 4,30 48,67 + 10,44 p<0,01
+4. 42,52 + 6,82 46,22 + 9,67 NZ
+7. 40,92 + 6,31 42,03 + 8,62 NZ
+15. 41,10+ 4,12 40,23 + 8,01 NZ
+30. 43,49 + 6,95 42,96 + 8,48 NZ
+60. 4472 + 8,91 43,63+ 6,14 NZ

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Iz tabele 5.11.1. se zapaZa da se koncentracije albumina u krvnom serumu
junica kontrolne i1 ogledne grupe nisu statisticki znacajno razlikovale 20. 1 17. dana
prije teljenja, iako su vrijednosti bile vece kod junica ogledne grupe. Trinaestog dana
prije teljenja prosjecna koncentracija albumina u krvnom serumu junica kontrolne
grupe bila je statisticki znacajno niza u odnosu na junice ogledne grupe, a ovaj trend
se odrzao sve do 4. dana prije teljenja. Na dan teljenja nije ustanovljena statisti¢ki
znaajna razlika u prosje¢noj koncentraciji albumina izmedu junica kontrolne i
ogledne grupe, iako je vrijednost bila veca kod junica ogledne grupe. Treceg dana

nakon teljenja, kod junica kontrolne grupe ustanovljena je statisticki znacajno niza
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koncentracija albumina u odnosu na junice ogledne grupe. Od 7. dana nakon teljenja
do kraja ispitivanog perioda nisu ustanovljene statisticki znaCajne razlike u
vrijednostima koncentracije albumina izmedu junica kontrolne i ogledne grupe.
Sedmog dana nakon teljenja, koncentracija albumina kod kontrolne grupe junica bila
je niza, a 15., 30. i 60. dana viSa u odnosu na oglednu grupu.

U tabeli 5.11.2. prikazana je statisticka znaCajnost razlika izmedu
koncentracija albumina ustanovljenih u razlicitim periodima ispitivanja unutar

kontrolne grupe junica.

Tabela 5.11.2. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija albumina

ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe junica

Dan AP/PP -20.

-17. NZ -17.

-13. NZ NZ -13.

-7. Nz XXX Nz -7.

-4, i i * * -4.

Partus NZ el NZ NZ NZ Partus

+3. * * Nz Nz NZ Nz +3.

+4, Nz Nz Nz Nz * Nz NZ +4,

+7. Nz Nz Nz Nz * Nz NZ Nz +7.
+15. Nz Nz Nz Nz * Nz NZ Nz NZ +15.
+30. Nz Nz Nz Nz *x Nz NZ Nz NZ NZ +30.
+60. Nz Nz Nz Nz *x Nz NZ Nz NZ NZ Nz

NZ - razlika nije statisticki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Koncentracija aloumina u krvnom serumu junica kontrolne grupe je 17. dana
prije teljenja porasla u odnosu na 20. dan prije teljenja, a zatim je postepeno opadala
do 4. dana prije teljenja, kada je ustanovljena najniza vrijednost tokom ispitivanog
perioda. Ova vrijednost bila je statisticki znaCajno niza u odnosu na sve ostale
vrijednosti ustanovljene kod junica kontrolne grupe tokom ispitivanog perioda, sa
izuzetkom onih ustanovljenih na dan teljenja i 3. dana nakon teljenja. Od dana teljenja
koncentracija albumina je rasla do 4. dana nakon teljenja, blago opala 7. dana i zatim

nastavila da raste do 60. dana nakon teljenja, kada je ustanovljena najvisa vrijednost
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tokom ispitivanog perioda. Ova vrijednost bila je statisticki znaCajno visa jedino u
odnosu na vrijednosti koncentracije albumina ustanovljene 3. dana prije teljenja.

U tabeli 5.11.3. prikazana je statisticka znaCajnost razlika izmedu
koncentracija albumina ustanovljenih u razlicitim periodima ispitivanja unutar

ogledne grupe junica.

Tabela 5.11.3. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija albumina

ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica

Dan AP/PP -20.
-17. Nz -17.
-13. Nz Nz -13.
-7. NZ NZ -7.
4. *x o * * 4.
Partus NZ ** Nz Nz NZ Partus
+3. * * NZ NZ NZ Nz +3.
+4. Nz NZ NZ NZ * NZ NZ +4.
+7. Nz NZ NZ NZ * NZ NZ NZ +7.
+15. Nz NZ NZ NZ * NZ NZ NZ NZ +15.
+30. Nz NZ NZ NZ ** 0,055 NZ NZ NZ NZ +30.
+60. Nz NZ NZ NZ ** Nz 0,055 NZ NZ NZ NZ

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Koncentracija albumina kod junica ogledne grupe je 17. dana prije teljenja
porasla u odnosu na 20. dan prije teljenja, a zatim se blago smanjila 13. i 7. dana prije
teljenja. Tre¢eg dana prije teljenja doslo je do statisticki znac¢ajnog porasta prosjecne
koncentracije albumina u odnosu na sve prepartalne vrijednosti, kao i vrijednosti
ustanovljene od 5. dana nakon teljenja do kraja ispitivanog perioda. Na dan teljenja
koncentracija albumina je opala u odnosu na prepartalne vrijednosti (sa izuzetkom
vrijednosti ustanovljene 20. dana prije teljenja), iako je statisticki znacajna razlika
ustanovljena samo u odnosu na 17. dan prije teljenja. Tre¢eg dana nakon teljenja,
koncentracija albumina dostigla je najviSu vrijednost tokom ispitivanog perioda, a
zatim je postepeno opadala sve do 15. dana nakon teljenja, kada je ustanovljena
najniza vrijednost tokom ispitivanog perioda. Od 15. dana nakon teljenja prema kraju
ispitivanog perioda ustanovljen je postepeni porast koncentracije albumina.
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5.12. Koncentracija ukupnog bilirubina u krvnom serumu junica

Koncentracija ukupnog bilrubina u krvnom serumu junica kontrolne i ogledne

grupe, kao 1 statisticka znacajnost razlika izmedu kontrolne i ogledne grupe prikazana

je utabeli 5.12.1.

Tabela 5.12.1. Koncentracija ukupnog bilirubina (umol/L) u krvnom serumu junica

kontrolne i ogledne grupe, izrazena kao X + SD, uz prikaz statistike zna¢ajnosti

razlika
Dan u odnos. Koncentracija ukupnog bilirubina Znatajnost razlika
na teljenje (umol/L) izmedu kontrolne i
Kontrolna grupa Ogledna grupa ogledne grupe
-20. 6,03+ 1,51 6,27 £ 0,98 NZ
-17. 6,17 £ 1,79 6,86 + 1,51 NZ
-13. 592 +1,29 7,39 £ 2,05 p <0,05
-7. 5,59 +£1,53 8,46 £ 2,02 p < 0,001
-4. 571+1,14 781+£1,79 p < 0,001
-1. 8,19+ 3,42 10,31 £ 2,02 p <0,05
+1. 10,28 £ 4,53 11,97 £5,19 NZ
+3. 13,79 £ 8,03 13,64 + 4,82 NZ
+5. 11,07 £ 3,55 10,43 £ 3,10 NZ
+7. 12,35 £ 5,62 8,88 + 4,68 NZ
+15. 9,33+£3,85 9,49 + 2,72 NZ
+30. 7,89 2,90 7,42 + 2,67 NZ
+60. 7,51+2,09 7,68 2,25 NZ

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Iz tabele 5.12.1. se zapaza da se koncentracija ukupnog bilirubina u krvnom
serumu junica kontrolne i ogledne grupe nije statisticki zna¢ajno razlikovala 20. i 17.
dana prije teljenja, iako su apsolutne vrijednosti bile ve¢e kod junica ogledne grupe.
Od 13. dana prije teljenja do dana teljenja koncentracija ukupnog bilirubina je bila
statisticki znacajno niza kod junica kontrolne grupe u odnosu na oglednu. Nakon
teljenja nisu ustanovljene statistiCki znacajne razlike u vrijednostima koncentracije

ukupnog bilirubina izmedu junica kontrolne i ogledne grupe. Koncentracija ukupnog
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bilirubina, ustanovljena 1. dana nakon teljenja, je bila niZa, a u periodu od 3. do 7.
dana nakon teljenja visa kod junica kontrolne grupe. Nakon toga koncentracije
ukupnog bilirubina u krvnom serumu ispitanih grupa junica bile su ujednacene.

U tabeli 5.12.2. je prikazana statisticka znaCajnost razlika izmedu
koncentracija ukupnog bilirubina ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja

unutar kontrolne grupe junica.

Tabela 5.12.2. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija ukupnog bilirubina

ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe junica

DanAP/PP | -20.
-17. NZ -17.
-13. NZ NZ -13.
7. NZ NZ NZ 7.
-4, NZ NZ NZ NZ -4,
-1. * NZ * * * -1.
+1. o o o o o NZ +1.
+3, o o o o o * NZ +3,
+5. ok o ok ok ok * NZ NZ +5.
+7. ok ok ok ok ok * NZ NZ NZ +7.
+15, o o ok o o NZ NZ * NZ NZ | +15.
+30. * o o * * NZ NZ * * o NZ | +30.
+60. * * * * - NZ * o o o * NZ

NZ - razlika nije statisti¢ki znaCajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Koncentracija ukupnog bilirubina u krvnom serumu junica kontrolne grupe
bila je ujednacena u periodu od 20. do 4. dana prije teljenja. Dan prije teljenja doslo je
do statisticki znacajnog porasta koncentracije ukupnog bilirubina u odnosu na sve
vrijednosti ustanovljene prepartalno, sa izuzetkom vrijednosti ustanovljene 17. dana
prije teljenja. Od dana teljenja ustanovljen je porast koncentracije ukupnog bilirubina,
a 3. dana nakon teljenja ustanovljena je najvisa vrijednost tokom ispitivanog perioda.
Ova vrijednost je bila statisticki znacajno visa u odnosu na ostale vrijednosti
ustanovljene tokom ispitivanog perioda, sa izuzetkom 1., 4. i 7. dana nakon teljenja.
Nakon opadanja 4. i porasta 7. dana nakon teljenja, koncentracija ukupnog bilirubina

u krvnom serumu junica kontrolne grupe je postepeno opadala prema 60. danu nakon
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teljenja, a statisticki znacajna razlika ustanovljena je samo izmedu vrijednosti
registrovanih 15. i 60. dana nakon teljenja.

U tabeli 5.12.3. je prikazana statisticka znaCajnost razlika izmedu
koncentracija ukupnog bilirubina ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja

unutar ogledne grupe junica.

Tabela 5.12.3. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija ukupnog bilirubina

ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe junica

Dan AP/PP -20.

-17. Nz -17.

-13. Nz Nz -13.

7 ok * NZ 7.

-4 ** NZ NZ NZ -4

1. " " " *ox —— 1.

+1. ** el ** XXX XXX Nz +1.

+3. - - - - — * NZ +3.

+5. Frx Frx *x Nz *x Nz Nz Nz +5.

+7. 0,053 NZ NZ NZ Nz Nz Nz ** Nz +7.
+15. ** ** * NZ NZ Nz * *x NZ NZ +15.
+30. NZ NZ NZ NZ Nz *x *x *x *x NZ NZ +30.
+60. * Nz NZ Nz NZ **x ** **x ** Nz 0,052 NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Dvadesetog dana prije teljenja ustanovljena je najniza vrijednost koncentracije
ukupnog bilirubina kod junica ogledne grupe, koja je bila statisti¢ki zna¢ajno niza u
odnosu na sve vrijednosti ustanovljene tokom perioda ispitivanja, sa izuzetkom onih
ustanovljenih 17. i 13. dana prije i 30. dana nakon teljenja. Od 17. do 7. dana prije
teljenja ustanovljen je porast koncentracije ukupnog bilirubina u odnosu na 20. dan
prije teljenja, a 4. dana prije teljenja njeno opadanje u odnosu na prethodni period
ispitivanja. Dan prije teljenja koncentracija ukupnog bilirubina bila je statisticki
znacajno Vvisa u odnosu na sve prepartalne vrijednosti, kao i vrijednosti ustanovljene
30. i 60. dana nakon teljenja, dok je u odnosu na vrijednosti ustanovljene 3. dana
nakon teljenja bila statisticki znaCajno niza. Nakon teljenja, koncentracija ukupnog

bilirubina je rasla do 3. dana nakon teljenja, kada je dostigla najviSu vrijednost
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ustanovljenu tokom ispitivanog perioda. Ova vrijednost bila je statisti¢ki znacajno
visa u odnosu na sve ostale vrijednosti ustanovljene tokom perioda ispitivanja, sa
izuzetkom 1. dana nakon teljenja. Cetvrtog i 7. dana nakon teljenja doslo je do
postepenog opadanja koncentracije ukupnog bilirubina, a 15. dana do njenog
ponovnog povidenja. Koncentracija ukupnog bilirubina ustanovljena 30. dana nakon
teljenja je bila niza u odnosu na 15. dan nakon teljenja, iako nije ustanovljena

statisticka znacajnost razlika, da bi 60. dana ponovo doslo do njenog blagog porasta.
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5.13. Stepen zamascenja i sadrzaj glikogena u jetri junica

U reprezentativnim uzorcima tkiva jetre uzetim biopsijom 7. dana prije teljenja
kod junica kontrolne i ogledne grupe nije utvrdeno zamascenje jetre. Naime, stepen
zamasc¢enja je kod obje grupe bio 0,00 £ 0,00 % masti u hepatocitima. Sedmog dana
nakon teljenja kod junica kontrolne grupe ustanovljen je umjeren (20,25+6,51 %
masti), dok je kod junica ogledne grupe ustanovljen blagi stepen zamascéenja jetre
(6,70£4,45% masti). Razlika u stepenu postpartalnog zamascenja jetre kontrolne i
ogledne grupe junica je bila statisticki znacajna (p<0,001). Takode, znacajno je
naglasiti da unutar ogledne grupe ni kod jedne junice postpartalno nije utvrden
umjeren ili izrazit stepen zamascenja, jer je kod svih Zivotinja stepen zamascenja bio
manji od 20 %. U kontrolnoj grupi je 58,33 % junica imalo umjeren stepen
zamascenja jetre, odnosno sadrzaj masti u hepatocitima od 20 do 40 %.

Histoloskim pregledom uzoraka tkiva jetre junica ogledne i kontrolne grupe
uzetih biopsijom 7. dana prije teljenja nije utvrdeno prisustvo masnih kapljica u
hepatocitima (Slike 5.13.1. i 5.13.2.). Na histoloSkim preparatima se moze zapaziti da
su jedra hepatocita junica kontrolne grupe bila ve¢inom heterohromaticna i da su
imala uglavnom po jedno jedarce. S druge strane, jedra hepatocita junica ogledne

grupe su bila ve¢inom euhromati¢na i imala su ve¢inom po dva jedarca.
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Slika 5.13.1. Hepatociti junice kontrolne grupe 7. dana prije teljenja (Toluidin plavo,

uvecanje 100 puta)
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Slika 5.13.2. Hepatociti junice ogledne grupe 7. dana prije teljenja (Toluidin plavo,

uvecanje 100 puta)

Histoloskim pregledom uzoraka tkiva jetre junica ogledne grupe uzetih
biopsijom 7. dana nakon teljenja utvrdeno je da se u hepatocitima nalaze
intracitoplazmatske pojedinacne sitne masne kapljice. Oblik i veli¢ina hepatocita su
bili nepromijenjeni, kao i odnos izmedu hepatocita 1 sinusoida. Jedra hepatocita su
takode bila nepromijenjena (Slika 5.13.3). HistoloSkim pregledom uzoraka tkiva jetre
junica kontrolne grupe 7. dana nakon teljenja ustanovljeno je da je histoloski nalaz
varirao i bio u korelaciji sa koli¢inom masti u hepatocitima. Sa povecanjem sadrzaja
masti veli¢ina masnih kapljica se povecavala, a zamascenje je zahvatalo i1 hepatocite

udaljene od centralne vene (Slika 5.13.4).
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Slika 5.13.3. Hepatociti junice kontrolne grupe 7. dana nakon teljenja (Toluidin plavo,

uvecanje 100 puta)
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Slika 5.13.4. Hepatociti junice ogledne grupe 7. dana nakon teljenja (Toluidin plavo

uvecanje 100 puta)

Prepartalno je kod obje grupe junica glikogen ispunjavao hepatocite (Slike
5.13.5. 1 5.13.6.). Kod svih junica obje grupe su se u hepatocitima jasno uocavale
granule crvene boje ravnomjerno rasporedene u citoplazmi (+++). lako je glikogen
bio znaajno prisutan u hepatocitima obje grupe junica 7. dana prije teljenja, kod
junica ogledne grupe je ustanovljena neSto veca zastupljenost glikogena, odnosno

njihovi hepatociti su bili u potpunosti ispunjeni glikogenom.

Slika 5.13.5. Hepatociti junice kontrolne grupe 7. dana prije teljenja (PAS, uvecanje
100 puta)
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Slika 5.13.6. Hepatociti junice ogledne grupe 7. dana prije teljenja (PAS,
uvecanje 10 puta)

Postpartalno je kod junica kontrolne grupe sadrzaj glikogena u tkivu jetre bio
djelimi¢no smanjen ili ispod vrijednosti optimalnog sadrZaja (Slika 5.13.7.). Naime,
kod 16,67% zivotinja je utvrdeno smanjenje glikogena ispod optimalnog sadrzaja (+),
dok je u hepatocitima 41,67% junica iz ogledne grupe utvrden nesto umanjen sadrzaj
glikogena (++). Kod ostalih junica kontrolne grupe glikogen je bio prisutan u
citoplazmi u optimalnoj koli¢ini (+++). Kod junica ogledne grupe sadrzaj glikogena u
hepatocitima postpartalno je bio smanjen, ali ne toliko kao kod kontrolne grupe (Slika
5.13.8.). Naime kod 20% jedinki je utvrden neSto umanjen sadrzaj glikogena u

citoplazmi (++), dok je kod ostalih glikogen bio prisutan u optimalnoj koli¢ini (+++).

Slika 5.13.7. Hepatociti junice kontrolne grupe 7. dana nakon teljenja (PAS,
uvecanje 40 puta)
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Slika 5.13.8. Hepatociti junice ogledne grupe 7. dana nakon teljenja (PAS,

uvecanje 40 puta)
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5.14. Mlije¢nost junica i trajanje servis perioda

Podaci o dnevnoj mlije¢nosti (X + SD) junica kontrolne i ogledne grupe u
periodu od 7. do 60. dana laktacije i statisticka znacajnost razlika (p) izmedu junica
kontrolne i ogledne grupe istog dana laktacije dati su u tabelama 5.14.1., 5.14.2. i
5.14.3.
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Tabela 5.14.1.Prosje¢na dnevna mlije¢nost (X + SD) i statisti¢ka zna¢ajnost razlika u mlije¢nosti junica kontrolne i ogledne grupe od 7. do 24. dana laktacije

Dan laktacije 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. 19. 20. 21. 22. 23. 24,
18,47 19,93 20,07 21,00 20,07 20,53 20,60 20,20 20,93 21,20 22,47 22,47 22,60 23,20 24,00 23,53 24,20 24,27
kontrolne + + + + + + + + + + + + + + + + + +
X 3,83 2,81 2,22 3,44 3,43 2,95 2,41 3,63 3,83 3,89 3,72 3,98 4,45 5,09 4,78 6,58 6,57 5,61
L 9,07 10,00 12,47 14,59 16,35 16,49 18,40 17,51 19,73 20,51 21,12 20,72 21,90 19,98 22,67 24,66 23,95 22,97
©) ogledne + + + + + + + + + + + + + + + + + +
1,71 1,73 5,23 511 3,66 6,41 4,37 6,08 6,33 5,00 5,18 4,71 6,02 7,57 4,13 5,31 6,72 7,37
p el fskoled el el *x * NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Tabela 5.14.2. Prosje¢na dnevna mlije¢nost (X * SD) i statisticka znaGajnost razlika u mlije¢nosti junica kontrolne i ogledne grupe od 25. do 42. dana

laktacije

Dan laktacije 25 26. 27. 28. 29. 30. 3L 32. 33, 34, 35. 36. 37, 38. 39, 40. 41, 42.
2457 | 2507 | 2507 | 2527 | 2513 | 2473 | 2500 | 2533 | 2497 | 2497 | 2540 | 27,83 | 27,93 | 2820 | 2800 | 2693 | 2540 | 2507

kontrolne + + + + + + + + + + + + + + + + + +
X 5,99 6,04 6,11 6,13 5,82 5,11 5,15 4,29 4,38 4,54 4,38 451 3,49 3,53 3,27 3,65 421 4,20
% 2487 | 2580 | 2820 | 2943 | 2887 | 30,12 | 29,60 | 3147 | 3097 | 31,35 | 31,80 | 31,27 | 30,20 | 31,00 | 2933 | 2887 | 28,76 | 28,76

©) ogledne + + + + + + + + + + + + + + + + + +
6,63 4,78 2,78 4,15 4,27 4,54 3,27 3,42 5,84 5,00 5,14 4,77 3,97 4,99 4,89 4,45 4,06 5,09

p NZ Nz NZ * * *% *% *kk *% *kKk *kk * Nz NZ Nz Nz * *

NZ - razlika nije statisticki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05

Tabela 5.14.3. Prosje¢na dnevna mlije¢nost (X * SD) i statisticka znaGajnost razlika u mlije¢nosti junica kontrolne i ogledne grupe od 43. do 60. dana

laktacije
Dan laktacije 43 44, 45, 46. 47. 48. 49, 50. 51. 52. 53. 54, 55. 56. 57. 58. 59. 60.
25,13 24,20 25,53 26,47 26,87 27,53 28,00 25,57 25,80 26,20 28,87 28,00 28,30 28,47 28,87 28,87 28,00 | 28,87
kontrolne + + + + + + + + + + + + + + + + + +
X 4,39 3.76 3,91 3,31 3,46 3,11 2,75 4,22 3,34 3,57 1,85 2,75 3,62 2,17 2,00 1,85 2,75 1,85
L 28,68 28.33 29,00 28,77 30,60 29,27 30,10 30,60 32,07 33,00 31,87 32,20 31,73 34,40 35,00 34,40 34.13 | 36,13
©) ogledne + + + + + + + + + + + + + + + + + +
5,53 5,28 4,50 3,05 3,07 4,18 3,31 3,62 3,83 3,28 4,81 5,13 6,58 4,94 5,08 6,23 5,73 6,76
p NZ * * * *%x NZ Nz ** *kk *kk * *%x Nz *kk *kk **% *kk *kk

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna; *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05
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Podaci prikazani u tabelama 5.14.1., 5.14.2. i 5.14.3. ukazuju da su junice
ogledne grupe u periodu od 7. do 12. dana laktacije imale statisticki znacajno nizu
prosje¢nu dnevnu mlije¢nost u odnosu na junice kontrolne grupe. U periodu od 13. do
27. dana laktacije nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u prosje¢noj dnevnoj
mlijecnosti izmedu junica ogledne i kontrolne grupe, dok je u periodu od 28. do 36.
dana laktacije prosjecna dnevna mlijeCnost bila statisticki znacajno viSa kod junica
ogledne grupe u odnosu na kontrolnu. Junice ogledne grupe su od 41. dana laktacije do
kraja ispitivanog perioda imale viSu prosje¢nu dnevnu mlije¢nost u odnosu na junice
kontrolne grupe, iako statisticki znacajne razlike nisu ustanovljene 43., 48., 49. i1 55.
dana laktacije.

Ukupna proizvodnja mlijeka tokom ispitivanog perioda bila je 1344,16 litara po
grlu za junice kontrolne grupe, odnosno 1434,06 litara po grlu za junice ogledne grupe.
Dnevni prosjek proizvodnje mlijeka tokom ispitivanog perioda bio je 24,89+2,81 litara
za junice kontrolne grupe, odnosno 26,56+6,61 litara za junice ogledne grupe. Tokom
ispitivanog perioda, junice ogledne grupe proizvele su ukupno 1348,20 litara mlijeka
viSe u odnosu na junice kontrolne grupe.

Servis period kod junica kontrolne grupe je trajao 148,62+92,56 dana, a kod
junica ogledne grupe 97,56+24,53 dana. Razlika u trajanju servis perioda izmedu junica
ogledne i kontrolne grupe bila je statisti¢ki znacajna (p<0,05).
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6. DISKUSIJA

Jedan od cesto koriStenih nacina ispitivanja uticaja hormona na funkciju pojedinih
organa i cijelog organizma je vjestacko suprimiranje njihove sinteze i/ili sekrecije. Tako
se uticaj tireoidnih hormona na zdravlje i proizvodne sposobnosti visokomlije¢nih krava
moZe utvrditi izazivanjem hipotireoze davanjem farmakoloskih doza antitireoidnih
supstanci (Villar i sar., 2002; Gyérffy i sar. 2009).

U starijoj literaturi postoje podaci odredenog broja autora o uticaju indukovane
hipotireoze na rast i tovne karakteristike junadi i ovaca, pri ¢emu je hipotireoza
indukovana davanjem tiouracila, PTU i metimazola (Burroughs i sar., 1960; Rumsey i
sar., 1983a, 1985; Chandrasekhar i sar., 1985a; Follet i Potts, 1990). Novija istraZivanja,
u kojima je uticaj aktivnosti tireoidee na proizvodne i reproduktivne karakteristike
ispitivan u uslovima indukovane hipotireoze, sprovedena su na junicama i kravama
brahman rase, koja pripada tovnim rasama (De Moraes i sar., 1998; Thrift i sar.,
1999a,b; Bernal i sar., 1999). Prema naSim saznanjima, jedini dostupni podaci o
upotrebi PTU kod goveda holstajn rase poti¢u iz studije koju su sproveli Stewart i
saradnici (1994), sa ciljem da ustanove uticaj aktivnosti tireoidee na koncentraciju
polnih hormona i manifestne znakove estrusa junica. Ovi autori su koristili PTU u dozi
od 20 mg/100kg tjelesne mase, odnosno dvadeset puta manju dozu u odnosu na onu
upotrebljenu u ovom istrazivanju.

Indukcija hipotireoze kod visokomlije¢nih krava, kod kojih je znacaj tireoidnih
hormona u pripremi za laktaciju sigurno veliki, ali nedovoljno ispitan, time josS viSe
dobija na vaznosti. Imajuci u vidu razlike u aktivnosti homeostatskih i homeoretskih
mehanizama u peripartalnom periodu izmedu tovnih i rasa kombinovanih proizvodnih
sposobnosti u odnosu na visokomlije¢ne rase, kao Sto je holStajn, za ocekivati je da ¢e u
odgovoru na indukciju hipotireoze i u kasnijem periodu, kada se ocekuje
kompenzatorna pojacana aktivnost tireoidee, postojati znacajne razlike.

U tom smislu, cilj istraZzivanja je bio da se doprinese razjaSnjenju uticaja tireoidnih
hormona na proizvodne i reproduktivne sposobnosti i zdravlje visokomlije¢nih krava
pracenjem parametara endokrinog i metaboli¢kog statusa nakon perioda prepartalne
hipotireoze indukovane davanjem farmakoloSke doze PTU.

U skladu sa literaturnim podacima o efektu razli¢itih doza PTU na aktivnost

tireoidee na centralnom i perifernom nivou kod goveda tovnih i kombinovanih
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proizvodnih karakteristika (Rumsey i sar., 1985; Elsasser i sar., 1992, 1993; DeMoraes i
sar., 1998;Thrift i sar., 1999 a,b), rezultatima koje su na junicama holStajn rase dobili
Stewart i saradnici (1994), kao i rezultatima naSeg preliminarnog istraZzivanja, kao

farmakoloSka doza PTU u ovom istraZivanju uzeta je doza od 4 mg/kg tjelesne mase.

6.1. Uticaj aplikacije PTU na tireoidni status jedinke

Koncentracije tireoidnih hormona u krvi junica ogledne i kontrolne grupe
prikazane su na grafikonima 6.1.1., odnosno 6.1.2. Detaljna statisticka obrada tih
podataka data je u poglavlju Rezultati, a na grafikonima je prikazan trend kretanja

koncentracija u cilju lakSeg tumacenja dobijenih rezultata.

Grafikon 6.1.1. Koncentracija Ts u krvi junica kontrolne i ogledne grupe
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Grafikon 6.1.1. Koncentracija T3 u krvi junica kontrolne i ogledne grupe
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Grafikon 6.1.2. Koncentracija T4 u krvi junica kontrolne i ogledne grupe
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Grafikon 6.1.2. Koncentracija T4 u krvi junica kontrolne i ogledne grupe

Rezultati dobijeni u ovom radu ukazuju da PTU ima izrazito negativan uticaj na
koncentraciju T3 u krvnom serumu junica. Naime, tokom cijelog perioda aplikacije
PTU, koncentracije T3 su u krvi junica ogledne grupe bile statisticki znacajno nize nego
u krvi junica kontrolne grupe. Ovaj rezultat je ocekivan, jer PTU djeluje inhibitorno na
aktivnost DIO1 u tkivu jetre, koja je odgovorna za konverziju T4 u T3 (Villar i sar.,
2002). Potvrda ovakvog tumacenja moze se izvesti 1 iz rezultata dobijenih u ovom radu,
a iz kojih se zapaza da je tretman sa PTU negativno uticao na aktivnost DIO1 u tkivu
jetre.

Najniza prepartalna koncentracija T3 kod ogledne grupe junica je ustanovljena
sedmog dana tretmana sa PTU (odnosno 13. dan prije teljenja). Nakon toga, iako je
vrijednost za koncentraciju T3 pokazivala izvjesnu varijabilnost, nije se znaéajno
mijenjala sve do momenta teljenja, odnosno prestanka davanja PTU. Sli¢an trend
kretanja koncentracije T3 ustanovili su i Thrift i saradnici (1999 a,b).

Odmah nakon davanja PTU, pocelo je i progresivno smanjenje koncentracije Ty,

koje je trajalo do 1. dana nakon teljenja. Tokom tog perioda ispitivanja, koncentracija
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T,4 kod junica ogledne grupe je bila statisticki znac¢ajno niza nego kod junica kontrolne
grupe. Ovakav rezultat ukazuje na negativan efekat primijenjenog tretmana na aktivnost
tireoidne Zlijezde. lako je koncentracija T4 u krvnom serumu junica ogledne grupe bila
niZza nego u kontrolnoj grupi tokom cijelog perioda tretmana, ona se nije spustila ispod
vrijednosti od 20 ng/ml (25,74 nmol/L), kada, prema navodima Hopkinsa i saradnika
(1975) i Stewarta i saradnika (1994), nastaju znaci klini¢ke hipotireoze. To znaci da je
tretman sa PTU doveo do suprimiranja aktivnosti tireoidee, ali ne i do razvoja klinicke
hipotireoze. Potencijalni razlog za izostanak razvoja klini¢ki ispoljenog hipotireoznog
stanja je duzina tretmana junica ogledne grupe sa PTU, jer je za snizenje koncentracije
T4 na vrijednosti ispod 20 ng/ml i njenu stabilizaciju na tim vrijednostima potrebno
najmanje 28 dana tretmana (Bernal, 1996; Bernal i sar., 1999). Prema Hopkinsu i
saradnicima (1975), koncentracija TSH se ne podiZze sve dok se koncentracija T4 ne
spusti ispod ove granice.

Primjenom doze PTU od 4mg/kg, a koju smo i mi koristili u nasem istrazivanju,
Elsasser i saradnici (1992) su ostvarili sniZzavanje koncentracije T4 u krvi na 30% od
fizioloSkih vrijednosti. Slicno ili ¢ak i1 vece sniZzenje je postignuto u nasem ogledu kod
ogledne grupe tokom tretmana ukoliko se kao fizioloSke smatraju vrijednosti dobijene
kod kontrolne grupe u istom danu ispitivanja. Taurog (1996) navodi da se efekat PTU
na smanjenje koncentracije T4postize direktnim inhibitornim uticajem PTU na
jodinaciju tireoglobulina i reakciju vezivanja jodiranih tirozina u molekule tireoidnih
hormona na nivou tireoidee. Simultano opadanje koncentracije T4 i T3, ustanovljeno u
nasem istrazivanju moze se, prema navodima Thrifta i saradnika (1999b), smatrati
indikatorom inhibicije njihove sinteze na nivou tireoidee (Thrift i sar., 1999b). U prilog
ovoj tvrdnji su i rezultati drugih istrazivaca (Bernal, 1996; DeMoraes et al., 1998; Thrift
et al., 1999a; Cassar-Malek et al., 2001).

Smanjenje koncentracije T, u krvnom serumu ogledne grupe junica tokom
tretmana moze se objasniti 1 sa moguc¢no$éu njegove smanjene konverzije u T3 u
adenohipofizi (zbog suprimirane aktivnosti DIO1), Sto ima za posljedicu porast lokalne
aktivnosti njene DIO2. U tom sluéaju, pojacana lokalna sinteza T3 u adenohipofizi
inhibitorno uti¢e na aktivnost mehanizma negativne povratne sprege u lu¢enju TRH u
hipotalamusu i TSH iz adenohipofize, §to dodatno suprimira sintezu i oslobadanje T4 u

sistemsku cirkulaciju. Ovakvo objaSnjenje mehanizma djelovanja smanjene
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koncentracije T4 u uslovima hipotireoze indukovane davanjem PTU je u skladu sa
rezultatima do kojih su dosli Rudas i saradnici (2005).

Na dan teljenja, odnosno dan prestanka tretmana sa PTU, kod junica ogledne
grupe koncentracija T4 je nastavila da se smanjuje, dok je koncentracija T3 znacajno
porasla u odnosu na vrijednosti ustanovljene tokom posljednja dva dana prije teljenja.
Ovaj nalaz je u skladu sa nalazom Thrifta i saradnika (1999a) koji su ustanovili vrac¢anje
koncentracije T3 na fizioloske vrijednosti ve¢ prvog dana od prestanka tretmana sa
PTU. Naime, poluzivot PTU u tkivima je vrlo kratak i mjeri se u satima, tako da se
aktivnost dejodinaza pojacava brzo, unutar jednog-dva dana od prestanka tretmana
PTU.

Za razliku od T3, ¢ija je koncentracija porasla istog dana nakon prestanka
tretmana, koncentracija T4 je poc¢ela znacajno da raste tek treceg dana nakon prestanka
davanja PTU. Iz literature je poznato da do vracanja aktivnosti tireoidne osovine nakon
prestanka davanja PTU, kako na perifernom tako i na centralnom nivou, dolazi tako Sto
se prvo vraca aktivnost dejodinaza, a zatim, nakon izlu¢ivanja PTU akumuliranog u
tireoidei, i sinteza i sekrecija tireoidnih hormona (Villar i sar., 2002). Interesantno je da
koncentracija T4, ne samo da nije porasla odmah nakon prestanka davanja PTU nego je
cak nastavila da se smanjuje, i to ispod vrijednosti registrovanih u okviru indukovane
hipotireoze. Mogu¢i razlog je njegovo pojac¢ano preuzimanje u tkivima i pretvaranje u
metaboli¢ki aktivan Tg, ali i ¢injenica da se nakon teljenja koncentracija T4 u krvi krava
fiziolodki smanjuje (Samanc i sar., 2010). Koncentracija T3 se takode nakon inicijalnog
povecanja u momentu teljenja znac¢ajno smanjila u naredna dva dana §to se takode moze
pripisati ¢injenici da se nakon teljenja koncentracija T3 u krvi krava fizioloski smanjuje
(Samanc i sar., 2010). Medutim, ne treba izgubiti iz vida ¢injenicu da se aktivnost DIO1
u jetri nakon teljenja fizioloSki znaCajno smanjuje, tako da je i to moguéi razlog
smanjene koncentracije T3 u krvi ogledne grupe odmah nakon teljenja (Pezzi i sar.,
2003).

Drugog dana nakon nakon teljenja, odnosno prestanka davanja PTU, doslo je do
znacajnog porasta koncentracije T4 U Krvi junica ogledne grupe, Sto je u skladu sa
literaturnim podacima (Thrift i sar. 1999 a,b). Koncentracija T, je kod tretirane grupe
bila znacajno visa u odnosu na kontrolnu grupu sve do 5. dana nakon teljenja. Ovo

povecano lucenje T4 je vjerovatno rezultat prestanka inhibitornog djelovanja PTU na
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nivou tireoidee (Taurog, 1996; Thrift i sar., 1999b; Villar i sar., 2002). Do znacajnog
poveéanja koncentracije T3 je doSlo tri dana nakon prestanka tretmana sa PTU i on je
vjerovatno posljedica porasta koncentracije T4, ¢ime je omogucena njegova pojac¢ana
dejodinacija u tkivu jetre.

Iz trenda kretanja koncentracije tireoidnih hormona ustanovljenih u naSem
istrazivanju moguce je zakljuciti da je kompenzatorna pojacana aktivnost tireoidee i
dejodinaza u perifernim tkivima nakon prestanka tretmana PTU prakticno postojala
samo tokom prvih pet dana nakon teljenja.

Istrazivanja sprovedena na kravama brahman rase (De Moraes i sar., 1998;
Thrift i sar., 1999 a,b; Bernal i sar., 1999) ukazuju da nakon prestanka tretmana sa PTU
dolazi do privremenog poviSenja koncentracije tireoidnih  hormona, kao
kompenzatornog efekta, koji kod T3 traje oko dvije nedelje, a kod T4 oko Cetiri nedelje,
da bi se potom postigle fizioloSke vrijednosti. U naSem istrazivanju je ustanovljen sli¢an
trend kretanja koncentracija tireoidnih hormona, a trajanje perioda privremenog
poveéanja njihove koncentracije je vjerovatno bilo uslovljeno i fizioloskim statusom
ispitivanih Zivotinja. Junice u naSem ogledu su bile ne samo na pocetku laktacije, ve¢ i u
tranzicionom periodu, odnosno periodu kada i fizioloski nastaju najve¢a metabolicka
prestrojavanja (Ingvartsen i Andersen, 2000). Kao $to je iz literature poznato, pocetak
laktacije prate povecane potrebe mlijeCne Zlijezde i perifernih tkiva za metabolicki
aktivnim T3 (Pezzi i sar., 2003). To je vjerovatno razlog kome se moze pripisati krace
trajanje perioda privremenog poviSenja koncentracija tireoidnih hormona nakon
prestanka tretmana, ustanovljeno u nasem istrazivanju, u odnosu na nalaze pomenutih
autora.

Da bi se bolje sagledao tireodni status junica u ispitivanom periodu, u nasem
radu su pored koncentracije tireoidnih hormona ispitivane i aktivnosti dejodinaza kao i
njihov medusobni odnos, jer od tog odnosa Cesto zavisi metabolicka aktivnost tkiva
(Capuco i sar., 2008). Aktivnost dejodinaza je ispitivana 7. dana prije i 7. dana nakon
teljenja i prikazana na grafikonima 6.1.3., 6.1.4. i 6.1.5.. Detaljna statisti¢ka obrada tih
podataka data je u poglavlju Rezultati, a na grafikonima je prikazan trend kretanja

koncentracija u cilju lakSeg tumacenja dobijenih rezultata.
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Grafikon 6.1.5. Odnos eskpresija iIRNK za DIO1 i DIO3 u tkivu jetre kontrolne i

ogledne grupe junica

U tkivu jetre je ustanovljena ekspresija iIRNK za DIO1 i tragovi ekspresije IRNK
za D103, dok ekspresija iRNK za DIO2 nije ustanovljena, Sto je u skladu sa rezultatima
drugih autora o tkivnoj distribuciji pojedinih tipova dejodinaza (St Germain, 1994;
Capuco i sar., 2008; Gereben i sar., 2008). Nakon prestanka tretmana kod junica
ogledne grupe je doslo do statisticki znac¢ajnog povisenja ekspresije iRNK za DIO1 u
tkivu jetre, Sto ukazuje na prestanak inhibitornog dejstva PTU na ekspresiju iRNK za
DIO1. Pojacana ekspresija iRNK za DIO1 u tkivu jetre nakon prestanka tretmana sa
PTU se moze smatrati kompenzatornim mehanizmom, kojim se povecava koncentracija
metabolicki aktivnih tireoidnih hormona u sistemskoj cirkulaciji. Kod junica kontrolne
grupe ustanovljeno je opadanje, mada ne statisticki znacajno, ekspresije iIRNK za DIO1
u tkivu jetre od prepartalnog prema postpartalnom periodu, Sto je u skladu sa
rezultatima Pezzija i saradnika (2003). Tretman sa PTU nije statisti¢ki znacajno uticao
na aktivnost DIO3 u tkivu jetre, koja je kod junica ogledne grupe opadala od
prepartalnog prema postpartalnom periodu, dok je kod junica kontrolne grupe
ustanovljen trend porasta. Ovakav nalaz kod kontrolne grupe junica je u skladu sa

podacima koje navode Capuco i saradnici (2008).
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Odnos ekspresija IRNK za DIO1 i DIO3 je indikator stepena lokalne aktivacije,
odnosno inaktivacije tireoidnih hormona u nekom tkivu. PoviSenje ovog odnosa ukazuje
na pojacanu aktivaciju, a smanjenje na inaktivaciju tireoidnih hormona (Bianco 1 sar.,
2002). Kod kontrolne grupe junica se ovaj odnos postpartalno smanjio, dok se kod
junica ogledne grupe povecao. Smanjenje ovog odnosa ukazuje na aktivaciju
homeoretskog mehanizma podrske laktaciji, koji su opisali Pezzi i saradnici (2003) i
Capuco i saradnici (2008). Povisen postpartalni odnos ekspresija iIRNK za DIO1/DI103
(skoro Sest puta veci u odnosu na prepartalne vrijednosti), koji je ustanovljen kod junica
ogledne grupe, vjerovatno ukazuje na inhibiciju aktivnosti ovog homeoretskog
mehanizma. To ima za rezultat poviSenje koncentracije aktivhog T3 u sistemskoj
cirkulaciji i intenziviranje metabolizma u tkivu jetre, $to mozda moze da bude povezano
sa smanjenim stepenom postpartalnog zamascenja jetre, utvrdenim kod junica ogledne
grupe 7. dana nakon teljenja.

Od petnaestog dana nakon teljenja prema kraju ispitivanog perioda kod obje
grupe junica uocljiv je postepeni porast koncentracije T3, Sto ukazuje na stabilizaciju
bilansa energije nakon §to prode period u kome se, prema navodima Grummera i
saradnika (2010), desavaju najvecée oscilacije energetskog metabolizma. Pocevsi od 15.
dana nakon teljenja vrijednosti koncentracije T3 su bile nize u krvi ogledne grupe junica
u odnosu na kontrolnu, pri ¢emu je ova razlika bila statisticki znacajna samo 15. dana
nakon teljenja. Pri tome treba istaci da je trend promjene koncentracije T3, pocevsi od
15. dana nakon teljenja do kraja ispitivanog perioda, bio isti kod obje ispitivane grupe
junica. Snizenju koncentracije serumskog T3 u ovom periodu laktacije znacajno
doprinosi proizvodnja mlijeka. S obzirom da su junice ogledne grupe 30. dana laktacije
imale vecu proizvodnju mlijeka u odnosu na kontrolnu grupu, moguce je da je kod
ogledne grupe postojala povecana potreba za T3 Sto je moZzda dovelo do smanjenja
koncentracije T3 u sistemskoj cirkulaciji. Ovakvo objasSnjenje povezanosti koncentracije
T3 u sistemskoj cirkulaciji, odnosno njegovog preuzimanja u tkivu mlije¢ne zlijezde, i
proizvodnje mlijeka je u skladu sa rezultatima do kojih su dosli Aceves i Valverde
(1989) i Pezzi i saradnici (2003). Statisti¢ki znacajno visa koncentracija T4 kod junica
ogledne grupe, ustanovljena 30. i 60. dana nakon teljenja, je vjerovatno posljedica

njihovog povoljnijeg energetskog statusa u odnosu na junice kontrolne grupe. Ovaj
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nalaz je u skladu sa podacima o pozitivnoj korelaciji koncentracije tireoidnih hormona i

energetskog statusa grla koje navodi Tiirats (1997).

6.2. Uticaj aplikacije PTU na koncentraciju insulina, glukoze i BHBA

Koncentracije insulina, glukoze i BHBA u krvi junica ogledne i kontrolne grupe

prikazane su na grafikonima 6.2.1., 6.2.2. i 6.2.3. . Detaljna statisticka obrada tih

podataka data je u poglavlju Rezultati, a na grafikonima je prikazan trend kretanja

koncentracija u cilju lakSeg tumacenja dobijenih rezultata.
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Tretman sa PTU je doveo do znacajnog povisenja koncentracije insulina u krvi
ogledne grupe junica. Naime, insulinemija je kod ogledne grupe junica tokom cijelog
prepartalnog perioda bila statisti¢ki znac¢ajno visa u odnosu na vrijednost utvrdenu prije
pocetka tretmana. Ovakav trend nije ustanovljen kod kontrolne grupe. Koncentracija
insulina u Kkrvi junica ogledne grupe je, pocevsi od 17. dana prije do 1. dana nakon
teljenja bila viSa u odnosu na vrijednosti utvrdene kod kontrolne grupe junica, s tim da
je ova razlika bila statisticki znac¢ajna samo u pojedinim periodima ispitivanja. Moguce
objasnjenje visoke prepartalne koncentracije insulina kod ogledne grupe junica tokom
tretmana sa PTU je smanjena razgradnja insulina u jetri zbog snizene koncentracije T3 u
cirkulaciji (Bernal i de Groot, 1980). Dodatni razlog za prepartalno povisenje
koncentracije insulina kod junica ogledne grupe moZe biti i poviSena koncentracija
glukoze u krvi, koja preko mehanizma negativne povratne sprege stimuliSe lucenje
insulina (Jaakson i sar., 2010) i njegov anabolicki efekat na sintezu glikogena u tkivu
jetre (Blatt i Kim, 1971). Naime, pocevsi od sedmog dana nakon davanja PTU pa do 2.
dana nakon teljenja, glikemija je kod ogledne grupe junica bila visa nego kod kontrolne,
ali ova razlika nije bila statisti¢ki znacajna do 2. dana prije teljenja. Nalaz poviSene
glikemije kod ogledne grupe junica je vjerovatno posljedica smanjenja bazalnog
metabolizma i smanjene utilizacije glukoze u perifernim tkivima, Sto je u skladu sa
navodima Guytona i Halla (2006). Bez obzira na visoku koncentraciju insulina kod
ogledne grupe junica, glikemija je tokom prepartalnog perioda ostala u opsegu
fizioloskih vrijednosti. Kada se izracuna vrijednost HOMA indeksa, koja se, prema
zakljuécima do kojih su dosli Wallace i saradnici (2004), moze smatrati indikatorom
stepena insulinske rezistencije, jasno se zapaza da je senzitivnost perifernih tkiva na
insulin junica ogledne grupe bila smanjena, poc¢evsi od sedmog dana nakon pocetka

davanja PTU, pa sve do kraja ispitivanog perioda (Grafikon 6.2.4.).
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Grafikon 6.2.4. Vrijednost HOMA indeksa kod kontrolne i ogledne grupe junica

Ovaj rezultat je u skladu sa podacima iz literature koji ukazuju da je hipotireoza
¢esto udruzena sa insulinskom rezistencijom (Kunal i sar., 2012). Pri tome ne treba
zanemariti ¢injenicu da je tre¢eg dana od pocetka tretmana sa PTU kod ogledne grupe
junica doslo do znacajnog smanjenja glikemije, koje je vjerovatno posljedica znac¢ajnog
povecanja koncentracije insulina u periodu kada se insulinska rezistencija joS nije
razvila, $to je dovelo do pojacanog preuzimanja glukoze u perifernim tkivima. Ovaj
rezultat je u skladu sa rezultatima do kojih su dosli Sano i saradnici (1993). Visoka
koncentracija insulina kod junica ogledne grupe tokom prepartalnog perioda je
inhibitorno uticala na procese lipomobilizacije, zbog ¢ega nije doSlo do znacajnijeg
poviSenja koncentracije slobodnih masnih kiselina u krvi i ketogeneze. Na ovo ukazuju i
niske koncentracije BHBA, koje se nalaze ispod kriticne granice za nastanak
poremecaja zdravlja od 1 mmol/l koju navode Ospina i saradnici (2010b) i Seifi i
saradnici (2011).
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Odrzavanje visoke koncentracije insulina u krvi junica ogledne grupe u prva dva
dana nakon teljenja, odnosno po prestanku tretmana sa PTU se moze objasniti uticajem
glikemije, koja se u uskom periodu oko teljenja odrzavala na statisticki znacajno visSem
nivou u odnosu na junice kontrolne grupe. Visoka glikemija je vjerovatno nastala kao
posljedica aktivacije hormonskih sistema, koji u uslovima stresa mobiliSu znacajne
koli¢ine glikogena deponovanog u jetri tokom prepartalnog perioda. Drugim rije¢ima,
junice ogledne grupe su se tokom ranog postpartalnog perioda nalazile u stanju
pozitivnog bilansa energije. U prilog ovoj tvrdnji su i rezultati do kojih su dosli Hayirli i
saradnici (2002) i Hayirli (2006), koji kao indikatore pozitivnog bilansa energije
oznacavaju visoke koncentracije insulina i glukoze i nisku koncentraciju BHBA.

Junice ogledne grupe su u prvim danima nakon teljenja imale nizu mlije¢nost u
odnosu na junice kontrolne grupe, i njihova mlije¢na zlijezda je preuzimala manju
koli¢inu glukoze iz krvi i iskoriStavala je za sintezu laktoze, §to je vjerovatno imalo
pozitivan uticaj na o€uvanje glikemije. Nasuprot njima, kod junica kontrolne grupe
preuzimanje znacajne koli¢ine glukoze iz krvi za sintezu laktoze i energetske potrebe
mlije¢ne Zlijezde negativno je uticalo na oCuvanje glikemije u prvim danima nakon
teljenja, Sto je u skladu sa rezultatima do kojih su dosli Eslamizad i saradnici (2010). Na
oCuvanje glikemije kod junica kontrolne grupe vjerovatno je negativno uticalo i
pojacano preuzimanje glukoze u hepatocitima, nastalo kao posljedica potrebe za sintezu
oksal-acetata, neophodnog za beta-oksidaciju slobodnih masnih kiselina mobilisanih iz
tjelesnih depoa. Ovaj efekat kod junica ogledne grupe bio je izraZzen u znac¢ajno manjoj
mjeri, na Sta ukazuje i koncentracija BHBA ustanovljena kod ogledne, odnosno
kontrolne grupe junica. Ovaj nalaz je u skladu sa rezultatima do kojih su dosli Janovick
i saradnici (2011).

Ocuvanje visoke koncentracije glukoze unutar prva dva dana nakon teljenja
moze se objasniti i deponovanjem znacajne koli¢ine glikogena u jetri tokom perioda
prepartalne hipotireoze (Chandra i Mukherjee, 1985), zbog cega su junice ogledne
grupe bile u mogucénosti da ga postpartalno iskoriste za potrebe energetskog
metabolizma mlije¢ne Zlijezde i drugih perifernih tkiva, uz ofuvanje visoke glikemije.
Naime, indukovana hipotireoza je dovela do smanjenja bazalnog metabolizma, sa
posljedi¢nim anaboli¢kim efektom (Squires, 2003), koji je dodatno potenciran visokim

nivoom insulina. To je zajedno rezultovalo pojacanom sintezom i deponovanjem
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glikogena u jetri i drugim tkivima (Ichihara i sar., 1982). U prilog ovoj tvrdnji govori i
nalaz velike koli¢ine glikogena u uzorcima tkiva jetre ogledne grupe junica uzetim
prepartalno.

Pocevsi od 3. dana nakon teljenja do kraja ispitivanog perioda, koncentracija
insulina u krvnom serumu junica ogledne grupe nije se statisticki znacajno razlikovala u
odnosu na vrijednosti ustanovljene kod junica kontrolne grupe, iako je sve vrijeme bila
viSa. Kod obje grupe junica najniza koncentracija insulina je ustanovljena 4. dana nakon
teljenja, Sto je u skladu sa rezultatima do kojih su dosli Doepel i saradnici (2002). Ovi
autori su tokom peripartalnog perioda ustanovili smanjenje koncentracije insulina, koje
je 4. dana nakon teljenja dostiglo vrijednost od 6 uIU/mL. Trend promjena insulinemije
od 3. dana nakon teljenja kod ogledne grupe bio je usaglaSen sa koncentracijom
glukoze. Naime, koncentracija glukoze se znacajno smanjila 3. dana nakon teljenja,
najvjerovatnije pod uticajem visoke koncentracije T3 u tom periodu, koja je uslovila
njenu pojacanu utilizaciju u perifernim tkivima. U prilog ovoj tvrdnji govore rezultati
do kojih su dosli Sugden i saradnici (1990) i Teixeira i saradnici (2012). Tome svakako
treba pridodati 1 preuzimanje znacajne koli¢ine glukoze od strane mlijecne Zlijezde 1
njeno iskoriStavanje za sintezu laktoze (Bell i Bauman, 1997; Cant i sar., 2002). Od 4.
dana nakon teljenja koncentracija glukoze kod junica ogledne grupe je postepeno rasla
prema kraju ispitivanog perioda, i, iako je statisticka znaCajnost razlika izostala (sa
izuzetkom 15. dana nakon teljenja kada je ustanovljena statisti¢ki znacajna razlika na
nivou od p < 0,05), bila je na viSem nivou u odnosu na junice kontrolne grupe sve do
30. dana nakon teljenja. Nalaz stabilne i viSe glikemije i insulinemije kod junica
ogledne grupe tokom postpartalnog perioda, zajedno sa vrijednostima koncentracije
BHBA, ukazuje na njihov povoljniji bilans energije u odnosu na junice kontrolne grupe.
Do sli¢nih zakljucaka dosli su i drugi autori (Holtenius i sar., 1993; Van den Top i sar.
1995; Gross i sar., 2011). Pored inhibicije lipomobilizacije, visoka koncentracija
glukoze u krvi omoguéila je efikasnu i potpunu beta-oksidaciju masnih Kiselina u
hepatocitima junica ogledne grupe, u kojima nije doSlo do razvoja zama$Cenja, a
njihova glukoneogena i uopste sintetska sposobnost ostala je o¢uvana. Na vezu visoke
glikemije sa stepenom zamascenja i ocuvanjem funkcionalnog stanja jetre ukazuju i
drugi autori (Strang i sar., 1998; Murondoti i sar., 2004). Istovremeno, kod ogledne

grupe junica potreba za glukoneogenezom iz neugljenohidratnih jedinjenja, koja
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redovno postoji kod zivotinja koje su u stanju negativnog bilansa energije, bila je
smanjena. Smanjenje ove potrebe pozitivno je uticalo na ocuvanje koncentracije
albumina i ukupnih proteina, a negativno na koncentraciju BHBA i NEFA, Sto
potvrduju i rezultati do kojih su dosli Xia i saradnici (2012).

Tridesetog i 60. dana nakon teljenja glikemija i insulinemija su znacajno porasle
kod obje grupe junica, pri ¢emu su apsolutne vrijednosti bile vise kod ogledne grupe.
Ova dva parametra se smatraju indikatorima stabilizacije energetskog bilansa (Hayirli i
sar., 2011). U skladu sa time, vrijednosti dobijene kod junica ogledne grupe ukazuju na
njihov povoljniji energetski status u odnosu na junice kontrolne grupe.

Posmatranjem samo rezultata za koncentraciju BHBA zapaza se da je
koncentracija BHBA u krvi junica ogledne grupe bila niZza u odnosu na junice kontrolne
grupe od pocetka ispitivanog perioda do 7. dana nakon teljenja, Sto ukazuje na
povoljniji energetski bilans kod ove grupe junica, kako prepartalno, tako i tokom ranog
postpartalnog perioda. U prepartalnom periodu, ovaj nalaz je navjerovatnije posljedica
smanjenja bazalnog metabolizma nastalog kao rezultat indukcije hipotireoze, zbog ¢ega
se energetske potrebe organizma smanjuju. SniZavanje koncentracije tireoidnih
hormona, posebno T3, nakon tretmana sa PTU inhibitorno je uticalo na aktivnost
mitohondrija i potroSnju Kiseonika u njima, zbog ¢ega je intenzitet oksidativnih procesa
u hepatocitima bio smanjen. Ovaj nalaz je u skladu sa rezultatima do koji su dosli
Wrutniak-Cabello i saradnici (2001). Visoka glikemija i znacajne koli¢ine glikogena
deponovanog u jetri smanjile su potrebu organizma za razlaganjem masti kao izvora
energije, kako prepartalno, tako i postpartalno, Sto je, zajedno sa visokom
insulinemijom, inhibitorno uticalo na postpartalnu lipomobilizaciju i omogucilo
efikasniju utilizaciju mobilisanih masnih kiselina u jetri. Do sli¢nih zaklju¢aka dosli su i
Liu i saradnici (2010) i Lomander i saradnici (2012).

Nagli porast koncentracije BHBA kod junica ogledne grupe, ustanovljen 3. dana
nakon teljenja, moZe se dovesti u vezu sa intenziviranjem metabolickih procesa kao
posljedice kompenzatorne pojacane aktivnosti tireoidee nakon prestanka tretmana Sa
PTU, koja je pored ubrzanja metabolickih procesa, vjerovatno imala za posljedicu i
povecanje broja i veli¢ine mitohondrija u hepatocitima, kao i njihovih krista, na Sta

ukazuju i rezultati do kojih su dosli Goffart i Wiesner (2003) i Weitzel i saradnici

121



(2003). U prilog ovoj tvrdnji govori i nalaz naglog opadanja glikemije i poviSenje
koncentracije tireoidnih hormona, prvenstveno T3, ustanovljeno u tom periodu.

Uodljivo je da se koncentracija BHBA kod junica ogledne grupe, i pored
statisticki znacajnog poviSenja u postpartalnom periodu, odrzavala ispod granice od 1
mmol/L, $to nije bio slucaj kod junica kontrolne grupe. Ovaj nalaz ukazuje na oCuvanu
funkcionalnu sposobnost hepatocita kod junica ogledne grupe, koja im zajedno sa
visokim sadrZzajem glikogena i povisenom koncentracijom tireoidnih hormona
omogucava potpuniju beta-oksidaciju masnih kiselina koje pristiZzu u jetru iz tjelesnih
depoa. U prilog tome govore i rezultati do kojih su dosli drugi autori (van Knegsel i sar.,
2007a; Kessel i sar., 2008; LeBlanc, 2010; Ospina i sar., 2010b; Gonzalez i sar., 2011).

Statisticki znacajno vise koncentracije BHBA kod junica ogledne grupe u
odnosu na kontrolnu, koje su ustanovljene 15., 30. i 60. dana nakon teljenja ukazuju da
je lipomobilizacija umjerenog stepena postojala i kod ove grupe junica, ali je bila
odlozena. Odlaganje lipomobilizacije i smanjenje njenog intenziteta kod junica ogledne
grupe vjerovatno su im omogucili da lakSe prebrode kriticni period adaptacije na
povecane potrebe u energiji tokom pocetne faze laktacije, kao i efikasnije i racionalnije
iskoriStavanje tjelesnih rezervi energije. Smanjenje intenziteta lipomobilizacije je,
vjerovatno, nastalo i kao rezultat preusmjeravanja energetskog metabolizma junica
ogledne grupe na koriStenje glikogena kao izvora energije, zbog Cega jetra trpi manje
opterec¢enje mobilisanim mastima. U prilog ovoj tvrdnji su i rezultati do kojih su dosli
van Knegsel i saradnici (2007b). Istovremeno, smanjena koli¢ina slobodnih masnih
kiselina u krvi, zajedno sa visokom koncentracijom insulina, pozitivno utiCe na
aktivnost centra za glad (Ingvartsen i Andersen, 2000), Sto potencira unos suve materije
hrane i dodatno popravlja energetski bilans organizma.

U tom smislu, moguénost odlaganja pocCetka lipomobilizacije, smanjenja njenog
intenziteta, kao i preusmjeravanja energetskog metabolizma na kori$¢enje glikogena kao
izvora energije, sa ciljem upravljanja procesima adaptacije na novonastale povecane
potrebe u energiji, otvara novo polje za istrazivae u oblasti metabolizma
visokomlijec¢nih krava.

Ocuvanje sintetske sposobnosti hepatocita pozitivno utice na sintezu triglicerida
1 lipoproteina, u koje se ugraduju masne kiseline i tako transportuju do perifernih tkiva,

prvenstveno mlije¢ne Zlijezde, u kojima ¢e se iskoristiti kao izvor energije (Mazur i sar.,
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1992; Grummer, 1993; Katoh, 2002; Bernabucci i sar., 2004; Van den Top i sar., 2005).
Takode, oCuvanje sintetske sposobnosti hepatocita se ogleda u odrzavanju koncentracije
proteina krvi, prije svega albumina, unutar fizioloskih granica, kao i u sposobnosti
detoksikacije razli¢itih potencijalno toksi¢nih jedinjenja (Muylle i sar., 1990). U prilog
ovoj tvrdnji je nalaz da akumulacija masti u hepatocitima smanjuje njihovu sposobnost
za sintezu uree i do 40%, Sto ima za posljedicu prelazak znacajne koli¢ine amonijaka u
cirkulaciju i nastanak brojnih metabolickih poremecaja (Strang i1 sar., 1998), izmedu

ostalog 1 hepaticke encefalopatije.

6.3. Uticaj aplikacije PTU na IGF sistem

Koncentracija IGF-I1 u krvi junica prikazana je na grafikonu 6.3.1. Detaljna
statisticka obrada tih podataka data je u poglavlju Rezultati, a na grafikonima je

prikazan trend kretanja koncentracija u cilju lakSeg tumacenja dobijenih rezultata.

Grafikon 6.3.1. Koncentracija IGF-1 u krvi junica kontrolne i ogledne grupe
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Koncentracija IGF-1 u krvi je u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijama glukoze
I insulina, OTK i tjelesnom masom krava, a u negativnoj sa koncentracijama NEFA i
ketonskih tijela (Rutter i sar, 1989; Nishimura i sar., 2000; Zulu i sar., 2002b). Ovakav
odnos sa indikatorima energetskog statusa govori u prilog pozitivnoj korelaciji izmedu
koncentracije IGF-I i energetskog bilansa jedinke, $to potvrduju i nalazi do kojih su
dosli Ginger i saradnici (1997) i Beam i Butler (1998, 1999). Razlika u koncentraciji
IGF-I izmedu junica kontrolne i ogledne grupe utvrdena u ovom istraZzivanju, posebno u
postpartalnom periodu, se moze protumaciti razlikama u energetskom bilansu. Naime,
pokazatelji energetskog statusa ukazuju da su se junice ogledne grupe tokom cijelog
perioda ispitivanja nalazile u stanju povoljnijeg bilansa energije u odnosu na junice
kontrolne grupe, Sto je vjerovatno doprinijelo stimulaciji sinteze i sekrecije IGF-1 u jetri.
Tome treba pridodati i ¢injenicu da je stepen postpartalnog zamascéenja jetre kod junica
ogledne grupe bio statisticki znacajno nizi u odnosu na kontrolnu, te da je za ocekivati
da je sintetska sposobnost hepatocita junica ogledne grupe bila veéa u odnosu na
kontrolnu grupu, $to je omogucilo intenzivniju sintezu IGF-I. Na postojanje negativne
korelacije izmedu stepena zamaScenja jetre i koncentracije IGF-1 u krvi krava tokom
postpartalnog perioda ukazuju Bobe i saradnici (2004) i Gross i saradnici (2011). U
uzorcima tkiva jetre uzetim nakon teljenja kod junica ogledne grupe uocena je pojava
mladih hepatocita, te je za ocekivati da je sposobnost jetre ovih junica za sintezu i
sekreciju IGF-I veca u odnosu na junice kontrolne grupe.

Goya i saradnici (1999) su ustanovili da glukoza, u obliku glukozo-6-fosfata, ima
pozitivan uticaj na sintezu i sekreciju IGF-1 u fetalnim hepatocitima pacova u in vitro
uslovima. Zakljucci ovih autora mogu se primijeniti i na rezultate naSeg istrazivanja, te
se visoka koncentracija IGF-1 kod ogledne grupe junica, izmedu ostalog, moze objasniti
i uticajem vise glikemije u odnosu na junice kontrolne grupe.

Na ocuvanje povoljnijeg energetskog statusa junica ogledne u odnosu na junice
kontrolne grupe i pored viSe mlije¢nosti ukazuje i nalaz statisticki znacajno vise
koncentracije IGF-1 ustanovljene 30. i 60. dana nakon teljenja. Nalaz viSe koncentracije
BHBA i nize glikemije kod junica ogledne grupe, uz ocCuvanje viSe koncentracije
insulina vjerovatno je posljedica ve¢eg metabolickog opterecenja njihovog organizma

zbog proizvodnje vece koli¢ine mlijeka (ustanovljene na kontrolama mlijecnosti 30. i
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60. dana laktacije), pri ¢emu je njihov energetski bilans ipak ostao povoljniji u odnosu
na junice kontrolne grupe.

Pored uticaja na sintezu i sekreciju IGF-I u jetri i rezistenciju perifernih tkiva na
somatotropni hormon, energetski status zivotinje na IGF sistem utice i preko IGFBP.
Naime, tokom perioda NEB ustanovljeno je opadanje relativne zastupljenosti IGFBP-3 i
poveéanje relativne zastupljenosti IGFBP-1 i IGFBP-2, kao formi koji inhibiraju
oslobadanje IGF-I u perifernim tkivima (Clemmons i sar., 1989; McCusker i sar., 1991;
Gallaher i sar., 1992). Smanjenje relativne zastupljenosti IGFBP-3, kao glavnog nosaca,
moze se protumaciti kao pokusaj organizma da poveca dostupnost preostalog IGF-I
perifernim tkivima (Zulu i sar., 2002b). Rezultati naSeg istrazivanja su u skladu sa
navodima pomenutih autora, jer je kod junica ogledne grupe relativna zastupljenost
IGFBP-2 i IGFBP-4 tokom ispitivanog perioda blago porasla, dok je kod junica
kontrolne grupe ustanovljen statisticki znacajan porast relativne zastupljenosti ova dva
proteina nosaca. Relativna zastupljenost IGFBP-3 kod junica ogledne grupe je tokom
ispitivanog perioda rasla, dok je kod junica kontrolne grupe opadala, Sto ukazuje na
izrazit uticaj povoljnog energetskog statusa na oCuvanje relativne zastupljenosti IGFBP-
3 u odnosu na ostale proteine nosace IGF-I. Do sli¢cnih zakljucaka o povezanosti
energetskog statusa i relativne zatupljenosti pojedinih proteina nosaa IGF dosli su i
Gross i saradnici (2011).

Nikoli¢ i saradnici (2001) navode da nalaz izostanka korelacije koncentracija
trijodtironina i IGF-1 u postpartalnom periodu, analogno izostanku postojanja
prepartalne korelacije izmedu koncentracije tiroksina i IGF-1, ukazuje na izmjenu u
regulatornim mehanizmima koji kontrolisu prelazak ovih hormona iz serumskog pula
(rezerve) u tkiva. Pri tome se pretpostavlja da nutritivni status ima slican uticaj na

sintezu i sekreciju IGF-1 i dejodinaciju tiroksina u jetri.

6.4. Uticaj aplikacije PTU na koncentraciju ukupnih proteina i albumina

Koncentracije ukupnih proteina i albumina u krvi junica ogledne i kontrolne
grupe prikazane su na grafikonima 6.4.1 1 6.4.2.. Detaljna statisticka obrada tih podataka
data je u poglavlju Rezultati, a na grafikonima je prikazan trend kretanja njihovih

koncentracija tokom ispitivanog perioda u cilju lakSeg tumacenja dobijenih rezultata.
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Koncentracija ukupnih proteina i albumina u krvnom serumu junica kontrolne
grupe je bila na gornjoj granici fizioloskih vrijednosti tokom cijelog ispitivanog perioda,
a u pojedinim danima je dostizala vrijednosti koje se u odnosu na referentne vrijednosti
(67,40-74,60 g/L, odnosno 30,30-35,50 g/L, prema Kaneko i sar., 2008) mogu tumaciti
kao hiperproteinemija, odnosno hiperalbuminemija. Ovaj nalaz je u skladu sa
rezultatima istrazivanja koje su, na istoj farmi na kojoj je sprovedeno ovo istrazivanje,
sproveli Samanc i saradnici (2011). Statisticki zna¢ajno visa koncentracija ukupnih
proteina u krvnom serumu junica ogledne grupe, koja je postojala u periodu od 13. do 4.
dana prije teljenja, a zatim njihove viSe koncentracije (iako nije ustanovljena statisticki
znacajna razlika) koje su se odrzavale sve do 30. dana nakon teljenja ukazuju na
pozitivan uticaj tretmana sa PTU na koncentraciju ukupnih proteina. Moguce
objasnjenje ovog efekta je smanjena razgradnja proteina Krvi, prije svega albumina,
odnosno smanjeno iskoris¢avanje aminokiselina u procesu glukoneogeneze tokom
cijelog ispitivanog perioda, zbog c¢ega je poluzivot proteina u cirkulaciji produzen u
odnosu na junice kontrolne grupe. Na vezu poluZzivota proteina krvi i koristenja
aminokiselina u procesima glukoneogeneze ukazuju i nalazi drugih autora (Bell, 1995;
Bell i sar., 2000; Kuhla i sar., 2011). Na smanjeno iskoriStavanje proteina krvi, njihovu
pojacanu sintezu i deponovanje u tkivima junica ogledne grupe tokom prepartalnog
perioda vjerovatno je uticalo i smanjenje intenziteta bazalnog metabolizma nastalo kao
posljedica indukcije hipotireoze, kao i visoka insulinemija, odnosno njen anabolic¢ki
efekat. Na anabolicki efekat hipotireoze, odnosno visoke insulinemije, ukazuju i
rezultati do kojih su dosli Rumsey i saradnici (1983b) i Hopgood i Ballard (1979).

Energetski bilans je kod junica ogledne grupe tokom cijelog ispitivanog perioda
bio povoljniji u odnosu na junice kontrolne grupe, $to je smanjilo potrebu za
koris¢enjem aminokiselina kao energetskih prekursora, jer je njihov organizam svoje
potrebe u energiji zadovoljavao razgradnjom glukoze mobilisane iz depoa glikogena u
jetri, a manjim dijelom iz masnih kiselina mobilisanih iz tjelesnih depoa. Na smanjeno
iskoriStavanje aminokiselina u procesu glukoneogeneze u uslovima povoljnog bilansa
energije ukazuju i rezultati do kojih su dosli van Knegsel i saradnici (2007b) i Kuhla i
saradnici (2009). U prilog tome govori i ¢injenica da je glikemija kod junica ogledne
grupe bila viSa u odnosu na kontrolnu od pocetka tretmana sve do 3. dana nakon

teljenja, a zatim ponovo u periodu od 5. do 15. dana nakon teljenja.
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Visoka glikemija je vjerovatno obezbijedila hepatocitima (ali i drugim tkivima,
prije svega mlijec¢noj zlijezdi) dovoljne koli¢ine energije za anabolicke procese, izmedu
ostalog i sintezu proteina (Kuhla i sar., 2011). Anabolic¢ki efekti poviSene koncentracije
insulina i IGF-1 tokom cijelog ispitivanog perioda potencirali su sintetsku sposobnost
hepatocita kod junica ogledne grupe, koja je i postpartalno ostala na visokom nivou
zbog izostanka zamaséenja jetre, koje je postojalo kod junica kontrolne grupe. Do
slicnih zaklju¢aka dosli su i Strang i saradnici (1998) i Haiyrli (2006). Tome treba
dodati i pozitivan uticaj poviSene koncentracije tireoidnih hormona na sintezu proteina u
uslovima adekvatne snabdjevenosti energijom, odnosno njihov anabolicki efekat koji
navode Guyton i Hall (2006).

Razlike u vrijednostima koncentracije ukupnih proteina, odnosno albumina, koje
su u postpartalnom periodu postojale izmedu junica ogledne i1 kontrolne grupe mogu se
dovesti u vezu i sa proizvodnjom mlijeka, koja je u prvim danima laktacije bila nesto
visa kod junica kontrolne grupe, zbog ¢ega je i koli¢ina aminokiselina preuzetih iz krvi
za sintezu proteina mlijeka u ovom periodu kod ove grupe junica bila nesto veca u
odnosu na oglednu. Do sliénih zakljuaka dosli su i Delamaire i Guinard-Flament
(2006). Ovu tvrdnju potvrduje i nalaz u kasnijoj fazi laktacije (od 30. dana), kada junice
ogledne grupe postizu visu mlije¢nost, jer se njihova koncentracija ukupnih proteina i
albumina u tom periodu smanjuje u odnosu na vrijednosti ustanovljene kod junica

kontrolne grupe.

6.5. Uticaj aplikacije PTU na koncentraciju ukupnog bilirubina

Koncentracija ukupnog bilirubina u krvi junica ogledne i kontrolne grupe
prikazana je na grafikonu 6.5.1. Detaljna statisticka obrada tih podataka data je u
poglavlju Rezultati, a na grafikonima je prikazan trend kretanja njegove koncentracije

tokom ispitivanog perioda u cilju lakSeg tumacenja dobijenih rezultata.
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6.5.1. Koncentracija ukupnog bilirubina u krvi junica kontrolne i ogledne grupe
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Grafikon 6.5.1. Koncentracija ukupnog bilirubina u krvi junica kontrolne i ogledne

grupe

Postepeno poviSenje koncentracije bilirubina u krvnom serumu junica ogledne
grupe, nastalo tokom prepartalnog tretmana sa PTU moZe se dovesti u vezu sa
smanjenjem intenziteta metabolicke aktivnosti hepatocita, odnosno njihovih
mitohondrija, nastalim zbog indukcije hipotireoze. U prilog tome govore i rezultati do
kojih su dosli drugi autori (Kapp i sar., 1979; Wrutniak-Cabello i sar., 2001; Weitzel i
sar., 2003). Kao posljedica smanjene metabolicke aktivnosti hepatocita i smanjene
potros$nje kiseonika, proces metabolicke transformacije bilirubina i njegovog vezivanja
za glukuronsku kiselinu (iako je sadrzaj glikogena u jetri bio povecan) bio je djelimi¢no
inhibiran Sto je vjerovatno dovelo do prelaska vece koli¢ine nekonjugovanog bilirubina
u krvotok i poviSenja njegove koncentracije u krvi junica ogledne grupe. Do sli¢nih
zakljucaka doslo je vise autora (Cuypers i sar., 1983; Van Steenbergen i sar., 1989;
Bertoni i sar., 2008; Tennant i Center, 2008). U prilog ovom efektu indukcije
hipotireoze govori trend kretanja prepartalne koncentracije bilirubina kod junica

kontrolne grupe, koji se odrzavao na priblizno istom nivou sve do dana teljenja, prateci
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koncentraciju tireoidnih hormona. Sli¢an trend su u svom istrazivanju ustanovili i
Prodanovi¢ i saradnici (2010).

Porast koncentracije bilirubina, koji je kod obje grupe junica ustanovljen u
periodu od dana teljenja do 3. dana nakon teljenja, kada je dostignut gornji pik u toku
Ispitivanog perioda, moze se dovesti u vezu sa poveéanjem metabolicke aktivnosti
hepatocita nakon teljenja. Na vezu metabolicke aktivnosti hepatocita i koncentracije
bilirubina ukazuju rezultati do kojih su dosli Loiselle i saradnici (2009) i Samanc i
saradnici (2011). Ovo povecanje je intenzivnije kod junica kontrolne grupe, vjerovatno
zbog veceg opterecenja hepatocita masnim kiselinama mobilisanim iz tjelesnih depoa,
Sto je u skladu sa rezultatima do kojih su dosli drugi autori (Steen , 2001; Antongi¢-
Svetinai sar., 2011).

Od 4. dana nakon teljenja prema kraju ispitivanog perioda doslo je do postepenog
opadanja koncentracije bilirubina, koje je kod obje grupe junica bilo statisticki znacajno
u odnosu na vrijednost ustanovljenu 3. dana nakon teljenja. Intenzivnijem opadanju
koncentracije bilirubina kod junica ogledne grupe vjerovatno je doprinijela i pojacana
metabolicka aktivnost hepatocita pod uticajem poviSene koncentracije tireoidnih
hormona, posebno trijodtironina, zbog koje su potroSnja kiseonika i efikasnost
glukuronidacije pristiglog bilirubina bili ve¢i u odnosu na junice kontrolne grupe. Na
vezu koncentracije tireoidnih hormona i metabolicke aktivnosti hepatocita ukazuju i
rezultati drugih autora (Kapp i sar., 1979; Bertoni i sar., 2008; Prodanovi¢ i sar., 2010).

Iako tokom cijelog postpartalnog perioda nisu ustanovljene statisticki znacajne
razlike u koncentraciji bilirubina izmedu junica kontrolne i ogledne grupe, uocljivo je
da su vrijednosti ustanovljene sve do 7. dana nakon teljenja viSe kod junica kontrolne
grupe. Ovaj nalaz je vjerovatno posljedica veceg optereCenja jetre ovih zivotinja u
odnosu na junice ogledne grupe zbog pojacanog priliva masnih kiselina iz tjelesnih
depoa, na Sta ukazuju nize koncentracije glukoze, insulina i IGF-1, kao i visa
koncentracija BHBA, i u skladu je sa navodima drugih autora (Busato i sar., 2002;
Bertoni i sar., 2008; Prodanovi¢ i sar., 2010; Kalaitzakis i sar., 2010).

U periodu od 15. dana nakon teljenja do kraja ispitivanog perioda, koncentracije
bilirubina kod junica ogledne i kontrolne grupe su opadale, Sto je vjerovatno posljedica
postepene stabilizacije energetskog bilansa, na Sta ukazuje i nalaz postepenog povisenja

koncentracije glukoze i insulina, kao i opadanje koncentracije BHBA kod obje grupe
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junica. Ovaj nalaz je u skladu sa navodima Samanca i saradnika (2011) o vrijednostima
koncentracije pojedinih biohemijskih parametara krvi nakon stabilizacije energetskog

bilansa.

6.6. Uticaj aplikacije PTU na stepen zamaScenja jetre i sadrzaj glikogena u
hepatocitima

Koncentracija tireoidnih hormona tokom zasusenja i peripartalnog perioda moze
da bude jedan od indikatora postpartalnog zama$éenja jetre (Samanc i sar., 2010). Kapp
I saradnici (1979) su ukazali na povezanost snizene koncentracije tireoidnih hormona sa
stepenom postpartalnog zamasSc¢enja jetre, tumace¢i njihovu negativnu korelaciju
smanjenim kapacitetom mitohondrija za oksidaciju mobilisanih masnih kiselina zbog
izostanka stimulacije tireoidnim hormonima.

Indukcija hipotireoze davanjem PTU u naSem istrazivanju nije dovela do
prepartalnog zamascenja jetre junica ogledne grupe, S$to je vjerovatno posljedica
smanjenja bazalnog metabolizma i potreba u energiji, na Sta ukazuje i velika koli¢ina
deponovanog glikogena, vidljiva na histoloskim preparatima tkiva jetre uzetim
prepartalno. Dodatni faktor koji je sprijecio zamascenje jetre junica ogledne grupe
tokom prepartalnog perioda su visoke koncentracije glukoze i insulina, koje su
inhibirale lipomobilizaciju. Ovaj nalaz je u skladu sa navodima drugih autora (Liu i sar.,
2010; Lomander i sar., 2012).

U naSem istrazivanju kod junica ogledne grupe ustanovljen je statisticki znacajno
nizi stepen postpartalnog zamascenja jetre u odnosu na kontrolnu grupu, Sto je u skladu
sa trendom kretanja postpartalne koncentracije tireoidnih hormona kod ogledne,
odnosno kontrolne grupe junica. Ovaj nalaz je u skladu sa rezultatima do kojih su svom
istraZivanju do$li Samanc i saradnici (2010). Naime, kao rezultat prestanka tretmana sa
PTU, kod junica ogledne grupe je u periodu do 3. dana nakon teljenja dosSlo je do
porasta koncentracije T4 u odnosu na vrijednosti ustanovljene 1. dana nakon teljenja,
dok je koncentracija T3 opala u odnosu na vrijednosti ustanovljene na dan teljenja, ali je
ipak bila statisticki znacajno visa u odnosu na junice kontrolne grupe sve do 4. dana
nakon teljenja. Istovremeno, kod junica kontrolne grupe je sve do 4., odnosno 5. dana
nakon teljenja ustanovljena statisticki znacajno niza koncentracija oba tireoidna

hormona u odnosu na vrijednosti ustanovljene na dan teljenja. Prilikom tumacenja
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rezultata naSeg istrazivanja treba uzeti u obzir jaku kompenzatornu aktivnost tireoidee
nastalu nakon prestanka inhibitornog djelovanja upotrebljene farmakoloske doze PTU,
koja je imala za posljedicu poviSenje koncentracije tireoidnih hormona u sistemskoj
cirkulaciji i poja¢anu aktivnost dejodinaza u tkivu jetre. Nalaz kompenzatorne
hiperfunkcije tireoidee nakon prestanka tretmana sa PTU je u skladu sa rezultatima do
kojih su dosli Thrift i saradnici (1999a,b). Povisenje koncentracije tireoidnih hormona i
pojacana dejodinacija T4 U tkivu jetre pozitivno su uticali na veli¢inu, broj i aktivnost
mitohondrija, te intenziviranje beta oksidacije slobodnih masnih kiselina u hepatocitima
ogledne grupe junica. Ovaj nalaz je u skladu sa rezultatima drugih autora (Kapp i sar.,
1979; Wrutniak-Cabello i sar., 2001; Weitzel i sar., 2003), a kao krajnji rezultat imalo
brzi metabolizam i smanjenu retenciju masnih kiselina u tkivu jetre, ¢ime se moze
objasniti statisticki znacajno niZi stepen postpartalnog zamascenja jetre kod ogledne
grupe junica u odnosu na kontrolnu. Opisanom mehanizmu treba pridodati i ¢injenicu
da je kompenzatorno poveéanje aktivnosti tireoidee i periferne dejodinacije T4 U jetri
ogledne grupe junica nastalo u tranzicionom periodu, kada je koncentracija tireoidnih
hormona u sistemskoj cirkulaciji i aktivnost dejodinaza u jetri junica kontrolne grupe
bila fizioloski niska. U prilog pojac¢anoj aktivnosti dejodinaza i stimulaciji lokalnog
metabolizma u jetri junica ogledne grupe pod uticajem kompenzatorne pojacane
aktivnosti tireoidee ukazuju i vrijednosti odnosa ekspresija iIRNK za DIO1 i DIO3 u
tkivu jetre, koji je kod ogledne grupe junica povecan priblizno Sest puta u odnosu na
prepartalne vrijednosti, a kod kontrolne grupe junica smanjen za priblizno 10%.
Istovremeno, viSe koncentracije insulina i glukoze u krvi junica ogledne grupe,
zajedno sa viSim sadrzajem glikogena u jetri, vjerovatno su inhibirale ili usporile
nekontrolisanu postpartalnu lipolizu u masnom tkivu 1 lipomobilizaciju, ¢ime je
smanjeno opterecenje hepatocita. Ovaj nalaz je u skladu sa rezultatima do kojih je doSao
Haiyrli (2006). Ocuvana sintetska funkcija hepatocita omogucila je im je sintezu
apoproteina nosaca za trigliceride, stvaranje VLDL 1 odnoSenje masti iz jetre, ¢ime je
stepen zamasc¢enja dodatno smanjen. Do sli¢nih zaklju¢aka dosli su i1 drugi autori
(Strang i sar., 1998; Bernabucci i sar., 2004; VVan den Top i sar., 2005; Grummer, 2008;
Oikawa i sar., 2010). Manji stepen zamaséenja omogucio je hepatocitima junica ogledne
grupe da nesmetano obavljaju svoje sintetske i detoksikacione funkcije u periodu kada

su te funkcije kod junica kontrolne grupe bile ograni¢ene zbog deponovanja masti u
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jetri, na Sta ukazuje i nalaz vise postpartalne koncentracije IGF-1, kao indikator

povoljnijeg bilansa energije.

6.7. Uticaj aplikacije PTU na mlijeCnost i trajanje servis perioda

Dnevna mlijec¢nost junica ogledne i kontrolne grupe u periodu od 7. do 60. dana
laktacije prikazana je na grafikonu 6.7.1. Detaljna statisticka obrada tih podataka data je
u poglavlju Rezultati, a na grafikonu je prikazan trend kretanja vrijednosti, u cilju
lakSeg tumacenja dobijenih rezultata.

PoviSena koncentracija tireoidnih hormona nakon prestanka davanja PTU preko
stimulacije aktivnosti mitohondrija intenzivira procese razlaganja masnih kiselina u
jetri, ali i drugim tkivima (Wrutniak-Cabello i sar., 2001). To potencira njihovo
iskoriStavanje za potrebe lokalnog energetskog metabolizma, zbog Cega je preuzimanje
masnih kiselina u svim perifernim tkivima kod ogledne grupe povecano, a koncentracija
u krvi smanjena. U prilog poja¢anom metabolizmu u tkivu jetre kod junica ogledne
grupe govori 1 nalaz pojacane aktivnosti DIO1 u jetri. Istovremeno, povisena
koncentracija tireoidnih hormona u sistemskoj cirkulaciji omogucava mlijecnoj zlijezdi
da ih preuzme i iskoristi za potrebe lokalnog metabolizma (Pezzi i sar., 2003).

Preuzimanje i iskoriStavanje masnih kiselina iz krvi naroCito je izrazeno u
mlije¢noj zlijezdi, $to se odrazava i na proizvodnju mlijeka, koja kod junica ogledne
grupe naglo raste od pocetka ispitivanog perioda i izjednaCava se sa proizvodnjom
mlijeka junica kontrolne grupe ve¢ trinaestog dana laktacije, da bi potom i dalje rasla i
od 28. dana laktacije pa sve do kraja ispitivanog perioda bila visa za oko tri litra dnevno
u odnosu na junice kontrolne grupe. U prilog ovoj tvrdnji su rezultati do kojih su dosli
Eslamizad i saradnici (2010).

Dodatni faktor koji povecava proizvodnju mlijeka kod ogledne grupe junica jeste i
visa glikemija tokom ranog postpartalnog perioda, koja omogucava mlijecnoj Zlijezdi da
iz sistemske cirkulacije preuzme vecu koliinu glukoze §to pozitivno utice na lokalni
energetski metabolizam i koli¢inu izlu¢enog mlijeka (Liu i sar., 2010). Na vezu
potrosnju glukoze u tkivu mlijecne zlijezde i1 koliine proizvedenog mlijeka ukazuje
niza glikemija koja je kod junica ogledne grupe ustanovljena 30. i 60. dana nakon
teljenja. Ovaj nalaz je u skladu sa podacima koje navode Lomander i saradnici (2012).
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Mlije¢nost (1)

Grafikon 6.7.1. Mlije¢nost junica kontrolne i ogledne grupe
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Zulu i saradnici (2002a, b) navode da oslabljena postpartalna aktivnost jetre
nepovoljno uti¢e na pojavu postpartalne reproduktivne aktivnosti mlijecnih krava, jer
izostaje sinteza IGF-1 koji ima stimulativni efekat na folikularnu dinamiku na jajnicima
I ovulaciju. Oc¢uvana sintetska funkcija jetre, ustanovljena u ovom istrazivanju kod
junica ogledne grupe tokom postpartalnog perioda pozitivno je uticala na koncentraciju
IGF-1 (Bobe i sar., 2004; Gross i sar., 2011), kao hormonalnog medijatora koji podstice
obnovu epitela materice 1 mlijecne zlijezde 1 pokre€e postpartalnu ciklicnu aktivnost
jajnika, zbog Cega je kod njih involucija materice bila brza, a servis period kraéi u
odnosu na junice kontrolne grupe, iako nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u
trajanju servis perioda.

Povoljniji bilans energije, koji se manifestovao odrZzavanjem viSe koncentracije
glukoze 1 nizih koncentracija BHBA takode je pozitivho uticao na skracenje servis
perioda kod ogledne grupe junica, $to je u skladu sa zaklju¢cima do kojih su dosli Reist
I saradnici (2000) i Koller i saradnici (2003). Ovi autori su ustanovili da krave sa visim
koncentracijama BHBA tokom prvih Sest nedelja nakon teljenja imaju duZi servis
period i odloZenu pojavu postpartalne reproduktivne aktivnosti u odnosu na krave kod
kojih je koncentracija BHBA niza.

Posmatrano na nivou farme, statisticki znacajno skracenje servis perioda
ostvareno kod junica ogledne grupe imalo je pozitivan efekat na njihove reproduktivne i
proizvodne performanse, zbog Cega rezultati ovog istrazivanja imaju 1 odgovarajuci

prakticni znacaj.
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7.

ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata i njihovog tumacenja izvedeni su sljede¢i zakljucci:

Peroralna aplikacija PTU u dozi od 4 mg/kg tjelesne mase tokom posljednjih
dvadeset dana graviditeta indukovala je hipotireozu, koja se manifestovala statisticki
znacajnim smanjenjem koncentracije T4 1 T3 u Krvi junica ogledne grupe.

Nakon prestanka tretmana, odmah nakon teljenja, koncentracija T3 se znacajno
povecala, dok se koncentracija T4 povecala dva dana kasnije. To ukazuje da se po
prestanku davanja PTU prvo uspostavlja aktivnost dejodinaza u perifernim tkivima,
a tek potom sinteza i sekrecija hormona na nivou tireoidee.

Kompenzatorna hipertireoza nastala u ranom postpartalnom periodu kod ogledne
grupe junica manifestovala se znacajno viS§im koncentracijama hormona tireoidee u
poredenju sa vrijednostima dobijenim u istom periodu kod kontrolne grupe junica
koje nisu bile pod tretmanom.

U toku tretmana sa PTU vrijednosti insulinemije i glikemije su bile statisticki
znacajno vise kod junica ogledne grupe, Sto ukazuje na odreden stepen insulinske
rezistencije. U prilog tome govore i vrijednosti HOMA indeksa, koje su kod njih
bile znacajno veée u odnosu na junice kontrolne grupe, pocevsi od sedmog dana
nakon prve aplikacije PTU, pa sve do kraja tretmana, odnosno do teljenja.

Visoka insulinemija, nastala kao posljedica indukovane hipotireoze, inhibitorno je
uticala na proces lipomobilizacije i intenzitet ketogeneze. Zbog toga je u toku
trajanja tretmana koncentracija BHBA u krvi bila znacajno niza kod oglednih u
odnosu na junice kontrolne grupe.

Znacajno niza koncentracija BHBA u krvi junica ogledne grupe i u postpartalnom
periodu, uz istovremeni nalaz povisene insulinemije i glikemije, ukazuje da je kod
njih kao rezultat kompenzatorne hipertireoze u tom periodu umjesto negativnog
uspostavljen pozitivan bilans energije.

Koncentracija IGF-I je tokom cijelog ispitivanog perioda bila znacajno visa kod
junica ogledne grupe, Sto ukazuje da je njihov energetski status bio povoljniji, kako
tokom perioda indukovane hipotireoze (prepartalno), tako i tokom perioda

kompenzatorne pojacane aktivnosti tireoidee (postpartalno).
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ZnaCajno manji stepen zamascenja jetre ustanovljen kod junica ogledne grupe je
rezultat smanjenog priliva masnih Kkiselina iz tjelesnih depoa i efikasnijeg
iskoriStavanja mobilisanih masti kao izvora energije u uslovima kompenzatorne
hipertireoze u ranom postpartalnom periodu.

Kao posljedica povoljnijeg energetskog statusa, kako tokom prepartalnog, tako i
tokom postpartalnog perioda, junice ogledne grupe imale su znacajno visu
mlije¢nost 1 kra¢i servis period. Po svemu sudeci, pojacana aktivnost tireoidee u
ranom postpartalnom periodu moze doprinijeti ocuvanju morfoloSkog i
funkcionalnog integriteta jetre, a samim tim i brzem uspostavljanju energetske
ravnoteze na pocetku laktacije, §to je veoma znacajno kod krava sa genetskom

predispozicijom za visoku proizvodnju mlijeka.
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IIpuor 1.
U3zjaBa o ayTopcTBY

[Tormucanu: Bophe Casuh

6poj ymuca:

MN3jaBpyjem

Ja je JOKTOpPCKa JIUCcepTalyja o1 HacIOBOM:

VTHIIaj IpenapTaiHe allIMKalyje IPOIHITHOYpaliIa Ha €HIOKPUHI U META00TMIKH
CTaTyC jyHHUIIA XOIIIITajH pace

® DPE3YIITAT COIICTBEHOT UCTPAXXKUBAYKOT pajia,

e Jla IIpeUIOXKEHA JUCEpPTalnja y UeIMHN HE y JeJOBMMa HHje OHMia IpeioKeHa
3a mobujame OWIO Koje IMIUIOME IIpeMa CTYIHMjCKHM Iporpamuma Ipyrux
BHCOKOIIIKOJICKUX YCTaHOBa,

® Jla Cy pE3yTaTh KOPEKTHO HABEJICHHU U

e a HHCaM KpIOMO/Ta ayTopcKa IpaBa M KOPHCTHO HHTENEKTYalHy CBOJUHY
JIPYTUX JIAIA.

IoTnuc JAOKTOpaHAa

V Beorpany,

| ‘*»
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IlpuJor 2.

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITaMIIaHe U eJ1eKTPOHCKE Bep3uje
AOKTOPCKOT paja

Nme u npesume aytopa: bophe CaBuh

Bbpoj ymuca:

Crymujcku mporpaM: JIOKTOpPCKE aKaJeMCKe CTYIHU]e

HacmoB paga: Ymuai apenapTajine a.HJII/IKaHI/IiC OpOIIUIITHOVDPAIIHIa Ha CHIOKPHHH U
META0OJIMYKH CTaTyC ]VHHIIA XO.TIHITaiH pace

Mentop: IIpod. ap Jlanunjena Kuposcku

[Tormucanu: bHophe Cauh

U3jaBJbyjeM Ja je IITaMIlaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pala MCTOBETHA eleKTPOHCKO]
BEp3Wju KOjy caM Tmpelao/ma 3a oOjaBjbMBambe Ha mopramy JluraranasHor
penosuTtopujyma YHuBep3uTera y Beorpany.

Jlo3BoJbaBaMm Jia ce 00jaBe MOjH JTMYHM IOJIAIIA Be3aHH 3a JoOUjame aKaJIeMCKOI 3Barba
JOKTOpa HayKa, Kao INTO ¢y UMe U IIpe3rMe, ToIUHa H MecTo polema U JaTyM og0paHe

pana.

OBM JMYHM ITOJAIld MOTY ce O0jaBUTH Ha MpEXHUM CTpaHuIlaMa JIUTHTalIHe
OMOIUOTEKE, Y €JIEKTPOHCKOM Karalory H y IIyONmuKauujamMa YHHBEP3HUTETa Y

Beorpany.

IMormuc JOKTOpaHIa

V Beorpany,

/ﬁ va«%?
e
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IIpwuaor 3.

MzjaBa o kopumhemy

Osnamhyjem VHEBep3uteTcky Gubmoreky ,,CeToszap Mapkosuh® na y Jlururamsu
perosutoprjym YHmBep3uTeTa y Beorpany yHece MOjy JOKTOPCKY HHCEPTALH]y HOX
HACIIOBOM:

VTHIgj IpenapTaiHe alHKamyje IPOIHITHOYPAIUIA Ha eHIOKPUHA U METa00IMIKH
CTaTyC jYHHIIA XOJIIITajH pace

KO0ja je Moje ayTOPCKO IEIO.

JlicepTanujy ca CBUM MPIJIO3MMa IIPefao/a caM y eNeKTPOHCKOM (GopMary IorOTHOM
3a TPajHO apXUBUPAILE.

Mojy TOKTOPCKY JMCEPTalHjy OXpameHy Y JIMTUTATHY PENo3UTOPHjyM Y HIBEP3HTETA
y Beorpaxy Mory Jia KOpHCTe CBH KOjH TIOINTY]y ofpende canpxaHe y onadpaHoM THITY
nuenne Kpearusne 3ajenuuue (Creative Commons) 3a K0jy caM ce omIy4Ho/na.

1. AyropcTBo
2. AYTOPCTBO - HEKOMEPIH]aTHO
3. AyTopcTBO — HEKOMepIIHjalHo — 0e3 Ipepaje
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIMjAIHO — JEIUTH O] UCTUM yCIOBAMA
5. AytopctBO — 0e€3 Impepaje
@ympcmo — JIeJTUTH TI0J] UCTUM YCJIOBAMA

(MoImMo 1a 3a0KpYKHTe CaMo jeQHy OX ImecT MOHyheHMX IHICHIHM, KpaTak OIHC
JMICHIM JIaT je Ha ToJehuHu JIHUCTa).

IloTuic JOKTOpaH/Ia

V Beorpany,
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