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IV PREGLED DOKTORSKE DISERTACIJE (navesti broja strana poglavlja, slika, Sema,
grafikona i sl.): Doktorska disertacija kandidata Ljubomira Jovanovi¢a napisana je na 90
strana i sadrZi slede¢a poglavlja: Uvod (2 strane), Pregled literature (15 strana), Cilj i zadaci
istraZivanja (2 strane), Materijal i metode rada (13 strana), Rezultati istraZivanja (23 strane),
Diskusija (13 strana), Zaklju€ci (2 strane), Literatura (20 strana). Poslednje 4 strane su
biografija i izjave. Zahvalnica i kratak sadrZaj na srpskom i engleskom jeziku nalazi se u prvih
5 strana. U disertaciji se nalazi 15 tabela (1 tabela u poglavlju Materijal i metode i 14 tabela u
poglavlju Rezultati) i 13 slika (3 slike u poglavlju Pregled literature i 10 u poglavlju Rezultati).

V  VREDNOVANjE POJEDINIH DELOVA DOKTORSKE DISERTACIJE (dati kratak opis
svakog poglavlja disertacije: uvoda, pregleda literature, cilja i zadataka istrazivanja,
materijala i metoda, rezultata, diskusije, spiska referenci):

U Uvodu kandidat navodi da su ranija istraZivanja ukazivala na povezanost
metabolizma insulina i hroma na nacin da deficit hroma dovodi do smanjene osetljivosti
perifernih tkiva na insulin. Takode, navodi se da je utvrden uticaj hroma na koncentraciju IGF-
I, ali da nisu radena istrazivanja o uticaju hroma na druge komponente IGF sistema (IGF-I,
IGF vezujuce proteine i receptore za IGF molekule). Na osnovu €injenice da se insulin, zbog
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izvesnog afiniteta prema IGF receptorima, smatra komponentom IGF sistema, pretpostavlja
se da postoji izvesna interakcija hroma i IGF osovine. Ispitivanja interakcije metabolizma
insulina i hroma, u in vivo uslovima, naj¢e$¢e se sprovode na molekularnom nivou, u
uzorcima miSi¢nog tkiva dobijenim biopsijom od jedinke kojoj je aplikovan hrom. Ovakva
ispitivanja su vrSena kod ljudi i laboratorijskih Zivotinja, ali ne i kod goveda kod kojih se, u
odnosu na monogastri¢ne vrste, mogu oCekivati izvesne razlike u dobijenim rezultatima, a s
obzirom na specificnost metabolizma ugljenih hidrata. Od izuzetne je vaZznosti utvrditi mesto
interakcije hroma i elemenata insulinske osovine, jer se jedino sa tim saznanjem, moZe izvrsiti
modulacija metabolizma dodavanjem ovog mikroelementa, a u cilju adekvatnog pospeSivanja
rasta i razvoja jedinke. Kandidat u uvodu dodatno ukazuje na nedostatak literaturnih podataka
0 mestu interakcije hroma sa metabolickim putevima insulina i IGF-1 i navodi da bi
molekularna ispitivanja na nivou misi¢nog tkiva teladi kojima je peroralno aplikovan hrom
doprinela, ne samo tumacenju mehanizma delovanja hroma, ve¢ i saznanju o tome da li
dodavanje hroma kao suplementa u ishrani teladi moze pozitivno da utiCe na smanjenje
stresa izazvanog metabolic¢kim ,prestrojavanjem* prilikom zalu€ivanja teladi.

Pregled literature je podeljen u pet podpoglavlja. U prvom podpoglavlju kandidat
opisuje hemijske osobine hroma i istorijske podatke vezane za izu€¢avanje hroma. U drugom
podpoglavlju kandidat nabraja hemijske forme hroma koje su do sada koriS¢ene u
eksperimentima na ljudima i Zivotinjama. Navode se literaturni podataci vezani za efekte
dodatog hroma iz razli¢itih hemijskih formi. U tre¢em podpoglavlju kandidat navodi podatke
vezane za bioraspoloZivost hroma. Navode se literaturni podaci vezani za unoSenje hroma u
organizam, resorpciju hroma, oblike hroma prisutne u cirkulaciji, ulazak hroma u celije i
izluivanje hroma iz organizma. Takode, navode se literaturni podaci o stepenu i obliku
zadrzavanja hroma u razli€itim tkivima. U Cetvrtom podpoglavlju opisuje se bioloski znacaj
hroma. Navode se podaci vezani za uticaj hroma na metabolizam ugljenih hidrata, lipida i
nukleinskih kiselina. Poseban deo ovog podpoglavlja opisuje bioloSki zna¢aj hroma kod teladi
i daje presek literaturnih podataka vezanih za eksperimente sa hromom koji su izvedeni na
teladima. U petom podpoglavlju kandidat opisuje interakciju hroma sa hormonalnim statusom
jedinke. Na pocetku se navode najznacajniji literaturni podaci vezani za signalni put insulina,
a zatim se razmatraju dosadasnja saznanja vezana za uticaj hroma na razliite molekule
unutar signalnog puta insulina. Zatim se iznose osnovni podaci vezani za IGF sistem i
njegovu regulaciju, sa naglaskom na interakciji insulina i IGF sistema. Na kraju se iznosi
presek literaturnih podataka vezanih za uticaj hroma na IGF sistem. U okviru ovih
podpoglavlja, kandidat kroz prikaz podataka iz literature jasno ukazuje na nedostatak
podataka koji se odnose na in vivo ispitivanja uticaja hroma na signalni put insulina i na IGF
sistem kod teladi. Takode, naglaSava se zna€aj ovakvih ispitivanja i moguénost da se kroz
njih protumace &esto kontradiktorni podaci vezani za uticaj hroma na metabolizam teladi.

Cilj istraZivanja u okviru ove doktorske disertacije bio je da se ispita uticaj peroralne
aplikacije hroma (organski trovalentni hrom vezan za kvasac) na insulinsku osovinu i IGF
sistem kod teladi uzrasta od mesec dana do Cetiri meseca. Ovaj uzrast je odabran jer je to
period kada telad prelaze sa mleCne ishrane na ishranu kabastim i koncentrovanim
hranivima, svojstvenu odraslim preZivarima, odnosno to je period metabolickog
“prestrojavanja” kod teladi. Da bi se ispunio zadati cilj postavljeni su slede¢i zadaci: (1) izvesti
biopsiju misiénog tkiva, dva puta u toku trajanja ogleda, 0. i 70. dana, kod kontrolne grupe
teladi i grupe kojoj je peroralno aplikovan hrom. (2) U bioptatima odrediti zastupljenost
proteina signalnog puta insulina i to: insulinskog receptora (IRB), supstrata insulinskog
receptora fosforilisanog na tirozinu 632 QpIRS-l Tyr®®), supstrata insulinskog receptora
fosforilisanog na serinu 307 (pIRS-1 Ser® ), protein kinaze B (Akt) fosforilisane na serinu
473 (pAkt Serm), transportnog molekula za glukozu (GLUT4) i AMP- zavisne protein kinaze
(AMPK).(3) lzvesti intravenske testove optereéenja glukozom (IVGTT) Cetiri puta u toku
trajanja ogleda i to 0., 30., 50. i 70 dana ogleda kontrolnoj grupi teladi i grupi kojoj je peroralno
aplikovan hrom. (4) Na osnovu dobijenih rezultata sa IVGTT, proceniti insulinski odgovor i
perifernu utilizaciju glukoze kod kontrolne grupe teladi i grupe kojoj je peroralno aplikovan
hrom. (5) Odrediti koncentraciju glukoze i insulina u uzorcima krvnog seruma teladi uzetim u
intervalima od 10 dana pocevsi od uzrasta od mesec dana do &etiri meseca, kod kontrolne
grupe teladi i grupe kojoj je peroralno aplikovan hrom. (6) Odrediti koncentracije IGF-I i
pojedinih IGF vezujuéih proteina (IGFBP 1,2,3,4) u uzorcima krvnog seruma teladi 0., 10., 50.
i 70 dana ogleda, po€evsi od uzrasta od mesec dana do Cetiri meseca, kod kontrolne grupe
teladi i grupe kojoj je peroralno aplikovan hrom. (7) Odrediti koncentraciju odabranih
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biohemijskih i hormonskih parametara krvi: NEFA, BHBA, holesterola, triglicerida, ukupnih
proteina, albumina, globulina i kortizola u uzorcima krvnog seruma teladi u intervalima od 10
dana poCevsi od uzrasta od mesec dana do Cetiri meseca, kod kontrolne grupe teladi i grupe
kojoj je peroralno aplikovan hrom. (8) Izmeriti telesnu masu teladi u intervalima od 10 dana
pocevsi od uzrasta od mesec dana do Cetiri meseca, kod kontrolne grupe teladi i grupe kojoj
je peroralno aplikovan hrom.

Materijal i _metode rada su detaljno opisani u posebnom poglavlju. Na pocetku
ogleda telad uzrasta mesec dana je podeljena u dve grupe: telad kontrolne grupe (NCr, n=12)
koja je dobijala standardan obrok i telad ogledne grupe (PoCr, n=12) koja je, pored
standardnog obroka, svakodnevno peroralno dobijala hrom organski vezan za kvasce (Co-
Factor Ill Cr Yeast, Alltech, 0.1 % Cr+3). Hrom (0,04 mg po kg TM), rastvoren u 50 mL mleka,
je aplikovan pomocu brizgalice izazivanjem refleksa sisanja. Aplikacija je vrSena tokom celog
perioda trajanja ogleda od 70 dana. Teladi kontrolne grupe je u istom periodu peroralno
aplikovano mleko bez dodatka hroma, u istoj koli€ini kao i oglednoj grupi. Telesna masa teladi
obe grupe merena je u intervalima od 10 dana odnosno 0., 10., 20., 30., 40., 50., 60. i 70.
dana ogleda. Tokom ogleda uzimani su uzorci miSi¢nog tkiva 0. i 70. dana ogleda, kao i
uzorci krvi u intervalima od 10 dana odnosno 0., 10., 20., 30., 40., 50., 60. i 70. dana ogleda.

Uzorci miSicnog tkiva NCr i PoCr grupe su uzeti perkutanom biopsijom m.
semitendinosus. Analize su obuhvatale odredivanje zastupljenosti proteina ukljuéenih u
signalni put insulina: insulinskog receptora (IRB), supstrata insulinskog receptora
fosforilisanog na tirozinu 632 spIRS-l Tyr6 2), supstrata insulinskog receptora fosforilisanog
na serinu 307 (pIRS-1 Ser® ), protein kinaze B (Akt) fosforilisane na serinu 473 (pAkt
Ser*™), transportnog molekula za glukozu (GLUT4) i AMP- zavisne protein kinase (AMPK).
Analize zastupljenosti proteina i fosforilacije molekula signalnog puta insulina iz uzorka
ukupnog lizata misiénog tkiva su odredivane Western blot metodom. Kvantifikacija dobijenih
signala vrdena je denzitometrijski koris¢enjem softvera ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA).

Uzorci krvi su uzimani punkcijom v. jugularis. Nakon spontane koagulacije na sobnoj
temperaturi, serum je izdvajan centrifugiranjem na 3000 obrtaja tokom 10 minuta. Dobijeni
krvni serum je skladisten na temperaturi od -20°C, sve do izvodenja analiza. U uzocima
seruma dobijenog 0., 10., 20., 30., 40., 50., 60. i 70. dana ogleda odredivana je koncentracija
glukoze, insulina, BHBA, holesterola, triglicerida, ukupnih proteina, albumina, globulina i
kortizola. Koncentracija glukoze je odredivana koris¢enjem komercijalnih dijagnosti¢kih kitova
(Randox, Crumlin,Velika Britanija). Koncentracije beta-hidroksi butirata (BHBA) su odredivane
kinetickom enzimskom metodom i koris¢enjem komercijalnog dijagnosti¢kog kita (Randox,
Crumlin,Velika Britanija). Koncentracija holesterola, triglicerida, ukupnih proteina, albumina,
globulina krvnog seruma odredivana je kolorimetrijski i enzimskim metodama koriSéenjem
komercijalnih test paketa (BioMereux, Marcy-lIEtoile, France). Svi biohemijski parametri
izmereni u krvnom serumu su odredeni na poluautomatskom biohemijskom analizatoru STAT
FAX 3300 AVRENESS TECHNOLOGY INC (SAD). Za odredivanje koncentracije insulina
koris¢en je komercijalni RIA test (RIA-insulin INEP, Beograd, Srbija). Koncentracija kortizola
odredivana je radioimunoloskom metodom koriS¢enjem komercijalnih test paketa (RIA
kortizol, INEP Beograd , Srbija). U uzorcima seruma dobijenim 0., 10., 30., 50. i 70. dana
ogleda odredivana je koncentracija IGF-l. Za odredivanje koncentracije IGF-I koris¢en je
komercijalni RIA IGF-I test (INEP, Zemun). U uzorcima seruma dobijenim 0., 10., 50. i 70.
dana ogleda odredivana je zastuplijenost IGF vezuju¢ih proteina (IGFBP-1,2,3 i 4).
Zastupljenost IGFBP je odredivana Western blot metodom. Kvantifikacija dobijenih signala
vrsena je denzitometrijski koriS¢enjem softvera ImageJ (NIH; Bethesda, MD, USA).

Intravenski testovi optere¢enja glukozom (IVGTT) su izvedeni Cetiri puta u toku
trajanja ogleda i to 0., 30., 50. i 70 dana ogleda. Aplikovan je 50% rastvor glukoze (glukoza
2,78 mol/L wt/vol; Zorka Sabac, Srbija) bolus infuzijom u dozi od 500 mg/kg telesne mase.
Neposredno pre davanja rastvora glukoze uzorkovana je krv (nulto vreme). Naknadni uzorci
krvi su uzimani 15., 30., 60., 90. i 120. minuta nakon davanja glukoze. Koncentracije glukoze i
insulina su odredivane u svim uzorcima, dok su koncentarcije NEFA odredivane samo u
nultim uzorcima. Koncentracija NEFA odredivana je koriS¢éenjem enzimske kolorimetrijske
metode uz pomoé¢ komercijalnih dijagnosti¢kih kitova (Randox, Crumlin,Velika Britanija)
Kinetika glukoze tokom testa opterecenja je odredena koriSéenjem sledecih parametra:
Togukeza - bazalna koncentracija glukoze, Pikguoza - Maksimalna koncentracija glukoze, k —
stepen opadanja koncentracije glukoze tokom testa, T.,- poluvreme eliminacije glukoze, kao i
AUCgukoza - povrSina ispod krive glukoze tokom testa tolerancije pracena od 0. do 120.
minuta. Kinetika insulina tokom testa optere¢enja je odredena koris¢enjem sledecih
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parametra: Tonsuin. Dazalna koncentracija insulina, Pikisuin - maksimalna koncentracija
insulina, AMAXinsuin - maksimalni porast insulina i AUCinsuin - povrsina ispod krive insulina
tokom testa tolerancije pra¢ena od 0. do 120. minuta. Za procenu insulinske rezistencije kod
teladi je koris¢en matematiCki pokazatelj insulinske senzitivhosti (RQUICKI- revised
guantitative insulin sensitivity check index). Za izraCunavanje je koriS¢ena formula koju su
opisali Holtenius and Holtenius (2007), a za njeno izraCunavanje su koris¢ene bazalne
vrednosti glukoze, insulina i NEFA, po modelu: RQUICKI=1/[log glukoza (mg/dL)+ log insulin
(wU/mL)+log NEFA (mM)]. Niska vrednost indeksa ozna¢ava smanjenu osteljivost na insulin.

Svi rezultati su predstavljeni tabelarno ili graficki koriS¢éenjem parametara deskriptivhe
statistike: srednja vrednost + standardna greSka. StatistiCka obrada podataka je izvrSena
koris¢enjem programa STATISTICA v.8 (StatSoft, Inc., Tulsa, Ok, USA). Dvosmerna analiza
varijanse (eng. Two way ANOVA) je primenjena u cilju odredivanja zna¢ajnosti izmedu grupa
i ispitivanog perioda. Za analizu stepena znacajnosti razlika ispitivanih parametara izmedu
pojedinih oglednih grupa kao post hoc test koriséen je Studentov “t” test. Statisticki znacajnim
su smatrane p vrednosti <0,05, <0,01 i <0,001, dok su vrednosti < 0,1 prikazane kao
pokazatelji tendencije promena odredenih parametara.

Rezultati su prikazani odvojeno za zastupljenost proteina signalnog puta insulina,
intravenski test opterecenja glukozom, koncentracije biohemijskih parametara i hormona u
krvi, koncentracije IGF-I i zastupljenost IGF vezujucih proteina u krvi.

Nije postojala statisticki znaCajna razlika u zastupljenosti IRB izmedu NCr i PoCr
grupe na pocetku ogleda, odnosno pre pocetka peroralne aplikacije hroma. Tokom oglednog
perioda, kod NCr grupe utvrdeno je statisticki znacajno smanjenje (p< 0,05) zastupljenosti
IRB, dok je kod PoCr grupe zabeleZena tendencija porasta (p=0.057) istog molekula.
Zastupljenost IRB, 70. dana ogleda, bila je statisti¢ki znacajno vec¢a (p< 0,05) kod PoCr u
odnosu na NCr grupu.

Nije utvrdena statistiCki zna€ajna razlika u zastupljenosti pIRS-1 Tyr~* izmedu NCr i
PoCr grupe na pocetku ogleda, odnosno pre pocetka peroralne aplikacije hroma. Kod obe
ispitivane grupe je doSlo do porasta pIRS-1 Tyr632 u toku oglednog perioda, s tim §to je jedino
kod PoCr grupe ovaj porast bio statisti¢ki znadajan (p< 0,001). Zastupljenost pIRS-1 Tyr®*,
70. dana ogleda, bila je statisti¢ki znacajno veca (p< 0,001) kod PoCr u odnosu na NCr

grupu.

632

Nije utvrdena statistiCki zna¢ajna razlika u zastupljenosti pIRS-1 Ser*® izmedu NCr i
PoCr grupe na pocetku ogleda, odnosno pre peroralne aplikacije hroma. Kod obe ispitivane
grupe nije utvrdena znaCajna promena u zastupljenosti pIRS-1 Ser’® u toku oglednog
perioda. Takode, 70. dana ogleda nije bilo razlike izmedju NCr i PoCr grupe u zastupljenosti
pIRS-1 Ser®”.

Nije utvrdena statistiCki zna€ajna razlika u zastupljenosti pAkt Ser*” izmedu NCr i
PoCr grupe na pocetku ogleda, odnosno pre peroralne aplikacije hroma. Kod NCr grupe nije
bilo promene u zastupljenosti pAkt Ser*” u toku oglednog perioda, dok je zastupljenost pAkt
Ser*”® kod PoCr grupe statisticki znagajno porasla (p< 0,05). Zastuplienost pAkt Ser*’®, 70.
dana ogleda, bila je statisti¢ki znacajno (p< 0,05) ve¢a kod PoCr grupe u odnosu na NCr
grupu.

Nije utvrdena statisti¢ki zna¢ajna razlike u zastupljenosti GLUT4 izmedu NCr i PoCr
grupe na pocetku ogleda, odnosno pre peroralne aplikacije hroma. Kod NCr grupe nije bilo
promene u zastupljenosti GLUT4 u toku oglednog perioda, dok je zastupljenost GLUT4 kod
PoCr grupe statistiCki zna¢ajno porasla (p< 0,05) u toku oglednog perioda. Zastupljenost
GLUT4, 70. dana ogleda, kod PoCr grupe imala je tendenciju povecéanja (p=0,09) u odnosu
na NCr grupu.

Nije utvrdena statistiCki zna€ajna razlika u zastupljenosti AMPK izmedu NCr i PoCr
grupe na pocetku ogleda, odnosno pre peroralne aplikacije hroma. Kod NCr grupe nije bilo
promene u zastupljenosti AMPK u toku oglednog perioda, dok je zastuplijenost AMPK kod
PoCr grupe statistiCki znacajno porasla (p< 0,001). Zastupljenost AMPK, 70. dana ogleda,
bila je statisti¢ki zna€ajno veéa (p< 0,001) kod PoCr grupe u odnosu na NCr grupu.

U IVGTT izvedenim 30. i 70. dana, kod PoCr grupe zabelezZena je statisti¢ki znacajno
niza bazalna koncentracija glukoze (TOgukoza) U 0dnosu na NCr grupu (p< 0,05 za oba testa).
Tokom izvodenja IVGTT 50. dana ogleda kod PoCr grupe zabelezne su statisti¢ki znacajno
viSe (p< 0,05) k vrednosti (1,5+0.1 % min) u odnosu na NCr grupu (1,0+0,2 % min), statisticki
znacajno nize (p< 0,05) vrednosti za T ¥2 (47,4+4,4 min) u odnosu na NCr grupu (73,7+1,0
min), kao i statisticki zna€ajno niZe (p< 0,05) vrednosti za AUCgkeza (705,2124,2 mMxmin) u
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odnosu na NCr grupu (820,9+30,8 mM/xmin). Vrednosti za Pikgueza S€ Nisu razlikovale
izmedu grupa ni u jednom od izvedenih IVGTT.

Kod PoCr grupe utvrdena je statistiCki znacajno niza bazalna koncentracija insulina
(TOinsuiin), U 0dnosu na NCr grupu, u IVGTT izvedenim 30. i 70. dana (p< 0,05 za oba testa).
Tokom izvodenja IVGTT 70. dana ogleda kod PoCr grupe zabelezne su statisti¢ki znacajno
nize (p< 0.05) vrednosti za PikKinsyin (116,9415,3 plU/mL ) u odnosu na NCr grupu
(173,2£17,1 plU/mL). lako se vrednosti za AMAXsuin Nisu statisti¢ki znacajno razlikovale
izmedu grupa zabeleZena je tendencija smanjenja kod PoCr grupe u IVGTT izvedenim 50. i
70. dana. Vrednost AMAX.suin kod PoCr grupe, dobijena u testu izvedenom 50. dana ogleda,
iznosila je 80,1+7,6 plU/mL naspram vrednosti od 111,4+14,4 nlU/mL za NCr grupu (p=0.09),
dok je vrednost AMAXisuin kod PoCr grupe, dobijena u testu izvedenom 70. dana ogleda,
iznosila 99,1+14,8 ulU/mL naspram vrednosti od 146,1+17,6 plU/mL za NCr grupu (p=0.09).
Vrednosti za AUCisuin S€ nisu razlikovale medu ispitivanjim grupama ni u jednom od
izvedenih testova opterecéenja.

Vrednosti za RQICKI su bile statistiCki znacajno viSe (p< 0,05) kod PoCr grupe u
IVGTT izvedenim 30. i 50. dana ogleda. Naime, vrednost RQICKI, u IVGTT izvedenom 30.
dana ogleda, kod PoCr grupe je iznosila 0,5+0,0 naspram 0,4+0,0 kod NCr grupe, dok je
vrednost RQICKI izraCunata 50. dana ogleda kod PoCr grupe iznosila 0,5+0,1 naspram
0,4+0,0 kod NCr grupe.

ZabeleZene su nize koncentracije glukoze kod PoCr grupe, u odnosu na NCr grupu, u
svim ispitivanim periodima pocevsi od 20. dana nakon aplikacije, sa statistiCki znacajnom
razlikom 30. i 70. dana (p< 0.05, pojedinacno). Glikemija kod NCr grupe je 30. dana ogleda
iznosila 4,5+0,2 mM, dok je kod PoCr grupe iznosila 3,7+0,2 mM. Glikemija je, 70. dana, kod
NCr grupe iznosila 4,8+0,0 mM naspram 4,6+0,1 mM koliko je iznosila kod PoCr grupe. Nije
bilo statisticki znacajne razlike izmedu grupa u koncentraciji BHBA, NEFA, holesterola,
triglicerida, ukupnih proteina i albumina niti u jednom od ispitivanih dana. ZabeleZzeno je
statistiCki zna¢ajno povecéanje (p< 0.05) koncentracije globulina kod PoCr u odnosu na NCr
grupu 50. dana nakon aplikacije hroma kada je kod NCr grupe koncentracija globulina
iznosila 34,9+3,5 g/L, a kod PoCr grupe 46,3+3,0 g/L.

ZabeleZene su statisti¢ki zna€ajno nize (p< 0,05) koncentracije insulina kod PoCr
grupe, u odnosu na NCr grupu, 30. i 70. dana ogleda, odnosno istih dana kada je utvrdena
statisticki zna€ajna razlika u koncentracijama glukoze izmedu grupa. Insulinemija kod NCr
grupe je 30. dana ogleda iznosila 20,6+1,8 plU/mL, dok je kod PoCr grupe iznosila 8,3+1,0
plU/mL. Insulinemija je, 70. dana, kod NCr grupe iznosila 27,0 4,3 ylU/mL naspram 17,9+1,4
pIU/mL koliko je iznosila kod PoCr grupe. Kod PoCr grupe, 50. dana ogleda, utvrdena je
smanjena koncentracija kortizola kod PoCr u odnosu na NCr grupu, pri ¢emu je razlika bila na
granici statisticke znacajnosti (p=0,06).

Kod PoCr grupe zabeleZene su statistiCki znacajno nize (p< 0,05) koncentracije IGF-
I, u odnosu na NCr grupu, 50. dana ogleda. Koncentracija IGF-I kod NCr grupe je 50. dana
ogleda iznosila 28,5+2,1 nM, dok je kod PoCr grupe iznosila 20,2+2,3 nM. Kod obe ispitivane
grupe je utvrden statisticki znacajan porast (p< 0,001, za obe grupe) koncentracije IGF-I u
periodu od 0. do 70. dana ogleda.

Nisu zabeleZene razlike u zastupljenosti IGFBP-1, 2 i 4 izmedu grupa ni u jednom od
ispitivanih dana. Kod PoCr grupe zabeleZena je statistiCki znacajno manja zastupljenost (p<
0,05) IGFBP-3, u odnosu na NCr grupu, 50. dana ogleda, kada je zabeleZzena i statistiCki
znacajna razlika u koncentraciji IGF-1 izmedu grupa.

Nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika u telesnoj masi izmedu grupa ni u jednom od
ispitivanih dana.

U poglavlju Diskusija, kandidat je razmotrio dobijene rezultate i uporedio ih sa
dostupnim podacima iz domace i strane literature.

VI ZAKLjUCCI ISTRAZIVAN]A (navesti zakljuéke koji su prikazani u doktorskoj
disertaciji):

1. Aplikovani hrom je imao pozitivan efekat na zastupljenost ispitivanih molekula,
pozitivnih regulatora signalnog puta insulina u bioptatatima misiénog tkiva teladi.
Naime, zabeleZzen je znaCajan porast zastupljenosti insulinskog receptora (IRB),
supstrata insulinskog receptora fosforilisanog na tirozinu 632 (pIRS-1 Tyr®*?), protein
kinaze B (Akt) fosforilisane na serinu 473 (pAkt Ser*”®), transportnog molekula za
glukozu (GLUT4) i AMP- zavisne protein kinaze (AMPK). Peroralno aplikovani hrom
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nije imao efekta na zastupljenost supstrata insulinskog receptora fosforilisanog na
serinu 307 (pIRS-1 Ser’™), kao negativnog regulatora signalnog puta insulina.

2. U skladu sa nalazima na molekularnom nivou, intravenski testovi optereéenja
glukozom ukazuju na povecanu insulinsku senzitivnost odnosno bolju utilizaciju
glukoze kod grupe kojoj je peroralno aplikovan hrom. Parametri kinetike glukoze koji
idu u prilog navedenom zaklju€ku su znac€ajno nize vrednosti za T ¥2 i AUCgjukoza, k8O
i zna€ajno viSe k vrednosti kod grupe kojoj je aplikovan hrom. Parametri kinetike
insulina su bili u manjoj meri promenjeni pod uticajem aplikacije hroma ali su
zabeleZzene znacajno nize vrednosti za Pikisuin kod grupe kojoj je aplikovan hrom.
Takode, vrednosti za RQICKI su bile statistiCki znacajno viSe kod grupe kojoj je
peroralno aplikovan hrom.

3. Kod grupe kojoj je aplikovan hrom zabeleZene su znacajno niZe vrednosti bazalnih
koncentracija glukoze i insulina 30. i 70. dana ogleda, 5to ukazuje na postojanje
energetskog deficita kod teladi kojoj je peroralno aplikovan hrom, posebno u periodu
nutritivnog prestrojavanja.

4. Peroralna aplikacija hroma teladi dovela je, 50. dana ogleda, do smanjenja
koncentracije IGF-I i IGFBP-3, koje su bile zna¢ajno niZze nego kod teladi koja nije
dobijala hrom, ¢ime je po svemu sudeci povecana bioraspolozivost IGF-I, odnosno
izbegnuti su negativni efekti smanjene koncentracije IGF-I.

5. Nisu zabeleZeni efekti peroralne aplikacije hroma na telesnu masu teladi ni u jednom
od ispitivanih perioda.

6. Dobijeni rezultati ukazuju da peroralno aplikovan hrom znaéajno utice na
metabolizam teladi, posebno u periodu metabolickog prestrojavanja, ali da krajnji
efekat na performanse teladi (teleshu masu, pre svega) moZe zavisiti od
prilagodenosti energetske komponente obroka povec¢anom sadrzaju hroma u
organizmu.

VIl OCENA NACINA PRIKAZA | TUMACEN]A REZULTATA ISTRAZIVAN]A (navesti da li
su dobijeni rezultati u skladu sa postavljenim ciljem i zadacima istraZivanja, kao i da i
zakljuéci proizilaze iz dobijenih rezultata):

Rezultati istrazivanja, koje je u okviru izrade doktorske disertacije sproveo kanidat, su u
potpunosti u skladu sa postavljenim ciliem i zadacima istraZivanja. Dobijeni rezultati su
prikazani tabelarno i grafikonima, a njihov opis je dat logi¢nim redosledom, pregledno, jasnim
i razumljivim stilom. Izvedeni zaklju€ci su jasno formulisani i u skladu sa postavljenim ciljem i
dobijenim rezultatima istrazivanja.

VIIl KONACNA OCENA DOKTORSKE DISERTACIJE:
1. Dali je disertacija napisana u skladu sa obrazloZenjem navedenim u prijavi teme?

Doktorska disertacija kanididata Ljubomira Jovanoviéa pod naslovom ,Uticaj peroralne
aplikacije hroma na insulinsku osovinu i IGF sistem kod teladi holStajn-frizijske rase” je
napisana u skladu sa obrazlozenjem navedenim u prijavi teme.

2. Dali disertacija sadrzZi sve elemente propisane za zavrSenu doktorsku disertaciju?

Doktorska disertacija kanididata Ljubomira Jovanoviéa pod naslovom ,Uticaj peroralne
aplikacije hroma na insulinsku osovinu i IGF sistem kod teladi holStajn-frizijske rase” sadrzi
sve bitne elemente u skladu sa zahtevima za zavrSenu doktorsku disertaciju.

3. Po éemu je disertacija originalan doprinos nauci?

U okviru ove doktorske disertacije izvrSeno je sveobuhvatno ispitivanje uticaja peroralno
aplikovanog hroma na insulinsku osovinu i IGF sistem teladi u in vivo uslovima. Dobijeni
rezultati o mestima interakcije peroralno aplikovanog hroma i molekula signalnog puta
insulina su prvi takve vrste u nau¢nim radovima i omogucéavaju dalja istraZivanja vezana za
mogucnosti modulacije metabolizma teladi od strane hroma, zarad adekvatnog rasta i razvoja
jedinke.
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IX PREDLOG:
Na osnovu ukupne ocene disertacije, komisija predlaze (odabrati jednu od tri
ponudenih moguénosti):
- da se doktorska disertacija prihvati a kandidatu odobri odbrana
- da se doktorska disertacija vrati kandidatu na doradu
- da se doktorska disertacija odbije

DATUM POTPISI CLANOVA KOMISIJE
16.8.2017. godine
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