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HORMONALNI I METABOLICKI STATUS TELADI TOKOM
NEONATALNOG PERIODA POREKLOM OD PRIMAPARNIH MAJKI
TRETIRANIH SA PROPILTIOURACILOM TOKOM GRAVIDITETA

REZIME

Cilj ove doktorske je bio da se ispita efekat hipotireoze majke indukovane tokom
kasnog graviditeta na endokrini i metabolicki status novorodenih teladi tokom prvih
sedam dana neonatalnog zivota. Hipotireoza majke je indukovana davanjem PTU u dozi
od 4mg/kg telesne mase tokom poslednjih 20 dana graviditeta. Nakon radanje, telad
koja poti¢u od majki tretiranih sa PTU (n=10) je svrstano u oglednu grupu, dok je 10
teadi koja su poticala od majki koje nisu tretirane sa PTU svrstano u kontroln grupu.
Sva telad su bila odmah po rodenju odvojena od majki i napajana kolostrumu i mlekom
tokom ispitivanog perioda. Svakodnevno, tokom prvih sedam dana neonatalnog Zivota
teladima je uzimana krv punkcijom v. jugularis. Odmah nakon rodenja teladi uzimani su
uzorci tkiva placente majke 1 tkiva tireoidee teladi. Koncentracija tireoidnih hormona 1i
koncentracija TSH ispitivana je u svim uzetim uzorcima krvi. U uzorcima krvi uzetih 0.,
1., 2., 3., 4. i 7. dana nakon rodenja odredene su koncentracije glukoze, insulina,
kortizola, IGF-I i relativna zastupljenost IGFBP-2 i IGFBP-3. U svim uzorcima krvi
uzetih tokom sedam dana ispitivanja, ispitane su koncentracije ukupnih proteina,
albumina i globulina, kao i koncentracije holesterola i triglicerida. U uzorcima tkiva
placente majki i tkiva tireoidee teladi, ispitivana je ekspresija iRNK za pojedine tipove
dejodinaze, dok su u uzorcima tkiva tireoidee odredivane i histoloske promene.

Telad ogledne grupe radala su se sa znacajno niZim koncentracijama tireoidnih
hormona (T3 i T4) i znacajno visSim koncentracijama TSH u odnosu na telad kontrolne
grupe. Ova razlika je bila znacajna tokom prva dva dana neonatalnog zivota. Pocevsi od
3. dana, koncentracije tireoidnih hormona su se kod ogledne grupe povecavale, a TSH
snizavale, tako da su koncentracije tireoidnih hormona u periodu od 4. do 6. dana bile
znacajno vise a koncentracije TSH znacajno niZze kod ogledne nego kod kontrolne
grupe. Koncentracije insulina su u momentu rodenja bile znacajno nize kod teladi

ogledne grupe u odnosu na telad kontrolne grupe. Vrednosti insulinemije su se kod



ogledne grupe povecavale tako da je vrednost bila veca nego kod kontrolne grupe ve¢ 4.
dana, iako ne statisticki znac¢ajno. Koncentracije glukoze su kdo ogledne grupe bile nize
tokom celog perioda ispitivanja. Koncentracije IGF-I i relativna zastupljenost IGFBP 2 i
IGFBP-3 su kod ogledne grupe takode bile nize u odnosu na kontrolnu grupu u svim
periodima ispitivanja. Znacajno viSe koncentracije kortizola utvrdene su kod ogledne
grupe u odnosu na kontrolnu grupu u svim periodima merenja. Koncentracije ukupnih
proteina kod teladi ogledne grupe se u prva 2 dana neonatalnog Zivota nije znacajno
razlikovala u odnosu na vrednosti kod kontrolne grupe. Nakon 3. dana koncentracije
kod ogledne grupe su bile znacajno nize u odnosu na kontrolnu grupe. Sli¢an rezultat je
dobijen merenjem koncentracija albumina s tim da su znaCajno niZe koncentracije
albumina kod ogledne grupe utvrdene jedino 5. i 6. dana neonatalnog Zivota.
Koncentracije globulina kod ogledne grupe su bile znacajno nize pocevsi od prvog pa
do 7. dana neonatalnog zivota. Kod teladi ogledne grupe koncentracije triglicerida su
bile znacajno vece u svim perioda ispitivanja, dok je koncentracija holesterola bila niza
u odnosu na kontrolnu grupu. U uzorcima tkiva placente majki oglednih teladi
ustanovljena je povecana ekspresija iRNK za sva tri tipa ispitivanih dejodinaza u
odnosu na majke kontrolne grupe teladi. U uzorcima tkiva tireoidee teladi ustanovljena
je ekspresija iRNK DIO1 i posebno DIO2, dok nije ustanovljena ekspresija iRNK za
DIO3. Histoloske analize uzoraka tkiva tireoidee teladi ogledne grupe su pokazale
hiperplasticne promene Zzlezde uz jako povecanje broja folikula, dominaciju
mikrofolikula malog dijametra lumena. Utvrdeni su i neaktivni makrofolikuli sa slabo
izrazenim vakuolizacijama koloida ili bez koloida.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da hipotireoidno stanje majke
tokom poslednje faze graviditeta utiCe na status tireoidne osovine novorodenih
zivotinja, a time 1 na promene u ostalim endokrinim i1 metabolickim parametrima, $to
ukazuje na znacaj tireoidne osovine na rast i razvoj teladi kao i sazrevanje mehanizama

adaptacije novorodencadi tokom ranog neonatalnog perioda zivota.
Kljucne rijeéi: neonatalna telad, hipotireoza, insulin, kortizol, IGF.
Naucna oblast: Morfologija i fiziologija Zivotinja
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HORMONAL AND METABOLIC STATUS OF NEONATAL CALVES BORN
BY PRIMAPAROUS DAMS TREATED WITH PROPYLTHIOURACIL
DURING PREGNANCY

SUMMARY

The aim of this PhD thesis was to was to examine the effect of induced
hypothyroidism in Holstein heifers in the latest stage of pregnancy on endocrine end
metabolic status of newborn calves during the first seven days of neonatal life. The
study was conducted by inducing hypothyroid state in the dams by oral treatment with
4mg PTU/kg body weight, during a period of 20 days prior to expected calving. After
birth, calves originating from dams treated with PTU (n = 10) were classified as
experimental group, while 10 calves that originated from dams not treated with PTU
were classified as the control group. All calves were separated immediately after birth
from their dams and fed colostrum and milk during the test period. During this period,
calves body weight was also determined. Blood samples were taken daily by puncture
of v. jugularis from each calf for the first seven days of life. Immediately after
parturition placental samples and calves thyroid tissue samples were obtained.
Concentrations of thyroid hormones and TSH were determined in all blood samples.
Concentration of IGF-I and relative presence of IGFBP-2 and IGFBP-3 were
determined in samples taken on days 1, 2, 3, 4 and 7 after birth. Concentrations of
glucose, insulin and cortisol were determined in samples taken on days 1, 2, 3, 4, 7.
Concentrations of total protein, albumin, globulin, triglyceride and cholesterol were
determined in samples obtained during the all seven days of study period. On placental
and thyroid tissue samples, expression of iRNA for DIO1, DIO2 and DIO3 were
determined. Determination of histological changes was done on thyroid tissue samples
taken from calves with established macroscopic changes on thyroid gland.

Calves in experimental group were born with significantly lower thyroid
hormone concentrations and significantly higher TSH concentrations compared to
control group. Hypothyroid state was significant within the first two days after birth.

After day 3, concentrations of thyroid hormones increased, so in the period of days 4, 5



and 6 they were higher compared to the control group, while the TSH concentrations
decreased until day 4 after which the TSH concentrations were lower compared to the
control group. During the first two days, concentrations of insulin were significantly
low but increased by day 4 when concentrations of insulin were higher compared to
control group even though the differences with control group were not significant. The
concentrations of glucose were lower throughout the study period. Concentration of
IFG-I and relative presence of IGFBP-2 and IGFBP-3 in experimental group were lower
compared to the control group throughout the study period. Significantly high
concentrations of cortisol were determined in experimental group in all periods of
measurement. Concentrations of total protein in experimental group were not different
in experimental group compared to the control group during the first two days. After the
third day, concentrations of total protein were significantly lower compared to control
group. Similar results were found by measuring concentrations of albumin, thus
significantly lower concentrations were determined on day 5 and day 6. Starting from
the first day after birth until the day 7, concentrations of globulin were significantly
lower compared to control group. Concentrations of triglycerides were significantly
higher in experimental calves but cholesterol concentrations were lower. Enhanced
expression of iRNA for all three types of deiodinases were detected in placental tissue
samples compared to the control group, even though the differences were of minor
significance for DIOI than the differences in DIO2 and DIO3. The expression of iRNA
was detected with significance for DIO2 and with minor significance for DIOI, but no
expression of iRNA for DIO3 was detected on calf thyroid tissue samples. Histological
analysis of calf thyroid tissue samples in experimental group showed hyperplastic
changes with increase of number of follicles with predominance of microfollicles with
small lumen diameter. Numbers of relatively inactive macrofollicles were detected with
sparse vacuolization of colloid, with no colloid or decreased colloid in their lumen.
Based on these results it can be concluded that the hypothyroid condition in
dams in the final stage of pregnancy influences the thyroid status in newborns and thus
changes the other endocrine and metabolic parameters, which indicates the importance
of thyroid axis on growth and development in infants and adaptation mechanism in

early neonatal period.



Key words: neonatal calves, hypothyroidism, insulin, kortisol, IGF.

Scientific field: Animal morphology and physiology

Field of academic expertise: Physiology and metabolism of neonatal calves

UDK number: 612.43:636.234(043.3)



SADRZAJ

Lo UVOD ettt 1
2. PREGLED LITERATURE ....ccooiiiiiiieeeeeeeee et 3
2.1.  Tireoidna osovina i regulacija njene aktivnosti ..........ccceveeercieerireneereeeieennes. 3
2.2.  Tireotropin oslobadajuci hOrmon...........ccccveeeviiiirieeiiiee e 8
2.2.1.  FizioloSKa UlOZa.......ccuiiiiiieiieeiiiciicieeeee ettt 11

2.3, Tireostimulirajuci ROTMON .........cccveeiuieiiieiieiiecie ettt 12
2.3.1.  Struktura, sinteza i SEKTECIjA......cceeruireireriieeieeie ettt 13
2.3.2. FizioloSKa Ulo@a.......cccoeiiiiiieeeee e 19

2.4, Trijodtironin i tIIOKSIT.....ceivierieeeieerierteeeieeseeseeeeteereeseressseeseesreessneesseeseeens 24
2.4.1.  Struktura, Sinteza 1 SEKIECIJA......ccueriiriiriiriiriiiieneeiereee e 24
2.4.2.  FizioloSKa Ulo@a......cccoiiiiiiiiiieeeeee e 30

2.5.  Specifi¢nosti tireoidne osovine teladi tokom neonatalnog perioda Zivota..... 42

2.6.  Uticaj aktivnosti tireoidne osovine na endokrini i metabolicki status teladi . 45

2.6.1.  Uticaj aktivnosti tireoidne osovine na IGF system..........c..cccccecervvereennene 45
2.6.2.  Uticaj tireoidne osovine na koncentracije insulina i glukoze.................... 52
2.6.3. Tireoidna 0sovina i KOTtizol.........cccoeieiiiiiiiiiniie e 55
2.6.4. Tireoidna 0SOVINA 1 [EPLiN.....ccccuiieriiiirieeiiieeieecree e 57
2.6.5. Koncentracija ukupnih proteina, globulini i tireoidna osovina ............... 58

2.6.6.  Aktivnost tireoidne osovine i njen uticaj na koncentraciju lipida u krvi

teladl Lo 60

2.7.  Smanjena funkcija tireoidee — hipOtir€0za..........ccceveeviereeniineniienecieeene 61
2.7.1.  Indukcija hipOtir€OZe .......cceeriieiiieiieeieeieeteee et 67

3. CILJIZADACIISTRAZIVANIA .....oooviiiimrrienncerieceeesesseesecseesesesses e 72
5.  MATERIJAL I METODE RADA ....ccccccooiiiininiieeicceeecceeeee s 73
5.1 Ogledne ZIVOINGE ..c.eevereieiiriieierieetesiee ettt 73
5.2. Uzimanje uzoraka bioloSkog materijala.........c..ccccceeveieivrieerieenrie e 74
5.2.1. Uzimanje UZoraKa KIVi.......ccceeeiieiiiiiiiieiieesiee e ereesree e sene e enee e 74

5.2.2.  Uzimanje uzoraka placente..........c.cccoeriereniriienenieneeieneceseeeeee e 74



8.
9.

5.2.3. Uzimanje uzoraka tkiva tire0idee .........cccceveeevrrierireesrreeeiie e e evee e 74

5.3.  Analize uzoraka bioloskog materijala.............ccccecvererrcrierieniieniree e 75
5.3.1. Analize uzZoraka KIVi......cocccooiiiiiiiniiiiiiiicniiciceeeeeee e 75
5.3.2.  Analiza uzoraka tKiva ........cc.coceoiiiiiniiiiiiceee e 77

5.4.  Statisticka obrada podataka...........c.cceeeveiiriiriiiieiiere e 79
REZULTATI ISTRAZIVANIA ....oooomoiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 80

6.1.  Koncentracija trijodtironina (T3) u krvnom serumu teladi..............ccoeeuvennenne. 80

6.2.  Koncentracija tiroksina (T4) u krvnom serumu teladi.........ccccveeeveeevneeennnn. 83

6.3.  Koncentracija tireostimuliraju¢eg hormona (TSH) u krvnom serumu teladi 86

6.4. Koncentracija insulina u krvnom serumu teladi ............ccoccveeeiveeienreneeennnne 89
6.5. Koncentracija glukoze u krvi teladi .........ccoeeieeieniiniiiee 92
6.6.  Koncentracija kortizola u krvnom serumu teladi...........cccceevevieiniiencneennnnns 95
6.7.  Koncentracija IGF-I u krvnom serumu teladi...........cccocceeveviiciiiciienienieennene, 98

6.8.  Relativna zastupljenost IGF-vezujucih proteina u krvnom serumu teladi... 101

6.9.  Koncentracija ukupnih proteina u krvnom serumu teladi............ccceeeenneee. 106
6.10. Koncentracija globulina (g/L) u krvnom serumu teladi............cccveeeveennenn. 109
6.11. Koncentracija albumina (g/L) u krvnom serumu teladi............ccceeeveeneeeneen. 112
6.12. Koncentracija triglicerida (mmol/L) u krvnom serumu teladi..................... 115
6.13. Koncentracija holesterola (mmol/L) u krvnom serumu teladi..................... 118

6.14. Ekspresija iRNK za pojedine tipove dejodinaza u uzorcima tkiva placente i

tkiva tireoidee teladi..........ocoeviiiiiiiiiniini e 121

6.15. HistoloSka analiza odabranih uzoraka tkiva tireoidee teladi.............c......... 124
|1 1S | - PSRRI 126
7.1.  Uticaj prenatalnog tretmana sa PTU na tireoidni status teladi..................... 127

7.2.  Uticaj prenatalnog tretmana sa PTU na glikemiju i hormone ukljucene u

regulaciju glikemije (insulin i KOrtizol) ........cccoevieviiriiiiieeeeee e 135
7.3.  Uticaj prenatalnog tretmana sa PTU na IGF sistem teladi.............ccoccuveeee.. 140

7.4.  Uticaj prenatalnog tretmana sa PTU na proteinski status neonatalne teladi 147

7.5.  Uticaj prenatalnog tretmana sa PTU na lipidni status neonatalne teladi...... 151
ZAKLIUCCT ..ot esse st 155
LITERATURA ...ttt sttt 157



Popis koriSc¢enih skraéenica

HPT
TSH
TSH-R

TRH
TRH-R 1,2
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MCT
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IGFBP 1-6
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MTU
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hypotalamic-pituitary-thyroid
tireostimuliraju¢i hormon

receptor za tireostimuliraju¢i hormon

tireotropin oslobadaju¢i hormon

receptor za tireotropin oslobadaju¢i hormon

cerebrospinalna te¢nost
monokarboksilatni transporteri

organske transportne polipeptide

melanokortin 4 receptor

o melanocyte-stimulating hormone

prolaktin oslobadajuci faktor
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3,3',5,5'"- tetrajodtironin, tiroksin

3,3",5 - trijodtironin, trijodtironin

3,3",5' - trijodtironin, reverzni trijodtironin

Monojodtirozin
Dijodtirozin

dejodinaza tipa I, 11, IIT

paraventrikularni nukleus

folikulo-stelatne celije
transporter za tiroidne hormone
insulinu sli¢an faktor rasta I
protein nosac IGF 1-6
lipoproteini veoma male gustine
Janus tyrosine kinase
6-metil-2-tiouracil, metiltiouracil
6-propil-2-metil-tiouracil, propiltiouracil
Na/J simporter

lancana reakcija polimeraze
Arbitary Unit

glucocorticoid response element



ARC Arkuatno jedro hipotalamusa

DMH dorzomedijano jedro hipotalamusa
GPCR G protein-coupled receptor
GH hormon rasta

iRNK informaciona ribonukleinska kiselina
hCG humani gonadotropinom

FSH folikulostimuliraju¢i hormon
LH luteiniziraju¢i hormon

AGRP agouti-related protein

IL1,6 Interlaukin

TNF-o. tumor nekroza faktor

TPO Tireoperoksidaza

DUOX dualna oksidaza

TBG globulin koj vezuje tiroksin
TBPA prealbumin koji vezuje tiroksin
TTR transtiretrin

MMI Metamizol

EGF epidermalni faktor rasta

TGF transformiSucéi faktor rasta
GLUT4 glukoza transporter

ACTH adrenokortikotropni hormon
LDL lipoprotein male gustine

HDL lipoprotein visoke gustine
PCB polihlorirani bifenili

PBB polibromirani bifenili

DDT organohlorni prep

PBI proteini koji vezuju jod



1. UVOD

Radanje zdravog i vitalnog potomstva na govedarskim farmama je uslov za
profitabilnu proizvodnju. Naime, uzgojem zdrave i vitalne teladi omogucava se
postizanje boljih proizvodnih rezultata uz unapredenje genetske osnove stada. Na
vitalnost teladi utice, ne samo nacin njihovog drzanja i ishrane, ve¢ i nain drZanja i
ishrane njihovih majki, posebno tokom perioda kasnog graviditeta.

Odmah nakon rodenja telad treba da se prilagodi na potpuno nove,
ekstaruterine, uslove zivota. Ovo prilagodavanje omoguéeno je pravilnim razvojem
adaptacionih mehanizama teladi. Tokom prvih sedam dana zivota procenat morbiditeta i
mortaliteta je najveci, poredenjem sa kasnijim fazama zivota, upravo zbog Cinjenice da
se mehanizmi adaptacije ne razvijaju u skladu sa potrebama jedinke za opstanak u
novim uslovima zivota.

Neonatalni period karakteriSe oslabljen imunski i energetski status jedinke, s
obzirom da se novorodena telad radaju bez imunoglobulina i sa znacajno nizom
koncentracijom glukoze u odnosu na stariju telad. Dodatno, IGF (Insulin-like growth
factor) osovina, odgovorna za postnatalni rast jedinke, je nedovoljno razvijena. Da bi
tele prezivelo, neohodno je da se njegov metabolicki, endokrini i imunski status u
potpunosti razvije u prvih nekoliko dana nakon rodenja. Jedan od znacajnih faktora koji
utice na pravilan razvoj adaptacionih mehanizama kod teladi je njihov razvoj tokom
intrauterinog perioda zivota, koji u velikoj meri zavisi od metabolickog, endokrinog i
imunskog statusa gravidne majke. Zdravstveni status majke utie na razvoj teladi i
tokom postnatalnog perioda zivota teladi uzimaju¢i u obzir da je kolostrum i mleko
majke jedina hrana teladi tokom prvih sedam dana zivota. Stoga, neadekvatna ishrana i
drzanje majki znacajno slabi odbrambene sposobnosti teladi i smanjuje moguénost
njihovog prezivljavanja.

Adaptacija teladi podrazumeva znacajne promene u endokrinom i metabolickom
statusu jedinke. Istrazivanja sprovedena na eksperimentalnim zivotinjama i ljudima su
pokazala da je sazrevanje tireoidne osovine od vitalnog znacaja za rast i razvoj jedinke
tokom prenatalnog i postnatalnog perioda zivota. Efekat tireoidnih hormona na rast i
diferencijaciju razlicitih tkiva u organizmu se osvaruje u sinergizmu sa hormonom rasta
odnosno ostalim komponentama somatotropne osovine. Tireoidni hormoni imaju

znacajan uticaj na pravilno odvijanje metabolickih procesa u organizmu.



Hipotireoza novorodena teladi je, u uslovima intenzivne proizvodnje, Cesto
uzrokovana nedostatakom joda u organizmu novoredencadi ili njihovih majki tokom
graviditeta. Ovaj deficit je najceSce posledica nedovoljnog unosa optimalne koli¢ine
joda hranom ili posedica unosa hrane koja sadrzi goitrorene supstancije. Poseban znacaj
ima klinicki nevidljiv deficit joda kod novorodencadi koji onemogucava pravilno
funkcionisanje tireoidne osovine i dovodi do smanjenja vitalnosti teladi.

Prema tome, imajué¢i u vidu znacaj statusa tireoidne osovine, posebno tokom
ranog postnatalnog perioda Zivota, kao i izostanak literaturnih podataka o uticaju
neonatalne hipotireoze na endokrini i metabolicki status novorodena teladi, postoji
naucna opravdanost za sprovodenje istrazivanja koje se odnosi na uticaj hipotireoze
teladi, indukovane davanjem anti-tireoidnih supstanci njihovim majkama tokom kasnog
graviditeta, na endokrini i metabolicki status novorodencadi odnosno njihovu

sposobnost da se adaptiraju na ekstrauterine uslove Zivota.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Tireoidna osovina i regulacija njene aktivnosti

Hipotalamus, adenohipofiza i Stitasta Zlezda su osnovne komponente tireoidne
osovine (hypotalamic-pituitary-thyroid axis- HPT axis), koja mehanizmom negativne
povratne sprege omogucava odrzavanje optimalne koncentracije tireoidnih hormona u
cirkulaciji (Robins i sar., 1980; Kohn i sar., 1993). Tireoidna osovina ukljuCuje dve
klase hormona: peptidne hormone - tireoliberin (tireotropin oslobadaju¢i hormon, TRH)
1 tireotropin (tireostimuliraju¢i hormon, TSH) i derivate aminokiselina - —tiroksin (Ty) i
trijodtironin (T3).

Tireoidna osovina i njene komponente funkcioniSu na principu negativne povratne
sprege, i primer je kako neuroendokrini sistem reguliSe razliCite funkcije organizma
tokom razvojnog i adultnog perioda (Laudet, 2011; Patell i sar., 2011). To je
autoregulatorni mehanizam koji odrzava nivo sinteze tireoidnih hormona i njihove
koncentracije u krvi i pored variranja u dostupnosti joda. Stabilnost proizvodnje
hormona delimi¢no se postize i skladiStenjem hormona, ¢ime se reguliSe efekat akutnog
povecanja ili sniZenja biosinteze hormona. Naime, autoregulatorni mehanizam tireoidne
osovine, regulacijom nivoa biosinteze tireoidnih hormona, ima tendenciju odrzavanja
konstantnog nivoa koncentracije hormona u cirkulaciji. Aktivnost tireoidne osovine i
svake od njenih komponenti je osetljiva na variranja u koncentraciji i perifernoj
dostupnosti tireoidnih hormona, jer veoma male varijacije aktiviraju mehanizam
negativne povratne sprege u cilju korekcije koncentracije i dostupnosti tireoidnih
hormona u tkivima.

Regulacija biosinteze i koncentracije tireoidnih hormona, te njihove dostupnosti u
tkivima ostvaruje se na tri nivoa. Prvi nivo zasniva se na centralno regulisanom sistemu
koji obezbeduje konstantnost serumskih koncentracija tireoidnih hormona pomocu
mehanizma negativne povratne sprege tj. osovine hipotalamus-hipofiza-stitasta zlezda.
Drugi nivo je lokalni regulatorni sistem koga Cine aktivni transmembranski receptori
odgovorni za Celijski transport hormona i aktivnost tkivno-specifi¢cnih dejodinaza,

odgovornih za aktivaciju/deaktivaciju hormona na nivou tkiva. Tre¢i nivo podrazumeva



tkivno-specifican regulatorni mehanizam hormonskog odgovora, koji se zasniva na
regulaciji ekspresije tiroeidnih receptora.(Fekete i Lechan, 2014; Fliers i sar., 2014)

Na osnovu napred iznetog moze se re¢i da tireoidna osovina (Astwood-Hoskins-
ova osovina), kao sistem za regulaciju dostupnosti tireoidnih hormona u tkivima, pored
hipotalamusa, adenohipofize i Stitaste Zlezde, ukljucuje dejodinaze perifernih tkiva i
transportere za tireoidne hormone (Sam i Frohman, 2008; Zoeller i sar., 2007; Fresema
i sar.,2005; Feldt-Rasmussen i Rasmussen, 2007; Van der Deure i sar., 2010).

Najveci deo tiroksina (T4) nalazi se vezan za proteine krvne plazme, i samo mali
deo (0,02 — 0,03%) je dostupan konverziji u bioloski aktivan oblik (T3) i transport u
citoplazmu ¢elije (Degroot i Jameson, 2006; Dietrich i sar., 2012). Tireoidni plazma
transporteri reverzibilno vezuju jodotironine, pre svega T4, ¢ime odrzavaju stabilnost
koncentracije tiroeidnih hormona u cirkulaciji i omogucuju stalno dostupan izvor/depo
tireoidnih hormona za potrebe tkiva, (Mendel i sar., 1987). Bioloska aktivnost i
metabolizam tireoidnih hormona na nivou c¢elija i tkiva je odredena Ccelijskim
membranskim transportom. Naime, prisustvo i aktivnost specificnih membranskih
transportera reguliSe intracelularnu koncentraciju tireoidnih hormona (Jansen i sar.,
2005). Intracelularna aktivacija tj. konverzija tiroksina u aktivni trijodtironin, nastaje 5’
dejodinacijom spoljasnog prstena molekula tiroksina putem enzimske aktitivnosti
dejodinaza tipa 1 (DIO1) i tipa 2 (DIO2). Dejodinazna aktivnost reguliSe intracelularnu
dostupnost aktivnog oblika tireoidnih hormona, a sa njom i efekat na datu ¢eliju i tkivo
(Bianco, 2011). Ekspresija i aktivnost DIO2 u tireotropnim ¢elijama hipofize je
znac¢ajan mehanizam u regulaciji stepena konverzije tiroksina u trijodtironin na nivou
hipofize, a time i aktivnost kontrolnog mehanizma sekrecije TSH. Hormonska
regulacija sekrecije TSH se primarno ostvaruje putem koncentracije T4, dok
koncentracija Tz reguliSe one faktore tireoidne osovine koji su nezavisni od Stitaste
zlezde (Christoffolete i sar., 2006). Povecanje koncentracije tiroksina u cirkulaciji, a
time i povecanje intracelularne koncentracije bioloski aktivnog T; zbog povecane
periferne lokalne aktivnosti dejodinaza (Gereben i sar., 2008), dovodi do znacajnog
pada koncentracije TSH, kao rezultat suprimiranja genske ekspresije TSH subjedinica
(Shupnik i sar., 1986; Baquedano i sar., 2010).

Sve faze sinteze i1 sekrecije tireoidnih hormona, pocevsi od preuzimanja joda iz

cirkulacije pa do sekrecije u cirkulaciju i1 limfotok, su pod uticajem TSH. Regulacija



sinteze 1 sekrecije TSH zasniva se na dva kontrolna mehanizma, negativnoj spregi sa
koncentracijom tireoidnih hormona i nervnoj kontroli, primarno sekreciji TRH
(Nikrodhanond i sar., 2006). Receptori za TSH (TSHR) se dominantno nalaze na tkivu
Stitaste zlezde, ali su nadeni 1 na ekstratireoidnom tkivu (Szkudlinski i sar., 2002).

Prisustvo  TSHR na folikulo-stelatnim (FS) c¢elijama hipofize je dokaz
autoregulatornog mehanizma hipofize u sintezi i sekreciji TSH (Prummel i sar., 2000;
Brokken i sar., 2005). Autoregulatorni mehanizam predstavlja ultrakratku osovinu
(Brokken-Wiersinga-Prummel osovina) regulacije sinteze TSH (Prummel i sar., 2004).
Smatra se da se ultrakratka osovina zasniva na parakrinoj regulaciji FS ¢elija od strane
tireotropnih Celija. Jedan od mehanizma koji objasnjava parakrini mehanizam regulacije
je taj da se sekretovani TSH vezuje za TSHR na FS ¢elijama u svojoj okolini, pri ¢emu
stimuliSe ekspresiju membranskih transportera za tiroidne hormone (MCTS) i ekspresiju
i aktivnost dejodinaze tipa 2 (DIO2), koji na nivou adenohipofize postoje samo u FS
¢elijama. Tim mehanizmom se povecava lokalna koncentracija T; koja inhibira dalju
sekretornu aktivnost tireotropnih ¢elija (Fliers i sar., 20006).

Nervna kontrola sekrecije TSH je indirektni mehanizam, koji se zasniva na
pozitivnom efektu TRH na tireotropne celije adenohipofize. Vezivanjem molekula
TRH za TRH membranske receptore na tireotropnim ¢elijama prednjeg reznja hipofize
dolazi do pojaCane sinteze i sekrecije molekula TSH (Weintraub i sar., 1989;
Nikrodhanond i sar., 2006). Ovaj odgovor je brzi u poredenju sa odgovorom na pomene
koncentracije tireoidnih hormona, koji svoj efekat ostvaruju vezivanjem za nuklearne
receptore unutar celije.

Sa druge strane, sinteza TRH u neuronima hipotalamusa i njegovo oslobadanje
regulisani su koncentracijom tireoidnih hormona, i to putem mehanizma negativne
povratne sprege (Koller i sar., 1987). Naime, tireoidni hormoni suprimiraju gensku
ekspresiju i posttranslacione procese u sintezi molekula TRH u neuronima hipotalamusa
i inhibiraju lucenje TRH u hipofizni portalni krvotok (Perello i sar., 2006), Sto
predstavlja vazan mehanizam za uspostavljanje referentnog kontrolnog nivoa (setpoint)
povratne sprege u regulaciju sekrecije TSH. Niske koncentracije TRH u portalnom
krvotoku hipofize smanjuju kontrolni nivo regulacije sekrecije TSH, tako da se supresija
TSH moze posti¢i i nizom koncentracijom T4 u cirkulaciji, dok veée koncentracije TRH

povecavaju referentni nivo povratne sprege (Lechan i Kakuscka, 1992).



Efekat inhibicije sekrecije TRH ostvaruje se direktnim vezivanjem tireoidnih
hormona za receptore eksprimirane na TRH neuronima paraventrikularnog nukleusa
(PVN) i visokim nivoom vaskularizacije PVN. Sistemska aplikacija T; ili implantacija
bioloski aktivnih kristala T3 u PVN hipotalamusa kod hipotireoidnih pacova, dovodi do
inhibicije genske ekspresije TRH i smanjenja koncentracije mRNA za TRH u TRH
sekretornim c¢elijama (Dyess i sar., 1988). Nivo koncentracije T4 u mozdanoj cirkulaciji,
enzimska aktivacija dejodinacijom u T3, kao i dostupnost T3 neuronima koji sekretuju
TRH, od sustinskog su znacaja za negativnu povratnu spregu u regulaciji sekrecije
TRH.

Transport T4 u mozdano tkivo je efikasniji od transporta T3, tako da vise od 80%
T; prisutnog u mozdanom tkivu nastaje lokalnom dejodinacijom uz pomo¢ dejodinaza
tipa 2 (Hagen i Solberg, 1974; Crantz i sar.,1982). Distribucija i aktivnost DIO2 u
hipotalamusu je najve¢a u mediobazalnom hipotalamusu (MBH), eminenciji mediani,
arkuatnom nukleusu i ventromedijalnom nukleusu (VMN). Neuroni PVN su ¢elije koje
pokazuju nisku aktivnost DIO2, tako da aktivni T3 u PVN neurone dospeva kroz
cerebrospinalnu tec¢nost (CSF), glija ¢elije ili putem transneuralnog transporta (Riskind i
sar., 1987). Potencijalni izvor enzimske aktivacije T4 u T3 su tanaciti, specijalizovane
ependimske ¢elije koje oblazu dno tre¢e mozdane komore, delove eminencije mediane i
infundibularnog recesusa. To su ¢elije sa najviSom aktivnosc¢u DIO2 (Rodriguez i sar.,
2005). Anatomska lokalizacija i morfoloSke karakteristike tanacita ukazuju na to da
tanaciti ostvaruju kontakt sa CSF, i pomocu procesusa na apikalnoj strani koji se
protezu do kapilarnog portalnog sistema, eminencije medijane i arkuatnog nukleusa
ostvaruju kontakt i sa cirkulacijom. To ukazuje da su tanaciti celije koje mogu da
koriste T4 iz CSF ili cirkulacije 1 nakon dejodinacije, snabdevaju CSF dovoljnom
koncentracijom T;. T3 pomocu specificnih transportera dospeva do ekstracelularnog
prostora u mozdanom tkivu, a pri tome i u region PVN gde direktno utice na
hipofiziotropne TRH neurone (Rodriguez i sar., 2005).

Alternativan nacin distribucije je oslobadanje T3 na nivou eminencije medijane,
kako bi se ostvarilo prihvatanje i retrogradni transport T3 u aksonske terminale TRH
neurona, ili distribucija Ts u arkuatni nukleus kroz nervne interakcije tanacita i

arkuatnih neurona koje imaju projekcije do TRH neurona u PVN (Lechan i Fekete,



2004). Visoka aktivnost i ekspresija DIO2 je takode karakteristicna za astrocite
hipotalamusa i arkuatnog nukleusa (Guadano-Ferraz i sar., 1997).

Membranski transport tireoidnih hormona do CSF i ¢elija je aktivan proces koji
ukljucuje nekoliko membranskih transportera (Jansen 1 sar., 2005), od kojih su
najznacajniji monokarboksilatni transporteri (MCT) i familija organskih transportnih
polipeptida (OTAP). MCTS je aminokiselinski transporter koji se pruza kroz membrane
pre svega neurona, ali i neuroglija ¢elije, a pospeSuje transport T3, T4, rT3, T, (Friesema
i sar., 2003). Drugi transporter specifican za T4 je OTAP1CI, prisutan na mozdanim
kapilarima, za koji se smatra da omogucava transport T4 od cirkulacije do astrocita ili
CSF (Jansen i sar., 2005). Mehanizam transporta T4 u horioidni pleksus ili tanacite
nastaje kao rezultat aktivnost membranskog transportera OTAP1C1, koji je negativhom
spregom regulisan od strane koncentracije tireoidnih hormona (Sugiyama i sar., 2003).
Transport T4 koji se nalazi u CSF u tanacite nastaje pomo¢u MCT8 membranskog
transportera. T4 u tanacitima i astrocitima dejodinacijom uz pomo¢ DIO2 prelazi u Ts,
da bi ovaj nakon aktivacije, preko MCTS transportera, napustio ¢eliju i postao dostupan
neuronima. Transport T3 u TRH neurone omogucen je aktivhos¢éu MCT8 membranskih
transportera (Bernal, 2005). Kona¢no, ovaj kompleksan mehanizam koji povezuje
koncentracije jodotironina i njihova dostupnost u CNS, sa nivoom sinteze i sekrecije
TRH, primarno ima za cilj odrZavanje stabilne koncentracije tireoidnih hormona u
cirkulaciju, predstavlja dugacku negativhu povratnu spregu unutar tiroidne osovine
(Lechan i Fekete 2004; Fekete i Leshan, 2007).

U zakljucku ovog poglavlja moze se napomenuti da je aktivnost tireoidne osovine
rezultat kompleksne medusobne interakcije hipotalamusa, adenohipofize i Stitaste
zlezde, ali na njenu funkciju snazno direktno ili indirektno uticu 1 ekstratiroidni faktori.
Primarni faktor koji utiCe na fizioloSko funkcionisanje tireoidne osovine je unos
dovoljnih koli¢ina joda u Stitastu zlezdu za sintezu hormona (Fisher i sar.,2013; Gilbert i
sar., 2013). Endogeni faktori, kao S§to su starost, pol i fizioloSko stanje i spoljasnji
faktori, kao Sto su klima, sezona i nacin ishrane uticu na vise mozdane strukture (jedra
hipotalamusa) i sinapstickom interakcijom mogu uticati na mehanizme funkcioniranja
tireoidne osovine.

Promene funkcionisanja tireoidne osovine su karakteristiCna za patoloska stanja,

deficit ili suficit joda, unos goitrogenih materija, fitoestrogena ili ostalih endogenih ili



egzogenih hormona, kao i unosa lekova ili materija koje uticu na mehanizam

funkcioniranja tiroidne osovine.

2.2. Tireotropin oslobadaju¢i hormon

Tireotropin oslobadaju¢i hormon — TRH je peptidni proizvod hipofiziotropnih
nerona hipotalamusnih jedara, koji ima klju¢nu ulogu u regulaciji aktivnosti tireotropne
osovine. On je dominantni hipotalamusni regulator sinteze i sekrecije TSH i sinteze
tireoidnih hormona. Tireoidni hormoni mehanizmom negativne povratne sprege
regulisu sekreciju TRH (Nikrodhanond i sar., 2006 ). Sinteza TRH nije ograni¢ena samo
na nukleuse hipotalamuusa, ve¢ je utvrdena i u neuronima drugih mozdanih struktura i
perifernih tkiva. TRH je Siroko rasprostranjen neurotransmiter u centralnom i
autonomnom nervnom sistemu i takode je jak prolaktin oslobadajuc¢i faktor (PRF)
(Jakson, 1982).

Sinteza molekula TRH nastaje u TRH hipofiziotropnim neuronima koji se nalaze
u paraventrikularnim jedrima (PVN-paraventricular nucleus) lociranim u blizini trece
mozdane komore. Paraventrikularna jedra su formirana od magnocelularnih i
parvocelularnih neurona. Parvocelularne grupe neurona formiraju manje grupe neurona:
prednje, medijalne, periventrikularne, ventralne, dorzalne i lateralne grupe (Lechan i
Toni, 2003). Prednji, medijalni i periventrikularni neuroni su glavni neuroni koji
sintetiSu TRH, ali jedino parvocelularne medijalne i periventrikularne grupe neurona
imaju projekcije sve do eminencije medijane. Nakon biosinteze u hipotalamusu i tokom
posttranslacione obrade, molekuli TRH peptida se transportuju duzinom aksona sve do
terminalnog dela aksona u regiji eminencije medijane, gde se sekretuju u blizini
fenestriranih kapilara hipofiznog portalnog krvotoka (Toni i Lechan, 1993). Sekretovani
TRH putem portalnog krvotoka hipofize dolazi do prednjeg reznja hipofize, gde deluje
na ciljne tireotropne celije.

Tireotropna zona paraventrikularnog jedra je zona gde se pored TRH neurona
nalaze aferentni zavrSeci neurona koje polaze sa drugih regiona mozga. Inputi ovih
neurona moduliraju kontrolni nivo povratne sprege tireoidnih hormona i sintezu TRH u
situacijama kada je potreban visi ili nizi nivo tireoidnih hormona. To su neuroni sa
najmanje 3 regiona sa najveim brojem projekcija na TRH neurone, a cine ih

kateholaminski neuroni mozdanog stabla (Sawchenko i Swanson, 1982), neuroni



arkuatnog jedra hipotalamusa (ARC) (Legradi i Lechan 1998) i dorzomedijano jedro
hipotalamusa (DMH) (Mihaly i sar., 2001).

Adrenergi¢ni neuroni su znacajni stimulatori sinteze TRH 1 sadrze jo$ dva
neuropeptida: CART i NPY (Wittmann i sar., 2002; Wittmann i sar., 2004). Neuroni
arkuatnog jedra sadrze namanje dve grupe neurona koja su direktno regulisani leptinom.
Prva grupa neurona sintetiSe oriksogene peptide NPY i AGRP koji su inhibirani
leptinom, a druga grupa neurona sadrzi anoriksogene peptide a-MSH i CART koji su
stimulisani leptinom (Legradi i Lechan, 1998; Legradi i Lechan, 1999; Fekete i
sar.,2000a; Fekete i sar., 2000b). Neuroni arkuatnog jedra su takode pod direktnim
uticajem koncentracije glukoze i insulina, s tim da insulin ima sli¢ne efekte leptina na
NPY i a-MSH, dok glukoza ima efekat jedino na NPY (Fekete i sar., 2006). Neuroni
DMH takode mogu direktno detektovati metabolicke signale (leptin, insulin, glukoza).
Smatra se da uticaj neurona DMH na neurone TRH indirektan, tj. interakcije neurona
ARC jedra i njihova peptida su zavisne od peptida ARC jedra (Mihaly i sar., 2001;
Singru i sar,.2005).

Neuroendokrini regulatorni faktori mogu uticati na gensku ekspresiju TRH i time
modulirati referentni kontrolni nivo (setpoint) negativne povratne sprege. Pozitivni
efekat na ekspresiju gena za TRH, njegovu biosintezu i sekreciju imaju kateholamini
(Perello i sar., 2007). Vezivanjem za adrenergicne receptore na TRH neuronima,
kateholamini aktiviraju TRH promoter aktivacijom CREB fosforilacije. Ovaj
mehanizam je aktivan tokom izloZenosti jedinke niskim temperaturama (Arancibia i
sar.,1989; Thonberg i sar., 2002). In vivo, tokom niske temperature, noradrenalin je
glavni medijator aktivacije tireoidne osovine na hipotalamusnom nivou i stimulator
biosinteze TRH (Perello i sar., 2007). Smatra se da su B adrenergi¢ni receptori primarni
u aktivaciji procesa biosinteze, dok su o adrenergi¢ni receptori znacajni za sekreciju
TRH (Perello i sar., 2007). Adrenergi¢ni neuroni sinapticki vezani za TRH neurone
pored kateholamina sadrze jo§ dva neuropeptida (CART i NPY) koji takode moduliraju
sintezu TRH. Pozitivni efekat na sintezu TRH ima CART (cocaine-and-amphetamine
regulated transcript) koji pojacava efekat kateholamina, dok neuropeptid y (NPY) ima
inhibitorni efekat na transripciju TRH inhibiraju¢éi cAMP-CREB signalnu kaskadu
(Wittmann i sar., 2002; Wittmann i sar., 2004). Zajednicki negativni efekat sa NPY ima

i AGRP (agouti-related protein) koji deluje kao antagonist a-MSH-u. Povecanje



sekrecije NPY i AGRP je rezultat niske koncentracije leptina tokom gladovanja i niskog
nivoa energetskih rezervi (Lechan i Fekete, 2006). Pozitivna regulacija TRH genske
ekspresije direktnim mehanizmom ostvaruje i o-MSH (a melanocyte-stimulating
hormone) vezivanjem za melanokortin 4 receptora (MCR4) utvrdena na TRH neurone.
Sinteza i sekrecija a-MSH regulisana je koncentracijom leptina. Povecane koncentracije
leptina tj. pozitivni energetski input, pozitivno utiCe na sintezu i sekreciju a-MSH
(Mountjoy i sar., 1992; Harris i sar., 2001). Leptin moZze aktivirati transkripciju TRH
direktnim vezivanjem za ObRb receptor na TRH neuronu, pri ¢emu nastaje aktivacija na
JAK (Janus tyrosine kinase) kaskadnom sistemu i fosforilacija STAT3 (signal
transducer of activated transcription) proteina koji se vezuje za TRH promotor (Harris i
sar., 2001; Huo i sar., 2004). Glukokortikosterodi utiCu na tireoidnu osovinu
moduliraju¢i sintezu TRH, uglavnom direktnim i indirektnim mehanizmom kroz
aktivnosti na nivou CNS (Kakucska i sar.,1995). Direktni mehanizam ostvaruje se preko
glukokortikoidnih receptora na TRH neuronima i preko prisustva GRE (glucocorticoid
response element) na TRH genu (Cintra i sar., 1990; Lee i sar., 1988). Indirektni
mehanizam zasniva se na tome da glukokortikoidi imaju inhibitorni efekat na tireoidnu
osovinu preko indirektnog negativnog efekta na hipokampus. Smatra se da se preko
hipokampalne supresije HPA (hipotalamus — hipofizna - adrenalna) osovine, povecava
nivo kortizola i hipofiznog TRH kod pacova (Shi i sar., 1993 ). Stimulatorni efekat
glukokortikoida je utvrden i in vitro u kulturi hipotalamusnih ¢elija, pri Cemu smatra se
da je supresija sinteze TRH posredovana indirektnim putem (Luo i sar., 1995). Novija in
vivo istrazivanja pokazuju da glukokortikosteroidi inhibitorno deluju na TRH gensku
ekspresiju na nivou paraventrikularnog nukleusa, direktnim mehanizmom (Alkemade i
sar., 2005).

Sinteza krajnjeg molekula TRH ukljuCuje 1 posttranslacione procese ili
modifikacije koje nastaju tokom transporta putem regulatornog sekretornog puta (RSP—
regulatory secretory pathway). Ovi procesi ukljucuju i dva ¢lana familije prohormonske
konvertaze (PC), PC1/3 1 PC2 koje se nalaze u sekretornim granulama neurona (Nillni i
Sevarino, 1999). Prohormonske konvertaze cepaju TRH tripeptid u regionu dvojnih
baznih aminokiselina. Sa intermedijarnih produkata se zatim dejstvom egzopeptidaza,
kao Sto su karboksil peptidaza E i D (CPE, CPD) odstranuju dvojni bazni ostaci na C

terminalnom kraju, pri ¢emu se dobija intermedijarna sekvenca Glu-His-Pro-Gly. Na
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intermedijarnoj sekvenci nastaje amidacija na karboksilnom kraju sa peptidilglicinskom
a amidiraju¢om monooksigenazom (PAM) (Eipper i sar.,1992; Perello i Nillni, 2007).
Ekspresija i aktivnost prohormonske konvertaze i karboksil peptidaze su znacajni u
regulaciji sinteze i1 sekrecije TRH, a time imaju uticaj na kontrolni nivo (setpoint)
povratne sprege u regulaciji sekrecije TSH (Perello i sar., 2006 ). TRH tripeptid ¢ini
veliki dio molekula prohormona, ali pro-TRH kod pacova daje jo§ sedam dodatnih
peptida koje imaju specificnu tkivnu distribuciju. Peptid pro-TRH (160-169) se Iuci iz
delova hipotalamusa i potencira rilizing efekte hormona TRH. Pro TRH (178-199) se
lu¢i u eminencija medijana i smatra se da ima inhibitorni efekat na lu¢enje ACTH
(Nillni i Sevarino, 1999).

Pored jedra hipotalamusa, ProTRH mRNA je prisutna i u strukturama mozdanog
tkiva van PVN (olfaktorni bulbus, lateralna hipotalamusna zona, eminencija medijana,
preopticka regija, mozdano stablo) i u tkiva van mozga (B Ccelije pankreasa,
gastrointestinalni trakt, tkiva genitalnog i urinarnog sistema, prostata, Leydgove ¢elije

epididimisa, semenim vezikule) (Guillemin, 2005).

2.2.1. Fizioloska uloga

Primarna funkcija TRH je stimulacija sinteze, sekrecije i regulacije funkcije TSH.
TRH stimuliSe aktivaciju specifi¢nih transkripcionih regulatornih faktora i sintezu a-
TSH i b-TSH sujedinice. Takode, TRH reguliSe glikolizaciju i kombinaciju subjedinica
TSH molekula. Nakon sekrecije iz aksonskog zavrSetka u eminenciju medijanu,
molekul TRH se vezuju za specificne TRH receptore (TRH-R) na membrani TRH
senzitivnih ¢elija hipofize (Yu i sar.,1998). Prisustvo mRNA za TRH receptore je
potvrdeno na tireotropnim, laktotropnim i somatotropnim c¢elijama (Konaka i sar.,
1997).

Danas su poznata dva subtipa TRH receptora (TRH-R1 i TRH-R2) sa razlicitom
distribucijom u tkivima. TRH-R1 je najzastupljeniji na membrani adenohipofiznih ¢elija
(Sun 1 Gershengorn, 2003), ali je prisutan i u nekim perifernim tkivima (srce, slezena,
jetra, skeletna muskulatura, tkiva digestivnog sistema, pankreas, testisi i bubreg)
(Mitsuma 1 sar., 1995). Tkivna distribucija TRH-R2 je primarna u somatosenzornim
regionima CNS, $to ukazuje na to da je on verovatno regulator neurospecifi¢ne funkcije

TRH (Kaur i sar., 2005). Oba pomenuta receptora su rodopsin/p adrenergicni receptori
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koji pripadaju familiji G protein-vezanih receptora (GPCR-G protein-coupled receptor)
(Sun i Gershengorn, 2003).

Pored funkcija koje se odnose na regulaciju sinteze TSH 1 tireoidnih hormona,
TRH ima 1 Siroki spektar netireotropnih efekta, kao Sto je jaka stimulacija sekrecije
prolaktina (Freeman i sar., 2000). Vezivanjem za TRH receptor na laktotropima, TRH
pokreée kaskadni mehanizam fosforilacije i poveéanja intracelularnog nivoa Ca®", koji
aktivira gensku ekspresiju, sintezu i sekreciju prolaktina (Tabares i sar., 2014). Kod
krava je karakteristicno da TRH predstavlja potentan stimulator laktacije uz povecéanje
sekrecije prolaktina, ali i povecanje koncentracije hormona rasta (GH) (Convey i sar.,
1973; Johke,1978; Kazmer i sar., 1986). Pozitivni efekat na sekreciju GH je utvrden i
kod novorodene teladi (Coxam i sar., 1987). Smatra se da je mehanizam stimulacije
sekrecije GH kod goveda od strane TRH delimi¢no indukovan serotoninom (Radcliff i
sar., 2003). Efekat TRH na sekreciju GH kod ostalih Zivotinja je razlicit i zavisi od vrste
zivotinja i fizioloSkog stanja (Anderson i sar., 2004). Takode je utvrdeno da tokom
centralne administracije TRH daje efekat “budenja‘“ i antagonisticki efekat sedativima i
opijatima, izaziva analgeziju, neuro-autonomne efekte (povec¢ava motornu aktivnost,
regulaciju cefalicne faze digestije, ima pozitivni efekat na cirkulaciju),
neuromodulatorni efekat (povecava tonus muskulature, potencira efekte serotonina i
pojacava metabolizam dopamina, norepinefrina i acetilholina), ima centralni negativni
efekat na unos hrane kao bihejvioralni efekat (antidepresantni efekat) (Lechan i Fekete,

2006).

2.3. Tireostimulirajué¢i hormon

Morfoloska i funkcionalna regulacija aktivnosti tireocita ostvaruje se pomocu
tireostimulirajuéeg hormona (TSH, tireotropin), interakcijom hormona sa TSH
receptorom (TSHR). TSH je glikoprotein koga sintetiSu i luce tireotropi prednjeg reznja
hipofize. On je znaCajan regulator aktivnosti tireoidne osovine koji vr$i modulaciju
sinteze i sekrecije tireoidnih hormona (Szkudlinski i sar., 2002), reguliSuéi tireocitni
metabolizam joda, rast, hipertrofiju, hiperplaziju i diferencijaciju tireocita. Sinteza i
sekrecija TSH je regulisana pozitivnim uticajem TRH i negativnim odgovorom na

povisenu koncentraciju tireoidnih hormona.
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Sinteza TSH se odvija u tireotropima prednjeg reznja hipofize. Tireotropi su
najmanje poligonalne ¢elije za koje su karakteristicne bazofilne granule u citoplazmi
koje sadrze TSH. Lokalizovani su u anteromedijalnim delovima pars distalis prednjeg
reznja hipofize, gde saCinjavaju do 10% ukupnog broja funkcionalnih ¢elija (Yeung i
sar., 2006). Tireotropi su ¢elije koje pripadaju grupi ¢elija za koje je karakteristiCan tzv.
Pitl transkripcioni faktor (njegova ekspresija je prisutna i u somatotropnim i
laktotropnim ¢elijama) i transkripcioni faktor GATA-2 (prisutan i kod gonadotropnih
celija) (Dasen i sar., 1999). Regulacija ekspresije ovih faktora je znaCajna za
proliferaciju i citolosku diferencijaciju ovih ¢elija (Yeung i sar. 2006). Eksperimenti sa
indukovanim, prolongiranim i primarnim hipotiroidizmom kod pacova ukazuju na
mogucnost funkcionalne transformacije Celija tj. transdiferencijacije somatotropnih u
tireotropne celije ¢ime se pokazalo da ne postoje striktne funkcionalne klasifikacije
¢elija (Radian i sar., 2003). Transdiferencijacija Celija je rezultat prisustva zajednickih

transkripcionih faktora tokom ontogeneze celije.

2.3.1. Struktura, sinteza i sekrecija

Tireostimuliraju¢i hormon je ¢lan familije glikoproteinskih hormona zajedno sa
folikulostimuliraju¢im hormonom (FSH), luteiniziraju¢im hormonom (LH) i humanim
gonadotropinom (hCG) (Pierce i Parsons, 1981). TSH je heterodimer formiran od
nekovalentno povezane glikoproteinske a i  subjedinice. Subjedinica a je po strukturi
identi¢na sa a subjedinicom LH, FSH i hCG hormona (a-GSU), dok je ekspresija f3
subjedinice za TSH specifi¢na za tireotrope i odgovorna je za funkcionalnu specificnost
hormona (Shupnik i sar., 1989). Subjedinica a bovinog TSH je molekulske mase oko
13,6 kDa od kojih oko 10,8 kDa ¢ini proteinsko jedro sa 96 aminokiselina, a 2,8 kDa
(21%) ¢ine dve oligosaharidne jedinice.  subjedinica bovinog TSH je molekulske mase
oko 14,7kDa od kojih je 13 kDa sastavljeno od proteinskog jedra sa 113 aminokiselina,
a oko 1,6kDa (12%) cine oligosaharidne jedinice (Liao i sar., 1971; Gesundheit i
Weintraub, 1986). Humani i bovini TSH karakteri$e strukturna identi¢nost a subjedinice
od 74,1%, i identi¢nost [ subjedinice od 88.4% (Szkudlinski i sar., 1996). Bovini TSH
pokazuje visoki afinitet prema humanom TSH receptoru, kao i 6 do 10 puta jacu
signalnu aktivnost od humanog TSH. Osobine bovinog TSH su primarno odredene

aminokiselinskom sekvencom o subjedinice (Yamazaki i sar., 1995; Mueller i sar
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2009). a i B subedinice TSH su kodirane na razli¢itim genskim lokacijama na razli¢itim
hromozomima. Gen a subjedinice humanog TSH lociran je na hromozom 6, dok gen se
B subjedinice nalazi na hromozom 1 (Naylor i sar., 1983). Genska ekspresija je
regulisana transkripcionim faktorima karakteristicnim za tireotrope koji se vezuju za
genske regulatorne regione i reguliSu proces transkripcije. Regulacija transkripcije
ostvaruje se stimulativnim efektom TRH i negativnim efektom Tj. Genska regulacija o
subjedinice TSH je specifi¢na za tireotrope i pored toga Sto se gen za alfa subjedinicu
eksprimira i na gonadotropima. Gen a subjedinice (9,4 kb) je veci od gena f subjedinice
(4,9 kb) i formiran je od Cetiri egzona i tri introna (Fiddes i sar., 1981). Proksimalne
promotorske sekvence genskog promotorskog regiona su odgovorne za transkripciju o
subjedinice (Sarapura i sar., 1998). Smatra se da su klju¢ni faktori aktivacije
transkripcije funkcionalna interakcija hipofiznog glikoproteinskog bazalnog elementa
(PGBE) koji se nalazi na proksimalnom promotorskom regionu, i specificnog
hipofiznog transkripcionog proteinskog faktora LIM (P-LIM, mLIM3, Lhx3) (Roberson
i sar., 1994; Bach i sar.,1995). Struktura gena B subjedninice je specifi¢na za razlicite
vrste (Yanga i sar., 2000; Xu i Jiang 2012; Huang i sar., 2013). Gen J subjedninice
humanog TSH je sainjen od 3 egzona i 2 introna (Wondisford I sar., 1988). Aktivacija
transkripcije B subjedninice nastaje interakcijom transkripcionog faktora Pitl (PoulF1) i
transkripcionog faktora GATA2 na sekvencama promotorskog regiona (Gordon i sar.,
1997). U aktivaciji transkripcije utice i dodatni transkripcioni faktor — koaktivator
MEDI1 (TRAP220, PBP) (Gordon i sar., 2006). Pozitivna regulacija TRH na sintezu
TSH ostvaruje se aktivacijom transkripcije na obe TSH subjedinice. Aktivacija beta
subjedinice je rezultat vezivanja prethodno fosforiliziranog CREB vezujuéeg proteina
za transkripcioni faktor Pitl sa vezuju¢im domenima. Novostvoreni kompleks u
sinergistiCkom delovanju aktivira proces transkripcije (Hashimoto i sar., 2000). Smatra
se da slican mehanizam aktivira i transkripciju prolaktina. Pored P jedinice, aktivacija
genskog promotera o jedinice nastaje vezivanjem fosforiliziranog CREB vezujuceg
proteina za P-LIM transkripcioni proteinski faktor (Hashimoto i sar., 2000). Negativnu
regulaciju transkripcije i sinteze TSH subjedinice ostvaruje T3 (Shupnik i sar., 1989).
Supresija transkripcije vrs$i se istovremeno za obe subjedinice, ali veCom brzinom i
intenzitetom na beta subjedinici. Regulacija intracelijske koncentracije T3 zavisi od

dostupnosti T4 i aktivnosti DIO2. T3 receptor je nuklearni receptor i ligand-zavisan
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transkripcioni faktor (Cheng i sar., 2010 ).Transkripcija T3 receptora je kodirana na
nivou dva razli¢ita alela i nalazi se u obliku TRa i TRB. Aktivacija transkripcije T3
receptora je zavisna od T3 (Cheng i sar., 2010). Kompleks koji nastaje nakon vezivanja
T; za receptor, posebno TRP (T3/TRP) je kljucni faktor supresije transkripcije
transkripcionih faktora TSHf subjedinice. Supresija je primarno na transkripcionom
faktoru GATA2 (Matsushita i sar., 2007). Supresija transkripcije o subjedinice nastaje
interakcijom kompleksa T3/TR, nuklearnim korepresorima (CoRs) i aktivacijom
histonske deacetilacije (HDAC) na inicijalnim transkripcionim regionima (Tagami i
sar.,1999; Wang i sar., 2009). Translacija mRNK za TSHa i TSHp subjedinice nastaje
nezavisno za obe subjedinice na ribozomima u citosolu (Chin i sar., 1978). Kompletna
translacija nastavlja se u lumenu endoplazmati¢nog retikuluma, gde se i zavrSava
cepanjem signalnih peptida.

Sinteza bioloski aktivnog molekula TSH ukljucuje i slozeni proces glikozilacije i
strukturne transformacije subjedinice. Glikozilacija je dvofazni proces koji pocinje pre
translacije i ukljucuje glikozilaciju obe subjedinice (kotranslacijska glikozilacija), a
zatim postranslaciono dolazi do jo§ jedne glikozilacija o subjedinice (Gesundheit i
Weintraub, 1986). Pretranslaciona glikozilacija wukljucuje vezivanje manoza-
oligosaharidne jedinice za asparaginske ostatke pomocu enzima oligosaharid-
transferaza. Prvi korak glikozilacije odvija se u endoplazmati¢nom retikulumu, gde
nastaje i prva enzimska obrada oligosaharidne jedinice enzimima manozidaza [ i II
(Elbein, 1991). Tokom kotranslacione glikozilacije u endoplazmaticnom retikulumu
nastaje i konformacijsko oblikovanje subjedinice i formiranje disulfidne veze koje
omogucava stabilnost molekula. Kasnije faze glikozilacije se produzavaju, u pocetku u
proksimalnom cis-Goldzi-kompleksu, a zatim u trans-Goldzi-kompleksu u sekretornim
granulama (Kornfeld i Kornfeld, 1985). Bovina TSH [ subjedinica ima samo jedno
mesto glikozilacije, ostatak asparagina na poziciju 23, dok a subjedinica ima dva
mesta glikozilacije, ostatak asparagina na poziciju 56 i 82 i jo$ jedno dopunsko mesto za
koje se smatra da je ostatatak koji je znacajan tokom kombinacije sa f subjedinicom
(Magner i Weintraub, 1982). U sastavu oligosaharidnog kompleksa na a i § subjedinici
nalaze se heksoze, heksozamin i sijalinska kiselina. Enzimska sulfatacija i sijalinacija
koje nastaju u kasnijim fazama tokom glikozilacije u distalnom trans-Goldzi-

kompleksu, predstavljaju regulatorni mehanizam koji utice na bioaktivnost molekula
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TSH. Sulfatacija N-acetilgalaktozaminskog ostatka povecava bioaktivnost, dok
vezivanje sijalinske kiseline ili njihovih prekursora za galaktozidne ostatke, smanjuje
bioaktivnost i produzava vreme poluraspada TSH molekula u serumu (Magner, 1990;
Szkudlinski i sar., 1995). Glikozilacija je sloZeni proces koji je znacajan za stabilizaciju
TSH molekula i precizno molekularno oblikovanje i kombinovanje a i B subjedinice, a
ima i protektivnhu ulogu jer pravilnom glikozilacijom nastaje pravilno sklapanje
peptidnih lanca i precizno formiranje unutrasnje disulfidne veze, ¢ime se ograniCava
intracelularna degradacija molekula TSH (Weintraub i sar., 1980; Grossmann i sar.,
1997). Proces kombinovanja obe subjedinice pocinje nakon translacije u ribozomima
endoplazmati¢nog retikuluma, a zavrsava se u Goldzi-kompleksu (Magner i Weintraub,
1982). Celokupni proces glikozilacije i kombinacije subjedinica TSH molekula je
regulisan TRH 1 tireoidnim hormonima (Persani, 1998). Povecanje koncentracije TRH
dovodi do povecanja stepena glikozilacije, a time i povecanja bioloske aktivnosti TSH
(Ponsin i Mornex, 1983; Taylor i Weintraub, 1985). Novija istrazivanja ukazuju da kod
primarnog hipotiroidizma nastaje povecanje stepena sijalinizacije Sto ukazuje da niske
koncentracije tireoidnih hormona i visoke koncentracije TRH dovode do smanjenje
bioaktivnosti molekula TSH odnosno da su tireoidni hormoni pozitivni regulatori
bioaktivnosti TSH (Oliveira i sar., 2007).

Unutarcelijska sinteza i sekrecija TSH primarno je regulisana TRH indukovanim
kaskadnim mehanizmom bifaznog povecanja intracelularne koncentracije jona
kalcijuma i promenom potencijala celijske membrane (Geras i Gersherngorn, 1982 ).
TRH direktno uti¢e na sekreciju TSH tako da imunoneutralizacija molekula TRH ili
lezije paraventrikularnog nukleusa kod Zzivotinja dovode do pada koncentracije TSH u
cirkulaciji (Fraser i McNeilly, 1982; Aizawa i Green, 1981).

Pored TRH hipotalamusa koji reguliSe sintezu i sekreciju TSH, modulacija sinteze
i sekrecije TSH ostvaruje se drugim hipotalamusnim i perifernim inhibitornim ili
stimuliraju¢im faktorima. Somatostatin ima inhibitorni efekat na sekreciju TSH kod
¢oveka i zivotinja in vivo i in vitro (Klaff i sar., 1982; Urman i Critchlow, 1983;
Lamberts i sar., 1989). Najveca koncentracija somatostatinskih neurona u hipotalamusu
se nalazi u prednjem paraventrikularnom regionu, a aksoni ovih neurona se pruzaju do
eminencije medijane (Van Vugt i sar., 2008). Lezije ovih regiona kod Zivotinje dovode

do pada koncentracije somatostatina u regionu eminencije medijane i povecanja
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serumske koncentracije TSH (Urman i Critchlow, 1983), sto ukazuje da hipotalamus
mozda ima dvojnu simultanu kontrolu sinteze TSH, kroz stimulaciju pomo¢u TRH, sa
jedne strane, i inhibciju preko sekrecije somatostatina sa druge strane. Inhibitorni efekat
somatostatina ostvaruje se vezivanjem za dva od ukupno pet subtipova somatostatinskih
transmembranskih receptora, subtip (SST) 1 1 subtip 5, koji se nalaze na membrani
tireotropa (Patel, 1999).Vezivanjem za ove receptore, somatostatin inhibira adenilat
ciklaznu aktivnost kroz G regulatorni protein, §to dovodi do pada aktivnosti protein
kinaze A, a time i smanjenja sinteze TSH. Inhibitorni mehanizam ostvaruje se takode i
kroz adenilat ciklaza nezavisan mehanizam, i to smanjenjem intracelijske koncentracije
kalcijuma kroz inhibitorni efekat na jonske kanale kalcijuma i smanjeni ekstracelijski
influks kalcijuma (Patel, 1999). Istrazivanja na hipotireoidnim pacovima ukazuju na to
da tireoidni hormoni regulisu gensku ekspresiju somatostatinskih receptora kroz direktni
efekat na tireotrope. U slucaju niske koncentracije tireoidnih hormona smanjuje se
ekspresija somatostatinskih receptora, a time se smanjuje i inhibitorni efekat na sintezu
TSH (Lam i Wong, 1999). Pozitivan efekat tireoidnih hormona na ekspresiju
somatostatinskih receptora, a time i negativan efekat somatostatina na sintezu TSH je
utvrden 1 in vitro uslovima na kulturi ¢elija bovine adenohipofize (Ridgway i sar.,
1983).

Veliki broj neurotransmitera ima direktni ili indirektni modulatorni efekat na
sintezu i sekreciju TSH. Indirektni efekat se ostvaruje kroz brojne aksonske projekcije
neurona koja sadrze dopamin, serotonin, histamin, kateholamine, opoide i GABA, koji
zavrSavaju na hipofiziotropnim neuronima. Direktni efekat na sintezu i sekrecije TSH je
rezultat aksonske projekcije neurona koji lu¢e neurotransmitere u hipofizni portalni
krvotok 1 direktno wuticu na ¢elije adenohipofize, Sto je karakteristicno za
dopaminergi¢ne neurone arkuatnog nukleusa. Dopamin je inhibitor sinteze i sekrecije
TSH in vivo i in vitro (Cooper 1983 ). Direktnu inhibiciju sekrecije TSH dopamin
ostvaruje vezivanjem za dopaminske receptore tipa 2 (DA2), i to mehanizmom
inhibicije adenilat ciklazne aktivnosti (Foord i sar., 1983) i inhibicijom transkripcije
mRNA gena za o i B TSH subjedinice (Shupnik i sar., 1986). Regulatorni efekat
dopamina je takode i indirektan. Kod pacova, utvrden je stimulatorni efekat na sekreciju
TRH na nivou hipotalamusa i stimulativni efekat na sekreciju somatostatina (Lewis 1

sar.,1987; Lewis i sar., 1986).
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Adrenegi¢na regulacija sinteze i1 sekrecije TSH moze biti centralna, kroz
stimulaciju sekrecije TRH i direktna, efektom kateholamina na tireotrofe. Centralna
stimulacija sinteze TSH ostvaruje se vezivanjem kateholamina za o adrenergi¢ne
receptore TRH neurona i stimulacijom sinteze i sekrecije TRH. Prisustvo kateholamina
u relativno visokim koncentracijama u portalnom krvotoku hipofize ukazuje na direktni
efekat kateholamina na tireotrope (Johnston i sar., 1983). Alfa adrenergi¢na aktivacija
tireotropa stimuliSe sintezu i sekreciju TSH u tireotropima hipofize goveda i pacova in
vitro 1 in vivo (Klibanski i sar., 1983; Peters i sar., 1983). Stimulatorni efekat
kateholamina ostvaruje se vezivanjem za ol adrenergi¢ne receptore, §to dovodi do
aktivacije mehanizma adenilat ciklaze (Alarcon i sar., 2001). Na taj nacin dopamin i
kateholamini imaju antagonisticki efekat na sintezu i1 sekreciju TSH.

Glukokortikoidi suprimiraju sintezu i sekreciju TRH i TSH (Mitsuma i Nogimori,
1982), tako Sto smanjuju koncentraciju TSH u serumu indirektnom supresijom TRH na
nivou hipotalamusa (Alkemade i sar., 2005). Utvrden je i direktni supresivni efekat
glukokortikoida na tireotrope i sekreciju TSH, ali radovi ukazuju da glukokortikoidi ne
uticu na gensku transkripciju TSH subjedinica (Ahlquist i sar.,1989). Administracija
deksametazona kod pacova izaziva supresivni efekat na lu¢enje TSH, koji je u korelaciji
sa dozom i vremenom administracije (Mitsuma i1 Nogimori, 1982). Kod coveka,
administracija glukokortikoida ne uti¢e na frekvenciju sekrecije TSH, ve¢ smanjuje
amplitude sekrecije i odgovor na egzogeni TRH. Mehanizam direktne supresije
glukokortikoida nije potpuno jasan, ali in vitro istraZzivanja ukazuju na to da je
lipokortin-1 (LC-1) verovatni proteinski medijator direktnog supresivnog dejstva
glukokortikoida na sekreciju TSH (Taylor i sar., 1995).

Hormon masnog tkiva, leptin, pove¢ava nivo TSH stimuliSu¢i sintezu i sekreciju
TRH. Egzogena administracije leptina kod pacova dovodi do povecanja (Ortiga-
Carvalho i sar., 2002) dok gladovanje ili imunoneutralizacija leptina dovodi do pada
serumske koncentracije TSH. Stimulatorni efekat na TSH takode imaju i arginin-
vasopresin, GLP-1 (glucagon-like peptide-1) i galanin (Ciosek i Stempniak, 1997; Beak
isar., 1996; Arvat i sar., 1995). Peptidi sa autokrinim i parakrinim delovanjem, kao $to
su neurotenzin, supstancija P, epidermalni faktor rasta (EGF), faktor rasta fibroblasta
(FGF), citokini IL1 i IL6, takode uticu na sekreciju TSH. Posebno je znacajan

neuromedin B, peptid prisutan u visokim koncentracijama u tireotrofima, jer je utvrdeno
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da su intracelijske koncentracije neuromedina B u korelaciji sa nivoom tireoidnih
hormona. Utvrdeno je da je neuromedin B autokrini/parakrini peptidni faktor koji
inhibira sekreciju TSH i regulise gensku ekspresiju u tireotrofima, ¢ime ima znacajnu
ulogu u regulisanju funkcije tiroidne osovine (Oliveira i sar., 2000).

Inhibicija sekrecije TSH nastaje tokom infekcije zbog promene u funkeciji
hipotalamusa i hipofize izazvane inflamatornim citokinima (van Haasteren i sar., 1994).
Inflamatorni citokini (IL1, IL6 i TNF-a) deluju direktno, inhibiraju¢i sekreciju TSH ili
indirektno aktiviranjem sekrecije somatostatina (Kennedy i sar., 1995). Smatra se da
IL1 ima najve¢i inhibitorni efekat kod zivotinja, pri ¢emu mehanizam delovanja moze
biti kroz stimulaciju lu¢enja somatostatina, ali i stimulaciju lokalne aktivnosti DIO2, §to
dovodi do povecanje nivoa T; u adenohipofizi, ¢ime se inhibira dalja sekrecija TSH
(Baur 1 sar., 2000).

U kontekstu sekrecije i efekata TSH hormona, nedavno je otkriven hormon
tirostimulin koji je TSH agonist, a po sastavu glikoprotein, a koji ima visok afinitet za
TSH receptore. To je nekovalentni heterodimer, formiran od dve glikoproteinske
subjedinice, glikoproteina a2 (GPA2) i glikoproteina B5 (GPBS5) koga primarno luce
kortikotrofi adenohipofize (Nakabayashi i sar., 2002). Tirostimulin ima Siru tkivnu
distribuciju za razliku od TSH i smatra se da ima parakrino delovanje na tkiva koja
eksprimiraju TSH receptore (Okada i sar., 2006; Nagasaki i sar., 2006). Utvrdeno je da
inflamatorni citokini (TNF-a i IL 1) pozitivno reguliSu transkripciju GPBS5 subjedinice
tirostimulina, kroz aktivaciju nuklearnog faktora kapa B (NF-kappaB) (Suzuki i sar.,
2009).

2.3.2. Fizioloska uloga

Fizioloska uloga i aktivnost TSH se ostvaruje vezivanjem za TSH receptor.
Proteinski kompleks TSH i TSH receptor je klju¢ni faktor u regulaciji, razvoju, rastu i
funkciji Stitaste zlezde. TSH receptor pripada familiji receptora glikoproteinskih
hormona (GPHR — glycoprotein hormone (GPH) receptor) i velikoj superfamiliji G
protein-vezanih membranskih receptora (G proteincoupled receptors - GPCRs) (Kaczur
i sar., 2002). U familiju GPH receptora spadaju i receptori za FSH (FSHR) i LH (LHR)
(Jiang 1 sar., 2014). Funkcionalne i strukturne specificnosti u primarnoj strukturi

molekula TSH receptora, omogu¢avaju mu da poseduje strogu specificnost za svoj
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ligand, molekul TSH, pri ¢emu je mogucnost za vezivanje sa ostalim glikoproteinima
svedena na minimum (Szkudlinski i sar., 2002). Minimalna moguénost nehomologih
hormon-receptor interakcija je posledica specificne strukture [ subjedinice
glikoproteinskih hormona i specifiCnosti receptorskog domena glikoproteinskog
receptora. Nehomologna interakcija je utvrdena jedino u slucaju visoke koncentracije
hormona (Farid i Szkudlinski, 2004). Bovini TSH receptor je transmembranski protein
lociran na bazolateralnoj strani tireocita u obliku jednolan¢anog polipeptida, formiranog
od 763 aminokiselina koje ukljucuju signalnu peptidnu sekvencu od 20 aminokiselina,
molekulske mase od 86,4 kDa (Silversides i sar., 1997). Primarna struktura molekula
TSHR je relativno konzervativna. Molekularno kloniranje, sekvencioniranje i ekspresija
molekula TSHR je pokazala strukturnu sli¢nost od 91,8% izmedu molekula bovinog
TSHR 1 TSHR svinje kao 1 89,5% sli¢nosti izmedu humanog TSHR i TSHR svinje
(Igarashi i Nagata, 2003). Molekul bovinog TSHR sadrzi jednu aminokiselinu manje u
korespondiraju¢oj sekvenci u poredenju sa molekulima TSHR pasa, coveka i pacova
(Silversides i sar., 1997).

Polipeptidni lanac TSHR je formiran u tri domena koji formiraju dve subjedinice:
A (a) 1 B (B). A subjedinica ukljucuje ekstracelularni NH2 terminalni domen, formiran
od 417 amionokiselina, dok B subjedinica ukljucuje transmembranski serpentinski
domen sa 265 aminokiselina koji formiraju sedam transmembranskih domena i kratak
intracelularni "COOH terminalni domen, formiran od 82 aminokiseline (Farid i
Szkudlinski, 2004). Humani TSHR gen je lociran na hromozomu 14 i sadrzi 10 egzona.
TSH receptor se sintetiSe kao jedinstveni polipeptidni lanac koji je kodiran sa jedne
mRNA. Formiranje dve subjedinice je rezultat intramolekularnog cepanja na dva mesta
na ekstracelularnom domenu, pri ¢emu nastaje odvajanje imunogenog C peptida
molekulske mase od 5-7 kDa. Intramolekularno cepanje je posredovano aktivnoscu
enzima ADAM 10 (enzim familije disintegrin i metaloproteinaze), a regulisano nivoom
TSH (Kaczur i sar., 2007). Formiranje subjedinice nastaje u kasnoj fazi sinteze
molekula na Goldzi sistemu ili na ¢elijskoj membrani (Tanaka i sar.,1999). Genska
ekspresija receptora TSH i prisustvo mRNA za njega su utvrdeni i u ekstratireoidnim
tkivima, kao Sto su celije bubrega, testisa, kosti, limfociti, adipociti, retrookularni
fibroblasti, Zuto telo, nervne ¢elije i astrociti (Mengistu i sar., 1994; Crisanti i sar., 2001;

Mutinati 1 sar., 2010). Ekspresija na limfocitima se povezuje sa moguc¢noscu parakrine i
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autokrine regulacije TSH. Ovaj tip regulacije je opisan na intestinalnoj mukozi pri cemu
se smatra da TSH poreklom iz enterocita reguliSe funkciju enterocita i limfocite epitela,
i to kroz receptore za TSH molekule (Wang i sar., 1997).

Aminoterminalni kraj ili ekstracelularni domen je najve¢i domen TSH receptora
i ¢ini polovinu molekulske mase celokupnog receptora (Rapoport i sar., 1998).
Ekstracelularni kraj molekula je karakteristiCan po tome Sto sadrzi 16 repetitivnih mesta
bogatih leucinom (LRR - leucine-rich repeat) i 6 potencijalnih sekvenci koje su mesta
glikozilacije bogate asparaginom. Asparaginska mesta koja vezuju oligosaharide tokom
glikozilacije su znacajna u formiranju tercijarne strukture molekula i funkciju receptora
(Nagayama 1 sar., 1998). Glikozilacija je proces koji nastaje tokom posttranslacione
modifikacije molekula TSHR i ukljucuje proces sijalinacije, Sto utiCe na stepen
ekspresije molekula TSHR na ¢elijskoj membrani (Kursawe i Paschke, 2007). LRR
sekvenca na ekstracelularnom domenu ili CFR regija (cysteine-rich flanking region) je
klju¢ni segment koji omoguéava receptorske modulacije u vezivanju TSH za receptor i
inicijaciju aktivacije receptora. Leucin repetitivna sekvenca ili LRR ima tercijarnu
strukturu u obliku potkovice. Sekundarna struktura sastoji se od hidrofobnog 3 lanca
koga formiraju konkavne strane LRR sekvence (Enkhbayar 1 sar.,, 2004).
Karakteristi¢no je to da je LRR primarno mesto vezivanja TSH molekula. U zavisnosti
od konformacionih promena u proteinskoj strukturi, ekstracelularni domen moze biti sa
otvorenom - aktivnom formom i zatvorenom - neaktivhom formom. Jedino otvorena
konformacijska forma je aktivna i jedino ona moze vezati ligand ili TSH molekul
(Davies i sar., 2002). Vezivanjem za CFR regiju na ekstracelularnom domenu, TSH
inicira promene u tercijarnoj strukturi molekula TSHR i kovalentnom vezivanju liganda
za receptor, ¢ime o subjedinica postaje znacajna u aktivaciji signala, a } subjedinica za
specificnost hormona (Smits 1 sar., 2003; Farid i1 Szkudlinski, 2004). Na
ekstracelularnom domenu, na regionu iznedu LRR sekvence i transmembranskog
domena nalazi se zglobni deo (hinge region — HinR) ili specifican signalni domen (SSD
- signaling specificity domain) (Chen i McLachlan, 2010). Ovaj deo (HinR) povezuje
LRR deo sa transmembranskim serpentinskim domenom. Aminokiselinske sekvence u
HinR imaju specifi¢an redosled i u ovom regionu se nalaze najvece razlike izmedu tri
homologna glikoproteina (Krause 1 sar., 2012). Zglobni region ekstracelularnog domena

ima znacajnu ulogu u stabilizaciji liganda i regulaciji aktivnosti receptora, ukljucujuéi i
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signalnu transdukciju receptora (Jaeschke i sar., 2011). Vezivanje molekula TSH za
TSH receptor primarno nastaje ekstracelularnim domenom, ali u vezivanju i aktivaciji
receptora znacajnu ulogu ima i transmembranski domen (TDM). Ovaj domen je
formiran od sedam hidrofobnih transmembranskih segmenata koje su povezani sa tri
ekstracelularne i tri intracelularne zavojnice. Transmembranski domen ima ulogu u
regulaciji aktivnosti i konformacijskim promenama ekstracelularnog domena TSH
receptora, kao i u transdukciji signala nakon vezivanja liganda (Chen i McLachlan,
2010). Zatvorena konformacijska forma ili neaktivni oblik TSH receptora je rezultat
elektrostatske interakcije ekstracelularne zavojnice transmembranskog domena i
ekstracelularnog domena. Vezivanje liganda je praceno otvaranjem konformacije, $to je
rezultat prekida ove interakcije 1 vezivanja o subjedinice molekula TSH sa
ekstracelularnu zavojnicu transmembranskog segmenta. Ova interakcija omogucava
stabilizaciju i aktivaciju TSH receptora (Latif i sar., 2014). Intracelularne zavojnice
transmembranskog domena imaju znacajnu ulogu u signalnoj transdukciji (Chazenbalk i
sar., 1990). Transmembranski domen se zavrSava intracelularnim ili karboksilnim
domenom.

Efekat TSH je rezultat vezivanja TSH za TSHR i formiranja TSH/TSHR
kompleksa. Formiranje TSH/TSHR kompleksa ukljuuje niz posledi¢nih dogadaja,
pocevsi od vezivanja za specificnu lokaciju na ekstarcelularnom domenu TSHR,
konformacionu promenu receptora, interakciju receptora sa G proteinom i strukturne
promene G proteina uz aktivaciju signalne kaskade unutar celije (Kleinau i sar., 2013).
Vezivanje TSHR za G protein ostvaruje se kroz intracelularni karboksilni domen i
zavisi od intramolekularnog cepanja molekula TSHR uz aktivnost enzima ADAM 10
(Ciullo 1 sar., 2003; Kaczur i sar., 2007). Signalna kaskada nakon vezivanja TSH za
TSHR ukljucuje primarno aktiviranje adenilat ciklaze, povecanje koncentracije cAMP i
aktivaciju protein kinaze A (PKA) i fosfolipaze C (PLC). Ovaj signalni sistem regulise
prihvatanje joda, transkripciju tiroglobulina, TPO i NIS mRNA koji su znacajni za
intracelularni metabolizam joda i sintezu tireoidnih hormona (Riedel I sar., 2001;
Calebiro i sar., 2010). Drugi signalni sistem aktivacijom G proteina ukljucuje aktivaciju
fosfolipaza C (PLC), aktivaciju inozitol fosfata (IP3) i povecanje intracelularne
koncentracije jona Ca’" kroz povecanu mobilizaciju jona iz intracelularnih rezervi.

Signalni sistem aktivirane PLC i intracelularnog Ca*" regulise efluks joda, produkciju
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H,0,, jodinaciju tiroglobulina (Grasberger i sar., 2007). Vezivanjem TSH za TSH
receptor, posebno kod hroni¢ne stimulacije receptora, aktivira se JAK/STAT i
mORT/S6K1 signalni mehanizam koji reguliSu proces rasta folikularnih ¢elija Stitaste
zlezde (Brewer i sar., 2007). Novija istrazivanja ukazuju na to da prolongirana
stimulacija receptora sa TSH dovodi do njihove indukovane internalizacije, tj uvlacenja
receptora. U ovom slucaju, utvrdeno je da receptor i dalje inicira signal adenilat ciklaza
sistemom intracelularno ali efekat ove aktivacije nije identican sa membranskom
aktivacijom cAMP (Calebiro, 2011).

TSH uti¢e na rast i morfoloske promene Stitaste zlezde, metabolizam joda i
sintezu tireoidnih hormona unutar §titaste zlezde. TSH ima snazan i brz mitogeni efekat
na tireoideu i reguliSe rast aktiviranjem JAK/STAT i mORT/S6K1 signalnog puta i
interakcijom sa epidermalnim faktorom rasta (EGF), transformiSu¢im faktorom rasta
(TGF-alfa) i faktorom rasta slicnim insulinu (IGF-I) (Brewer i sar., 2007; Duh i
Grossman, 1995). Hroni¢na stimulacija sa TSH dovodi do povecanja Stitaste zlezde
zbog hipertrofije i hiperplazije. TSH ima inhibitorni efekat na apoptozu putem inhibicije
ekspresije Fas receptora i povecanja ekspresije Bcl-2 inhibitora apoptoze (Andrikoula i
sar., 2001). TSH utice na morfoloske i strukturne promene tireocita (Nielsen i sar.,
1985). Pod uticajem TSH dolazi do formiranja mikrovila na apikalnoj membrani
tireocita, a tireocitni epitel postaje kolumnarni. Zbog toga, prolongiranom stimulacijom
sa TSH dolazi do smanjenja volumena koloida, intenziviranja vezikularnog transporta i
aktiviranja lizozomalnog sistema tireocita. TSH reguliSe posttranskripcionu aktivaciju i
ekspresiju proteinskih transportera joda na bazalnoj membrani tireocita (NIS
transporteri) i reguliSe sintezu tireoid peroksidaze (TPO) i jodnog transportera na
apikalnoj membrani tireocita (Nagayama i sar., 1989; Riedel i sar., 2001). Regulacijom
ekspresije jodnih transportera TSH takode reguliSe i jodni metabolizam unutar tireoidee.
TSH regulise ekspresiju gena i transkripcije tireogloglobulina, reguliSe internalizaciju i
proteolizu jodiranog tiroglobulina i sekreciju T3 i T4 u cirkulaciju (Van Heuverswyn i
sar., 1984; Van den Hove i sar., 2007).

Molekul humanog TSH ima poluvreme raspada u cirkulaciji od oko 50 minuta i
njegova koncentracija je u korelaciji sa serumskom koncentracijom tireoidnih hormona
(Ridgway 1 sar., 1974). Sijalinizirani oblik molekula TSH ima produzeno vreme

poluraspada. Stepen sijalinizacije molekula TSH se povecava tokom hipertiroidizma,
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Sto vodi do smanjenja bioloske aktivnosti molekula TSH (Dietrich i sar., 2012).
Sekrecija TSH kod goveda, kao i koncentracija tireoidnih hormona, podlozna je
cirkadijalnim i ultradijalnim varijacijama i ima pulsativni nacin sekrecije (Huszenicza i
sar., 2002). Merenjem nivoa TSH tokom 24 c¢asa utvrdeno je da se kod goveda pik
koncentracije TSH dostize popodne, §to je suprotno od pulsativnog nacina sekrecije kod
ljudi gde su najviSe koncentracije utvrdene tokom no¢i (Guyot i sar., 2007). Na
sekreciju TSH uti€u i ambijentalni faktori, ambijentalna temperatura, godiSnje doba,
nacin ishrane, sastav i unos hrane i laktacija. Znacajni faktor koji utice na serumsku
koncentraciju TSH je dostupnost i unos joda. Visoke koncentracije TSH koje se krec¢u
od 30 do 50pU/ml, ustanovili su Cveji¢ 1 saradnici (1995) kao rezultat endemi¢nog
nedostatka joda. Vrednosti koncentracije TSH u rasponu od 1,3 - 3,8 - 26,9 uU/ml
ustanovljene su kod klini¢ki zdravih jedinki (Goret i sar., 1974; Guyot i sar., 2007,
Paulikova i sar., 2011). Tokom graviditeta placenta je relativno nepropustljiva za
molekule TSH poreklom od majke. Placentarni tireotropni protein sve do 90. dana
gestacije ima ulogu tirotropnog hormona, vezuju¢i se za TSH receptore fetalne Stitaste
zlezde 1 posredujuéi u razvoju, maturaciji i preuzimanju joda kod fetusa (Avivi i sar.,
1982). Nakon tog perioda moze se utvrditi prisustvo tireotropa u fetalnoj hipofizi, a time

1 pocetak sekrecije TSH.

2.4, Trijodtironin i tiroksin

2.4.1. Struktura, sinteza i sekrecija

Primarna funkcija Stitaste zlezde je biosinteza, skladiStenje i sekrecija tireoidnih
hormona. Tireociti proizvode dva hormona: L-tiroksin (3, 5, 3°, 5’-tetrajodotironin - T4)
i L- trijodtironin (3, 5, 3’-trijodotironin - T3). Biosinteza tireoidnih hormona regulisana
je mehanizmom negativne povratne sprege hipotalamusno-hipofizne osovine tj. uz
pomo¢ TRH iz hipotalamusa i TSH iz hipofize, mehanizmom autoregulacije i zavisi od
efikasnog funkcionisanja enzimskih sistema i metabolizma tireocita. Adekvatna
dostupnost i odgovarajuée snabdevanje jodom, kao i aktivnost ¢elijskih mehanizama za
optimalni ¢elijski transporta joda imaju kljuc¢nu ulogu u biosintezi tireoidnih hormona.
Biosinteza tireoidnih hormona nastaje u folikulima tiroidee, kao primarnim

funkcionalnim jedinicama Stitaste zlezde (Kopp, 2005). Folikul je formiran od jednog
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reda folikularnih ¢elija koje ogranicavaju lumen folikula ispunjenog koloidom u kome
se dominantno nalazi glikoprotein tireoglobulin (Arvan i Di Jeso, 2005).

Prekursor sinteze tireoidnih hormona je aminokiselina tirozin, koja se nalazi u
obliku tirozinskog ostatka na molekulu tireoglobulina (Mansourian, 2011). Tiroglobulin
(Tg) je polipeptidni matriks neophodan za sintezu trijodotironina (Ts) i tiroksina (Ty) i
skladistenje neaktivnih oblika tireoidnih hormona i joda (Lamas i sar., 1974). Osnovna
strukturna jedinica tireoidnih hormona je difenil-eter, tironin koji jodinacijom sa 4
atoma joda na pozicijama 3,5,3' i 5' daje T, ili jodinacijom na pozicijama 3,5 i 3' daje
T;. Tiroglobulin je homodimerni glikopolipeptid sa molekulskom masom od 660 kDa,
koga sintetisu i sekretuju tireociti. Ekspresija gena za Tg i sinteza Tg u tireocitima je
pozitivno regulisana tireotropinom kroz TSH receptore i intracelijsko moduliranje na
nivou cAMP (Van Heuverswyn i sar., 1984; Van den Hove i sar., 2007). Transkripciju
Tg reguliSu transkripcioni faktori koje se vezuju za genske sekvence Tg promotera
(Berg i sar., 1997). Tg je izgraden iz dve polipeptidne subjedinice sa priblizno 2700
aminokiselina za svaku subjedinicu i oko 123 tirozinskih rezidua od koje je svaka
potencijalno mesto za vezivanje joda. Nakon translacije, posttranslacione modifikacije
molekula Tg odvijaju se u endoplazmaticnom retikulumu, Goldzi aparatu i apikalnoj
membrani folikularnih ¢elija, a obuhvataju niz procesa kao §to su glikolizacija,
konformaciono sazrevanje i homodimerizaciju, formiranje disulfidne veze izmedu
subjedinica i stabilnost i jodinaciju molekula Tg (Kim i Arvan, 1999; Desphande i
Venkatesh, 1999). Na apikalnoj membrani tireocita nastaje kovalentno vezivanje joda,
tj. enzimska jodinacija tirozinskog ostatka na molekulu Tg pri ¢emu se formiraju
neaktivni tirozinski prekursori, monojodtirozin (MIT) i dijodtirozin (DIT), ¢ijim
kasnijim udruzivanjem nastaju T3 i Ta.

Inicijalni proces u biosintezi tireoidnih hormona je preuzimanje joda od tireocita.
Celijsko preuzimanje nastaje aktivnim transportom, pri &emu se odrzava stalni
koncentracijski gradient i jod ulazi u unutraSnjost celije suprotno gradijentu
koncentracije. Odrzavanje Na' gradijenta u unutra$njosti tirocita, koji je i pokretacka
snaga jodnog influksa, ostvaruje se uz uéeiée plazma-membranske Na'-K~ ATP-aze.
Aktivni transport joda se odrzava uz pomo¢ klju¢nog proteina za preuzimanje ili influks
joda, a to je Na/J simporter (NIS) ili SLC5AS, a koji je ¢lan familije natrijum/glukoza

kotransportera (Dohan i sar., 2003). NIS je integralni membranski glikoprotein smesten
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na bazolateralnoj strani tirocita i ima visok afinitet za jod. (Dai i sar., 1996). Humani
NIS formiran je od 643 aminokiseline i ima molekulsku masu od 70-90kDa (Spitzweg i
Morris, 2002). Primarna struktura molekula formirana je od 13 transmembranskih
domena 1 sadrzi ekstracelularni amino kraj, citoplazmatski karboksilni kraj 1 tri
potencijalna mesta glikozilacije (Levy i sar., 1998). Mehanizam transporta joda se
bazira na modelu prema kome se jon Na” vezuje za transporter koji u prisustvu joda
formira kompleks i nakon toga prenosi jod i dva jona Na" u unutra$njost tirocita. Ovaj
mehanizam je direktno regulisan tirotropinom. TSH stimuliSe prihvatanje i nakupljanje
joda u tireocitima putem pozitivno regulisane ekspresije NIS transportera i mRNA za
transporter aktiviraju¢i cAMP signalni put (Weiss i1 sar., 1984). Pored regulacije
transkripcije 1 biosinteze molekula NIS, TSH utice i na aktivnost NIS transportera
putem posttranskripcione modulacije. Pod uticajem TSH dolazi do aktivacije NIS
transportera i lociranja NIS molekula na bazolateralnoj membrani tireocita. Niske
koncentracije TSH dovode do skrac¢ivanja poluzivota molekula NIS i internalizacije u
citoplazmu, pri cemu dolazi do smanjenje influksa joda u ¢elije tiroidee (Riedel i sar.,
2001). Fizioloske koncentracije Tg moduliraju stimulatorni efekat TSH na ekspresiju i
aktivnost NIS transportera t.j. Tg je deo autoregulatornog sistema koji regulise funkciju
1 aktivnost folikularnih ¢elija (Suzuki i sar., 1999). Pored toga §to NIS ima veliki afinitet
prema jodu, on moze transportovati i druge jone, velike anjone, kao §to su tiocijanat i
perhlorat, a koji mogu inhibirati akumulaciju joda u tiroidne ¢elije preko kompeticije sa
jodom, Sto je i osnova njihovog antitireoidnog efekta. Perhlorat je 10 do 100 puta
potentniji od tiocianata u inhibiciji akumulacije joda (Wolff, 1998; Van Sande i sar.,
2003). Jak negativan efekat na ekspresiju NIS transportera i smanjenje intracelijske
akumulacije joda u in vitro uslovima imaju T; i deksametazon, dok metamizol i
propiltiouracil (PTU) imaju znatno slabiji negativni efekat u odnosu na Tz i
deksametazon (Spitzweg i sar., 1999). Citokini, IL-6, IL-1a, TNF-a, IFNy i IL-1p u in
vitro uslovima smanjuju ili inhibiraju efekat ekspresije NIS mRNA i inhibiraju
intracelijsku akumulaciju joda (Spitzweg i sar., 1999).

Transport joda u lumen folikula, pored aktivnog transporta NIS transporterom na
bazolateralnoj strani tireocita, ukljucuje i pasivan transport kroz apikalnu membranu
pomocu proteinskog transportera pendrina (Yoshida i sar., 2002). Pendrin je hidrofoban

membranski glikoprotein formiran od 780 aminokiselina i molekulske mase od 110-115
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kDa. Ima tri potencijalna mesta glikozilacije i pripada SLC familiji proteina
(SLC26A4). Tercijarna struktura pendrina ima 12 transmembranskih domena sa oba
amino i karboksilna kraja u citoplazmi. Pendrin je lociran na apikalnoj (luminalnoj)
membrani tireocita 1 predstavlja Cl-/J- razmenjiva¢ koji omogucava jodni efluks t.j.
transport joda u lumen folikula (Bizhanova i Kopp, 2009). Ekspresija, translokacija na
apikalnu membranu tireocita i aktivnost pendrina je takode pozitivno regulisana sa TSH.
Stimulacija translokacije pendrina ostvaruje se i dejstvom insulina na tireocite
(Muscella i sar., 2008). Pendrin nije jedini transporter joda na apikalnoj membrani
tireocita, jer se transport joda ostvaruje i transportnim proteinima CLCS5, CFTR i
SLC26A7, koji omogucuju apikalni transport joda (Twyffels i sar., 2011). Novija
istrazivanja ukazuju na to da je transportni protein Anoktamin-1 (ANO-1), lociran na
apikalnoj membrani tireocita, takode znacajan transporter joda i smatra se odgovornim
za transport najveceg dela joda prema lumenu folikula (Twyffels i sar., 2014).
Oksidacija i organifikacija joda je sledeé¢i proces biosinteze tireoidnih hormona.
Oksidacija joda t.j. aktivacija iodida (I') do molekularnog joda (I%) je proces koji se
odvija uz uces¢e enzima tirecoperoksidaze (TPO), koja koristi vodonik peroksid (H,O,)
kao supstrat oksidacije.TPO je integralni membranski glikoprotein lociran na apikalnoj
membrani tireocita. Polipeptidni lanac je formiran od 933 aminokiseline i sadrzi veliki
ekstracelularni domen sa ukupno 845 aminokiselinskih ostataka i mali intracelijski
domen od 60 aminokiselina (Magnusson i sar., 1987). Aktivnost TPO enzima je
uslovljena prisustvom prosteticne grupe hem (fero-protoporfirin IX) (Ohtaki 1 sar.,
1981). Kod coveka su utvrdene dve izoforme enzima TPO, od kojih je TPO1 veci
molekul koji sadrzi hem i aktivan je, dok je TPO2 izoforma sa manjim brojem
aminokiselina, koja je neaktivna (Gardas i sar., 1997). Sinteza molekula TPO ukljucuje i
posttranslacione modifikacije: glikozilaciju, inkorporaciju hema i strukturno sazrevanje
sa formiranjem dimera. Pocetni proces glikozilacije odvija se na membrani
endoplazmatskog retikuluma, a zavr$na glikozilacija na GoldZzi aparatu, sa ukupno 5
potencijalnih mesta glikozilacije (Rawitch i sar., 1992). Proces glikozilacije definiSe
tercijerni oblik molekula i znacajan je za transport i aktivnost enzima (Fayadat i sar.,
1998). U Goldzi aparatu molekul TPO se pakuje u transportne vezikule i transportuje do
apikalne membrane tireocita, da bi nakon spajanja transportne vezikule za apikalnom

membranom tireocita doslo do eksprimiranja katalitickih mesta molekula TPO prema
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folikularnom lumenu (Kuliawat i sar., 2005 ). Regulacija biosinteze, transporta i
apikalna ekspresija TPO enzima je direktno regulisana sa TSH i intracelijskom
koncentracijom joda. Istrazivanjima na ¢elijama tiroidee svinja utvrdeno je da TSH ima
stimulatorni efekat na ekspresiju i transport TPO molekula, a da visoke koncentracije
joda smanjuju nivo enzima (Penel i sar., 1998).

TPO je katalizator oksidacije joda koji omoguc¢ava da se jedino molekulski jod
kovalentno veze za tirozinske ostatke tireoglobulina. Time nastaje organifikacija joda.
Supstrat oksidacije joda je H»O, koga generiSu tireoidna hem peroksidaza t.j.NADPH
oksidaza (NOX) ili dualna oksidaza (DUOX) (Song i sar., 2007). DUOX je
glikoflavoprotein oksidoreduktaza koji je Ca’+/NADPH-zavistan sistem i generise H,O,
funkcionalno udruzen sa TPO (Ameziane-El-Hassani i sar., 2005). Utvrdena je tkivna
specificnost enzima dualne oksidaze, i to tako da dominantna ekspresija na tireocitu ima
izoformni oblik DUOX2 (Moreno i sar.,, 2002 ). DUOX2 je protein sa 1548
aminokiselina i 7 transmembranskih domena (NADPH vezuju¢i domen, FAD-vezujuéi
domen, hem vezuju¢i domen, Ca zavisan domen i peroksidaza domen). Aktivacija
DUOX?2 enzima zahteva prisustvo faktora sazrevanja nazvanog DUOXAZ2, koji utice na
sazrevanje 1 translokaciju funkcionalnog enzima DUOX2 na membranu tirocita
(Grasberger 1 Refetoff, 2006 ). Lokalizacija DUOX2 enzima na apikalnoj membrani
tirocita je takva da je u neposrednoj blizini enzima TPO, zbog ¢ega se formira kompleks
koji omogucava regulaciju generisanja H,O; i aktivnost TPO (Fortunato i sar., 2010).
Utvrdeno je da TSH nije primarni regulator ekspresije i aktivnosti DUOX2/DUOXA2
enzima. Tireoglobulin je taj koji suprimira nivo ekspresije enzima i1 smanjuje
generisanje H,O, (Yoshihara i sar., 2012). Istrazivanja na humanim tireocitima su
pokazala da medijatori inflamacije mogu modulirati ekspresiju i aktivnost DUOX
enzimskog sistema (Raad i sar., 2013).

Kovalentno vezivanje joda za tirozinske ostatke na molekulu Tg ili proces
organifikacije joda nastaje aktivno$¢u TPO u prisustvu H,O,. Jodiranje Tg nastaje na
apikalnoj membrani tireocita pri ¢emu se formiraju MIT (monojodtirozin) i DIT
(dijodtirozin) (Virion i sar., 1981). Molekul Tg sadrzi oko 123 tirozinska ostatka, ali
samo trec¢ina od ukupnog broja je jodirana tako da molekul Tg u ovoj fazi sadrzi oko 1%
kovalentno vezanog joda. Slede¢a faza je sparivanje dva susedna jodotirozinska ostatka

i formiranje jodotironina t.j. sparivanje dva molekula DITa formira se T4 dok se
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sparivanjem molekula MIT i DIT formira Ts. Proces sparivanja pocinje katalitiCkom
reakcijom enzima TPO, odnosno oksidacijom jodotirozinskih ostataka. Ovaj proces je
zavisan od strukturne konformacije molekula Tg (Cahnmann i sar., 1977; Virion i sar.,
1981; Mansourian, 2011).Formiranje jodotironina se zasniva na principu formiranja
veze izmedu jodofenol tirozina, kao donora, i hidroksilne grupe tirozina, kao akceptora.
Nakon cepanja intermedijarnog produkta nastaje jodtironin (T; ili T4) sa jedne strane i
dehidroalaninski ostatak na peptidnom lancu sa druge strane. Proces organifikacije joda
1 sparivanje tirozinskih ostataka pozitivno reguliSe TSH. Koncentracija jodida moze
modulirati proces sparivanja i sinteze. ViSak jodida inhibira proces sparivanja
jodotirozinskih ostataka kroz inhibiciju aktivnosti TPO 1 sistem generiranja H,O,, ali
nedostatak jodida takode uti¢e na sintezu efektivne koli¢ine tireoidnog hormona i
smanjuje odnos proporcije tiroksina i trijodtironina sintetisanih u tiroidei (Wildberger
sar., 1983).

T3 1 T4, koji su deo molekula Tg, uskladisteni u koloidu folikula su neaktivni.
Proces sekrecije tireoidnih hormona, ukljucuje vezikularnu internalizaciju molekula Tg
u tireocite sa apikalne membrane i proces enzimske proteolize lizozomalnim enzmima
(Rousset i Mornex., 1991). Proces internalizacije Tg je posredovan od receptora za Tg
koji se nalazi na apikalnoj membrani tireocita, nazvanog megalin (Marino i McCluskey,
2000a) Megalin je membranski protein koji pripada familiji LDL (low density
lipoprotein) receptora i njegova ekspresija je, kao i sam proces internalizacije, pozitivno
regulisana sa TSH (Marino i sar., 2000b). Nakon vezivanja Tg za megalin nastaje
proces internalizacije sa formiranjem vezikula, a kasnije i endozoma. Jedan mali deo
Tg, i to onaj koji sadrzi manji broj formiranih tireoidnih prekursora, nakon
internalizacije pomocu receptora megalina i vezikularnog transporta, prolazi kroz ¢eliju
1 napusta je sa bazolateralne membrane u cirkulaciju (Marino i sar., 2000¢). Endozomi
tireocita u kojima se nalazi Tg, spajaju se sa lizozomima formirajuci fagolizozom, u
kome se odvija proces proteolitiCkog cepanja molekule Tg (Dunn i sar., 1991). Enzimi
koji hidroliziraju Tg su endo i egzopeptidaze (katepsin B, K i L) dipeptidaza 1 i II,
glikohidrolaza, fosfataza, sulfataza i drugi. Nakon hidrolize i oslobadanja T3 i Ta,
aktivni hormoni napustaju lizozomalne vezikule i preko bazolateralne membrane

tirocita prelaze u cirkulaciju.
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2.4.2. Fizioloska uloga

U cirkulaciji nalazi se nekoliko oblika jodotironina i njihovih derivata. Od svih
oblika, T4 je dominantni oblik koga direktno luéi Stitasta zlezda, dok oko 80%
koncentracije T; potiCe iz perifernih tkiva i dobija se enzimskom dejodinacijom (Bianco
i sar., 2002). Preostali jodotironini, kao §to su reverzni T; (rT3), dijodotironin (T) i
ostali derivati t.j. produkti glukoronidacije (T4G) i sulfatacije (T4S), generiSu se u
perifernim tkivima i u serumu se nalaze u tragovima (Wu i sar., 2005).

Tiroidni hormoni su hidrofobni molekuli i u cirkulaciji se uglavnom nalaze
reverzibilno vezani za serumske proteine. Kod goveda slobodna frakcija T4 Cini
priblizno 0,027 % u odnosu na ukupni T4, dok slobodni T; ¢ini 0,3% ukupnog T;
(Nixon 1 sar., 1988). Bioloska aktivnost i metabolicka sudbina tireoidnih hormona
nakon sekrecije zavisi od dostupnosti slobodnog oblika T4 i T3 perifernim tkivima.
Ukupna koncentracija tireoidnih hormona wu cirkulaciji je proporcionalna
koncentracijama vezujuc¢ih transportnih proteina za tireoidne hormone, tako da se
odrzava adekvatan nivo koncentracije slobodnih hormona (Shuler, 2000). Vezivanjem
za serumske proteine, omogucava se skladiStenje hormona, a time i homogena
distribucija T4 i T3 u tkivima (Mendel i sar., 1987), kao i ekonomic¢nost u potrosnji joda
smanjenjem njegove eliminacije putem urina. Glavni transportni proteini za tiroidne
hormone su: globulin koj vezuje tiroksin (TBG), prealbumin koji vezuje tiroksin
(TBPA) ili transtiretrin (TTR), serumski albumin i lipoproteini (Hulbert, 2000).
Distribucija i afinitet vezivanja za tirecoidne hormone je razli¢it kod razlicitih
transportnih proteina (Larsson i sar., 1985).

Dominantni serumski protein za koji se vezuju tireoidni hormoni je TBG, koji
ima veliki afinitet vezivanja za tiroidne hormone i za koji se vezuje oko 70% ukupnih
hormona u cirkulaciji, odnosno 65% od ukupnog T4 i 80% od ukupnog T3 (Hulbert,
2000). Primarna struktura molekula TBG je relativno konzervativna i pokazuje vise od
80% sli¢nosti uporedujuc¢i humane, bovine 1 molekule TBG kod svinja, sa viSe od 95%
slicnosti u domenu vezivanja za ligand (Janssen i sar., 2002).TBG je glikoprotein
molekulske mase 45 kDa koji se sintetiSe u jetri kao jednolancani polipeptid i sadrzi
20% ugljenohidratne komponente. Molekul TBG ima jedno mesto za vezivanje, sa
vecim afinitetom prema T4 u odnosu na T;. Afinitet vezivanja zavisi od konformacione

promene molekula TBG 1 stepena glikozilacije. Posttranslaciona glikozilacija je
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znacajna za sazrevanje, sekreciju i stabilnost molekula (Murata i sar., 1986). Naime, ona
povecava klirens molekula, dok stepen sijalinizacije usporava klirens inhibiranjem
preuzimanja glikoproteina u jetri (Ain i sar., 1987). Koncentracija TBG 1 afinitet
vezivanja su u korelaciji sa koncentracijom tireoidnih hormona (Shaw i sar., 1975; Lin i
sar., 1989). Indukovani hipotireoidizam kod neonatalnih pacova dovodi do povecanja
afiniteta TBG za tiroksin, dok je indukovani hipertireoidizam pokazao suprotni efekat
(Savu i sar., 1989).

Prealbumin koji vezuje tiroksin (TBPA) ili transtiretrin (TTR) je homotetramer
formiran od 4 identi¢na polipeptidna lanca sa molekulskom masom od 55kDa, koji ne
podleze glikolizaciji. TTR molekularni kompleks takode vezuje i retinol (Hamilton i
Benston, 2001). Afinitet vezivanja za tiroidne hormone je manji u poredenju sa TBG,
jer vezuje oko 15% T4 1 9% Ts. U uslovima visoke koncentracije T4 molekul TTR
vezuje jedan molekul T4 sa visokim, a drugi sa slabijim afinitetom (McCammon i sar.,
2002). TTR je proteinski transporter tireoidnih hormona u plazmi i primarni transporter
T4 u cerebrospinalnoj te¢nosti (Dickson i sar., 1986).

Serumski albumini (TBA) imaju slabiji afinitet prema vezivanju tireoidnih
hormona u odnosu na TBG i TTR, i pored toga §to se nalaze se u najvecoj koncentraciji
u serumu (Hulbert, 2000). Promene koncentracije serumskih albumina nemaju veliki
uticaj na koncentraciju tireoidnih hormona, i promene u koncentraciji tireoidnih
hormona su moguce jedino ako postoji pad koncentracije i ostalih proteinskih
transportera. TBA nisu specificni za tireoidne hormone i primarno vezuju druge
supstance, tako da vezivanje masnih kiselina i jona hlora smanjuje afinitet prema
tireoidnim hormonima (Feldt-Rasmussen i Rasmussen, 2007; Refetoff, 2012).

Tireoidni hormoni se, pored plazma proteina, vezuju razli¢itim afinitetom i za
sve frakcije lipoproteina. Najveci afinitet imaju frakcije lipoproteina visoke gustine
(HDL - high density lipoproteins) (Benvenga i sar., 1992). Tireoidni status utice na
distribuciju vezivanja tireoidnih hormona na HDL subfrakcije. Za HDL je vezano oko
3% T4 1 6% T3 (Benvenga i sar., 2001). Kod pasa je oko 11% tireoidnih hormona vezano
za HDL (Larsson i Pettersson, 1987).

Bioloska aktivnost tireoidnih hormona je primarno odredena intracelijskom
koncentracijom T3 kao bioloski aktivnog oblika tireoidnih hormona. Koncentracija T;

unutar celije zavisi od dostupnosti T3 1 T4 u cirkulaciji, ekspresije i aktivnosti ¢elijskih

31



membranskih transportera i aktivnosti enzima dejodinaza. Transport hormona je aktivan
proces koji se odvija kroz dva stereospecificna membranska mesta na povrsini Celije,
razli¢ita po afinitetu vezivanja i transporta hormona. Jedino je ¢elijski ulaz kroz mesta
sa visokim afinitetom aktivan proces zavisan od dostupnosti energije i koncentracije
jona Na', a zasniva se na membranskoj translokaciji hormona unutar ¢elije (Hennemann
i sar., 2001). Membranski transport tireoidnih hormona u ¢elije ostvaruje se putem
specificnih membranskih transportera (Fresema i sar., 2005). Kod coveka i pacova
identifikovano je nekoliko transportera za tireoidne hormone koji se mogu podeliti u
dve grupe: organske anjonske i aminokiselinske transportere (Fresema i sar., 2005).

Organski anjonski transporteri, uklju¢uju 2 familije: NTCP (Na+/tauroholate-
cotransporting polipeptide) transporter koji je karakteristican za jetru i OATP
transporter (organic anion co-transporting polypeptide). OTAP transporteri su velika
familija homolognih proteina koje transportiraju jodotironine sa preferencijom za T4 i
imaju Siroku tkivnu distribuciju (Hagenbuch i sar., 2004). Karakteristican je OTAP1Cl1
transporter, koji se nalazi u kapilarima mozga i omoguc¢ava transport T4 kroz mozdano-
krvnu barijeru. Ekspresija ovog transportera regulisana je koncentracijom tireoidnih
hormona (Sugiyama i sar., 2003; Van der Deure i sar., 2008).

Tri tipa aminokiselinskih transportera, L tip (LAT-Ltype amino acid
transporter), T tip (TAT-T type amino acid transporter) i rB tip transportera ( rBAT -
related to basic amino acid transport) su efikasni jodotironinski transporteri (Fresema i
sar., 2005). LAT1 i LAT2 su karakteristi¢ni za internalizaciju jodotironina u ¢elije i
nalaze se na ¢elijama placente, slezene, intestinalnog sistema i kapilara mozga (Kinne i
sar., 2011). T tip aminokiselinskog transportera ili MCT10, pripada familiji MCT
(monocarboxylate transporter) transportera. Karakteristicno je da MCT10 ima najvecu
homologiju sa MCTS transporterom. Za oba MCT transportera se smatra da su
transporteri za tiroidne hormone. MCTS je specifi¢an transporter za tireoidne hormone
na mozdano-krvnoj barijeri i ¢elijama mozdanog tkiva. MCT8 transporter tanacita i
astrocita u mozdanom tkivu omogucava i izlazak T; nakon enzimske aktivacije T4 u
ovim celijama, tako da je T3 dostupan za transport u neurone opet kroz MCTS8
transporter. MCT8 transportuje T4 intenzivnije i lakSe u odnosu na MCTI10 koji je

specifi¢niji za Ts. Tkivna distribucija MCT10 nije specificna za mozdano tkivo i1
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njegova ekspresija je utvrdena i na ¢elijama srca, jetre, bubrega i digestivnog aparata
(Kinne i sar., 2010; Karapanou i Papadimitriou, 2011).

Kod vedine ¢elija, 90% ukupnog T3 se nalazi u citosolu, a jedini izuzetak je
hipofiza gde se 50% ukupnog Ts nalazi u jedru. Distribucija i transport tireoidnih
hormona unutar ¢elije je takode omogucen transportnim proteinima. CTBP (Cytosolic 3,
5, 3'-triiodo-L-thyronine (T3)-binding protein) je intracelularni protein koji vezuje
molekul T3 i nalazi se na viSe mesta unutar mozdanog tkiva (Nishii i sar., 1993).

Glavni metabolic¢ki put i regulacija aktivnost tireoidnih hormona je enzimski
posredovana monodejodinacija spoljasnog prstena (5”) T4 i njegova aktivacija u Tz kao
aktivni oblik. Proces enzimske dejodinacije je mehanizam koji reguliSe homeostaza i
lokalna kontrolna aktivnost tireoidnih hormona. Enzimska dejodinacija je katalizirana
enzimima iz familije jodotironin dejodinaza koje obuhvataju tri enzima. To su
jodotironin dejodinaza tipa 1 (DIO1) i jodotironin dejodinaza tipa 2 (DIO2) koji
kataliziraju proces dejodinacije spoljasnjeg prstena tiroksina (vrSe 5’dejodinaciju) pri
¢emu se dobija aktivan trijodtironin ili Ts. Tre¢i enzim je dejodinaza tipa 3 (DIO3), koja
dejodinacijom unutras$njeg prstena tiroksina daje reverzni tip T; (rT3) ili neaktivan oblik
tireoidnih hormona (St Germain i Galton, 1997 ; Bianco i sar., 2002).

Jodotironin dejodinaze su selenoproteini, homodimeri, molekulske mase 29-33
kDa 1 molekularne sli¢nosti oko 50%. Posttranslaciona dimerizacija molekula je
znacajna za kataliticku aktivnost dejodinaze (Curcio-Morelli i sar., 2003). U strukturi
dejodinaza karakteristicno je prisustvo selenocisteinskog katalitickog centra visoke
konzervativnosti sa dva histidinska ostatka formirana od 15 aminokiselina i prisustvo
transmembranskog domena kod sva tri tipa dejodinaza (Bianco i sar., 2002; Gereben i
sar., 2008). Nukleofilne osobine selenocisteinskog katalitickog centra znaCajne su za
katalizaciju oksidoreduktivnih reakcija, u koje je ukljuCena 1 jodotironinska
dejodinacija. Funkcionalna specificnost dejodinaza tokom odrzavanja tireoidne
unutarcelijske homeostaze je odredena i celularnom lokalizacijom dejodinaze. Naime
DIO1 i DIO3 su locirane na plazma membrani, dok se DIO2 nalazi na
endoplazmati¢énom retikulumu (Bianco i Larsen, 2005).

Dejodinaza tipa 1 je tioredoksin, integralni membranski protein sa jednim
transmembranskim domenom, N terminalnim krajem i globularnim domenom

(Callebaut i sar., 2003). Globularni domen i kataliticki centar su okrenuti prema citosolu
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(Baqui i sar., 2000). Smatra se da ovakav vid ¢elijske lokalizacije doprinosi tome da se
DIO1 smatra glavnim proizvoda¢em T; u plazmi. Tkivna distribucija DIO1 obuhvata
mnoga tkiva, ali se dominatno nalazi u jetri, bubrezima, hipofizi, tiroidei, intestinalnom
sistemu, placenti i CNS kod pacova (Bianco i sar., 2002). DIOI je jedina dejodinaza
koji katalizuje jodotironin dejodinaciju i spoljnog (5’ dejodinacija) i unutra$njog prstena
(5 dejodinacija) (Berry i sar., 1991). Reakcija dejodinacije katalizovana dejodinazom tip
1 ima ,,ping-pong“ kinetiku, u kojoj su uklju¢ena dva supstrata od kojih je prvi
jodotironin, a drugi je, najverovatnije, tiolni kofaktor ditiotreitol ( DTT) (Leonard i
Rosenberg, 1980; Berry i sar., 1991). Reakcija dejodinacije odvija se u dve faze:
transfer J* od supstrata do selenil (Se’) anjona selenocisteina, pri ¢emu nastaje
formiranje intermedijarnog proizvoda, koji se sa tiolnim kofaktorom brzo redukuje u
selenil jodid (SeJ) kompleks. Dejodinacija posredovana sa dejodinazom tipa 1 ima tri
puta vecu kineticku konstantu za supstrat od dejodinacija posredovanih dejodinazama
tipa 2 1 3 za isti supstrat (Otten i sar., 1983). I pored toga Sto je primarni supstrat
dejodinacije T4, uz produkciju T3 i1 T3, DIOI ima preferenciju za rTs (5’dejodinacija) i
T3S (5 dejodinacija) (Toyoda i sar., 1997). Reakcije dejodinacije koje su katalizirane sa
DIO1 mogu biti inhibirane dejstvom PTU (6-n-propyl-2-thiouracil). Dejodinaza tip 1 je
vrlo osetljiva na dejstvo PTU, za razliku od ostala dva tipa dejodinaza. Mehanizam
inhibicije zasniva se na kompetitivnom vezivanju za intermedijerni produkt selenojodid,
pri ¢emu se stvara ireverzibilni kompleks, enzim-Se-S-PTU. Time je onemogucéena
aktivnost tiolnog kofaktora i redukcija SeJ kompleksa (Kuiper i sar., 2005).

Sintezu DIO1 reguliSu razli¢iti hormonalni, nutritivni i razvojni faktori, ali
najpotentniji faktor su tireoidni hormoni. Istrazivanja kod pacova i ¢oveka su pokazala
da Tj pozitivno reguliSe ekspresiju DIO1 gena, na transkripcionom nivou, vezivanjem
za dva TRE kompleksa (TREI i TRE2 - thyroid response element 1 i 2) na
promotorskom regionu (Toyoda i sar., 1995; Zhang i sar., 1998). DIO1 promotorski
region sadrzi i domen (retinoic acid (RA) response element) koji aktivira TR (beta
receptor tireoidnog hormona) za koji se smatra da je primarno znacajan za stimulaciju
transkripcije mRNK za DIO1 uz pomo¢ T3 (Amma i sar., 2001). Hepatocitni nuklearni
faktor 40 (HNF 40) takode pozitivno reguliSe genske promotore DIOI, i to uz
kooperativno delovanje sa KLF9 (Kriippel-like transcription factor 9) faktorom, ¢ija je

ekspresija, najverovatnije, pozitivno regulisana sa Ts. Ovim mehanizmom objaSnjava se
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indirektni pozitivni T3 efekat na sintezu DIO1 (Ohguchi i sar., 2008). TSH ima pozitivni
efekat na sintezu DIO1 kroz cAMP signalni put, a smatra se i da hormon rasta (GH)
povecava aktivnost DIO1 i smanjuje aktivnost DIO3, povecajujuci na taj nacin odnos
T3:T4 u plazmi (Darras i sar.,, 1992; Beech i sar.,, 1995). Istrazivanja efekata
kortikosteroida na celije pacova i Coveka pokazala su razlicite efekte. Utvrdeno je da
kortikosteroidi smanjuju nivo DIO1 u hepatocitim pacova, dok deksametazon slabo
povecava nivo mRNA za DIO1 (Davies i sar., 1996). Davanje kortikosteroida dovodi do
pada odnosa Ts:T4 u cirkulaciji, §to se objasnjava moguénoscu inhibicije konverzije T,
u T; (Cavalieri i sar., 1984). Sa druge strane, istrazivanja ukazuju na to da
kortikosteroidi povecavaju aktivnost DIO3, a time i povecavaju klirens T3 putem 5
dejodinacije, dovodeci do povecanja koncentracije rT; (LoPresti i sar., 1989). Znacajna
inhibicija sinteze DIO1 i smanjena ekspresija mRNA za DIOI1 je utvrdena na kulturama
¢elija pod uticajem TNFa, IL-1p i INF v, $to je bilo potvrdeno i u in vivo ogledima kod
pacova, gde je nakon administracije citokina utvrden pad odnosa Ts:T4 (Pekary i sar.,
1994).

Kod pacova je tokom fetalnog perioda i nakon radanja karakteristican relativno
nizak odnos T3:T4 1 niska aktivnost DIO1 (Abuid i sar., 1973). Tokom neonatalnog
perioda, nekoliko sati nakon radanja, odnos T3:T4, se povecava kao rezultat povecanja
koncentracije TSH, a time i tireoidnih hormona i povecanje ekspresije mRNK za DIOI i
DIO2. Relativno brzo tokom neonatalnog perioda nastaje povecanje aktivnosti DIO1 u
mnogim tkivima (jetri, intestinalnom sistemu, bubrezima), §to omogucéava odrzavanje
optimalne koncentracije T3 u plazmi (Bates i sar., 1999). Povecanje tkivne ekspresije
mRNK za DIOI1, povecanje koncentracije Tz u serumu kao i smanjenje klirensa Ts
tokom neonatalnog perioda kod novorodene jagnjadi takode ukazuje da sazrevanje
dejodinazne aktivnosti tokom kasne faze graviditeta i neonatalnog perioda nastaje pod
uticajem T3 (Forhead i sar., 20006).

Deiodinaza tipa 2 katalizira dejodinaciju spoljnog prstena (5’ dejodinacija) i
smatra se da je glavni enzim koji aktivira T4 na nivou tkiva, za njegove lokalne potrebe.
DIO2 takode katalizira i dejodinaciju spojlnog prstena T3, pri ¢emu se dobija
3,3’dijodtironin (T,). DIO2 je membranski protein koji se nalazi na membrani
endoplazmatickog retikuluma (ER), odnosno unutar celije, S$to objasnjava njenu

neosetljivost na delovanje PTU. Molekul DIO2 sadrzi transmembranski domen, pri
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¢emu se NH; terminalni kraj nalazi u lumenu ER, a COOH terminalni kraj u citosolu.
Globularni segment i kataliticki centar molekula se nalaze prema citosolu (Baqui i sar.,
2000; Zeold i sar., 2006). Za molekul DIO2 je karakteristiCan potencijal dimerizacije
transmembranskog i globularnog domena koji je znaCajan za aktivnost enzima (Sagar i
sar., 2007). DIO2 ima relativno kratko vreme poluraspada (oko 45 minuta), pri ¢emu
podleze ubikvitaciji i proteazomskom mehanizmu deaktivacije enzima, procesu koji je
ubrzan interakcijom sa T4 (Gereben i sar., 2000). Suprotno od DIOI1, DIO2 je
neosetljiva na PTU (Salvatore, 1996). Unutarcelijska lokalizacija DIO2 u blizini jedra
omogucava da lokalno stvoreni T3 ima bolji pristup do jedra. Tako se DIO2 smatra
glavnim enzimom koji obezbeduje optimalne koncentracije Ts unutar ¢celije. Dejodinaza
2 ima Siroku tkivnu distribuciju 1 specifi¢na je za razlicita tkiva. Posebno je znacajno
prisustvo DIO2 u ¢elijama mozga, hipofize, mrkog masnog tkiva, placente i tiroidee
(Arrojo i sar., 2011). Analizom genske ekspresije mRNA za DIO2 kod goveda, utvrdena
je njena naveca ekspresija u mlecnoj zlezdi, tireoidei, hipofizi, hipotalamusu, bubrezima
1 plu¢ima (Connor i sar., 2005). Ekspresija DIO2 u tkivima je specifi¢no regulisana i
zavisi od tipa ¢elije. Regulacija ukljucuje kombinacije mehanizma koji reguliSu gensku
transkripciju, posttranskripcione mehanizme regulacije stabilnosti mRNA za DIO2 i
posttranslacione mehanizme ubikvitacije i proteazomske degradacije enzima (Bianco i
Kim, 2006).

Cikli¢ni adenozin monofsfat (cAMP) i adrenergicni signalni put su dominanttni
mehanizmi koji reguliSu transkripciju i aktivnost DIO2 (Bartha i sar., 2000). DIO2 ima
kljuénu uloga u odrzavanju homeostaze tireoidne osovine. Na tireotrofima
adenohipofize, ekspresija i aktivnost DIO2 i tireoidnog receptora TRB2, mehanizmom
povratne sprege reguliSu ekspresiju TSH B gena. Ekspresija DIO2 na tanacitima i
koncentracija T4 u cerebrospinalnoj tecnosti, parakrinim mehanizmom uti¢e na
regulaciju sinteze TRH (Arrojo i sar., 2013). Adrenergi¢na stimulacija i aktivacija [
adrenergicnih receptora na ¢elijama mrkog masnog tkiva tokom izlaganja hladno¢i
dovodi do povecanja unutarcelijske proizvodnje cAMP i protein kinaze A, Sto dovodi
do povecanja nivoa mRNA za DIO2 i aktivnosti DIO2 (Carvalho i sar., 1991). Ovim
mehanizmom nastaje povecana konverzija T4 u T i1 unutarjedarna saturacija receptora
tireoidnih hormona, znacajnih za ekspresiju i aktivnost UCP1 proteina (uncoupling

protein 1) u mrkom masnom tkivu (Ribeiro i sar., 2010). Potvrdivanjem prisustva TSH
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receptora na c¢elijama mrkog masnog tkiva pacova, dokazano je da TSH podize nivo
mRNA za DIO2, kao i aktivnost DIO2 i sintezu UPCI1 proteina in vivo i in vitro
(Murakami i sar., 2001). Povecanje aktivnosti DIO2 kao rezultat adrenergi¢ne
stimulacije 1 reaktivacije DIO2 deubikvitacijom se smatra znacajnim faktorom
povecanja ekstratireoidne konverzije T4 u T3 kod novorodencadi (De Jesus i sar., 2001).
Aktivnost DIO2 u mrkom masnom tkivu stimuliSu i insulin i glukagon, dok je GH
inhibira (Silva i1 Larsen, 1986). Tireoidni hormoni reguliSu aktivnost DIO2 na
pretranslacionom i posttranslacionom nivou, i to tako Sto T4 povecava koncentraciju
mRNA za DIO2, dok visoke koncentracije T4 smanjuju njenu aktivnost. T4 je takode
supstrat koji ubrzava proces posttranslacione obrade DIO2 t.j. ubikvitaciju molekula.
Suprotno od T4, koncentracija T; unutar ¢elije, smanjuje ekspresiju DIO2, ali povecava
njenu aktivnost posebno u ¢elijama mrkog masnog tkiva i mozga (St. Germain, 1988;
Wagner i sar., 2007).

Dejodinaza tipa 3 je selenoenzim koji inaktivira tireoidne hormone, kataliSuci
dejodinaciju iskljuc¢ivo na unutraSnjem tirozil prstenu i tako vrsi konverziju T4 i T3 u
bioloski neaktivne metabolite, rT; 1 T,. Primarni supstrat za DIO3, sa visokim
afinitetom dejodinacije, je T;. Kapacitet dejodinacije unutraSnjog prstena je veci u
odnosu na kapacitet dejodinacije DIO1 (Moreno 1 sar., 1994). DIO3 je membranski
protein molekulske mase 32kDa, koji funkcioni$e kao homodimer ili heterodimer, Sto je
znacajno za njegovu aktivnost (Sagar i sar., 2008). Molekul D3 je lociran na membrani
celije, sa visoko konzerviranim transmembranskim domenom, i katalitiCkim
globularnim domenom lociranim ekstracelularno (Sagar i sar., 2008). Ipak, kataliza
dejodinacije ovim enzimom se odvija intracelularno, na §to ukazuje i koekspresija
MCTS transportera koji povecava aktivnost DIO3 (Friesema i sar., 2006 ). DIO3 nije
osetljiva na dejstvo PTU, ali je osteljiva na delovanje iopanoi¢ne kiseline (Salvatore i
sar., 1995).

S obzirom na biohemijske aktivnosti i tkivne distribucije DIO3, funkcija ovog
enzima je da Stiti tkiva od prekomerne koncentracije aktivnog oblika tireoidnih hormona
tj. modulira intracelularnu koncentraciju i aktivnost tireoidnih hormona, a time
ucestvuje u odrzavanju unutarcelijske tireoidne homeostaze. Odrzavanje homeostaze je
omoguceno funkcionalnom interakcijom izmedu DIO3 i DIO2. Tkivna ekspresija DIO3

je specificna po tome da postnatalno i kod adultne jedinke DIO3 ima nizak nivo
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ekspresije i dominantno je prisutan na neuronima CNS, koze, gravidnog uterusa i
mlecne Zlezde (Gereben i sar., 2008; Connor i sar., 2005). Znacajna ekspresija DIO3 je
karakteristina za sinciciotrofoblaste i citotrofoblaste humane placente i umbilikalne
krvne sudove i ima za cilj ograniCavanje izlozenosti fetusa visokim koncentracijama
tireoidnih hormona majke (Huang i sar., 2003). Prisustvo DIO3 u mnogim fetalnim
tkivima (mozak, jetra, pluca, creva, koza, arterije i vene, epitel unutrasnjih organa)
ukazuje da DIO3 ima znacajnu ulogu u regulaciju homeostaze tireoidnih hormona
tokom embrionalnog perioda (Huang i sar., 1986; Bates i sar., 1999). Istrazivanja
sprovedena na DIO3KO pacovima su pokazale da oni razvijaju brojne abnormalnosti,
malformacije, poremecaj rasta, prenatalnu smrtnost i promene u koncentraciji TSH
tokom prenatalnog i neonatalnog perioda, odnosno pokazuju poremecaje u razvoju
tireoidne osovine kod novorodene Zivotinje (Hernandez i sar., 2006 ).

Trijodtironin potencira ekspresiju DIO3 na transkripcionom nivou, i to tako §to
hipotiroeidizam dovodi do opadanja, dok hipertireoidizam povecava njenu sintezu i
aktivnost. Aktivnost DIO3 pored tireoidnih hormona stimuliSe i retinoi¢na kiselina na
kulturama glija ¢elija (Esfandiari i sar., 1994). Pozitivni efekat na nivo DIO3 imaju
estrogeni i progesteron, koji nezavisno pozitivno moduliraju ekspresiju DIO3 u uterusu
(Bates i sar., 1999). Epidermalni faktor rasta (EGF), kiseli ili bazni fibroblastni faktor
rasta i transformisuci faktor rasta (TGF) stimuliSu ekspresiju DIO3 (Hernandez i
Obregon 1995). Povecanje ekspresije mRNK za DIO3 je takode utvrdeno i tokom
hipooksije kroz HIF (hipoxia inducible factor) mehanizam (Simonides i sar., 2008).

Celijska aktivnost tireoidnih hormona ostvaruje se na nekoliko nivoa, bilo da
deluju na povrSini ¢elije vezivanjem za membranske receptore i modulacijom
propustljivosti ¢elijske membrane ili nakon ulaska hormona u ¢elije 1 aktivnosti izraZzene
u cCelijskim strukturama ili jedru. Naime, danas se govori o genomskom i ne-
genomskom mehanizmu aktivnosti tireoidnih hormona (Bassett, 2011). Genomski
mehanizam zasniva se na vezivanju tireoidnih hormona za receptore koji se nalaze u
jedru (TR) i regulaciju procesa genske transkripcije. Aktivnost tireoidnih hormona koja
ne ukljucuje jedarne receptore ve¢ receptore plazma membrane i strukture celije,
mitohondrije 1 citoskelet, oznacava se kao ne-genomski mehanizam. Genomska
aktivnost tireoidnih hormona ispoljava se kao mehanizam znacajan za rast, razvoj,

diferencijaciju 1 odrzavanje homeostaze celije. Tireoidni hormoni, svoja genomsku
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aktivnost ostvaruju vezivanjem za tireoidne jedarne receptore, koji pokazuju afinitet za
sve tireoidne hormone. Afinitet je u korelaciji sa bioloSkom aktivnoscéu tako da se Ts
smatra primarnim supstratom nuklearnih receptora, jer TR imaju preko 10 puta veci
afinitet vezivanja za T3 u odnosu na T4 (Mufioz i Bernal. 1997). Zasi¢enje jedarnih
receptora je tkivno specificno, i to tako da mozak, hipofiza, mrko masno tkivo i sva
druga tkiva u kojima je glavni izvor Ts unutarcelijska konverzija dejodinazom tipa 2,
imaju najvece zasicenje jedarnih receptora sa vise od 75% (Koenig, 2003).

Receptori za tireoidne hormone pripadaju familiji nuklearnih receptora,
transkripcionim faktorima, koji ukljucuju i receptore za steroidne hormone, vitamin D3
1 retinoide (Huang i sar 2010). Kao i ostali nuklearni receptori, i molekul tireoidnih
receptora sastoji se od jedini¢nog polipeptidnog lanca na kome se razlikuju 3 glavna
funkcionalna domena: varijabilni N terminalni A/B domen (ligand-nezavisan
fiunkcionalni aktivacioni domen AF-1), centralni DNA vezuju¢i domen (DNA binding
domain-DBD) koji sadrzi dva zavoja sa cinkom (,,zink fingers*), C terminalni ligand
vezujuci domen (LBD — ligand binding domen) koji sadrzi funkcionalni ligand-zavisan
aktivacioni domen AF2 i zglobni region koji se nalazi izmedu DBD i LBD (Yen i sar.,
2001). Dva razlicita gena, THRA (NR1A1) i THRB (NR1A2) kodiraju TRa i TR
izoforme receptora (Williams, 2000). TRHA kodira TRal, TRo2 i TRa3 izoforme dok
TRHB gen kodira TRB1, TRB2 i TRP3. Sve izoforme tireoidnih receptora imaju male
strukturne varijacije u DBD i LBD domenu, a glavne varijacije nalaze se na N
terminalnom A/B domenu.Aktivni izomeri tireoidnih receptora su TRal, TRB1, TRB2 i
TRP3 (Lazar, 2003; Cheng i sar., 2010). Ekspresija pojedinih izoformi TR ima
specifiéne preferencije za odredena tkiva S§to ukazuje na razlicite funkcije u razli¢itim
tkivima (Cheng, 2000).

Tireoidni receptori moduliraju transkripciju vezivanjem DBD domena za
specificne receptorske sekvence na DNK ili TRE (thyroid hormone response elements)
(Umesono i Evans, 1989). Nakon prepoznavanja specifi¢ne receptorske sekvence DNK,
TR se vezuje u obliku homodimera (TR-TR) ili heterodimera za RXR (retinoid X
receptor). Heterodimerizacija sa RXR drasti¢no povecava afinitet vezivanja TR za TRE,
odgovor na stvoreni kompleks T; i TR i aktivaciju transkripcije (Zhang i Kahl, 1993).
Tireoidni receptor se nalazi u konformacijskom obliku aporeceptora, kada je LBD

slobodan, odnosno kada za njega nije vezan Tjs, ili u holoreceptorskom konformacionom
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obliku, kada je za LBD domen na TR vezan T3 (Chassande, 2003). Konformacioni oblik
apoTR homodimera ili heterodimera je takode aktivan oblik TR, on ulazi u jedro ¢elije i
vezuje se za TRE, ali tako vrSi represiju bazalne transkripcije (Zhang i sar., 1991).
Proces inhibicije je omogucen i vezivanjem posredni¢kog molekula, koji ima represorni
efekat, ili korepresora, koji direktnim ili indirektnim putem inhibiraju deacetilaciju
histona. U korepresorske molekule koji se vezuju za TR spadaju NCoR (nuclear
corepressor) i SMRT (silencing mediator for RXR and TR) (Astapova i Hollenberg,
2013). Korepresorski molekuli formiraju kompleks sa heterodimerom TR, koji
ukljucuje 1 dodatne molekule sa enzimskom funkcijom: HDAC3 (histone deacetylase
3), DNA-PK (DNA-dependent proteinkinase) i PARP1 (poly(ADP-ribose) polymerase
1) (Jeyakumar i sar., 2007). Represivni efekat TR je rezultat direktnog vezivanja,
zajedno sa korepresorskim kompleksom, za transkripcioni faktor 1IB (TFIIB), klju¢nu
komponentu bazalne transkripcije.

Vezivanjem liganda T3 za TR homodimer, nastaju konformacione promene TR
ili TR holoreceptor, pri ¢emu dolazi do disocijacije homodimera i oslobadanje
korepresora. Kod heterodimera, receptor ostaje vezan za DNK, ali nastaje zamena
korepresornog sa koaktivatorskim posrednickim molekulom. U oba slucaja, kod
holoreceptora, uz vezivanjem koaktivatorne posrednicke molekule, nastaje aktivacija
procesa transkripcije. U koaktivatorske molekule na TR wubrajaju se: steroidni
receptorski koaktivator (SRC-1steroid receptor coactivator), koji pored uticaja na
steroidne hormone, ima uticaj i na tireoidne hormone aktivacijom transkripcije, CREB
vezujué¢i protein (CBP-cAMP responce element binding protein-binding protein) i
koaktivatorski kompleks TRAP (TR-associated proteins) (Shao i sar., 2000). Proces
fosforilacije TR, RXR i koaktivatorski posrednicki molekuli povec¢avaju transkripcionu
aktivnost T; na target genima. Fosforilacija TR posredovana ligandom ukljucuje i
proces disocijacije korepresora i fosforilaciju koaktivatora putem aktivacije MAP
kinaza sistemom (Davis i sar., 2000). Smatra se da je ligand-nezavisna aktivnost TR
rezultat fosforilacije receptora specificne celijske kinaze, fosfataze ili membranskog
signalnog receptora.

Negenomski mehanizam aktivnosti tireoidnih hormona je nezavisan od jedarnih
TR. To je brz odgovor koji uklju¢uje membranske i citosolne receptore i signalne

mehanizme, mitohondrijalne efekte i efekte na citoskelet ¢elije (Davis i Davis, 1996).
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Negenomska aktivnost indirektno utie i na genomski odgovor, odnosno inicijaciju
odgovora determinisanu genomskom ili negenomskom aktivnoscu, §to je dokaz da
postoji ¢elijska genomska i negenomska unakrsna aktivnost tireoidnih hormona (Cheng
i sar., 2010). Integrin avp3 je integralni membranski receptor koji sadrzi domen koji
vezuje T3 1 T4 1 aktivira biohemijske mehanizme unutar celije (Davis i sar., 2011).
Vezivanjem hormona za receptor aktivira se MAPK/ERK1/2 mehanizam koji regulise
intracelijski proteinski transport i translokaciju u jedro, fosforilaciju serinskih ostataka
na cink-zavojnim molekulima TRB1 i aktivaciju Na'/H? kotransportera (Davis i sar.,
2000; Cheng i sar., 2010). Tireoidnim hormonima aktivirani mitogeni mehanizmom
MAP kinaza, takode iniciraju fosforilaciju STAT1a (signal transducer and activator of
transcription) INFy aktivirane molekule i1 stimuliSu njihovu translokaciju u jedro i
vezivanje za GAS (IFN-y-activated sequences) sekvence na DNK. Vezivanje tireoidnih
hormona za citosolni TRB1 aktivira fosfatidil inozitol 3 kinazu (PI3K), koja posreduje u
transportu TRa u jedro i transkripciji specifiénih gena, kao $to je HIF1a, GLUT], anti-
kalcineurin gen (ZAKI-4) znacajan tokom razvoja nervnog tkiva i reguliSe membransku
ekspresiju i aktivnost Na'/K" ATP transportera (Davis i sar., 2008). Ranija istrazivanja
ukazuju da T3 negenomskim putem, kao i direktnim efektom na membranski transportni
sistem, povecava preuzimanje glukoze u c¢elije (Segal, 1989). Tireoidni hormoni
reguliSu koncentraciju jona kalcijuma unutar celije, Sto je karakteristicno za
muskulaturu, miiée srca i eritrocite, kroz modulaciju aktivnosti transportera jona Na' i
promene polariteta Celije, §to rezultira aktivacijom Na'/Ca®‘transportera i promenom
koncentracije jona Ca®" ili kroz regulaciju aktivnosti membranske Ca*"-ATP pumpe i
prisustvo kalmodulina. Mehanizam tireoidne regulacije aktivnosti Ca*’-ATP pumpe se
smatra protein kinaza (PCK) zavisnim mehanizmom (Davis i Davis, 1996; Cheng i sar.,
2010).

Negenomskim mehanizmima, tireoidni hormoni reguli§u ekspresiju i aktivnost
DIO2. Naime, smatra se da T4 inhibira aktivnost DIO2, stimuliSe endozomalnu
degradaciju i recikliranje molekula enzima ili rT; indukovanu proteazomsku
degradaciju molekula DIO2 (Farwell i sar., 1996; Steinsapir i sar., 2000). Aktivnost
dejodinaze tipa 2 je takode regulisana i negenomskom aktivnosc¢u tireoidnih hormona.
Tiroksin stimuliSe polimerizaciju aktina kod cAMP stimulisanih ¢elija, $to je znacajno

za inhibiciju aktivnosti DIO2 (Farwell i sar., 1996). Polimerizaciju aktina stimuliSu

41



jedino T4 1 T3, tako da nedostatak tiroksina dovodi do nedostatka filamenata aktina i
povecanja solubilnog oblika aktina u astrocitima. Zbog toga se ovo stanje davanjem T3
ne menja (Siegrist-Kaiser i sar., 1990). Karakteristican negenomski efekat tireoidnih
hormona je 1 efekat na mitohondrijalnu aktivnost u smislu stimulacije sinteze ATP i
ekspresije 1 aktivnosti UCPl u mrkom masnom tkivu S§to je znaCajno za proces

termogeneze (Cheng i sar., 2010).

2.5. Specifi¢nosti tireoidne osovine teladi tokom neonatalnog perioda Zivota

Neonatalnim periodom kod novorodene teladi smatra se period od rodenja pa do
28 dana starosti, kao tranzicioni period u kome nastaju metabolicke i endokrine
promene koje imaju za cilj efikasnu adaptaciju na novu sredinu i znaCajne su za dalji
rast i razvoj novorodene zivotninje. Rani neonatalni period koji obuhvata prvih 24 sata
nakon rodenja, karakteriSe se dramaticnim endokrinim i metabolickim promenama koje
su kriticne za opstanak teladi (Kirovski, 2015).

Aktivnost tireoidne osovine tokom neonatalnog perioda je od kljucnog znacaja
za adaptaciju novorodene zivotinje na ekstrauterinu sredinu, uzimaju¢i u obzir da je
mehanizam adaptacije veoma zavisan od stepena njenog prenatalnog sazrevanja
(Forhead i Fowden, 2014). Ispitivanja stepena sazrevanja tireoidne osovine kod pacova
ukazuju na to da se novorodeni pacovi radaju se sa nepotpuno razvijenom tireoidnom
osovinom (Oppenheimer i sar., 1997). Suprotno tome, novorodena jagnjad se radaju sa
gotovo potpuno razvijenom tireoidnom osovinom (Fisher, 1991). Ranija istrazivanja
razvoja tireoidne osovine kod teladi tokom fetalnog perioda ukazuju da Stitasta zlezda
pokazuje aktivnost ve¢ tokom ranog gestacionog perioda. Knoeff i saradnici (1949)
utvrdili su da prvo fetalno prihvatanje joda u Stitastu zlezdu nastaje oko 60. dana
gestacije, dok su Kossila 1 saradnici (1967) 84. dana gestacije utvrdili subfolikularnu
diferencijaciju Stitaste zlezde sa veoma malo koloida u folikularnom lumenu koji se
nakon tog perioda poceo uvecavati. Hernandes i saradnici (1972) su merili koncentracije
T4 jos 90. dana fetalnog razvoja i dobili vrednosti od oko 2,2ug/100ml, dok je vrednost
oko 180. dana gestacije bila oko pet puta visa (11,7ug/100ml). Isti autori su utvrdili da
tokom fetalnog perioda, pored povecanja koncentracije T4, dolazi i do porasta
koncentracije proteina koji vezuju jod, Sto ukazuje da se tokom fetalnog razvoja

povecava prihvatanje joda u Stitastoj zlezdi. Najveci nivo prihvatanja utvrden je na
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samom kraju graviditeta, tako da su koncentracije joda u periodu radanja kod teladi
znacajno vece (32,8ug/dl) u odnosu na njihove majke (4pg/dl) (Hernandez i sar., 1972).
Slicne podatke navode i1 Cassar-Malek 1 saradnici (2007). Poveéanje stepena
preuzimanja joda u fetalnoj tireoidei je u korelaciji sa povecanom sintezom T4, koja se
odigrava u zadnjoj trecini graviditeta i ima za posledicu znacajno vise koncentracije T4
u krvi teladi u odnosu na njihove majke (Strbak i Tomsik, 1988). Suprotno od
koncentracije T4, koncentracija T3 je tokom fetalnog perioda niska, i ima tendenciju
postepenog povecanja do kraja graviditeta, $to je najverovatnije rezultat povecanja
periferne dejodinacije T4 u T3 (Strbak i Tomsik, 1988; Cassar-Malek i sar., 2007). Niske
koncentracije Ts u krvi prenatalne teladi odrzavaju se povecanom sulfatacijom Ts i
povecanom aktivnoSéu DIO3, uz istovremeno povecanje koncentracije 1T3, Sto
potencira sazrevanje tireoidne osovine (Wu i sar., 2006; Hernandez i sar., 20006).
Hernandes i saradnici (1972) su u svom istrazivanju ispitivali koncentracije TBG i
afinitet vezivanja hormona u serumu teladi tokom prenatalnog perioda, i utvrdili da se
tokom ovog perioda koncentracija TBG i kapacitet vezivanja povecavaju, da bi tokom
prvih dana postnatalno kapacitet vezivanja TBG opao. Vise koncentracije TSH tokom
fetalnog perioda u odnosu na one ustanovljene kod odraslih jedinki rezultat su povecane
koncentracije TBG i veceg kapaciteta vezivanja T4, kao i povecane rezistentnosti
hipotalamusa i hipofize na T4 tokom fetalnog perioda, §to dovodi do povecéanja sekrecije
TRH (Radunovi¢ i sar.,1991; Fisher i sar., 2000).

Tokom ranog neonatalnog perioda Zivota aktivnost tireoidne osovine kod
novorodene zivotinje je veoma intenzivna, pre svega zbog potrebe za adaptacijom na
nize temperature u ekstrauterinoj sredini. Radovi mnogih autora ukazuju da se telad
radaju sa relativno visokim perifernim koncentracijama tireoidnih hormona (Davicco i
sar., 1982; Stoi¢ i sar., 2002; Kirovski i sar., 2011). Koncentracije tireoidnih hormona
se tokom prvih nekoliko sati nakon radanja povecavaju, i statisticki su znacajno veée u
odnosu na odrasle jedinke. Maksimalne koncentracije utvrdene su tokom prvog dana
zivota, da bi potom imale tendenciju postepenog opadanja (Davicco i sar., 1982;
Takahashi i sar., 2001). Znacajniji pad koncentracije tireoidnih hormona u krvi teladi
ustanovljen je sedmog dana starosti, kada su njihove koncentracije znacajno nize u
odnosu na prvi dan (Jovanovic i sar., 1982; Stoi¢ i sar., 2002). Povecanje koncentracija

tireoidnih hormona predstavlja prirodni zastitni mehanizam za ocuvanje Zivota teladi
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nakon suoCavanja sa novom sredinom. Naime, adaptacioni mehanizmi omogucavaju
zadovoljavanje povecanih potreba za energijom i toplotom, neophodnih za aktivnost
teleta 1 odrzavanje homeostaze metabolizma i telesne temperature (Vermorel i sar.,
1983; Jain i sar., 2006). Stoji¢ i saradnici (2005) povezuju povecanje koncentracije
tireoidnih hormona u prvim satima i danima neonatalnog Zivota i sa mogucéno$éu
prenatalnog stvaranja rezervi tireoidnih hormona, koji su lako dostupni tokom kriti¢nog
perioda nakon radanja. Smanjeni kapacitet vezivanja i povecanje indeksa saturacije
TBG na kraju graviditeta i tokom perioda radanja, omogucéava povecanje nivoa
slobodnog T, kako bi on bio metabolicki dostupan u periodu ranog neonatalnog zivota
(Godfrey 1 sar., 1991; Jain i sar., 2006). Kirovski i saradnici (2011) su utvrdili da je
vrednost koncentracije Ts znacajno rasla tokom prva dva sata neonatalnog Zivota teladi,
Sto nije bilo slucaj sa koncentracijama T4 koje su opadale tokom prvih 90 minuta. Isti
autori navode da se u tom periodu odnos T3/T4 povecava kao rezultat povecane
aktivnosti periferne 5’ dejodinaze, sve do prvog napoja kolostralnog mleka, nakon cega
je utvrdeno povecéanje koncentracije oba tireoidna hormona. Povecanje periferne
koncentracije tireoidnih hormona tokom neonatalnog perioda je rezultat visoke
koncentracije TSH u prvim satima nakon radanja, ali znacajan faktor koji je regulise je i
aktivnost periferne 5’ dejodinaze, odnosno stepen konverzije T4 u T3 u perifernim
tkivima (Bianco i sar., 2002 ). Periferna konverzija je takode i rezultat genske
adrenergicne stimulacije i aktivnosti DIO2, koja se dominantno odvija u mrkom
masnom tkivu i potpomaZe termoregulaciju u prvim danima neonatalnog Zivota (De
Jesus i sar., 2001).

Istrazivanja kretanja koncentracije TSH kod novorodene dece ukazuju da se ona
radaju visokim koncentracijama TSH u perifernoj cirkulaciji i da se maksimalna
koncentracija TSH dostize u prvim satima nakon radanja. Smatra se da je neonatalni
porast koncentracije TSH rezultat naglog pada temperature okoline nakon radanja
(Fisher i Odell, 1969; Feingold i Brown 2010). Visoku koncentraciju TSH u prvim
satima neonatalnog Zivota jagnjadi registrovali su Wrutniak i saradnici (1987) koji su ga
takode povezali sa naglim padom temperature sredine i odgovorom tireoidne osovine na
nagle promene. Guyot i saradnici (2007a) smatraju da se i kod teladi deSavaju slicna
kretanja koncentracija TSH u neonatalnom periodu, $to su potvrdili i rezultati njihovog

istrazivanja, koje je pokazalo da je koncentracija TSH kod teladi tokom prvog dana
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neonatalnog zivota bila znacajno visa u odnosu na vrednosti ustanovljene kod njihovih
majki. Znacajnije povecanje koncentracije tireoidnih hormona kod teladi starih 21 dan
nakon aplikacije fizioloskih doza TSH u odnosu na davanje istih doza TSH tokom prvih
12 sati od rodenja utvrdili su Davicco i saradnici (1982), koji to objaSnjavaju
saturacijom TSH receptora u prvih nekoliko sati nakon rodenja, kao i smanjene
senzitivnosti  tiroidee na stimulaciju sa TSH. Kod starije teladi pad koncentracije
tireoidnih hormona u cirkulaciji dovodi do poveéane ekspresije TSH receptora i
povecane osetljivosti na tretman sa TSH (Davicco i sar., 1982).

Stoji¢ i1 saradnici (2002) i Kirovski i saradnici (2012) ukazuju na znacajna
odstupanja u literaturnim podacima vezanim za koncentraciju tireoidnih hormona u krvi
teladi tokom neonatalnog perioda, Sto tumace jakim uticajem niza faktora koji mogu da
menjaju aktivnost tireoidne osovine. Uticaj godiSnjeg doba radanja teladi na
koncentraciju tireoidnih hormona opisuju Stanko i saradnici (1991) dok Davicco i
saradnici (1982) opisuju razlike koje postoje izmedu pojedinih rasa. Grongnet i
saradnici (1985) povezuju nivo koncentracija tireoidnih hormona i uzimanja
kolostruma, ukazujuéi da je pravovremeno uzimanje kolostruma i unos imunoglobulina
tokom neonatalnog perioda od velikog znacaja za funkciju tireoidne osovine. Povecanje
koncentracije tireoidnih hormona tokom prvih sati nakon rodenja Stoji¢ i saradnici
(2002) takode povezuju sa koli¢inom unetog kolostruma tokom prvih 2 sata nakon
radanja. Steinhardt i saradnici (1995) smatraju da nivo koncentracije tireoidnih hormona
pokazuje individualnu specificnost i nalaze korelaciju izmedu nivoa tireoidnih hormona
majke i teladi. Vermorel i saradnici (1983) su utvrdili da telad rodena pri otezanom
porodaju imaju nize vrednosti tireoidnih hormona u poredenju sa teladi rodenom pri

normalnom porodaju.

2.6. Uticaj aktivnosti tireoidne osovine na endokrini i metabolicki status teladi

2.6.1. Uticaj aktivnosti tireoidne osovine na IGF system

Rast i razvoj tokom neonatalnog perioda je primarno regulisan funkcionalnom
interakcijom tireoidne osovine i komponenti somatotropne osovine. Somatotropna
osovina je sistem formiran od hormona rasta (GH), faktora rasta sli¢nih insulinu I i II

(IGF-I i IGF-II), njihovih proteinskih nosaca (IGFBP 1-6), receptora i IGFBP proteaza
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(Renaville i sar., 2002; Lelbach i sar., 2005). IGF-I i IGF-II su klju¢ne komponente
somatotropne osovine. To su relativno konzervativni jednolancani polipeptidi,
molekulske mase oko 7,5 kD, koji pokazuju visoku medusobnu strukturnu homologiju i
strukturnu  homologiju sa proinsulinom. Homologija u aminokiselinskom sastavu
izmedu IGF molekula i proinsulina je karakteristicna za A i B domene i iznosi oko 50%,
a nije karakteristicna za C domen koji kod molekula IGF ostaje vezan za aktivni oblik
molekula. IGF molekuli sadrze i dodatni D domen na C terminalnom delu molekula,
koji takode nije karakteristican za molekul proinsulina (Brzozowski i sar., 2002).
Sinteza i1 sekrecije IGF molekula se razlikuje od sinteze i sekrecije ostalih peptidnih
hormona. lako im je jetra dominantni organ sinteze i sekrecije, molekuli IGF se sintetiSu
1 u mnogim drugim tkivima. GH je primarni regulator sinteze i sekrecije IGF-I, dok je
sinteza IGF-II relativno nezavisna od hormona rasta (Woelfle i sar., 2003; Paveli¢ i sar.,
2007). Sintezu i sekreciju IGF-I poreklom iz jetre reguliSe GH mehanizmom negativne
povratne sprege (Ohlsson i sar., 2009).

Primarna bioloSka uloga IGF-I i II je endokrino posredovanje u metabolickim,
posebno anabolickim, efektima GH, kao i parakrina i autokrina regulacija celijskog
rasta, diferencijacije i apoptoze (Lelbach i sar., 2005). IGF-I i II molekuli svoje efekte
ostvaruju vezivanjem za dva tipa specificnih membranskih receptora, IGF-IR i IGF-IIR.
Strukturna homologija molekula IGF-I i II sa molekulom insulina objasnjava i
mogucénost vezivanja insulina za IGF receptore (Varewijck i Janssen, 2012). IGF-IR je
tirozin kinazni receptor koji ima izrazitu strukturnu sli¢nost sa receptorom za insulin,
poseduje ubikvitarnu ekspresiju, i karakteristican je po tome da jakim afinitetom veze
oba IGF liganda, dok insulin veze 100 puta slabijem afinitetom (Blakesley i sar., 1996).
IGF-IIR se strukturno razlikuje od IGF-IR i ne pokazuje homologiju sa receptorom
insulina. Po strukturi on je identi¢an sa katjonski nezavisnim receptorom za manoza-6-
fosfat, za koga se vezuje 1 manoza-6-fosfat peptid. IGF-IIR jakim afinitetom veze jedino
molekule IGF-II (El-Shewy i Luttrell, 2009). Mitogena i metabolicka aktivnost IGF-I i
II se primarno ostvaruje vezivanjem za IGF-IR.

U serumu i ostalim telesnim te¢nostima, molekuli IGF-1 i II su pretezno vezani za
IGF vezujuce proteine, koji im produzavaju poluzivot, transportuju ih do ciljne ¢Celije i
moduliraju im interakciju sa membranskim IGF receptorima (Jones i Cllemons, 1995;

Kostecka i Blahovec, 1999). Vezivanjem IGF I i II za IGFBP visokim afinitetom,
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reguliSe se distribucija i koncentracija molekula IGF u specifi¢nim tkivima i povecava
ili inhibira njihova funkcija. To su proteini sa razli¢itom molekulskom masom, koji dele
odredeni stepen strukturne homologije, dok je njihova varijabilna sekvenca klju¢na za
specificne osobine svakog Clana ove familije, uti¢uci na afinitet vezivanja IGF molekula
i njihovu aktivnost i funkciju. IGFBP takode pokazuju i IGF-nezavisne funkcije, kao sto
su inhibicija i stimulacija rasta specificnih ¢elije i tkiva, direktna indukcija apoptoze i
modulacija aktivnosti ostalih faktora rasta (Mohan i Baylink, 2002; Duan i Xu, 2005).
Kljuénu ulogu u rastu i diferencijaciji ¢elija, tkiva i organa IGF sistem ostvaruje
jo§ od najrane faze embrionalnog razvoja. Povecanu ekspresiju IGF-I mRNA u
endometrijumu krave tokom rane gestacije utvrdili su Robinson i saradnici (2000). Isti
autori su ukazali na povecanu ekspresiju IGF-II mRNA u regionu karunkula sto ukazuje
na ulogu IGF-II u pripremanju karunkula za graviditet, odnosno formiranje placente.
Prisustvo mRNA za IGF-I i mRNA za IGF-II, kao i receptora za IGF-I i njihova
parakrina i autokrina uloga su takode potvrdene u placentarnom tkivu (Sibley i sar.,
2004). Ekspresiju IGF-I, IGF-II i ostalih faktora rasta u ¢elijama ov¢ijeg embriona,
tokom preimplantacione embrionalne faze, opisali su Watson i saradnici (1994).
Istrazivanja kod pacova ukazuju da IGF-I i insulin, koji se proizvode u embrionalnom
tkivu tokom prepankreasnog stadijuma embrionalnog razvoja, stimuliSu rast
embrionalnih ¢elija (Spaventi i sar., 1990). Uloga IGF sistema tokom intrauterinog rasta
i razvoj embriona, ispitana je na transgenim pacovima sa mutacijima na genima koji
kodiraju ekspresije IGF-1, IGF-II ili njihovih receptora. Ova istrazivanja pokazala su da
mutacije na genima za IGF-I i IGF-II dovode do retardacije intrauterinog rasta u oko
90% slucajeva, dok mutacije gena za IGF receptore nisu dovele do poremecaja rasta, $to
je verovatno rezultat sposbnosti molekula IGF da deluju preko insulinskih receptora,
kao alternativnih (DeLeon i sar., 2004). Fowden (1995) navodi da oba IGF povecavaju
fetalnu sintezu proteina i glikogena, pri ¢emu IGF-I reguliSe celijsku proliferaciju
uticajem na endokrine i nutritivne faktore, dok je IGF-II utice na feto-placentarni razvoj
i specificnu tkivnu diferencijaciju. Tokom fetalnog perioda, IGF molekuli se sintetisu u
mnogim tkivima fetusa (D’Ercole i sar., 1980). Placentarni transport IGF molekula je
ogranicen, tako da je fetus zavisan od sopstvene proizvodnje IGF molekula (Lawrence i
sar., 2012). Koncentracija IGF-II u serumu fetusa je nekoliko puta veca u odnosu na

koncentracije IGF-I (Lawrence i sar., 2012). Fetalne koncentracija IGF regulisane su
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primarno koncentracijom glukoze i insulina. Oliver i saradnici (1996) navode da postoji
nezavisna regulacija fetalne koncentracije IGF-I i IGF-II, i to tako da je glukoza
znacajan faktor regulacije oba IGF molekula, ali je IGF-I regulacija posredovana
insulinom, dok je regulacija IGF-II insulin-nezavisna. Ishrana majke, a time i fetusa, je
znacajan faktor koji reguliSe proizvodnju fetalnog IGF. Uticaj nutritivnih faktora na
koncentraciju IGF-I u cirkulaciji fetusa, objasnjava se u radovima u kojima se ispituje
endokrini status fetusa poreklom od majki koje su gladovale. Ovi radovi ukazuju da
nutritivni deficit i nedostatak glukoze dovode do zastoja u rastu tokom svih faza
gestacije, 1 da je taj zastoj pracen smanjenjem koncentracije IGF-I u fetusu i promenama
u koncentraciji IGF vezuju¢ih proteina (Gallaher i1 sar., 1995; Heasman 1 sar., 1999;
Osgerby 1 sar., 2002).

Sinteza 1 koncentracija proteina koje vezuju IGF se razlikuju tokom prenatalnog i
postnatalnog perioda. Tokom fetalnog razvoja, dominiraju IGFBP-1 i IGFBP-2
(Clemmons 1 sar., 1993). Zbog manjeg afiniteta fetalnog IGFBP-1 prema IGF
molekulima i povecanja koncentracije dvokomponentnog kompleksa IGFBP-2-1GF-I
omogucava se veca dostupnost IGF molekula do ciljnog tkiva. Visoke koncentracije,
odnosno visoka relativna zastupljenost IGFBP-2 utvrdene su kod fetusa svinje, posebno
tokom prve polovine gestacije (Lee i sar., 1993). Istrazivanja sprovedena na fetusima
ovaca ukazuju da je i kod njih IGFBP-2 dominantan fetalni proteinski nosa¢ za IGF
molekule (Gallaher i sar., 1995). Carr i saradnici (1995) su utvrdili slicne fetalne
koncentracije IGFBP-2 u serumu fetusa ovce, koje su bile u pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijama IGF-II i ukazivale su na tkivnu specificnost sinteze IGFBP-2 molekula
tokom gestacionog perioda.

Prenatalni i neonatalni period je karakteristiCan po tome da nastaju promene
aktivnosti 1 funkcionisanja somatotropne osovine. Nakon rodenja IGF-I postaje
dominantni parakrini faktor rasta (Butler i LeRoith, 2001). Ekspresija mRNA za IGF-I i
sinteza IGF-I kod novorodene Zzivotinje se odigrava u jetri, digestivnom traktu, slezeni,
timusu, limfnim ¢vorovima i bubrezima (Cordano i sar., 1998). Hammon i Blum (1997)
ukazuju na funkcionalnost somatotropne osovine kod teladi u neonatalnom periodu, dok
su Corando i saradnici (2000) i Pfaffl i saradnici (2002) utvrdili nisku ekspresiju mRNA
IGF-I u jetri neonatalne teladi i slab uticaj GH na IGF sistem tokom neonatalnog

perioda, a Sto su povezali sa niskim stepenom maturacije somatotropne osovine.
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Aplikacija analoga IGF-I molekula (Long-R3-IGF-I) dovodi do pada koncentracije GH,
Sto je dokaz da kod teladi tokom neonatalnog perioda mehanizam negativne sprege IGF-
11 GH funkcionise. Govoni i saradnici (2004) su utvrdili da davanje bovinog GH u prva
24 Casa nakon rodenja dovodi do povecanja serumske koncentracije GH i povecanja
kocentracije IGF-I tokom prva 3 dana nakon rodanja.

Istazivanja koncentracije IGF-I kod neonatalne teladi pokazala su da je energetski
status novorodene Zivotinje primarni faktor koj reguliSe koncentraciju IGF-I. Nutritivni
faktori, odnosno uzimanje kolostruma u prvim satima nakon radanja ima znacajan
efekat na metabolicki, hormonalni i imunoloski status novorodene zivotinje (Blum i
Hammon, 2000; Blum, 2006). Utvrdeno je da koli¢ina i vreme uzimanja kolostruma
utiCu na ekspresiju mRNA za IGF-I i sintezu IGF-I u jetri neonatalne teladi. Kolostrum
sadrzi relativno visoke koncentracije IGF-I koje se nalaze u aktivhom obliku (Skaar i
sar., 1991; Kang i sar., 2007). Koncentracije IGF-I u kolostrumu uglavnom ne uticu na
koncentraciju IGF-I u krvnoj plazmi novorodene teladi, uzimajuéi u obzir veoma mali
stepen resorpcije molekula IGF-I. Primarni znacaj kolostralnog IGF-I je lokalni
pozitivni uticaj na rast i razvoj digestivnog trakta, kao i stimulativni efekat na varenje i
resorpciju. Smanjeni uticaj kolostralnog IGF-I na koncentraciju IGF-I u plazmi
novorodene teladi Rauprich i saradnici (2000) povezuju sa time da se maksimalne
koncentracije IGF-I u kolostumu nalaze na pocetku laktacije i ne uticu na povecanje
koncentracije IGF-I u plazmi teladi nakon prvog unosa kolostruma. Baumrucker i Blum
(1994) navode da je resorpcija u gastrointestinalnom traktu novorodene zivotinje
zavisna od oblika u kome se nalazi IGF-I. Isti autori zakljucuju da jedino slobodni oblik
IGF-I moze lako da se resorbuje, dok proteini koji vezuju molekule IGF-I otezavaju
resorpciju ovog molekula. Maksimalne koncentracije IGF-I u plazmi novorodene teladi
nakon drugog obroka kolostruma registrovali su Lee i saradnici (1995). Isti autori su
merenjem koncentracije IGF-I i II u krvi teladi pre i posle uzimanja kolostruma utvrdili
neznatan nivo resorpcije IGF molekula. Promenu koncentracije IGF-I nakon rodenja
kod neonatalne teladi, u svojim radovima objasnjavaju Kirovski i saradnici (2002).
Naime, analizom vrednosti koncentracije IGF-I kod teladi koja su bila napajana
razli¢itom koli¢inom kolostruma tokom prvih 32 sata postnatalnog zivota, Kirovski i
saradnici su utvrdili da koli¢ina kolostruma u ovom periodu ima znacajan uticaj na

koncentracije IGF-I u krvi teladi. Isti autori smatraju da povecane vrednosti
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koncentracija IGF-I kod teladi koja su bila napajana optimalnom koli¢inom kolostruma
(1,5 litara u prva dva i 2 litra u treCem napajanju), kao i ve¢i unos proteina, dovode do
poboljsanja energetskog statusa jedinke i imaju stimulativni efekat na endogenu sintezu
IGF-I u tkivima novorodene teladi. Pozitivni efekat unosa velike koli¢ine proteina na
koncentraciju IGF-I u serumu neonatalne teladi i povecanje nihove telesne mase utvrdili
su Smit i saradnici (2002). Pozitivhu korelaciju izmedu energetskog statusa, telesne
mase teladi na rodenju i koncentracije IGF-I u krvi utvrdili su Kirovski i saradnici
(2009). Energetski status i metabolizam teladi tokom prva 2 sata nakon rodenja, pre
prvog unosa kolostruma, zavisi znacajno od serumske koncentracije IGF-1. Opadajuce
vrednosti koncentracije IGF-I u serumu novorodene teladi pre prvog napajanja
kolostrumom, Kirovski i1 saradnici (2011) objaSnjavaju negativnim energetskim
statusom jedinke koji je rezultat gladovanja i niske koncentracije glukoze i insulina u
cirkulaciji. Isti autori ukazuju na pozitivnu korelaciju izmedu koncentracija insulina i
IGF-I tokom prvih sati postnatalnog Zzivota, a time i na znacaj pravovremenog i
optimalnog unosa kolostruma nakon rodenje za odrZavanje optimalnog energetskog
statusa novorodene zivotinje (Kirovski i sar., 2008).

Postnatalna promena koncentracije IGF-I je u pozitivnoj korelaciji sa promenom
koncentracije IGFBP-3. IGFBP-3 je dominantni vezuju¢i protein za IGF-I molekule u
serumu odrasle jedinke. On vezuje molekule IGF-I visokim afinitetom u obliku koga
¢ine tercijalmi kompleks koji sadrzi ALS (84-86 kDa) (Kostecka i Blahovec, 2002).
Tercijarni kompleks velike molekulske mase od 150kDa omogucava stabilnost
molekula IGF-I i regulise dostupnost IGF-I do ciljnih tkiva. Kod novorodene teladi u
prvim satima nakon rodenja karakteristican je pad koncentracije IGFBP-3 (Kirovski i
sar., 2011). Niske koncentracije ovog vezujueg proteina se odrzavaju do pocetka
kolostralnog napoja. Hammon i saradnici (2000) su utvrdili povecanje koncentracije
IGF-I i IGFBP-3 u serumu teladi koja su bila napajana kolostrumom u prvim satima
nakon rodenja, dok su u serumu teladi napajanih tek 12 ili 24 sata nakon rodenja utvrdili
niske koncentracije IGF-I i IGFBP-3, kao i snizenje odnosa IGFBP-3/IGFBP-2. Pored
pozitivnog uticaja nutritivnih faktora, na porast koncentracije IGFBP-3 utiCe i starost
zivotinje (Skaar i sar., 1994). Govoni i saradnici (2004) su utvrdili da, pored povecanja
koncentracije IGF-I u serumu novorodene teladi, tretman sa bovinim GH u prva 24 ¢asa

nakon rodenja dovodi i do povec¢anja koncentracije IGFBP-3. Negativna korelacija IGF-
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I sa IGFBP-2 je karakteristicna za postnatalni period. Rausch i saradnici (2002) navode
da se opadanjem koncentracije IGFBP-2 u postnatalnom periodu, pravovremenim
unosom optimalne koli¢ine kolostruma ili davanjem GH, povecava bioloSka aktivnost
IGF-I. Ovi navodi se mogu povezati sa utvrdenom negativnom korelacijom izmedu
insulina 1 IGFBP 2 kod krava u laktaciji koju su opisali McGuire i saradnici (1995).
Negativna korelacija u odnosu na insulin je takode karakteristicna za IGFBP 1.
Koncentracije IGFBP 1 u postnatalnom periodu opadaju nakon unosa kolostruma.
Izostanak efekta insulina na IGFBP-1 kod novorodene teladi, Kirovski i saradnici
(2008) povezuju sa refraktarno$éu neonatalne jetre na uticaj insulina, uzimajuci u obzir
da ve¢ina molekula IGFBP-1 u cirkulaciji, potice iz jetre.

Tireoidni hormoni uti¢u na rast i diferencijaciju Celija uticajem na intenzitet
njihove metabolicke aktivnosti, ali i modulacijom sinteze IGF (Fowden i Forhead,
2004). Istrazivanja pokazuju da su tireoidni hormoni posebno znacajni za funkciju
somatotropne osovine tokom kasne faze graviditeta i neonatalnog perioda. Mesiano i
saradnici (1989) su tokom zavr$ne faze graviditeta utvrdili niske fetalne koncentracije
IGF-I kod hipofizektomisanih ov¢ijih fetusa u poredenju sa kontrolnom grupom, $to
nije bilo slucaj sa IGF-II. Ovi autori su ustanovili da je davanje egzogenog T4 dovelo do
povecanja koncentracije IGF-I, Sto je ustanovljeno i kod hipofizektomisanih fetusa
svinja (Latimer i sar., 1993). U ovom radu su autori dokazali i porast koncentracija
IGFBP-1, IGFBP-2 i IGFBP-4 nakon davanja T4. Supresija ekspresije GHR i niske
ekspresije mRNA za IGF-I u kasnom graviditetu utvrdene su u skeletnoj muskulaturi
tireoidektomisanih fetusa ovaca (Forhead i sar., 2002).

Aktivnost i regulacija IGF sistema tokom fetalnog perioda je relativno nezavisna
od koncentracije hormona rasta. Naime, efekat GH je ograni¢en tako da je somatski rast
fetusa samo delimi¢no zavisan od GH. Ogranicen efekat GH na stimulaciju sinteze 1
sekrecije IGF-I u fetalnom periodu verovatno je rezultat niskog nivoa ekspresije tkivnih
receptora za GH 1 njihovog odlozenog sazrevanja, kao i postreceptorskih mehanizama
ostvarivanja njihovog efekta, posebno na ¢elijama jetre (Klempt i sar., 1993; Gluckman
i Pinal, 2003). Poznato je da tireoidni hormoni stimulativno deluju na sintezu i sekreciju
GH na nivou hipotalamusa i hipofize i povecavaju ekspresiju mRNA za receptore GH
rilizing hormona (Samuels i sar., 1989; Giustina i Wehrenberg, 1995; Korytko i Cuttler,

1997). Istrazivanja sprovedena u in vitro uslovima ukazuju na pozitivan efekat
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tireoidnih hormona na sintezu i sekreciju GH, gde je utvrdeno da T; povecava
osetljivost hipofiznih somatotropa na GHRH (Vale i sar., 1983; Geary i sar., 1989).
Nénto-Salonen i saradnici (Nénto-Salonen i Rosenfeld 1992 ; Nianto-Salonen i sar.
1993 ) su utvrdili da kod pacova sa indukovanim hipotiroidizmom tokom neonatalnog
perioda, tireoidni hormoni mogu imati direktan ili indirektan t.j. GH nezavisni efekat na
aktivnost somatotropne osovine, koji je takode u korelaciji sa staro$c¢u zivotinje.

Radovi na neonatalnim pacovima sa indukovanom hipotireozom ukazuju na
mogucénost uticaja tireoidnih hormona na ekspresiju mRNA IGF-I u jetri mehanizmom
regulacije GH kako i efekat na aktivnost somatotropne osovine kroz uticaj ekspresije
IGF-IR na hipofizne somatotrope (Harakawa i sar., 1990; Matsuo i sar., 1990). Efekat
tireoidnih hormona na ekspresiju mRNA IGF-I kod pacova sa indukovanom
hipotireozom opisali su i Ramos i saradnici (1998), koji su utvrdili da je hipotireozno
stanje dovelo do znacajnog pada ekspresije mRNA za IGF-I u tkivu jetre, koncentracije
IGF-I i insulina u serumu, pri ¢emu ukazuju na jaku pozitivnu korelaciju izmedu
insulina i IGF-I u neonatalnom periodu. Kasnije isti autori (Ramos i sar., 2001) su
utvrdili niske koncentracije IGFBP-3 kod tireoidektomisanih pacova, dok su Nénto-
Salonen 1 saradnike (1993) a kasnije i Santana-Farré i saradnici (2012), utvrdili
prolongiranu ekspresiju mRNA za IGFBP-2 u jetri i visoke koncentracije IGFBP-2 u
serumu hipotireoznih pacova u neonatalnom periodu. In vitro istraZzivanja pokazala su
da tireoidni hormoni imaju direktan pozitivan efekat na ekspresiju mRNK za IGFBP-2
na kulturi ¢elija jetre, dok je u in vivo uslovima insulin, zavisno od tireoidnog statusa
jedinke, znacajan regulator ekspresije mRNK za IGFBP-2 (Boni-Schnetzler 1 sar.,
1990).

2.6.2. Uticaj tireoidne osovine na koncentracije insulina i glukoze

Koncentracija insulina u krvi teladi u prvim satima nakon rodenja, odrzava se na
niskom nivou sve do prvog unosa kolostruma, kada pocinje da raste (Hammon i Blum,
1998; Kirovski i sar., 2011). Preprandijalne niske vrednosti insulina prate niske
vrednosti glikemije i smatraju se protektivnim mehanizmom, koji ima za cilj odrzavanje
fizioloske koncentracije glukoze u periodu do prvog unosa kolostruma. Hipoglikemija i
niske koncentracije insulina, uz povecane koncentracije kateholamina, pra¢ene su i

povecanjem koncentracije glukagona koji je primarni stimulator glikogenolize i
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mobilizacije glikogena u jetri novorodencadi. Povecani odnos glukagon/insulin nakon
rodenja tros§i rezerve glikogena u jetri, pri ¢emu je odrzavanje glikemije unutar
fizioloskih granica omoguceno i aktivacijom mehanizama glukoneogeneze (Girard,
1989). Unos kolostruma takode povoljno utice i na povisenje koncentracije glukagona u
krvi teladi, najverovatnije preko bioaktivnih supstanci koje se u njemu nalaze. Bloom i
saradnici (1981) utvrdili su visoke koncentracije glukagona i niske koncentracije
insulina kod neonatalne teladi u prvih 24 sata nakon rodenja. Tireoidni hormoni regulisu
sintezu glikogena uticajem na aktivnost enzima glikogen-sintaza u celijama jetre
(Bollen i Stalmans, 1988). Hipotireoza dovodi do pada nivoa deponovanog glikogena u
hepatocitima, ukoliko je organizam u stanju gladovanja, dok u stanju optimalne
snabdevenosti energijom ne uti¢e znacajnije na koli¢inu glikogena deponovanog u tkivu
jetre (Fowden i sar., 2001 ). IstraZivanja na fetusima jagnjadi u zavrs$noj fazi graviditeta
ukazuju na postojanje direktnih i indirektnih mehanizama kojima tireoidni hormoni
uticu na deponovanje glikogena u tkivu jetre, skeletnim misi¢ima i srcu (Forhead i sar.
2009).

Uzimanje kolostruma dovodi do povisenja koncentracije insulina, kao odgovor na
unos nutritivnih komponenti kolostruma i1 porasta glikemije. Porast koncentracije
insulina u serumu teladi je rezultat pankreasne sekrecije, uzimaju¢i u obzir da je
resorpcija insulina iz kolostruma putem crevnog epitela kod teladi ograni¢ena (Griitter i
Blum, 1991). Hammon i saradnici (2000) ukazuju na uticaj pravovremenog uzimanja
kolostruma na postprandijalne koncentracije insulina. Novija istrazivanja ukazuju na
mogucénost znacajnije resorpcije insulina iz digestivnog trakta teladi nakon uzimanja
kolostruma. Naime, nakon peroralnog davanja insulina ustanovljeno je poviSenje
koncentracije insulina u serumu novorodene teladi, Sto ukazuje na moguénost
postprandijalnog odrzavanja stabilne koncentracije insulina, uzimaju¢i u obzir da
mehanizmi sekrecije insulina kod novorodene zivotinje nisu u potpunosti razvijeni
(Kirovski 1 sar.2008; Kirovski i sar 2011; Gutter i Blum 1991).

Hammon i Blum (1998) su utvrdili da znac¢ajno postprandijalno povisenje insulina
pocinje da postoji od drugog dana nakon pocetka unosa kolostruma. Kirovski i saradnici
(2011) utvrdili su da postprandijalno povecanje insulinemije tokom prvih 32 sata nije
bilo znaCajno u odnosu na preprandijalne vrednosti, nasuprot glikemiji, kod koje je

ustanovljeno statisticki znacajno povisenje nakon unosa kolostruma. Povecanje
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koncentracije glukoze nakon unosa kolostruma nastaje kao rezultat povecane digestije
laktoze i resorbcije nastale glukoze. Hammon i saradnici (2013) navode da unos laktoze
nije jedini mehanizam koji obezbeduje dovoljne koncentracije glukoze u serumu teladi
tokom neonatalnog perioda, uzimaju¢i u obzir njen relativno nizak sadrzaj u
kolostrumu, koji sadrzi visoke koncentracije mle¢ne masti i proteina. Glukoneogeneza
je mehanizam koji obezbeduje oko 75% ukupne koncentracije glukoze koje su potrebne
u neonatalnom periodu (Donkin i Hammon, 2005), odnosno da je i kod neonatalne
teladi (iako se nalaze u neprezivarskoj fazi i glikemija im je znacajno visa u odnosu na
odrasle prezivare) osnovni izvor glukoze u krvi. Steinhoff-Wagner i saradnici (2011)
ukazuju na znacaj maturacije prenatalnih mehanizama endogene produkcije glukoze i
neonatalnih endokrinih promena koje zavise od unosa kolostruma u odrzavanju
optimalne koncentracije glukoze tokom neonatalnog perioda.

Endogena produkcija glukoze nalazi se pod direktnim uticajem koncentracije
tireoidnih hormona u krvi jedinke. Tiroksin direktno potencira glukoneogenezu kroz
stimulaciju genske ekspresije klju¢nih enzima glukoneogeneze (Park i sar., 1997).
Produkcija tireoidnih hormona je esencijalnog znacaja u maturaciji procesa
glukoneogeneze kod fetusa i neonatalnih jedinki i nalazi se pod direktnim uticajem
energetskog metabolizma u zavrSnoj fazi graviditeta. Indukcija hipotireoidizma
tireoidektomijom fetusa ima za rezultat znacajno smanjenje intenziteta glukoneogeneze,
i to preko smanjenja ekspresije gena za kljune enzime glukoneogeneze i njihove
aktivnosti u target tkivima (Fowden i sar., 2001). Tireoidni hormoni svoj uticaj na
glikemiju ispoljavaju direktnim putem, i to preko svog uticaja na koncentraciju insulina.
Naime, ustanovljeno je da tireoidni hormoni potenciraju sintezu i sekreciju insulina,
kroz podsticanje postnatalne maturacije beta ¢elija endokrinog pankreasa, kao i
pojacanu osetljivost perifernih tkiva na njegovo delovanje, $to je potvrdeno u in vitro i
in vivo ogledima (Aguayo-Mazzucato i sar., 2013; Taguchi i sar., 2010). Tireoidni
hormoni reguliSu periferno iskoristavanje glukoze tako Sto intenziviraju njeno
iskoriStavanje u tkivima, imaju¢i generalno anabolicki efekat. U ispitivanjima
sprovedenim na ¢elijama mrkog masnog tkiva pacova, utvrdeno je da se nakon tretmana
tiroksinom na celijama povecava ekspresija GLUT4 transportera za glukozu, kao i

ukupan transport glukoze kroz ¢elijsku membranu (Shimizu i Shimazu, 2002).
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Adrenergic¢ni sistem i povecane koncentracije kateholamina u periodu oko rodenja
uticu na odrzavanje postnatalne homeostaze glukoze 1 intenzitet neonatalne
glukoneogeneze u tkivu jetre (Hammon i sar., 2013). Novija istrazivanja ukazuju na
ekspresiju adrenergi¢nih receptora sa visokim afinitetom vezivanja u jetri neonatalne
teladi, koja je u pozitivnoj korelaciji sa unosom kolostruma i povezuje se sa regulacije
endogene produkcije glukoze u tkivu jetre (Ontsouka i sar., 2006; Carron i sar., 2005;
Schéffi sar., 2014).

Kirovski i saradnici (Kirovski i sar., 2011) su tokom neonatalnog perioda, pre
uzimanja kolostruma, utvrdili znacajnu pozitivhu korelaciju izmedu koncentracije
glukoze i kortizola (r’=0.854/30min; r2=0.724/60min). IstraZivanja koja su sproveli
Hammon i saradnike (2003) i Scheuer i1 saradnike (2006) pokazala su da upotreba
deksametazona ima inhibitorni efekat na mehanizme endogene produkcije glukoze i
glukoneogenezu, tako da je povecanje glikemije nakon njegove aplikacije rezultat
periferne insulinske rezistencije tkiva i smanjenja periferne utilizacije glukoze. Schiff i
saradnici (2014) su utvrdili povezanost aktivnosti enzima glukoneogeneze i ekspresije
receptora za glukokortikosteroide u tkivima, ukazujué¢i na znacaj uzimanja kolostruma
za stepen maturacije u ekspresiji i afinitet vezivanja receptora za glukokortikosteroida u

jetri novorodene teladi (Schaff i sar., 2015 ).

2.6.3. Tireoidna osovina i kortizol

Veissier i saradnike (1999) navode da hipofiza kod teladi ima veliki kapacitet
produkcije ACTH, ali da je sekrecija kortizola niza u poredenju sa drugim vrstama, $to
se tumaci niskom senzitivnos¢u na ACTH ili niskim kapacitetom za sekreciju kortizola.
Povecanje koncentracije kortizola u serumu fetusa, karakteristicno je u zavrSnoj fazi
graviditeta, posebno u poslednjih 7 do 9 dana pre partusa (Taverne i sar., 1988).
Povisenje koncentracije kortizola predstavlja signal koji indukuje porodaj i uti¢e na
maturacione procese tokom perinatalnog perioda, a time omogucava funkcionalnu
adaptaciju organizma, potrebnu za ekstrauterini opstanak (Hillman i sar., 2012). Telad
se radaju sa visokom koncentracijom kortizola, koja tokom prvih sati nakon rodenja ima
tendenciju opadanja (Lee i sar., 1995; Stojic¢ i sar., 2002; Kirovski i sar., 2011). Hristov i
Beslin (1991) navode da koncentracija kortizola u plazmi kod teladi neposredno posle

rodenja iznosi 12,1 + 1,1 ng/100ml, a zatim se naglo smanjuje na 4,9 = 1,1 ng/100ml.
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Visoke koncentracije kortizola u periodu oko rodenja u literaturi se najéeS¢e povezuju
sa stresom i aktivacijom adrenalne osovine (Jacob i sar., 2001). Povecéanje koncentracije
kortizola praceno je i povecanjem koncentracije kortizol-vezujucih globulina (Ballard i
sar.,1982). Stoji¢ i saradnike (2002) navode da biolosku aktivnost ispoljavaju jedino
slobodne frakcije kortizola. Uzimaju¢i u obzir visoke koncentracije kortizola u serumu
majke u vreme porodaja, istraZivanja koja su sproveli Hoffman i saradnike (1976),
ukazuju na minimalan placentarni transfer kortizola izmedu majke i ploda. Nakon
porodaja dolazi do postepenog opadanja koncentracije kortizola u krvi teladi, Sto je
potencirano unosom kolostruma i uslovljeno energetskim statusom jedinke, odnosno
smanjenjem intenziteta stresogene reakcije (Hammon i sar., 1998; Stoji¢ i sar., 2002).
Niske koncentracije kortizola u periodu oko teljenja Shmidt i saradnike (Shmidt i sar.,
2004) povezuju sa trajanjem perioda gestacije 1 stepenom prenatalne maturacije
adrenokortikalnog sistema kod prevremeno rodene teladi. Kirovski i saradnici (2009)
utvrdili su znac¢ajnu negativnu korelaciju izmedu telesne mase teladi i koncentracije
kortizola (r = -0.592), i zakljucuju da su telad manje telesne mase podloznija delovanju
stresogenih faktora.

Visoka koncentracija kortizola u periodu oko rodenja je sustinskog znacaja za
perinatalnu maturaciju mnogih organa i organskih sistema, i neophodna je za opstanak
novorodene zivotinje (Liggins, 1994). Prenatalni porast koncentracije kortizola se
smatra rezultatom maturacionog efekta glukokortikoida i pozitivnim efektom kortizola
na fetalnu adrenalnu osovinu u zavrS$noj fazi gestacije (Naaman Répérant i Durand,
1997). Kortizol krajem graviditeta indukuje promene metabolizma tireoidnih hormona,
tako Sto povecava ekspresiju i aktivnost dejodinaze tipa 1 u ¢elijama jetre, bubrega i
masnom tkiva, dok snizava aktivnost dejodinaze tipa 3 u bubrezima i placenti (Forhead i
sar.2006 ), Sto ima za posledicu porast koncentracije T;. Statisticki znacajnu korelaciju
izmedu koncentracija T; i kortizola na rodenju kod novorodene teladi utvrdili su Nikoli¢
i saradnici (1996). Forhed i saradnici (1998) utvrdili su da povecanje koncentracije Ts
uz povecanje koncentracije kortizola dovodi do pada ekspresije mRNK za IGF-II u jetri
fetusa ovce na kraju gestacije. Isti autori ukazuju da kortizol, pored toga Sto povecava
koncentraciju T, takode povecava i ekspresiju receptora za tireoidne hormone u jetri,
Sto povezuju sa indirektnim negativnim efektom kortizola na ekspresiju mRNK za IGF-

II na kraju gestacije. Povecana kortizolemija krajem gestacije znacajna je za perinatalnu
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maturaciju somatotropne osovine. Berier i saradnici (2000), navode da koncentracija
kortizola u perinatalnom periodu ima kljuénu ulogu u poveéanju ekspresije GH
receptora u jetri i pove¢anju koncentracije IGF-I.

Efekat kortizola na termogenezu u mrkom masnom tkivu i ekspresija UCP1
(uncoupling protein 1), ostvaruje se indirektnim mehanizmom, kroz delovanje
kateholamina i tireoidnih hormona. Kortizol doprinosi povecanju koncentracije
kateholamina, koji putem B-adrenergicnog mehanizma stimuliSu ekspresiju i aktivnost
UCP1 u mrkom masnom tkivu (Mory i sar., 1984). Drugi nacin je kroz delovanje
tirecoidnih hormona stimuliSu energetski metabolizam u mitohondrijama uz gensku
stimulaciju ekspresije UCP1 molekule, stabilizacija UCP1 i povec¢anje UCP1 u mrkom

masnom tkivu (Guerra i sar.1996 ; Bassett i sar.2003 ).

2.6.4. Tireoidna osovina i leptin

Znacajna uloga u postnatalnom energetskom metabolizmu i termogenezi kroz
regulaciju unosa hrane, metabolizam glukoze i razvoj intestinalnog sistema pripisuje se
leptinu, tkivhom hormonu, koji se pored masnog tkiva sintetiSe i u mle¢noj zlezdi i
nalazi se u velikim koncentracijama u kolostrumu (Casabiell i sar., 1997; Pinotti i Rosi,
2006 ). Kod neonatalne teladi koncentracija leptina je zavisna od duzine trajanja
graviditeta, stepena telesne maturacije 1 unosa kolostruma. Blum i saradnike (2005)
utvrdili su da je koncentracija leptina kod teladi na teljenju izmedu 4.0 i 5.0 ng/ml. Da
je masno tkivo primarni izvor leptina u serumu neonatalne teladi, i pored mogucnosti
resorpcije iz kolostruma, ukazuje to da povecanje leptinemije u neonatalnom periodu
nastaje postepeno tokom nekoliko dana nakon prvog unosa kolostruma (Hammon i sar.,
2013). Istrazivanja kod novorodene jagnjadi pokazala su da se regulacija sekrecije
leptina nakon rodenja ostvaruje pomocu kortizola, insulina, tireoidnih hormona 1 IGF-I.
Long i saradnici (2013) navode da povecane koncentracije kortizola i insulina,
pripremaju fetalno masno tkivo za postnatalnu sekreciju leptina. Pozitivni efekat IGF-I
na sekreciju leptina ostvaruje se kroz stimulaciju proliferacije i diferencijacije masnog
tkiva, dok su povecane koncentracije T3, kao rezultat efekta kortizola na konverziju T4 u
Ts;, pokazale inhibitorni efekat na sekreciju leptina. Prema tome, povecanje
koncentracije leptina u prvim danima nakon unosa kolostruma, povezuje se sa veé

uspostavljenim metabolickim i energetskim statusom novorodene Zzivotinje. Sa druge
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strane, istrazivanja ukazuju na stimulativni efekat leptina na koncentraciju tireoidnih
hormona. Naime, leptin povecava produkcija tireoidne hormone indirektnim putem,
stimulacijom sekrecije TRH (Guo i sar., 2004). Novija in vitro istrazivanja ukazuju da je
potenciraju¢i efekat leptina na sekreciju TSH zavisan od koncentracije leptina
(Radwanska 1  Kosior-Korzecka, 2014). Niske koncentracije leptina pokazale su
stimulativni efekat na sekreciju TSH. Svoje efekte leptin ostvaruje prisustvom
leptinskih receptora na ¢elijama hipotalamusa, hipofize i tireoidee (Guo 1 sar., 2004;

Vicente i sar., 2004; Nowak i sar., 2002).

2.6.5. Koncentracija ukupnih proteina, globulini i tireoidna osovina

Telad se radaju sa niskim vrednostima koncentracije ukupnih proteina, koje
iznose oko 50-70g/l, nasuprot 60-80g/l kod odraslih jedinki (Kraft i Diirr, 1999).
IskoriStavanje proteina u procesima glukoneogeneze i sinteze tkivnih proteina tokom
prvih 24 sata neonatalnog zivota doprinosi odrZavanju niskih vrednosti koncentracije
neimunoglobulinske frakcije proteina u serumu (Quigley i sar., 2002). Istrazivanja
ukazuju na korelaciju izmedu koncentracije ukupnih proteina i koncentracije
imunoglobulina u serumu teladi. Visoke koncentracije imunoglobulina u kolostrumu
(oko 100g/1, Gomes i sar., 2011 ) i moguénost intenzivne resorpcije u prvih 6 sati nakon
rodenja (Marx i Stott, 1979) dovode do znacajnog povecanja koncentracije proteina u
serumu (do 80.5% u prvih 24 sata) u odnosu na vrednosti pre uzimanja kolostruma
(Quezada-Tristan 1 sar., 2014). Nakon unosa kolostruma u serumu se primarno
povecavaju koncentracije IgG1, a kasnije i IgM, §to je rezultat veceg procenta resorpcije
IgG1 u odnosu na IgM i krac¢eg vremenskog perioda resorpcije IgM u odnosu na IgG1
(Cabello i Levieux, 1980). Odredivanje koncentracije ukupnih proteina u prvoj nedelji
starosti moZe biti indikator efikasnosti unosa i resorpcije kolostruma kod teladi. Za
minimalne vrednosti resorpcije IgG1, koji ukazuju na efikasan transfer imunoglobulina i
efikasnu kolostralnu zastitu, smatraju se koncentracije od 5 do 10g/l, t.j potrebno je
najmanje 100g/1 IgG1 u kolostrumu da bi se obezbedio optimalni pasivni transfer za
telad prosecne telesne tezine od 45 kg (Radostits i sar., 2007). Ovo ukazuje da postoji
¢vrsta veza izmedu koncentracije imunoglobulina u kolostrumu, pravovremenog
uzimanja optimalne koli¢ine kolostruma i koncentracije imunoglobulina u serumu teladi

nakon rodenja.
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Povecanje koncentracije ukupnih proteina tokom prve nedelje neonatalnog zivota,
pored transfera imunoglobulina iz kolostruma u prvih 24 sata, nastaje i kao rezultat
povecanja sinteze albumina u jetri novorodencadi (Nussbaum i sar., 2002). Sinteza
albumina dominantno se odvija u jetri i njen intenzitet zavisi od stepena maturacije i
funkcionalne aktivnosti jetre. Tothova i sar (2014) navode da su albumini dominantna
proteinska frakcija kod teladi u periodu mlecne ishrane, ali su takode utvrdili i relativno
visoke koncentracije al globulina i relativno niske koncentracije 2 globulina u odnosu
na ostale proteinske frakcije. Isti autori utvrdili su i poveéanje koncentracije v-
globulinske frakcije sa starosti teladi, $to povezuju sa maturacijom procesa absorpcije u
intestinalnom sistemu. Nize koncentracije y-globulina kod mlade teladi, Chaudhay i
saradnici (2003) objasnjavaju ¢injenicom da je imunoloski sistem u najranijem periodu
nakon radanja nedovoljno zreo za optimalnu sintezu globulina. Prema tome, povecanje
koncentracije y globulina je rezultat maturacije imunoloskog sistema i vece ekspozicije
organizma faktorima spoljasnje sredine (Kaneko, 2008).

Stepen resorpcije imunoglobulina iz kolostruma u prvih 24 sata nakon radanje
moze se smatrati indikatorom stepena maturacije intestinalnog sistema, $to je pozitivno
regulisano direktnim uticajem IGF sistema 1 kortizola (Georgiev i sar., 2003; Whitaker i
sar.,1996). Naime, vece koncentracije kortizola u perinatalnom periodu i maturacija
somatotropne osovine omogucavaju efikasnu resorpciju imunoglobulina. Telad se
radaju sa relativno maturiranim gastrointestinalnim sistemom, uzimajuci u obzir efekte
IGF-II na razvoj gastrointestinalnog sistema tokom prenatalnog perioda i prisustvo
mRNA za IGF-I i IGF-II, kao i receptora za IGF-I, IGF-II i insulin na intestinalnoj
mukozi u perinatalnom periodu (Georgiev i sar., 2003; Georgieva i sar., 2003).
Postnatalno, nutritivne i1 nenutritivne komponente kolostruma indukuju drasticne
morfoloske i funkcionalne promene na gastrointestinalnom sistemu, koje se odnose na
procese maturacije (Blum, 2006). Resorpcija imunoglobulina u prvim satima nakon
rodenja takode je omogucena i ograniCenom sekrecijom digestivnih enzima i relativno
visokim pH sadrzaja abomazusa, $to takode smanjuje enzimsku aktivnost (Guilloteau i
sar., 2009 ). Efekat tireoidnih hormona na absorbpciju imunoglobulina istrazivali su
Cabello i Levieux (1978), koji su utvrdili negativnu korelaciju izmedu koncentracije
tireoidnih hormona, posebno tiroksina i vremena postizanja maksimalne vrednosti

koncentracije IgG. Isti autori (Cabello i Levieux, 1980) su u svom kasnijem istrazivanju
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dobili slicne rezultate kod novorodene teladi povecanjem koncentracije Ty
parenteralnim davanjem, pri ¢emu navode da tiroksin verovatno smanjuje period
apsorpcije imunoglobulina u crevima. Inhibitorni efekat T4 na resorpciju
imunoglobulina i pad koncentracije ukupnih proteina utvrdili su i Slebodzinski i
saradnici (1995) nakon peroralnog davanja T4 i T3. Suprotno T4, ovi autori su utvrdili da
peroralno davanje T; stimuliSe resorpcijeu globulina. Obzirom na cinjenicu da
kolostrum sadrzi vece koncentracije T3 u odnosu na T4, evidentan je znacaj prisustva T;
u kolostrumu u optimalnoj koncentraciji i njegovog uticaja na resorpciju

imunoglobulina u fizioloskim uslovima.

2.6.6. Aktivnost tireoidne osovine i njen uticaj na koncentraciju lipida u krvi
teladi

Metabolicko prestrojavanje organizma teladi nakon rodenja u pogledu odnosa
koncentracija pojedinih frakcija lipida u krvi u velikoj meri zavisi od unosa kolostruma i
ima za cilj obezbedivanje optimalne energetske efikasnosti u neonatalnom periodu.
Naime, nakon rodenja procesi lipomobilizacije i oksidacije masnih kiselina dominiraju
nad procesima lipogeneze, koji su bili izrazeni tokom prepartalnog perioda. Telad se
radaju sa visokim koncentracijama neestrifikovanih masnih kiselina (NEFA), nastalim
kao rezultat intenzivne endogene lipomobilizacije (Lents 1 sar., 1998; Rauprich i sar.,
2000; Kiihne i sar., 2000), sa ciljem da se obezbedi izvor energije do unosa kolostruma.
Neadekvatan unos kolostruma i negativni energetski bilans dovode do odrzavanja
visoke koncentracije NEFA (Hadorn i sar., 1997). Sa druge strane, endokrino
prestrojavanje nakon rodenja, t.j. visok odnos glukagon : insulin takode stimuliSe
procese lipolize, oksidacije masnih kiselina i ketogeneze. Ketogeni kapacitet kod
neonatalne teladi je relativno nizak, uzimaju¢i u obzir niske koncentracije J3
hidroksibutirata i acetoacetata u neonatalnom periodu (Hammon i sar., 2012). Tokom
ranog neonatalnog perioda visoke koncentracije TSH potenciraju lipolizu u masnom
tkivu, posebno kada je u pitanju mrko masno tkivo, kao znacajan depo energije
novorodenih zivotinja. Lipoliticki efekat TSH je kratkotrajan (Marcus i sar., 1988) i kao
takav postoji neposredno nakon rodenja, da bi u kasnijem uzrastu i kod odraslih jedinki
imao suprotan efekat (Jiang i sar., 2015). Pozitivni lipoliticki efekat tiroksina kod
neonatalne teladi utvrdili su i Slebodzinski i saradnici (1995) nakon peoralnog davanja

T4. Istrazivanja sprovedena kod neonatalne jagnjadi ukazuju na posredni lipoliticki
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efekat tireoidnih hormona, jer je davanje tireoidnih hormona kod jagnjad sa
indukovanom hipotireozom nakon rodenja dovelo do aktivacije lipolitickih procesa
posredovanih kateholamina (Wrutniak i Cabello, 1986)

Na samom pocetku laktacije u kolostrumu ima oko 6.7% masti, da bi njihova
koncentracija tokom prve nedelje laktacije opadala i dostigla oko 4% sedmog dana
nakon teljenja, pri cemu 90% od toga Cine trigliceridi (Kirovski 1 sar., 2014; Girard 1
sar., 1985). ZnacCajno povecanje koncentracije triglicerida, fosfolipida i holesterola
povezuje se sa pravovremenim uzimanjem optimalne koli¢ine kolostruma i ukazuje na
veliki kapacitet digestivnog trakta za resorpciju masti (Blum i sar., 1997). Maksimalne
vrednosti triglicerida u serumu neonatalne teladi krec¢u se u raspon od 0.04-0.05 mmol/l
(Knowles i sar., 2000). Maturacija mehanizma resorpcije znacajno zavisi od unosa
kolostruma (Kiihne i sar., 2000). Aktivnost pankreasne lipaze odmah po rodenju je
relativno niska i povecava se nakon unosa kolostruma sa jedne strane, dok efikasnost
same resorpcije zavisi od funkcionalne maturacije jetre i dostupnosti soli zu¢nih kiselina
(Nussbaum i sar., 2002). Unos kolostruma takode povecava koncentracije holesterola,
HDL i LDL lipoproteina. Poznato je da je LDL kod teladi dominantni lipoprotein tokom
fetalnog perioda, da bi tu ulogu nakon rodenja preuzeo HDL, posebno nakon unosa
kolostruma. Herosimczyk 1 saradnici (2013) su utvrdili povecanje koncentracije HDL i
LDL tokom prve nedelje postnatalnog zivota, §to povezuju sa progresivnim transfera
holesterola sa LDL na HDL lipoproteine.

Poznato je da tireoidni hormoni regulisu metabolizam holesterola u jetri, tako Sto
podsticu njegov katabolizam i izlu¢ivanje putem zuci (Gullberg i sar., 2002). Kaneko i
saradnici (2008) ukazuju na hipoholesterolemican efekat tiroksina. Negativnu korelaciju
izmedu koncentracija holesterola i tiroksina utvrdili su Georgieva i Georgiev (1997) kod
krava u peripartalnom periodu, dok su do sli¢nog nalaza za telad u neonatalnom periodu

dosli Irmak i saradnici (Irmak i sar., 2004)

2.7. Smanjena funkcija tireoidee — hipotireoza

Stanje koji dovodi do smanjenje sinteze i sekrecije tireoidnih hormona naziva se
hipotireoza ili hipotireoidizam. Klinicko stanje koje je rezultat poremecaja funkcije
tireoidee predstavlja primarni hipotireoidizam i pra¢eno je povecanjem koncentracije

TSH u krvi. Ukoliko hipotireoza nastane zbog poremecaja sinteze i sekrecije TRH ili
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TSH na nivou hipotalamusa, odnosno hipofize, govorimo o sekundarnom, centralnom
ili hipotropnom hipotireoidizmu. Centralni hipotireoidizam moze biti rezultat
poremec¢aja funkcije hipotalamusa, odnosno smanjene sinteze i sekrecije TRH ili
funkcionalnog pituitarnog poremecaja i niske sinteze i sekrecije TSH. Periferni ili
tercijarni hipotireoidizam nastaje kao rezultat poremecaja transporta, metabolizma i
aktivnosti tireoidnih hormona u tkivima (Braverman i Cooper, 2012). Stanje niske
koncentracije tireoidnih hormona u periodu neposredno pre i posle rodenja definise se
kao kongenitalni hipotireoidizam, i moze nastati kao rezultat poremecaja fetalnog rasta i
razvoja tireoidne zlezde, ili poremecaja biosinteze tireoidnih hormona (Rastogi i
LaFranchi, 2010).

Pod prirodnim uslovima, hipotireoza kod prezivara je uglavnom rezultat
nedostatka joda u ishrani ili unosa prirodnih goitrogena. Hetzel i Mano (1989) navode
da je kod gravidnih ovaca koje su hranjene obrokom deficitarnim u jodu, doslo do
opadanja koncentracije tireodnih hormona, porasta koncentracije TSH 1 smanjenja
ekskrecije joda putem urina, kao i visok procenat pobacaja i mrtvorodenja, dok je kod
njihove jagnjadi ustanovljena smanjena masa, spora maturacija kostiju, zglobova i
deformiteti lobanje, kao i guSavost (ve¢ od 70. dana graviditeta). Hiperplasticne
promene na tkivu tireoidee ustanovljene su ve¢ 56. dana gestacije, a ovi autori su opisali
i promene na nervnom tkivu, koje su se manifestovale hipoplazijom mozdanog tkiva.

Miller i saradnici (1988) navode da dnevna produkcija T4 kod odraslih krava koje
nisu u laktaciji i jedinki u fazi rasta iznosi 0.2-0.3 mg/100kg telesne mase, §to odgovara
koli¢ini od 0.13 do 0.2 mg joda. Hetzel i Maberly (1986) navode da optimalne
koncentracije joda u tireoideji kod goveda iznose 600 do 1500 ug/g tkiva. Od ukupne
koli¢ine joda koja se unosi hranom, priblizno 30% koristi tiroidea za sintezu tireoidnih
hormona, s time da 15% od ukupnog joda koji se koristi za sintezu tireoidnih hormona
poti¢e iz razlozenih molekula tireoidnih hormona, tj. organizam u velikoj meri
"ekonomise" jodom, odnosno moze se reci da ga reciklira. Ovi autori procenjuju da su
dnevne potrebe joda kod krava oko 0.6 mg joda na kg suve materije hrane, dodajuc¢i da
su kod krava u laktaciji one oko 2.5 puta vece, jer priblizno 10% ukupnog joda prelazi u
mleko (Miller i sar., 1988; Sanchez, 1995). Kada su pitanju potrebe za jodom kod teladi,

isti autori navode da se kre¢u oko 0.25 mg/kg suve materije hrane.
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Nedostatak joda javlja se kao primarni i sekundarni deficit. Primarni deficit je
rezultat niske koncentracije joda u organizmu, najc¢es¢e kao posledica ishrane zivotinja
biljnim hranivima koja poticu od terena siroma$nih u jodu (Sinovec i Jovanovi¢, 2002;
Grubi¢ 1 Adamovi¢ 2003; Anderson i sar., 2007). Sekundarni deficit je rezultat ishrane
zivotinja hranom koja u svom sastavu sadrZi materije koje imaju antitiroidne osobine ili
goitrogene materije. Goitrogeni efekat mogu ispoljavati organska jedinjenja koja sadrze
sumpor, tiocijanat, izotiocijanat, goitrin, disufidi, polifenoli, polihidroksifenoli i derivati
fenola, estri ftalata i njihovi metaboliti, polihlorirani (PCB) i polibromirani bifenile
(PBB), organohlorni preparati (DDT), policiklicni aromati¢ni hidrokarbonati,
neorganski jod u visku i litijum (Braverman i Cooper, 2012). Goitrogene materije mogu
biti sastavni deo hrane ili dodaci hrani koje se koriste u ishrani zivotinja. Kod prezivara
unos prirodnih goitrogena je najceS¢e vezan sa ishranom biljkama koje pripadaju
familiji kupusnjaca Brassicaceae (Cruciferae), kao §to su kupusna uljana repica
(Brassica napus) 1 ogrstica (Brassica rapa), kelj (Brassica oleracea var. sabellica), koji
u svom sastavu sadrze goitrogenu materiju glikozinolat (Koki¢ i Pali¢, 2012; Seimiya i
sar., 1991). Glikozinolati su jedinjenja koja se nalaze u svim delovima biljaka, a
oStecenja biljnih Celija tokom obrade ili zvakanja hrane omogucava kontakt izmedu
glikozinolata i enzima B-tioglukozidaza-mirozinaza, koji se takode nalazi u biljci, a
proizvodi ga i mikroflora gastrointestinalnog trakta Zivotinja. Tiocijanati i prekursori
tiocijanata su produkti hidrolize glukozinolata, koji mogu dovesti do smanjenog
iskoriStavanja joda i preuzimanje joda u Stitastu zlezdu (deluju¢i kao kompetitivni
substrat za TPO), tako da visoke doze tokom duzeg perioda mogu smanjiti nivo
tireoidnih hormona (Vanden Bussche i sar., 2011). Prezivari su, u poredenju sa ostalim
vrstama, tolerantniji na glikozinolate, ali dugoro¢na ishrana hranom koja sadrzi
glukozinolate kod krava dovodi do smetnji u radu Stitaste zlezde, smanjenja plodnosti i
proizvodnje mleka (Ahlin i sar., 1994; Ingalls i Sharma, 1975).

Simptomi nedostatka joda mogu biti potencirani i ishranom deficitarnom, selenu,
gvozdu i vitaminu A (Campos-Barros i sar., 1997; Zimmermann, 2006; Zimmermann,
2007). Nedostatak selena dovodi do smanjene aktivnosti dejodinaza i remeti periferni
metabolizam tireoidnih hormona (Artur i sar., 1993; Beckett i sar., 1993). Nedostatak
selena takode dovodi do smanjenje aktivnosti glutation peroksidaze, enzima koji Stiti

¢eliju od oksidativnih oSte¢enja (Schmutzler i sar. 2007). Vitamin A ima znac¢ajnu ulogu
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u regulaciji koncentracije i metabolizma tireoidnih hormona, i to tako Sto njegove
povecéane koncentracije inhibiraju sintezu TSH preko supresija ekspresije TSH-f3 gena.
Medutim, i deficit vitamin A dovodi do smanjenja sinteze tireoidnih hormona, kao
rezultat smanjenog preuzimanja joda i sinteze tiroglobulina (Strum, 1979; Oba i
Kimura,1980).

Deficit joda je relativno Cesta pojava u intenzivnom uzgoju goveda, pre svega jer
visoka proizvodnja mleka i intnezivno iskoriStavanje u reprodukciji pred organizam
zivotinja stavljaju veoma visoke metabolicke zahteve, koje Cesto nije moguce
zadovoljiti unosom hrane, odnosno sadrzajem joda u obroku, Sto je posebno slucaj u
podrucjima u kojima je tlo siromasno u jodu. Potrebe zivotinja za jodom u ovim
regionima zadovoljavaju se oboga¢ivanjem hrane sa jodnim preparatima ili davanjem
mineralnih suplemenata koje sadrze jod. Treba napomenuti i to da zadovoljenje potrebe
joda kod zivotinje moze indirektno biti uslovljeno i koncentracijom proteina u krvnoj
plazmi, jer se jod u krvi transportuje vezan za proteine krvne plazme (Austin i sar.,
1980). Hernandez i saradnici (1972) su merenjem koncentracije proteina koji vezuju jod
(PBI) kod fetusa tokom treéeg trimestra gestacije i neonatalnog perioda kod teladi
utvrdili da se koncentracije PBI nalaze u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom Ts. Isti
autori utvrdili su maksimalne fetalne koncentracije PBI na kraju gestacije, koje su bile
znacajno veca u odnosu na vrednosti PBI u serumu majke.

Monitoring statusa joda u prezivara ostvaruje se odredivanjem koncentracije
joda u serumu, koncentracije joda vezanog za proteine, koncentracije T4 ili na osnovu
prisustva strume (McDowell, 2003). Azuolas i Caple (1984) navode da odredivanje
koncentracije joda u serumu moze biti korisnije od procene na osnovu koncentracije Ty
kod gravidnih jedinki, jer niske doze joda tokom graviditeta lako dovode do pojave
gusavosti kod novorodencadi dok serumske koncentracije T4 majke istovremeno ne
moraju biti izmenjene. Isti autori ukazuju da i pored toga $to je koncentracija joda u
mleku indikator unosa joda hranom, ipak sezonske varijacije laktacije i kvaliteta mleka
uticu na preciznost odredivanja statusa joda kod jedinke. Za adekvatni status joda kod
goveda smatraju se vrednosti koncentracije joda u serumu od 10 do 40 pg/100 mL,
proteinski vezanog joda od 4.6 do 12.8 pg/100 mL, koncentracije u mleku od 30-300
ug/L i vrednosti koncentracije T4 od 20—100 ng/mL (Puls, 1988).

64



Prilikom procene dobijenih vrednosti za koncentraciju tireoidnih hormona kod
teladi nakon rodenja, treba imati u vidu da koncentracije variraju sa staros¢u jedinke,
kao i u zavisnosti od ishrane i nacin gajenja. Srednje vrednosti za T4 1 T3 kod teladi do 3
meseca starosti prema Larson i saradnicima (1995) iznose 8.21 = 2.10 pg/dl za T4 1 1.50
+ 0.48 ng/ml za Ts. Vrednosti T4 1 T3 u prvih 6 meseci nakon rodenja ispitivali su
Tancin 1 Cupka (1991) i utvrdili vrednosti za T4 od 18.753 (prvi dan) do 4.782 pg/dl (63
dan) i vrednosti za T3 od 9.237 (prvi dan) do 0.904 ng/ml (118 dan). Vrednosti
koncentracije koje su utvrdili Paulikova i saradnici (2011) kod teladi do 6 meseca
starosti za Ty iznose 9.06 + 1.835 ug/dl prvi mesec, 6.36 = 0.759 ug/dl sa 3 meseca
starosti 1 7.98 & 1.756 pg/dl sa 6 meseci starosti, a za T3, 2.64 = 0.915 ng/ml prvi mesec,
1.67 £ 0.230 ng/ml sa 3 meseca starosti i 2.23 £+ 0.567 ng/ml sa 6 meseci starosti. U
literaturi se navodi da se serumske koncentracije T4 ispod 1.56 pg/dl mogu smatrati
indikatorom za dugotrajni nedostatak joda kod krava, ako se uzme da vrednost T4 kod
mlecne krave iznosi 3.60 + 1.10 pg/dl (Whittaker, 1999; Purdevié i sar., 1980).

Subklini¢ki oblik deficita joda, gde izostaju kardinalne klini¢ke simptome
(vrednosti koncentracije T4 i T3 kao i njihov odnos ne razlikuju se kod krave sa
optimalnim zadovoljenje koncentracije joda), ima veci znacaj kao uzrok fetalnog i
neonatalnog morbiditeta 1 mortaliteta u odnosu na klinicki oblik deficita joda. Tokom
fetalnog perioda koncentracija tireoidnih hormona kod teladi je potpuno zavisna od
sopstvene aktivnosti tireoidne osovine, imaju¢i u vidu da je fetoplacentarna barijera
nepropustljiva za tireoidne hormone majke. Sa druge strane, koncentracija joda u krvi
majke je od sustinskog znacaja za optimalno zadovoljenje fetalne potrebe jodom, a time
1 maturaciju i funkcionisanje tireoidne osovine, ako se zna da prihvaéanje joda u fetalnoj
Stitastoj zlezdi nastaje ve¢ oko 60. dana gestacije (Knoeff i sar 1949). U prilog ovom je 1
istrazivanje koje su sproveli McCoy i saradnici (McCoy i sar 1997), eksperimentalno
indukuju¢i deficit joda junica ishranom deficitarnom u jodu tokom zadnjih 4 do 5
meseca gestacije, gde su utvrdili da nedostatak joda dovodi do klinickih i patoloskih
promena na tiroidei kod majke i teladi. Isti autori navode da subklini¢ki oblik
nedostatka joda kod novorodene teladi, kod kojih nastaju promene tiroideje ali su bez
klinicke simptomatologije, moze biti delimicno kompenzovan adekvatnim
snabdevanjem majke optimalnim koncentracijama selena. Naime, optimalne

koncentracije selena u kombinaciji sa deficitom joda dovode do viSekratnog povecanje
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aktivnosti tiroksin dejodinaze, Sto omogucava intenzivnu konverziju T4 u T3, a time i
odrzavanje periferne koncentracije Ts (Zadorski i sar., 1998).

Deficit joda ili hipotireozno stanje majke dovodi do radanja slabo vitalne teladi,
letargije, alopecije 1 poteSkoca u uzimanju kolostruma. Hipotireoidizam kod novorodene
teladi takode se povezuje sa sindromom perinatalne slabosti teladi (Radostits, 2007).
Nutritivni deficit joda dovodi do znacajne modifikacije strukture i aktivnosti Stitaste
zlezde t.j. pojavu guSavosti ili strume. GusSavost je klinicki termin koji opisuje ne-
neoplasti¢no i neinflamatorno povecanje tireoidee, koje nastaje kao rezultat hiperplazije
folikularnih ¢elija (Vegad, 2010). Promene tireoidee imaju za cilj odrzavanje adekvatne
sekrecije tireoidnih hormona i u sustini su adaptivne prirode. Pocetne funkcionalne
promene su povecanje preuzimanja joda u zlezdano tkivo, intenziviranje intratiroidnog
jodnog metabolizma i primarna sinteza i sekrecija Tz (povecanje sekrecije T3 nasuprot
sekrecije T4). U cirkulaciji nastaje pad koncentracije T4, dok se nivo koncentracije T3
odrzava (virtuelno nepromenjen T3 u odnosu na koncentracije T4). Povecana sekrecija
TSH je rezultat aktivacije mehanizma negativne povratne sprege, kao rezultat smanjene
koncentracije tireoidnih hormonau cirkulaciji. Tireotropna stimulacija dovodi do
hipertrofije 1 hiperplazije epitelnih celija folikula (tireociti postaju cilindri¢ni) i
povecane vaskularizacije tkiva Stitaste zlezde (Capen, 1995). Povecanje parenhima
Stitaste zlezde je kompenzatorni mehanizam, koji omogucava vecée prihvatanje joda iz
krvi kako bi se normalizirala koncentracija tireoidnih hormona i TSH. U prvo vreme
postoji difuzno povecéanje Zlezde i ¢elijska hiperplazija, dok kasnije, u hronicnom obliku
deficita joda, nastaje povecanje folikula sa akumulacijom slabo jodiranog tiroglobulina.
Ova akumulacija je rezultat smanjene aktivnosti proteaza koje preraduju tireoglobulin.
Povecanje Stitaste zlezde moze se lako primetiti kod dugotrajne i1 teZze jodne
deficijencije. Makroskopske i histoloSke promene tireoidee kod novorodene teladi sa
deficitom joda i hipotireoidizmom opisali su Morinaga i saradnici (1990) i Seimiya i
sari sardnici (1991), koji su makroskopskim pregledom utvrdili difuzno bilateralno
povecanje zlezde sa tezinom iznad 16g (masa tireoidee je ispod 10g, Scott i sar., 2011) i
edem periglandularnog tkiva. Na osnovu histoloSke analize i stepena histoloSkih
promena na tkivu tireoidee ovi autori kategoriziraju Stitnjace u pet kategorija pocevsi od
tireoidee bez osobitih promena, pa sve do izrazito znacajnih histoloskih promena njenog

tkiva. Smyth i saradnike (1996) takode ukazuju na povezanost intenziteta histoloskih
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promena sa masom zlezde i koncentracijom joda u zlezdi. Isti autori su kod vecine
teladi sa utvrdenom abnormalnosti tireoidee utvrdili i zastoj u maturaciji pluca i pojavu

pneumonije, kao i niske koncentracije selena u bubrezima.

2.7.1. Indukcija hipotireoze

Istrazivanja fiziologije razvoja i funkcije tireoidne osovine, kao i njenog uticaja na
metabolicki i endokrini status tokom fetalnog i neonatalnog perioda, ukljucuju i metode
manipulacije aktivno$¢u tireoidne osovine majke i novorodene zivotinje. Poznato je da
su tireoidni hormoni i aktivnost tireoidne osovine neophodni za pravilan razvoj fetusa,
endokrinu i metabolicku adaptaciju u periodu radanja, kao i rast i razvoj u postnatalnom
periodu (Hernandez i sar., 1972; Kirovski i sar., 2011). Upravljanje aktivnoScu tireoidee
kod prezivara ima za cilj identifikaciju karakteristika funkcioniranja tireoidne osovine,
kao i kreiranje protokola za poboljSanje proizvodnih i reproduktivnih performansi
jedinke 1 dobijanje zdravog i vitalnog potomstva (Huszenica i sar., 2002; Villar i sar.,
2002).

Hipotireozno stanje moze se indukovati tireoidektomijom ili aplikacijom razli¢itih
farmakoloskih supstanci sa tireostatskim efektom (Villar i sar., 2002). Tireoidektomija
je invazivan i radikalni metod, koji omogucava ireverzibilnu i potpunu eliminaciju
tireoidnih hormona iz cirkulacije. Prisustvo ektopi¢ne lokalizacije tireoidnog tkiva i
mogucénost luCenja izvesne koliCine tireoidnih hormona, kao i invazivnost metode,
smatraju se za nedostatak ove metode upravljanja aktivnoscu tireoidee. Hipotireoidno
stanje izazvano tireoidektomijom dovodi do znacajnih metabolickih i endokrinih
promena. Tireoidektomija je takode pracena i uklanjanjem paratireoidnog tkiva, §to vodi
ka poremecaju metabolizma kalcijuma i fosfora. Nicholls i saradnici (1988) koristeci
metodu tireoidektomije kod ovce ukazuju na uticaj tireoidnih hormona na sezonsku
ciklicnost ovarijalne aktivnosti. Parkinson i saradnici (1994) utvrdili su da
tireoidektomija kod ovne dovodi do prekid sezonska cikli¢nost sekrecije gonadotropina.
Mclntosh i saradnici (1983) su kombinacijom tireoidektomije majke pre koncepcije i
tireoidektomije fetusa 98 dana gestacije, ukazali na znacajniji efekat tireoidektomije u
poredenju sa deficitom joda na razvoj nervnog sistema fetusa ovce. Komparativnim
istrazivanjem efekta tireoidektomije majke i indukcije hipotireoze davanjem PTU

(propiltiouracil) na razvoj fetalne tireoidee kod pacova, Kawaoi i Tsuneda (1986),
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utvrdili su da kod tireoidektomisane majke nastaje zastoj razvoja fetalne tireoideSe, dok
PTU inducirani hipotireoidizam majke dovodi do morfoloske i histoloSke promene
tkivo tireoidee fetusa.

Veliki broj supstanci direktnim ili indirektnim putem mogu da inhibiraju sintezu,
sekreciju i aktivnost tireoidnih hormona. Supstance sa antitireoidnim efektom mogu se
podeliti na direktne inhibitore sinteze tireoidnih hormona i jonske inhibitore, koji
blokiraju transportni mehanizam joda. Danas se u praksi najcesce koriste tioamidni
derivati (propiltiouracil, metiltiouracil, tiourea, metamizol i karbamizol) koji u svom
sastavu sadrze tioamidnu (S=C-N) grupu. Tioamidi inhibiraju aktivnost TPO, pri ¢emu
blokiraju oksidaciju jodida i kovalentno vezivanje joda za tirozinske ostatke na
molekulu Tg, odnosno sam proces organifikacije joda, a time i sintezu tireoidnih
hormona (Taurog, 2000). Neki od tioamida, kao §to je propiltiouracil, inhibiraju i
perifernu enzimsku dejodinaciju T4 u T3, te opadanje periferne koncentracije hormona
nastaje kada se iskoriste ranije formirani molekuli hormona odnosno rezerve jodiranog
tireoglobulina (Taurog, 2000). Prema tome, vreme nastanka hipotireoznog stanja zavisi
i od koli¢ine hormona deponovanih u folikulima tireoidee. Villar i saradnici (2002)
navode da je u uslovima hipotireoze kod goveda aktivnost tireoidne DIO1 niska, za
razliku od coveka i glodara, te da izvor bioloski aktivnog T u hipotireoznom stanju kod
goveda moZze biti tireoideja koja u tim uslovima povecava sinteza T; i/ili povecanje
aktivnosti DIO1 u bubrezima ili jetra (Villar i sar., 2002).

Tioamidi imaju relativno kratak poluzivot u cirkulaciji, a njihov klirens nastaje
eliminacijom najve¢im delom kroz urin, a manjim delom kroz intestinalni sistem.
Koncentracija tioamida u mleku je relativno mala, tako da eliminacija kroz mleko ima
manji znacaj. Karakteristicna je moguénost akumulacije tioamidnih derivata u tkivu
tireoidee, pri Cemu stepen inhibicije sinteze tireoidnih hormona vise zavisi od koli¢ine
deponovanih tireoidnih hormona  nego od koncentracije tioamida u plazmi.
Akumulacija tioamida u Stitastoj zlezdi omogucava i duzi efekat, Sto je vazno prilikom
doziranja i odrzavanja hipotireoidnog stanja. Jodni deficit kod Zivotinje inhibira proces
akumulacije tioamida (Benker i Reinwein,1982). Nakon prekida davanje tioamida,
njihov efekat prestaje za relativno kratko vreme, nakon cega sledi privremeno
kompenzatorno povecanje koncentracije hormona (Rumsey 1 sar., 1985; Follet 1 Potts,

1990).
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I pored toga Sto vecina antitireoidnih preparata ima zajednicke karakteristike,
prilikom odabira supstance za datom istrazivanje treba imati u vidu razlike
karakteristicne za pojedine vrste zivotinja, starosne kategorije fizioloSka stanja, kao i
doziranje pojedinih preparata. Danas se za tretman hipertireoidizma humane populacije
1 malih Zivotinja najcesce koriste PTU i metamizol (MMI).

Istrazivanja farmakokinetike propiltiouracila (6-propil-2-metil-tiouracil) kod
glodara i ljudi ukazuju na brzu resorpcija kroz gastrointestinalni sistem, tako da se
maksimalne koncentracije u serumu mogu utvrditi ve¢ jedan do dva sata nakon davanja
(Cooper i sar., 1982). Nakon resorpcije, PTU nalazi se 70 do 90% vezan za proteine
plazme (Cooper, 2005). Serumske koncentracije PTU odrzavaju se priblizno 12 do 24
sata. Metabolizam propiltiouracila nastaje putem glukoronidacije u jetri, a 75 do 90% od
ukupne koncentracije PTU u cirkulaciji eliminiSe se urinom, u obliku propiltiouracil
glukoronata (Sitar i Thornhill, 1972). Propiltiouracil prolazi kroz placentarnu barijeru.
Ranija istrazivanja u humanoj populacije ukazuju na manji placentarni transfer PTU za
razlike od MMI, Sto je takode potvrdeno i kod glodara (Marchant i sar., 1977). Ove
razlike u dijaplacentarnom transferu su pripisivane nesto vecem kapacitetu vezivanja
PTU za proteine krvne plazme, njegove rastvorljivosti u mastima, dok , Mortimer i
saradnike (1997) nisu ustanovili znac¢ajnije razlike u dijaplacentranom transferu ove dve
supstance. Horger i saradnici (1976) navode da propiltiouracil kod gravidnih ovaca
moze dovesti do inhibicije aktivnosti fetalne tireoidee i razvoja strume. U humanoj
populaciji aplikacija PTU u cilju le¢enje hipertireoidizma majke, preporucena je samo u
pocetku gestacije, jer se u kasnijim fazama graviditeta kod fetusa javlja hipotireoza i
hepatotoksi¢nost (Mandel i Cooper 200; Azizi i Amouzegar, 2011).

Efekat propiltiouracila je reverzibilan i dozno zavisan. Koncentracije od 1-
2mg/kg tjelesne tezine dovode do blagog pada koncentracije tireoidnih hormona, pre
svega Tj, §to je rezultat inhibicije aktivnosti DIO1 u perifernim tkivima (Rumsey i sar.,
1985; Elsasser i sar., 1992). Koncentracija od 4 mg/kg tjelesne mase dovodi do
inhibicije sinteze i sekrecije tireoidnih hormona na nivou tireoidee, kao i inhibicije
periferne dejodinacije, pri ¢emu nastaje pad koncentracije tireoidnih hormona na svega
30% (Bernal, 1996; DeMoraes i sar., 1998; Elsasser 1 sar., 1992). Mlade zivotinje su
osetljivije na dejstvo PTU u odnosu na starije, $to je dokazano ogledima na pacovima i

junadi (Kariya i sar., 1983; Rumsey i sar., 1985).
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Istrazivanja u humanoj populaciji ukazuju da su koncentracije PTU-a u mleku
kod majke koje su uzimale preporucene terapijske doze niske i da u mleko prelazi svega
0.025% od unete koli¢ine PTU (Karras i Krassas, 2012), te da te koli¢ine ne ostvaruju
negativan uticaj na odojcad koja su konzumirala takav kolostrum i mleko. Transfer PTU
u mleko je uslovljen farmakokinetickim osobinama, od kojih su najvaznije visoki
procenat vezanog oblika za proteina plazme, kratak Zivotni vek u serumu, niska
liposolubilnost i visoki stepen jonizacije u plazmi (Wilson i sar., 1980). Istrazivanje
koje su sproveli Chanda i saradnici (1952), pokazalo je da tretman krava tiouracilom u
dozi od 20mg/dan tokom 3 nedelje dovodi do smanjenja produkcije mleka, procenta
mleCne masti, laktoze i fosfata, dok se istovremeno povecava koncentracija hlorida.
Mleko krava tretiranih tiouracilom imalo je za 24% manji sadrZaj askorbinske kiseline,
kao 1 statisticki znacajno nizi sadrzaj aneurina. Znacajan pad produkcije mleka nakon
tretmana krava sa PTU u dozi od 4mg/kg telesne mase u periodu od 83 dana nakon
telenja utvrdili su 1 Thrift i saradnici (1999a).

Propiltiouracil je, u niskim dozama koje dovode do blagog pada koncentracije
T3, uz oCuvanu koncentraciju T4 i smanjenje bazalnog metabolizma, koriS¢en kao
stimulator rasta (Rumsey i sar., 1985). Takode, istrazivanja sprovedena u uslovima
hipotireoze indukovane davanjem PTU ukazuju na jasnu povezanost funkcije tireoidnih
hormona i proizvodno-reproduktivnih osobina krava tovnih rasa (DeMoraes i sar., 1998;
Thrift i sar., 1999a,b; Bernal i sar., 1999).

Metimazol (1-metilimidazol-2-tiol) i karbimazol (1-metil-2-imidazoltiol etil
karbonat) su derivati tiouree koji se koriste u terapiji hipertireoidizma kod malih
zivotinja, prvenstveno zbog manje izrazenih nezeljenih efekata u poredenju sa
upotrebom PTU (Riviere i Papich, 2009). Ovi preparati koriste se u dozama koje su za
5 do 10 puta manje u odnosu na PTU. Karbimazol se u organizmu brzo i potpunosti
pretvara u metamizol, ali mu je efekat dva puta slabiji u poredenju sa samim
metimazolom, te su potrebne vece doze za postizanje Zeljenog efekta (Riviere i Papich
2009). Metimazol se takode koristi i za tretman hipertireoidizma kod ljudi, i kod
gravidnih majki se, iako se smatra bezbednim za upotrebu u trudno¢i, mogu pojaviti i
nezeljeni efekti, kao §to je aplazija koze na glavi fetusa (Mandel i Cooper, 2001). MMI
se nakon peroralnog unosa brzo resorbuje u crevima, ali se, za razliku od PTU, u krvi

nalazi samo u slobodnom obliku, §to utie i na njegov poluzivot u cirkulaciji, koji iznosi
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4 do 6 sati, kao i na njegov terapijski efekat (Cooper 2005). Metimazol se najvecim
delom izlucuje putem mokrace, a kao mali molekul sposoban je da prolazi kroz
placentarnu barijeru, kao i u mleko u kome se nalazi u niskim koncentracijama.
Metamizol, za razliku od PTU, ne uti¢e na aktivnost dejodinaza u perifernim tkivima,
odnosno svoj antitireoidni efekat ostvaruje samo na nivou tireoidee. Polaze¢i od toga,
Villar i1 saradnici(2002) navode da mu je sposobnost za indukciju hipotireoze kod
prezivara znacajno manja u odnosu na neprezivare. Niska potentnost i toksiCnost,
posebno kod mladih zivotinja ograni¢ava mogucnost upotrebe metamizola i ¢ini ga
neprikladnim za indukciju hipotireoze kod prezivara u eksperimentalne svrhe (Ibrahim i
sar., 1984; Symonds i sar., 1996; Villar i sar., 2002), te je prema literaturnim navodima

supstanca izbora za indukciju hipotireoze kod prezivara PTU.
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3. CILJIZADACIISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji bio je ispitivanje metabolickog i
endokrinog statusa teladi, kod kojih je hipotireoidno stanje indukovano davanjem PTU

majkama tokom zavrSne faze graviditeta.
Radi postizanja postavljenog cilja, izvedeni su slede¢i istrazivacki zadaci:

e (Odabrana su novorodena telad poreklom od majki koje su tokom zavr$ne
faze graviditeta tretirane sa PTU (ogledna grupa) i novorodena telad
poreklom od majki koje nisu tretirane sa PTU (kontrolna grupa);

e sva telad su individualno napajana kolostrumom i mlekom tokom celog
perioda ispitivanja i pracena je njihova telesna masa;

e Uzeti su uzorci tkiva placente krava majki i tkiva tireoidee teladi;

e Uzeti su uzorci krvi teladi, svakodnevno od dana rodenja do sedmog
dana zivota;

e (dredene su koncentracije TSH, T4 1 T3 u svim uzetim uzorcima krvi;

e (Qdredena je koncentracija IGF-I u uzorcima krvi uzetim 0., 1., 2., 3., 4. i
7. dana postnatalnog zivota;

e (dredena su relativne zastupljenosti IGFBP-2 i IGFBP-3 u uzorcima
krvi uzetim 0., 1., 2., 3., 4. 1 7. dana postnatalnog Zivota;

e (dredene su koncentracije glukoze, insulina i kortizola u uzorcima krvi
uzetim 0., 1.,2., 3., 4.17. dana postnatalnog zivota;

e (Odredene su koncentracije odabranih biohemijskih parametara (ukupni
proteini, albumini, globulini, trigliceridi i holesterol) u uzorcima krvi
uzetim od dana rodenja do sedmog dana postnatalnog Zivota;

e (QOdredene su ekspresije iRNK za pojedine tipove dejodinaza u uzorcima
tkiva placente;

e IzvrSena je histoloska analiza uzoraka tkiva tireoidee ogledne i kontrolne

grupe teladi
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4. MATERIJAL I METODE RADA

4.1. Ogledne Zivotinje

Eksperimentalni deo rada izveden je na ukupno dvadeset teladi (10 zenskih i 10
muskih), holStajn-frizijske rase, oteljenih i uzgajanih na farmi komercijalnog tipa.
Prosecna telesna masa teladi na rodenju bila je 38,5 + 3,2 kg, a razlike u telesnoj masi
izmedu muskih i Zenskih jedinki nisu bile statisticki zna€ajna. Sva telad ukljucena u
ogled oteljena su tokom oktobra 2012. godine, kada je prose¢na dnevna temperatura u
porodilistu i objektu za smeStaj novorodenih teladi iznosila 10-20°C. Nakon teljenja,
novorodena telad su provela najviSe dva sata uz svoje majke i bilo im je onemoguéeno
sisanje. Zatim su transportovana u susedni objekat, gde su, nakon merenja telesne mase,
smeStana u individualne boksove u kojima su drzana do kraja perioda ispitivanja.
Tokom ispitivanog perioda telad nisu pokazivala znake poremeéenog zdravlja i svo
vreme su bila pod nadzorom veterinarske sluzbe farme.

Po rodenju, telad su svrstana u grupe, u zavisnosti od toga da li su bila poreklom
od majki koje su tokom graviditeta primale propiltiouracil ili ne. Prva grupa teladi
(ogledna grupa, n = 10) poticala je od junica koje su pocevsi od 20. dana pre
ocekivanog termina teljenja do dana teljenja svakodnevno dobijale PTU (Sigma-Aldrich
Chemical Company, Nemacka) u dozi od 4 mg/kg telesne mase. PTU je davan
specijalnom Spatulom za peroralno davanje lekova, pomeSan sa 25ml maltoznog sirupa
(Maltozni sirup 40, A.D. Industrija skroba ,Jabuka“, Pancevo, Srbija). Davanje
maltoznog sirupa i PTU vrSeno je uvek u istom periodu dana, 4 sata nakon davanja
jutarnjeg obroka. Druga grupa teladi (kontrolna grupa, n = 10) poticala je od junica koje
su od 20. dana pre oc¢ekivanog termina teljenja do dana teljenja svakodnevno peroralno
primale po 25 ml maltoznog sirupa. Davanje maltoznog sirupa vrSeno je svakodnevno, u
isto vreme kao kod junica koje su bile majke ogledne grupe teladi. Realizaciju
istrazivanja je odobrio Eticki komitet Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u
Beogradu, u skladu sa odredbama Zakona o dobrobiti zivotinja Republike Srbije
(Sluzbeni glasnik Republike Srbije 41/09).

Napajanje teladi vrSeno je kolostrumom i mlekom njihovih majki tokom prvih

sedam dana nakon teljenja. Prvo napajanje kolostrumom u koli¢ini od 1,5 litar izvr§eno
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je 2 sata nakon teljenja a zatim koli¢inama od 2 litra u slede¢a dva napajanja 12 i 24 sata
posle, odnosno 14. i 26. sata ekstrauterinog zivota teladi. Nakon toga, telad su napajana

u razmacima od po 12 sati, pri ¢emu su, u pogledu koli¢ine mleko, unosila po volji.

4.2. Uzimanje uzoraka biolo§kog materijala

4.2.1. Uzimanje uzoraka krvi

Uzorci krvi su uzimani punkcijom v. jugularis neposredno nakon teljenja (pre
unosa kolostruma), a zatim svakodnevno tokom prvih sedam dana neonatalnog Zivota.
Uzorci krvi su uzimani u sterilne vakutajnere (serumske epruvete) bez antikoagulansa.
Nakon spontane koagulacije na sobnoj temperaturi u periodu od 30 minuta, serum je
izdvajan centrifugiranjem na 3000 obrtaja tokom 10 minuta. Dobijeni krvni serum je

skladisten na temperaturi od -20°C, sve do izvodenja analiza.

4.2.2. Uzimanje uzoraka placente

Uzorci tkiva placente uzimani su neposredno nakon porodaja. Nakon uzimanja,
uzorci tkiva placente su oprani sa TBS (Tris Buffered Saline) rastvorom, temperiranim
na 4°C, kako bi se uklonila krv i druge strane supstance. Potom su odvojeni maternalni
(karunkuli) i fetalni (kotiledoni) deo placente, te vezivno tkivo, da bi se dobili mali
uzorci tkiva placente, mase 5 grama koji su odmah zamrzavani u teCnom azotu i ¢uvani

na -80°C do izvodenja analiza.

4.2.3. Uzimanje uzoraka tkiva tireoidee

U periodu od sedmog do desetog dana Zivota teladi izvrSeno je uzorkovanje tkiva
tireoidee uginule teladi, u cilju histoloske analize tkiva tireoidee i odredivanja ekspresije
iRNK za pojedine tipove dejodinaza. Uzorci namenjeni za odredivanje ekspresije iRNK
za pojedine tipove dejodinaza zamrzavani su odmah nakon uzimanja u te€nom azotu, a
potom cuvani na na -80°C do izvodenja analiza. Uzorci namenjeni za histolosku analizu
tkiva tireoidee konzervisani su u 10% puferizovanom rastvoru formalina 1 tako ¢uvani

do analize.
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4.3.  Analize uzoraka bioloskog materijala

4.3.1. Analize uzoraka krvi

5.3.1.1. Odredivanje koncentracije hormona

Koncentracije tireoidnih hormona i TSH, odredivane su u uzorcima krvi uzetim
0.,1.,2.,3.,4.,5.,6. i 7. dana postnatalnog zivota teladi, dok su koncentracije insulina,
kortizola i IGF-I odredivane u uzorcima krvi uzetim 0.,1.,2.,3.,4., 1 7. dana postnatalnog
zivota teladi.

Koncentracije tireoidnih hormona, insulin, kortizola i IGF-I odredivane su
upotrebom komercijalnih RIA kitova (INEP, Zemun), prilagodenih za detekciju
koncentracije hormona u krvnom serumu goveda, prema metodi koju su opisali Nikoli¢
1 saradnici (1996).

Koncentracija TSH odredivana je upotrebom kvantitativne imunoenzimske

metode ELISA uz upotrebu (Endocrine, USA).

5.3.1.2. Odredivanje relativne zastupljenosti IGF-vezujuéih proteina

Relativna zastupljenost IGF-vezujucih proteina (IGFBP-2 i IGFBP -3) odredena
je elektroforetskim razdvajanjem proteina i imunoblot metodom u odabranim uzorcima
krvnih seruma uzetim 0., 1.,2.,3.,4., 1 7. dana Zivota teladi.

Priprema za odredivanje relativne zastupljenosti IGF-vezujuc¢ih proteina, koja se
sastoji od frakcionisanja proteina seruma teladi, radena je metodom elektroforeze na
SDS-PAGE 12,5% gelu, prema metodi koje su opisali Hossenlopp i sar. (1986) i
Nikoli¢ 1 sar. (1998). Uzorci seruma su potom razredeni u 0,05 PBS puferu (pH 7,4) u
odnosu 1:25 za odredivanje IGFBP-2 i odnosu 1:50 za odredivanje IGFBP-3, a zatim sa
puferom za uzorke koji u svom sastavu sadrzi Tris-HCI pufer (pH=6,8), 2% SDS i 10%
glicerol, u volumenskom odnosu 1:1. Nakon razredivanja, uzorci su zagrevani u
vodenom kupatilu na 56°C u periodu od 7 minuta uz konstantno mesanje, kako bi se
vezujuc¢i proteini izdvojili iz kompleksa sa molekulima IGF. Pripremljeni uzorci, u
koli¢ini od 33pl, preneseni su na SDS-PAGE 12% gel za IGFBP 2 i 10% gel za IGFBP
3. Paralelno su koris¢eni i biomarkeri (Bio-rad Laboratories). Elektroforeza je
sprovedena uz pomo¢ aparata Mini-PROTEAN 3Cell (Bio-Rad Laboratories) sa

konstantnim naponom od 150V u trajanju od 90 minuta.
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Nakon elektroforeze, izdvojeni proteini krvnog seruma preneti su
elektrotransferom na nitrocelulozne memrane (Whatman Protran, PerkinElmer Life and
Analytical Sciences, Boston, USA) na konstantni napon od 25V u periodu od 1 sat,
koriste¢i Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories) 1 pufer za
transfer (0,025 M Tris-HCI, 0,19 M glycine, pH 8,3, 20% (v/v) methanol). Za potvrdu
uspesnog transfera proteina membrane pristupilo se reverzibilnom bojenju membrana uz
potapanje u 5% Ponceau S rastvor u periodu od 1 minuta. Nakon utvrdivanja uspesnog
transfera, na membranama su obelezavane pozicije biomarkera i serumskih albumina.
Nespecificno vezivanje za slobodna mesta na membrani je blokirano sa TBST puferom,
koji sadrzi 0,01 M Tris-HCI, 0,15 M NaCl, 0,1% (v/v) Tween-20; pH 7,4 uz dodatak
5% obezmas¢enog mleka u prahu u periodu od jedan sat na sobnoj temperaturi.
Membrane su inkubirane na 4°C tokom no¢i u TBST puferu, koji sadrzi 1 dodatak 1%
obezmascenog mleka u prahu i rastvor primarnih antitela u odnosu 1:1000 (poliklonska
antitela koze anti-IGFBP-2 (sc-6002), anti-IGFBP-3 (sc-6004) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc. —Santa Cruz, CA, USA). Nakon ispiranja, membrane su inkupirane
sa HSP (horseradish peroxidase) konjugovanim sekundarnim antitelima (anti-goat
(SAG) IgG; Biosource, Camarillo, USA) i TBST puferom u odnosu 1:10000 na sobnoj
temperaturi u periodu od jedan sat, kako bi se detektovala primarna antitela koja su se
vezala na membrane.

Vizuelizacija IGF vezujucih proteina omogucena je metodom autoradiografije,
koriste¢i napredan hemiluminiscentan kit koji sadrzi luminol kao supstrat (Amersham,
Little Chalffont, UK). Koristeni su KODAK (Paris, France) rentgen filmovi i reagensi
za razvoj rentgen filmova. Nakon razvijanja i fiksacije, film je osuSen na vazduhu. Tako
pripremljeni rentgen filmovi su skenirani i1 analizirani, pri ¢emu je intenzitet
zatamnjenja odredivan denzitometrijskom metodom, koriste¢i Image Master Total Lab
software, verzija 2.0 (Amersham, UK). Relativan intenzitet zatamnjenja traka na

polozajima oc¢ekivanim za IGFBP prikazan je u ADU (Arbitary Densitometric Units).

5.3.1.3. Odredivanje koncentracije odabranih biohemijskih parametara krvi

Koncentracije ukupnih proteina, globulina, albumina, triglicerida i holesterola u
krvi odredivane su u svim uzetim uzorcima krvi, spektrofotometrijskom metodom na
biohemijskom analizatoru Chemm Well, Awareness Technology, upotrebom test paketa

Giesse Diagnostics. Koncentracija glukoze u serumu odredivane su 1.,2.,3.,4.,i 7 dan
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postnatalnog zivota na aparatu Precision Xceed (Abbott, SAD) upotrebom komercijalno

dostupnih traka istog proizvodaca.

4.3.2. Analiza uzoraka tkiva

5.3.2.1. Odredivanje ekspresije iRNK za pojedine tipove dejodinaza u tkivu

placente i tireoidee.

Za odredivanje ekspresije iRNK za pojedine tipove dejodinaza u uzorcima tkiva
placente i tireoidee koriS¢en je metod PCR nakon ekstrakcije RNK i reverzne
transkripcije.

Ukupna koli¢ina RNK izolovana je Trizol® reagensom (Invitrogen, Life
Technologies, SAD). Tkivo je homogenizovano u Potter-Elvehjem staklo-teflonskom
homogenizatoru sa Trizol® reagensom u odnosu 1 ml reagensa na 100 mg tkiva.
Dobijeni homogenati su inkubirani 5 minuta na 30°C da bi nukleoproteinski kompleksi
potpuno disosovali. U svaki homogenat je dodavano 0,2 hloroforma nakon Cega je
sledilo intenzivno mesanje u trajanju od 15 sekundi. Zatim su homogenati inkubirani 3
minuta na 30°C, a potom centrifugirani 15 minuta na 12,000g na temperaturi od 4°C.
Nakon centrifugiranja izdvojena je vodena faza u koja se nalazio RNK i pomesao se sa
0,5 ml izopropanola. Nakon toga je usledila inkubacija smese u periodu od 10 minuta na
30°C a onda centrifugiranje na 12,000g 10 minuta na 4°C. Nakon centrifugiranja talog
se resuspendovao u jednoj zapremini 75% etanola i centrifugirao na 7500g, 5 minuta na
4°C. Dobijeni talog je osuSen na vazduhu i rastvoren u 100ul 0,1% DEPC vode.

Za sinteza cDNK iz RNK koris€en je reverzni transkripcioni kit (Applied
Biosystems, Life Technologies, SAD). Od ukune koli¢ine RNK, 2ul inkubirano je sa
reverznom transkriptazom MultiScribe (50 U/ pl), u prisustvu 2 pl Random Prajmera,
0,8 nul 100 mM dNTP Mix, 1 pl RN-aza inhibitora i 10xRT pufera u ukupnoj koli¢ini od
20 pl. Dobijene cDNK su potom ¢uvane na -20°C.

Specificni prajmeri, prikazani u Tabeli 4.1., kreirani su da selektivno umnoze
iRNK za DIOI1, 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 slepe PCR probe, bez uzoraka.
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Tabela 4.1. Lista prajmera upotrebljenih u PCR reakciji

Ime Orijentacija | Prajmer sekvenca Velicina Reference
(bp)
For 5’-ggt tce gta gea 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 tge ca-3’ Capuco i
DIO2 134 saradnici,
Rev 5’-gga agt cag cca cgg atg ag-3’ 2008
For 5’-tca ctc cct gag get ctg-3° Capuco 1
DIO3 120 saradnici,
Rev 5’-ccc agt aaa tgc tta cgg atg-3’ 2008
For 5’-cat cgt ggc ggt cat tgg-3’ Do Amaral i
ATP5B 148 saradnici,
Rev 5’-aat ggt cct tac tgt gct ctc-3’ 2010

Za izvodenje reakcije, odgovarajuca razredenja uzoraka cDNK su pomesSana sa
PCR puferom koji je sadrzao 0,2 mMdNTPs, 2 mM MgCl,, 0,25 uM prajmera za DIOI,
DIO2, DIO3 i ATP5B, 2 jedinice Taq polimeraze u ukupnoj zapremini od 25 pl. cDNK
su umnozene u Eppendorf Mastercycler u 28 ciklusa u slede¢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 svetlosti uz
pomo¢ etidijum bromida. Intenzitet PCR proizvoda meren je fluorescentnom
digitizacijom uz pomo¢ aparata GelDoc 1000 (BioRad, Hercules, CA). Kvantifikacija
RT-PCR produkata izvrSena je denzitometrijski, uz pomo¢ ImageJ softvera (National
Institutes of Health, SAD), a intenzitet dobijenih traka je izraZzen u arbitrarnim
jedinicama (Arbitrary Unit, AU). Arbitrarne jedinice za produkte amplifikacije DIOI,
DIO2 i DIO3 su podeljene prema produktu amplifikacije gena ATP5B upotrebljenog u

istoj PCR reakciji. Za svaki gen su uradene najmanje tri nezavisne analize.
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5.3.2.2. Histoloska analiza tkiva tireoidee

Deo isecka tkiva tireoidee za histoloSke analize fiksiran je u 10% neutralnom
puferizovanom rastvoru formalina. Nakon toga tkivo je tretirano u automatskom
tkivnom procesoru (Leica, Nemacka) pri ¢emu je izvrSena dehidracija i impregnacija
tkiva u parafinu. Nakon kalupenja u parafinu, tkivo je uz pomo¢ mikrotoma iseceno na
listice debljine Sum. Histoloski preparati obojeni su sa hematoksilin-eozinom 1

specijalnim histoloSkim bojenjem, koriste¢i Masson-Goldener's trichrome tehniku.

4.4. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka izvrSena je uz pomo¢ softverskog paketa
STATISTICA 6 (StatSoft, SAD). Rezultati istrazivanja prikazani su uz pomo¢
parametara deskriptivne statistike. Statisticka znacajnost razlika vrednosti ispitivanih
parametara (p) izmedu ogledne i kontrolne grupe teladi testirana je uz pomoc
Studentovog “t” testa. Kao statisticki znacajne uzete su razlike na nivou od p < 0,05, p <

0,011p<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 teladi

Koncentracija T3 u krvnom serumu teladi 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 T3 (mmol/L) u krvnom serumu teladi kontrolne i ogledne

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

Koncentracija T; (mmol/L) Znacajnost razlika
Dan neonatalnog
) izmedu kontrolne i
Zivota Kontrolna grupa Ogledna grupa
ogledne grupe
0 6,04 + 0,41 2,31+0,22 p < 0,001
1 4,73 £ 0,48 2,82+0,19 p <0,01
2 4,29 + 0,39 3,45+ 0,29 NZ
3 3,97+0,32 4,23 £0,29 NZ
4 3,62+0,23 9,68 +£0,91 p < 0,001
5 2,79+ 0,20 7,26 +0,42 p <0,001
6 2,80+ 0,24 7,50+ 0,76 p <0,001
7 2,39+ 0,23 3,34+£0,25 p<0,05

NZ - razlika nije statisticki znacajna

Podaci prikazani u tabeli 5.1.1. ukazuju da je koncentracija T3 u krvnom serumu
teladi kontrolne grupe bila statisticki znacajno visa nego kod ogledne grupe na dan
teljenja 1 prvog dana neonatalnog zivota, a statisticki znaCajno niza u periodu od
Cetvrtog do sedmog dana neonatalnog zivota. Drugog i tre¢eg dana neonatalnog Zivota
nije bilo znacajne razlike u koncentraciji T; izmedu dve ispitivane grupe teladi, iako su

se apsolutne vrednosti numericki razlikovale.
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U tabeli 5.1.2. prikazana je statistiCka znacajnost razlika izmedu koncentracija

T3 utvrdenih unutar kontrolne grupe teladi u razli¢itim periodima ispitivanja.

Tabela 6.1.2. Statisticka znac¢ajnost razlika (p) izmedu koncentracija Ts ustanovljenih

unutar kontrolne grupe teladi

Dan neonatalnog zivota 0
1 NZ 1
2 ** NZ 2
3 Hkx NZ NZ 3
4 HkE * NZ NZ 4
5 o *x P o * 5
6 o T o T * NZ 6
7 o o P o % NZ NZ

NZ — razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p <0,01; ***p < 0,001;

Vrednosti koncentracija Tz kod kontrolne grupe teladi su se postepeno snizavale
pocevsi od dana teljenja do sedmog dana neonatalnog Zivota. Pri tome su vrednosti
ustanovljene na dan teljenja bile statisticki znacajno viSe u odnosu na sve ostale
vrednosti tokom ispitivanog perioda. Postepenost opadanja koncentracije T3 tokom
ispitivanog perioda se vidi 1 iz izostanka statisticke znacajnosti razlika u
koncentracijama tokom uzastopnih dana ispitivanja, sa izuzetkom razlike izmedu

Cetvrtog i petog dana postnatalnog zivota teladi, koja je bila statisticki znacajna.

U tabeli 5.1.3. prikazana je statistiCka znacajnost razlika izmedu koncentracija

T; ustanovljenih unutar ogledne grupe teladi u razlicitim periodima ispitivanja.
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Tabela 5.1.3. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija T; ustanovljenih

unutar ogledne grupe teladi

Dan neonatalnog zZivota 0
1 NZ 1
2 ** NZ 2
3 Hkk Hkk NZ 3
4 HE wHE o oo 4
5 ok k Hkk o oo * 5
6 ok k T o oo NZ NZ 6
7 % NZ NZ * HE wHE orr

NZ — razlika nije statisti¢ki znacajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p <0,001;

Vrednosti koncentracija T3 kod ogledne grupe teladi su se postepeno povecale
pocevsi od nultog dana do treceg dana. Koncentracija odredena nultog dana bila je
statisticki znacajno niza u odnosu na vrednosti dobijene u ostalim danima ispitivanja,
izuzev vrednosti odredene prvog dana postnatalnog zivota. Koncentracije T3 su Cetvrtog
dana dostigle najvisi nivo, 1 bile su statisticki znacajno viSe u odnosu na vrednosti
koncentracija odredenih svih ostalih dana ispitivanog perioda izuzev Setog dana
postnatalnog zivota. Nakon Sestog dana koncentracija je znacajno opala do vrednosti
koja se statisticki nije razlikovala od vrednosti dobijenih prvog i drugog dana

neonatalnog zivota.
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5.2. Koncentracija tiroksina (T4) u krvnom serumu teladi

Koncentracija T4 u krvnom serumu teladi 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 teladi kontrolne i ogledne

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

Koncentracija T4 (mmol/L) Znacajnost razlika (p)
Dan neonatalnog
) izmedu kontrolne i
zivota Kontrolna grupa Ogledna grupa
ogledne grupe

0 280,82 + 17,47 105,67 +9,71 p <0,001
1 265,61 +17,58 119,95+ 11,15 p < 0,001
2 237,74 £ 10,06 163,26 + 15,49 p < 0,001
3 222,32 + 8,68 233,81 +£16,27 Nz

4 180,88 + 8,89 259,94 + 18,14 p <0,01
5 139,74 + 10,34 250,42 + 18,74 p < 0,001
6 119,79 + 4,67 244,63 +21,42 p < 0,001
7 107,95 + 1,75 133,17 £ 12,74 p =0,06

NZ — razlika nije statistic¢ki znacajna

Podaci prikazani u tabeli 5.2.1. ukazuju da je koncentracija T4 u krvnom serumu

teladi kontrolne grupe u odnosu na oglednu grupu bila statisticki znacajno visa tokom
prva dva dana postnatalnog Zivota, a statisticki znacajno niza u periodu od cetvrtog do
sedmog dana neonatalnog zivota. Tre¢eg dana neonatalnog zivota nije bilo znacajne

razlike u koncentraciji T4 izmedu dve ispitivane grupe teladi.

U tabeli 5.2.2. prikazana je statisticka znacCajnost razlika izmedu koncentracija

T, utvrdenih unutar kontrolne grupe teladi u razli¢itim periodima ispitivanja.
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Tabela 5.2.2. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija T4 ustanovljenih

unutar kontrolne grupe teladi

Dan neonatalnog
zivota 0
1 NZ 1
2 * Nz 2
3 ** * NZ 3
4 skkk sskok sskok kK 4
5 skkk skskok sskok skeskosk ksk 5
‘7 skkk sskok sskok skeskosk skkk kk *

NZ — razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p <0,01; ***p < 0,001;

Vrednosti koncentracija T4 kod kontrolne grupe teladi su se snizavale pocevsi od
dana radanja pa do sedmog dana neonatalnog zivota. Vrednosti ustanovljene na nulti
dan bile su statisticki znacajno vise u odnosu na sve ostale vrednosti tokom ispitivanog
perioda, sa izuzetkom prvog dana nakon teljenja. Trend opadanja koncentracije T4
tokom prva dva dana neonatalnog zivota teladi bio je postepen, Sto se vidi i iz izostanka
statistiCke znacajnosti razlika, da bi od tre¢eg dana zivota do kraja ispitivanog perioda
postojale statisticki znacCajne razlike (sa izuzetkom razlike izmedu petog i Sestog dana

neonatalnog zivota teladi).

U tabeli 5.2.3. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

T4 utvrdenih unutar ogledne grupe teladi u razli¢itim periodima ispitivanja.
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Tabela 5.2.3. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija T4 ustanovljenih

unutar ogledne grupe teladi

Dan neonatalnog zivota 0
1 NZ 1
2 ok * 2
3 *kk kK *% 3
4 sokk PET ) sk NZ 4
5 *kk Hkk % NZ NZ 5
6 sokk PET T NZ NZ NZ 6
7 NZ NZ NZ Rk Hokok seoksk ks

NZ — razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p <0,01; ***p <0,001;

Vrednosti koncentracije T4 unutar ogledne grupe teladi su se povecavale do
Cetvrtog dana kada su dosegle najvisi nivo unutar ispitivanog perioda. U periodu od
treceg do Sestog dana odrzavana je visoka koncentracija uz izostanak statisticke
znacajnosti razlika u vrednostima dobijenim tokom ovog perioda. U odnosu na nulti
dan, vrednosti koncentracije T, bile su statisticki znacajno viSe u svim periodima
ispitivanja, sve do Sestog dana neonatalnog zivota. Vrednosti su sedmog dana znacajno
smanjene u odnosu na Sesti dan ispitivanja i dobijena vrednost se nije statisticki

znacajno razlikovala u odnosu na nulti, prvi i drugi dan neonatalnog Zivota.
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5.3. Koncentracija tireostimuliraju¢eg hormona (TSH) u krvnom serumu teladi

Koncentracija TSH u krvnom serumu teladi kontrolne i ogledne grupe, kao i
statisticka znacajnost razlika u koncentracijama izmedu kontrolne i ogledne grupe

prikazane su u tabeli 5.3.1.

Tabela 5.3.1. Koncentracija TSH (mmol/L) u krvnom serumu teladi kontrolne i ogledne

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

Koncentracija TSH (mmol/L) Znacajnost razlika (p)
Dan neonatalnog
) izmedu kontrolne i
zivota Kontrolna grupa Ogledna grupa
ogledne grupe
0 1,46 £ 0,25 15,23 £ 0,99 p < 0,001
1 2,49+ 0,53 13,35+ 0,34 p <0,001
2 3,68 £0,35 8,30+ 1,44 p<0,01
3 1,79 £ 0,44 8,51 £0,55 p <0,001
4 2,75+ 0,64 3,63+0,79 NZ
5 2,65+0,24 1,79 £0,23 p<0.05
6 2,64+ 0,29 1,63+£0,15 p<0,01
7 1,91 £0,22 1,51 +0,16 NZ

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna

Podaci prikazani u tabeli 5.3.1. ukazuju da je koncentracija TSH u krvnom
serumu teladi kontrolne grupe bila statisticki znacajno niza u odnosu na oglednu grupu
na dan radanja i tokom prva tri dana, dok je bila statisticki znacajno visa petog i Sestog
dana neonatalnog zivota. Nije bilo znacajne razlike izmedu grupa u vrednosti
koncentracija TSH Cetvrtog i sedmog dana postnatalnog zivota i pored toga Sto su se

apsolutne vrednosti uocljivo numericki razlikovale.

U tabeli 5.3.2. prikazana je statistiCka znaajnost razlika izmedu koncentracija TSH

utvrdenih unutar kontrolne grupe teladi u razli¢itim periodima ispitivanja.
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Tabela 5.3.2. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija TSH ustanovljenih

unutar kontrolne grupe

Dan neonatalnog
Zivota 0
1 NZ 1
2 HkE NZ 2
3 Nz NZ *x 3
4 NZ NZ NZ NZ 4
5 kK NZ * NZ NZ 5
6 *x NZ * NZ NZ NZ 6
7 NZ NZ roxx NZ NZ * NZ

NZ — razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p <0,01; ***p < 0,001;

Na dan radanja kod teladi kontrolne grupe ustanovljene su najniza vrednosti
koncentracije TSH u serumu. Postepeno povecanje ustanovljeno je pocevsi od nultog
do drugog dana neonatalnog zivota, kada je ustanovljena najvisa vrednost tokom
ispitivanog perioda, koja je bila znacajno viSa u odnosu na sve ostale vrednosti odredene
tokom ispitivanog perioda. Treceg dana ustanovljen je statisticki znacajan pad
koncentracije TSH u odnosu na drugi dan. Nakon neznaCajnog rasta koncentracija
Cetvrtog dana u odnosu na tre¢i dan ispitivanja, vrednosti koncentracije TSH u krvi
teladi kontrolne grupe su postepeno opadale prema kraju ispitivanog perioda s tim da

razlike izmedu uzastopnih merenja nisu bile statisticki znacajne.

U tabeli 5.3.3. prikazana je statistiCka znacajnost razlika izmedu koncentracija

TSH utvrdenih unutar ogledne grupe teladi u razli¢itim periodima ispitivanja.
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Tabela 5.3.3. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija TSH ustanovljenih

unutar ogledne grupe teladi

Dan neonatalnog
Zivota 0
1 NZ 1
2 Hok Hk 2
3 Heokeok T NZ 3
4 EEE EEE Hk EEE 4
5 T Heokeok ok Heokok * 5
6 ok ok kK kkk *kk % NZ 6
7 kkok kkok kkok skokok * NZ NZ

NZ — razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p <0,01; ***p < 0,001;

Vrednosti koncentracija TSH u krvi ogledne grupe teladi imale su trend
postepenog i konstantnog opadanja pocevsi od dana radanja prema kraju ispitivanog
perioda, koji je bio i statisticki znacajan sve do petog dana neonatalnog zivota, kada se
koncentracija TSH stabilizovala. Stabilizacija koncentracije TSH vidi se iz izostanka
statisticke znacajnosti razlike izmedu vrednosti ustanovljenih u periodu od petog do
sedmog dana neonatalnog Zivota. Iz tabele se moze videti da je u prvih pet dana nakon
telenja, trend opadanja koncentracije TSH postepen jedino u periodu do prvi dan nakon
radanja i periodu od drugog do treceg dana, na Sta ukazuje i izostanak znacajnost razlika

izmedu ustanovljenih vrednosti za te periode.
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5.4. Koncentracija insulina u krvnom serumu teladi

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

statisticka znacajnost 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 teladi kontrolne i

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

Koncentracija insulina ( pIU/L ) Znacajnost razlika (p)
Dan neonatalnog
. izmedu kontrolne i
Zivota Kontrolna grupa Ogledna grupa
ogledne grupe
0 28,30 £2,59 14,93 £ 0,78 p < 0,001
1 25,40 £2,39 15,26 £ 0,76 p <0,001
2 24,10+ 1,79 18,74 £ 1,59 p<0,05
3 21,32 £ 1,49 18,25 + 1,02 NZ
4 19,52 + 1,51 21,71 £2,01 NZ
7 17,76 £ 1,39 15,70 £ 1,08 NZ

NZ — razlika nije statisti¢ki znacajna

Iz tabele 5.4.1. se zapaza da je koncentracija insulina u krvnom serumu
kontrolne grupe bila statisticki znacajno visa poredenjem sa vrednostima koncentracija
ogledne grupe na dan radanja i tokom prva dva dana neonatalnog zivota. Pocevsi od
treceg dana do kraja ispitivanog perioda, nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u

vrednosti koncentracija insulina izmedu kontrolne i ogledne grupe.

U tabeli 5.4.2. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

insulina utvrdenih unutar kontrolne grupe teladi u razli¢itim periodima ispitivanja.
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Tabela 5.4.2. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija insulina unutar

kontrolne grupe teladi

Dan neonatalnog Zivota 0
1 NZ 1
2 NZ NZ 2
3 * NZ NZ 3
4 *x NZ NZ NZ 4
7 o * * NZ NZ

NZ — razlika nije statisti¢ki znacajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p <0,001;

Koncentracija insulina u krvi kontrolne grupe teladi se postepeno snizavala
pocevsi od nultog dana do kraja ispitivanog perioda uz izostanak statistiCke znacajnosti
razlike izmedu vrednosti odredenih u uzastopnim merenjima. U odnosu na dan teljenja,
statisticki znacajno niza koncentracija insulina ustanovljena je treceg, ¢etvrtog i sedmog

dana postnatalnog zivota.

U tabeli 5.4.3. prikazana je statisticka znacCajnost razlika izmedu koncentracija

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

Tabela 5.4.3. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija insulina unutar

ogledne grupe teladi

Dan neonatalnog zivota 0
1 NZ 1
2 * NZ 2
3 * * NZ 3
4 ** ** NZ NZ 4
7 NZ Nz Nz NZ *

NZ — razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p <0,01; ***p < 0,001;

Koncentracija insulina u krvi ogledne grupe teladi postepeno se povecavala u
periodu od rodenja do Cetvrtog dana neonatalnog Zivota, kada je ustanovljena najvisa

vrednost koncentracije insulina unutar ispitivanog perioda. Izmedu vrednosti
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kocentracija utvrdenih u uzastopnim merenjima do cetvrtog dana neonatalnog zivota
nisu ustanovljene statisticki znacajne razlike. Statisticki znacajno povecanje vrednosti u
odnosu na nulti dan ustanovljeno je drugog, treceg i Cetvrtog dan neonatalnog Zivota, a
u odnosu na prvi dan je ustanovljeno trec¢eg i Cetvrtog dana neonatalnog Zivota. Sedmog
dana ustanovljen je pad koncentracija insulina pri ¢emu su se vrednosti statisticki
znacajno razlikovale u odnosu na vrednosti odredene Cetvrtog dana, ali ne i na vrednosti

odredene ostalih dana ispitivanja.
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5.5. Koncentracija glukoze u krvi teladi

Koncentracija glukoze u krvi teladi kontrolne i ogledne grupe, kao i statisticka
znacajnost razlika u koncentracijama izmedu kontrolne i ogledne grupe prikazane su u

tabeli 5.5.1.

Tabela 5.5.1 Koncentracija glukoze (mmol/L) u krvnom serumu teladi kontrolne i

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

Koncentracija glukoze ( mmol/L ) Znacajnost razlika (p)
Dan neonatalnog
) izmedu kontrolne i
Zivota Kontrolna grupa Ogledna grupa
ogledne grupe
0 3,76 £ 0,33 2,42+ 0,22 p<0,01
1 4,49+ 0,30 2,92+0,14 p <0,001
2 5,54 +0,42 3,35+£0,13 p < 0,001
3 5,52+0,44 4,12+0,15 p<0,01
4 5,57+ 0,42 4,57+0,24 NZ
7 4,73 +£0,10 4,39+0,14 Nz

NZ — razlika nije statisti¢ki znacajna

Iz tabele 5.5.1. zapaza se da koncentracija glukoze u krvnom serumu ogledne
grupe je bila niza u odnosu na vrednosti koncentracija kontrolne grupe tokom citavog
perioda ispitivanja. Vrednosti koncentracije glukoze izmedu grupe u prvih tri dana
statisticki znacajno su se razlikovale dok u periodu od cetvrtog do sedmog dana nije

ustanovljena statisticki zanacajna razlika.

U tabeli 5.5.2. prikazana je statistiCka znacajnost razlika izmedu koncentracija

insulina utvrdenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe teladi.
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Tabela 5.5.2. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija glukoze unutar

kontrolne grupe teladi u razli¢itim periodima ispitivanja

Dan neonatalnog Zivota 0
1 NZ 1
2 *x Nz 2
3 Hk Nz NZ 3
4 *x NZ Nz NZ 4
7 * Nz NZ NZ NZ

NZ — razlika nije statisticki znac¢ajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p <0,001;

Koncentracija glukoze u krvnom serumu teladi kontrolne grupe imala je trend

postepenog rasta od dana teljenja do Cetvrtog dana nakon rodenja, pri cemu razlike

izmedu vrednosti dobijenih u uzastopnim merenjima nisu bile statistiCki znacajne.

Nakon cetvrtog dana, do sedmog dana, ustanovljen je blagi neznaCajan pad

koncentracije glukoze. Statisticki znacajne razlike za vrednosti koncentracije glukoze u

krvi kontrolne grupe teladi u odnosu na dan teljenja, ustanovljene su za sve dane

ispitivanja (sa izuzetkom prvog dana nakon teljenja), dok je znacajnost razlika izmedu

ostalih ustanovljenih vrednosti izostala ili je bila na granici znacajnosti.

U tabeli 5.5.3. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

glukoze ustanovljenih unutar ogledne grupe teladi u razli¢itim periodima ispitivanja.
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Tabela 5.5.3. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija glukoze unutar

ogledne grupe teladi

Dan neonatalnog Zivota 0
1 Nz 1
2 koK * 2
3 skoksk skksk koK 3
4 sekeok eskok seskok NZ 4
7 ok %% ook NZ NZ

NZ — razlika nije statisti¢ki znacajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p <0,001;

Iz tabele 5.5.3. zapaza se znacajan rast koncentracije glukoze u serumu teladi

ogledne grupe pocevsi od dana radanja pa sve do Cetvrtog dan Zivota, s tim da su

vrednosti koncentracije glukoze ustanovljene na dan teljenja bile statisticki znacajno

nize u odnosu na sve kasnije ustanovljene vrednosti, izuzev vrednosti koncentracije

ustanovljene prvog dana neonatalnog zivota. Takode se zapaza da je porast

koncentracije glukoze postepen, odnosno statisticki nije znacajan, u periodu od treceg

do cCetvrtog dana Zivota. Nakon CcCetvrtog dana, koncentracije glukoze postepeno

opadaju ali se nisu statisticki znacajno razlikovale u odnosu na vrednosti utvrdene

Cetvrtog dana.
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5.6. Koncentracija kortizola u krvnom serumu teladi

Koncentracije kortizola u krvnom serumu teladi kontrolne i ogledne grupe, kao i

statisticka znacajnost razlika izmedu kontrolne i ogledne grupe prikazane su u tabeli

5.6.1

Tabela 5.6.1 Koncentracija kortizola (nmol/L) u krvnom serumu teladi kontrolne i

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

Koncentracija kortizola (nmol/l)

Znacajnost razlika

Dan neonatalnog izmedu kontrolne i
sivota Kontrolna grupa Ogledna grupa ogledne grupe
0 139,89 £13.43 308,60 +27.85 p<0,001
1 116,02 £10.91 264,07 +23.79 p <0,001
2 95,89 £7.76 202,94 £ 17.51 p <0,001
3 67,30 +£6.79 177,99 +16.92 p < 0,001
4 64,02 +6.76 142,13 + 14.02 p < 0,001
7 49,90 +4.91 79,45 £ 6.59 p<0,01

Podaci prikazani u tabeli 5.6.1. ukazuju da su koncentracije kortizola u krvnom

serumu ogledne grupe teladi tokom Citavog perioda ispitivanja bile statisticki znacajno

vece u odnosu na vrednosti ustanovljene kod kontrolne grupe teladi.

U tabeli 5.6.2 prikazana je statistiCka znacajnost znacajnost razlika izmedu

koncentracija kortizola utvrdenih unutar kontrolne grupe teladi u razli¢itim periodima

ispitivanja.
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Tabela 5.6.2. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija kortizola unutar

kontrolne grupe teladi

Dan
neonatalnog 0
Zivota
1 NZ 1
2 * NZ 2
3 sesksk seskok * 3

NZ - razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p <0,001;

Koncentracija kortizola u krvi kontrolne grupe teladi se postepeno smanjivala
pocevsi od dana radanja prema kraju ispitivanog perioda s tim da je izostala znacajnost
razlike izmedu uzastopnih merenja, izuzev izmedu drugog i treCeg dana neonatalnog
zivota. Vrednosti ustanovljene na dan rodenja bila su statisticki znacajno vise u odnosu
na kasnije ustanovljene vrednosti, izuzev u odnosu na prvi dan nakon radanja. Najniza
vrednost koncentracije kortizola kod teladi kontrolne grupe ustanovljena je sedmog
dana kada se vrednost koncentracije statisticki znacajno razlikovala u odnosu na
vrednosti odredene tokom prva tri dana neonatalnog Zivota, ali ne i u odnosu na

vrednosti odredene treceg i Cetvrtog dana Zivota.

U tabeli 5.6.3 prikazana je statistiCka znacajnost razlika izmedu koncentracija

kortizola ustanovljenih unutar ogledne grupe teladi u razli¢itim periodima ispitivanja.
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Tabela 5.6.3. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija kortizola unutar

ogledne grupe teladi

Dan
Neonatalnog 0
zivota
1 NZ 1
2 ** NZ 2
3 . *% NZ 3
4 Hkk *okk * NZ 4
7 Hkk Hokk *oak Hkk *oak

NZ — razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p <0,01; ***p < 0,001;

Koncentracija kortizola u serumu teladi ogledne grupe je opadala od dana
radanja do kraja ispitivanog perioda, pri cemu razlike izmedu vrednosti ustanovljenih u
uzastopnim danima nisu bile statisticki znacajne, sa izuzetkom razlike izmedu Cetvrtog i
sedmog dana zivota. Razlike izmedu svih ostalih vrednosti ustanovljenih kod ogledne
grupe su se znacajno razlikovale. Najnize vrednosti kortizola ustanovljene su sedmog
dana kada su koncentracije bile statisticki znacajno nize u odnosu na koncentracije u

svim ostalim periodima ispitivanja.
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5.7. Koncentracija IGF-I u krvnom serumu teladi

Koncentracija IGF-I u krvnom serumu teladi kontrolne i ogledne grupe, kao i

statisticka znacajnost razlika u koncentracijama izmedu kontrolne i ogledne grupe

prikazane su u tabeli 5.7.1.

Tabela 5.7.1. Koncentracija IGF-I (nmol/L) u krvnom serumu teladi kontrolne i ogledne

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

Koncentracija IGF-I (nmol/L) Znacajnost razlika (p)
Dan neonatalnog
) izmedu kontrolne i
zivota Kontrolna grupa Ogledna grupa
ogledne grupe

0 14,33 + 1,16 8,48 £ 0,66 p < 0,001
1 18,62 + 1,72 11,77 £ 1,05 p<0,01
2 18,19 + 1,59 13,07 + 0,68 p<0,01
3 18,29 + 1,55 10,54 +0,99 p < 0,001
4 19,07 + 1,49 11,98 + 1,02 p < 0,001
7 16,65 + 1,12 15,64 + 1,14 NZ

NZ — razlika nije statisti¢ki znacajna

Podaci prikazani u tabeli 5.7.1. ukazuju da koncentracije IGF-I u krvnom
serumu teladi ogledne grupe bile su statisticki znacajno nize u odnosu na kontrolnu
grupu tokom Ccitavog perioda ispitivanja, izuzev sedmog dana nakon teljenja, kada je
statisticka znacajnost razlika izostala, iako su numericke vrednosti i dalje bile nize u

oglednoj grupi teladi.

U tabeli 5.7.2. prikazana je statistiCka znacajnost razlika izmedu koncentracija

IGF-I utvrdenih unutar kontrolne grupe teladi u razli¢itim periodima ispitivanja.
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Tabela 5.7.2. Statisti¢ka znacajnost razlika izmedu koncentracija IGF-I ustanovljenih

unutar kontrolne grupe teladi

Dan neonatalnog zivota 0
1 NZ 1
2 NZ NZ 2
3 NZ Nz Nz 3
4 * NZ NZ NZ 4
7 NZ NZ NZ NZ NZ

NZ — razlika nije statisti¢ki znacajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p <0,001;

Vrednosti koncentracija IGF-I u krvi kontrolne grupe teladi su se postepeno
povecavale od dana teljenja do cetvrtog dana neonatalnog zivota, s tim da nije
ustanovljena statisticka znacajnost razlike vrednosti uzastopnih merenja. Koncentracije
IGF-I na cetvrti dan dostigle su najviSe vrednosti tokom ispitivanog perioda i jedino u
tom periodu merenja ustanovljena je statisticki znacajna razlika poredenjem sa

vrednostima koncentracije IGF-I na dan radanja.

U tabeli 5.7.3. prikazana je statisticka znacCajnost razlika izmedu koncentracija

IGF-I utvrdenih unutar ogledne grupe teladi u razli¢itim periodima ispitivanja.
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Tabela 5.7.3. Statisti¢ka znacajnost razlika izmedu koncentracija IGF-I ustanovljenih

unutar ogledne grupe teladi

Dan neonatalnog zivota 0
1 * 1
2 *ak NZ 2
3 NZ NZ NZ 3
4 ** NZ NZ NZ 4
NZ — razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p <0,01; ***p < 0,001;
Koncentracije IGF-I u serumu teladi ogledne grupe znacajno je porasla do

drugog dana, nakon cega je ustanovljen pad koncentracije do treceg dana ispitivanog

perioda, s tim da se vrednosti koncentracije IGF-I tre¢eg dana nisu statisticki razlikovale

poredenjem sa vrednostima odredenim nultog dana. Koncentracije ustanovljene nultog

dana bile su statisticki zna¢ajno niZe u odnosu na sve kasnije ustanovljene vrednosti, sa

izuzetkom koncentracije tre¢eg dana zivota. Nakon tre¢eg dana koncentracije IGF-I

rastu sve do sedmog dana kada su ustanovljene i najviSe vrednosti koncentracije IGF-I.

Vrednost ustanovljena sedmog dana bila je statisticki znacajno viSa u odnosu na sve

ranije ustanovljene vrednosti, sa izuzetkom vrednosti drugog dana zivota, kada je

razlika bila na granici statistiCke znacajnosti.
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5.8. Relativna zastupljenost IGF-vezujudih proteina u krvnom serumu teladi

Relativna zastupljenost IGFBP-2 u krvnom serumu teladi kontrolne i ogledne

grupe prikazana je u tabelama 5.8.1., 5.8.2.1 5.8.3.

Tabela 5.8.1. Relativna zastupljenost IGFBP-2 (ADU/10uL) u krvnom serumu teladi

kontrolne i ogledne grupe izraZzena kao X+ SE, uz prikaz statisticke znac¢ajnosti razlika

Relativna zastupljenost IGFBP-2 (ADU/10uL) | Znacajnost razlika (p)
Dan neonatalnog
. izmedu kontrolne i
zivota Kontrolna grupa Ogledna grupa
ogledne grupe

0 280825,3 +£23927,4 183114,4 +16504,1 p<0,01
1 286092,3 + 17829,6 173547,5 + 18561,9 p < 0,001
2 310730,5 £ 16662,9 183412,2 + 16779,4 p < 0,001
3 329914,5 +21737,9 187914,2 +£17405,8 p < 0,001
4 376808,6 +=25070,6 212597,6 +23063,61 p < 0,001
7 240195,6 +21725,1 207850,1 +£20679,3 Nz

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna

Podaci prikazani u tabeli 5.8.1. ukazuju da je relativna zastupljenost IGFBP-2 u
krvnom serumu teladi ogledne grupe bila statisticki znacajno niza u poredenju sa
kontrolnom grupom tokom ¢itavog perioda ispitivanja, izuzev sedmog dana neonatalnog
zivota, iako je i u tom periodu, apsolutna numericka vrednost bila niza u odnosu na

kontrolne grupu teladi.
U tabeli 5.8.2. prikazana je statisticka znaCajnost razlika izmedu relativnih

zastupljenosti IGFBP-2 utvrdenih unutar kontrolne grupe teladi u razli¢itim periodima

ispitivanja.
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Tabela 5.8.2. StatistiCka znacajnost razlika izmedu relativnih zastupljenosti IGFBP-2

ustanovljenih unutar kontrolne grupe teladi

Dan neonatalnog zivota 0
1 NZ 1
2 Nz NZ 2
3 Nz NZ Nz 3
4 * kK * NZ 4
7 NZ NZ * o ok

NZ - razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p <0,01; ***p < 0,001;

Relativna zastupljenost IGFBP-2 u krvi teladi kontrolne grupe je postepeno rasla

sve do Cetvrtog dana nakon teljenja, kada je dostigla najvisu vrednost tokom ispitivanog

perioda. Ta vrednost je bila statisticki znacajno viSa u odnosu na vrednosti odredene na

dan radanja i prvih dva dana zivota. Nakon cetvrtog dana, relativna zastupljenost

IGFBP-2 znacajno opada, da bi sedmog dana dosegla najnizu vrednost tokom

ispitivanog perioda. Vrednosti relativne zastupljenosti IGFBP-2 sedmog dana bile su

statisticki znacajno nize poredenjem sa koncentracijama drugog, treceg i Cetvrtog dana

neonatalnog zivota.

U tabeli 5.8.3. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu relativne

zastupljenosti IGFBP-2 utvrdenih unutar ogledne grupe teladi u razli¢itim periodima

ispitivanja.
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Tabela 5.8.3. StatistiCka znacajnost razlika izmedu relativne zastupljenosti IGFBP-2

ustanovljenih unutar ogledne grupe teladi

Dan neonatalnog zivota 0
1 NZ 1
2 NZ NZ 2
3 Nz Nz NZ 3
4 Nz Nz NZ Nz 4
7 Nz Nz NZ Nz NZ

NZ — razlika nije statisti¢ki znacajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p <0,001;

Relativna zastupljenost IGFBP-2 u krvi ogledne grupe teladi se postepeno

povecavala od dana radanja do kraja ispitivanog perioda, pri ¢emu nisu ustanovljene

statisticki znac¢ajne razlike u vrednosti izmedu uzastopnih dana ispitivanja.

Relativna zastupljenost IGFBP-3 u krvnom serumu teladi kontrolne i ogledne

grupe prikazana je u tabelama 5.8.4., 5.8.5.1 5.8.6.

Tabela 5.8.4. Relativna zastupljenost IGFBP-3 ADU/10uL u krvnom serumu teladi

kontrolne i ogledne grupe izrazena kao X + SE uz prikaz statisticke znacajnosti razlika

Starost teladi - dan

Zastupljenost IGFBP-3 ADU/10uL

Znacajnost razlika

Kontrolna grupa Ogledna grupa izmedu kontrolne I

ogledne grupe
0 739935,8+52142,02 381854+36599,75 p < 0,001
1 647940,1+42427,77 351673,5+27706,59 p <0,001
2 605680,7+39572,62 322485,5+27914,40 p < 0,001
3 570433+36207,14 302095,7+28568,32 p < 0,001
4 556861,5+33637,49 295512,6+28387,76 p <0,001
7 479927,5+43341,91 387109,8+32226,82 NZ

NZ — razlika nije statisti¢ki znacajna
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Iz tabele 5.8.4. zapaza se da je relativna zastupljenost IGFBP-3 u serumu
ogledne grupe teladi statisticki znacajno niza tokom prvih Cetiri dana ispitivanog
perioda u odnosu na relativne zastupljenosti IGFBP-3 kod kontrolne grupe. Razlike
vrednosti relativne zastuplenosti nisu bili statisticki znacajne jedio sedmog dana
neonatalnog Zivota i pored toga Sto je numericka vrednost bila manja kod ogledne u

odnosu na kontrolnu grupu.

U tabeli 5.8.5. prikazana je statistiCka znacajnost razlika izmedu relativnih
zastupljenosti IGFBP-3 utvrdenih unutar kontrolne grupe teladi u razli¢itim periodima

ispitivanja.

Tabela 5.8.5. Statisticka znacajnost razlika izmedu relativnih zastupljenosti IGFBP-3

ustanovljenih unutar kontrolne grupe teladi

Starost teladi 0
1 NZ 1
2 NZ NZ 2
3 * NZ NZ 3
4 wE Nz Nz Nz 4
7 o * * NZ NZ

NZ — razlika nije statisti¢ki znacajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p <0,001;

Postepeni pad relativne zastupljenosti IGFBP-3 u ispitivanom periodu vidi se
kroz izostanak statisticke znacajnosti razlika tokom uzastopnih dana ispitivanja.
Statisticka znacajnost razlika u vrednosti relativne zastupljenosti IGFBP-3 ustanovljena
je od treceg do sedmog dana, poredenjem sa vrednostiam odredenim na dan radanja.
Najniza vrednost ustanovljena je sedmog dana i ona se statisticki znacajno razlikovala u
odnosu na vrednosti nultog, prvog i drugog dana Zzivota, a nije se statisticki znacajno

razlikovala u odnosu na vrednosti dobijene treceg i Cetvrtog dana ispitivanog perioda.
U tabeli 5.8.6. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu relativne

zastupljenosti IGFBP-3 utvrdenih unutar ogledne grupe teladi u razli¢itim periodima

ispitivanja.
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Tabela 5.8.6. StatistiCcka znacajnost razlika izmedu relativne zastupljenosti IGFBP-3

ustanovljenih unutar ogledne grupe teladi.

Starost teladi 0
1 NZ 1
2 NZ NZ 2
3 Nz Nz Nz 3
4 Nz Nz Nz Nz 4
7 NZ NZ NZ NZ *

NZ — razlika nije statisticki znac¢ajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p <0,001;

Izostanak znacajnost razlike izmedu uzastopnih dana merenja ukazuje na
postepeni pad relativne zastupljenosti IGBP-3 koji je trajao do Cetvrtog dana Zivota.
Nakon toga doslo je do povecanja relativne zastupljenosti IGBP-3 do sedmog dana kada
su vrednosti dostigle najvi§i nivo u ispitivanom periodu, s tim da su se statisticki

znacajno razlikovale u odnosu na vrednosti odredene Cetvrtog dana neonatalnog zivota.
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5.9. Koncentracija ukupnih proteina u krvnom serumu teladi

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

u tabeli 5.9.1.

Tabela 5.9.1. Koncentracija ukupnih proteina (g/1) u krvnom serumu teladi kontrolne i

ogledne grupe, izrazena kao X = SE uz prikaz statisticke znacajnosti razlika

Koncentracija ukupnih proteina(g/1) Znagajnost razlika
Starost teladi izmedu kontrolne I
Kontrolna grupa Ogledna grupa ogledne grupe
0 45,70 +2.15 43,59 £ 3.00 NZ
1 49,70 +£2.79 46,63 +3.46 Nz
2 57,99 £2.18 51,64 +2.84 NZ
3 59,25 +2.19 51,32 +2.88 p<0,05
4 65,55 + 4.66 52,55+2,77 p <0,05
5 65,46 + 3.89 51,73 £2.68 p <0,01
6 64,25 +3.74 52,33 +2.98 p <0,05
7 61,63 +2.17 52,31 +£2.96 p<0,05

NZ — razlika nije statisti¢ki znacajna

Iz tabele 5.9.1. se zapaza da se koncentracija ukupnih proteina u krvnom serumu
teladi kontrolne i ogledne grupe nije statisticki znacajno razlikovala do drugog dana
nakon radanja, iako su koncentracije kod ogledne grupe tokom prva dva dana zivota bile
numericki nize nego kod kontrolne grupe. Od tre¢eg do sedmog dana, ustanovljene su
statisticki znacajno nize koncentracije kod teladi ogledne grupe. Najvise vrednosti

ukupnih proteina kod obe grupe teladi ustanovljene su ¢etvrtog dana neonatalnog zZivota.
U tabeli 5.9.2. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

ukupnih proteina ustanovljenih unutar kontrolne grupe teladi u razli¢itim periodima

ispitivanja.
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Tabela 5.9.2. StatistiCka znacajnost razlika izmedu koncentracije ukupnih proteina

unutar kontrolne grupe teladi

Dan
Neonatalnog 0
zivota
1 NZ 1
2 skskk * 2
4 *k wok NZ NZ 4
5 Hoxx *x NZ NZ NZ 5
6 HoxE *x NZ NZ NZ NZ 6
7 ok wE NZ NZ NZ NZ NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p <0,001;

Koncentracija ukupnih proteina u krvnom serumu teladi kontrolne grupe
postepeno se povecavala sve do Cetvrtog dana nakon Cega je ustanovljen lagani pad
koncentracije proteina do sedmog dana neonatalnog Zivota. Vrednosti koncentracija
tokom uzastopnih dana ispitivanja nisu se razlikovale znacajno, izuzev vrednosti drugog
dana kada su koncentracije statisticki znacajno porasle u odnosu na prvi dan. Vrednosti
koncentracije nultog i prvog dan nakon radanje se nisu znacajno razlikovale, ali su bile
statisticki zna¢ajno niZe u odnosu na kasnije ustanovljene vrednosti. Cetvrtog dana
neonatalnog Zivota, ustanovljene su najviSe vrednosti koncentracije ukupnih proteina.
Ove vrednosti bile su statisticki znacajno vise jedino u odnosu na vrednosti odredene
nultog i prvog dana neonatalnog Zivota dok se nisu znacajno razlikovale od ostalih

izmerenih vrednosti tokom ispitivanog perioda.
U tabeli 5.9.3. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

ukupnih proteina ustanovljenih unutar ogledne grupe teladi u razli¢itim periodima

ispitivanja.
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Tabela 5.9.3. StatistiCka znacajnost razlika izmedu koncentracije ukupnih proteina

unutar ogledne grupe teladi

Dan
Neonatalnog 0
zivota
1 NZ 1
2 NZ NZ 2
3 NZ NZ NZ 3
4 * NZ NZ NZ 4
5 NZ NZ NZ NZ NZ 5
6 Nz NZ NZ NZ NZ Nz 6
7 NZ NZ NZ NZ NZ Nz NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p <0,001;

Koncentracije ukupnih proteina u krvi ogledne grupe teladi imale su trend
blagog porasta od dana teljenja do Cetvrtog dana Zivota kada su koncentracije ukupnih
proteina imale najviSu vrednost. Vrednosti Cetvrtog dana su se statisticki znacajno
razlikovale u odnosu na vrednosti koncentracije odredene nultog dana, ali se nisu
znacajno razlikovale u odnosu na ostale periode ispitivanja. Nakon cetvrtog dana
ustanovljen je lagani pad koncentracija proteina s time da se vrednosti nisu znacajno

razlikovale.
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5.10. Koncentracija globulina (g/L) u krvnom serumu teladi

Koncentracija globulina u krvnom serumu teladi kontrolne i ogledne grupe, kao i
statisticka znacajnost razlika izmedu kontrolne i ogledne grupe je prikazana u tabeli

5.10.1.

Tabela 5.10.1. Koncentracija globulina (g/L) u krvnom serumu teladi kontrolne i

ogledne grupe, izrazena kao X = SE uz prikaz statisticke znacajnosti razlika

Koncentracija globulina(g/1) Znacajnost razlika
Starost teladi izmedu kontrolne i
Kontrolna grupa Ogledna grupa ogledne grupe
0 19,37 £ 0.60 16,17 £ 1.51 NZ
| 24,25+ 1.66 18,40 + 1.66 p<0,05
2 28,88 +1.32 23,13+ 1.85 p<0,05
3 32,92 +£1.58 25,09 +0.07 p<0,01
4 34,55 +2.38 26,36 £1.72 p<0,05
5 34,95+2.17 28,17 +1.88 p<0,05
6 33,79 +£2.13 27,99 £2.06 p=0,06
7 34,93 £2.12 28,63 £2.06 p<0,05

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna

Iz tabele 5.10.1. se zapaza da su koncentracije globulina u krvnom serumu teladi
ogledne grupe u svim periodima ispitivanja, izuzev nultog dana, bile statisticki znacajno
nize u odnosu na vrednosti odredene kod kontrolne grupe istim periodima ispitivanja.
Razlika u koncentracijama globulina odredenih Sestog dana bila je na granici statisticke

znacajnosti izmedu dve grupe.

U tabeli 5.10.2. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

globulina unutar kontrolne grupe u razli¢itim periodima ispitivanja.
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Tabela 5.10.2. StatistiCka znacajnost razlika izmedu koncentracije globulina

ustanovljenih u razli¢itim periodima unutar kontrolne grupe teladi

Dan
Neonatalnog 0
zivota
1 * 1
2 skksk * 2
4 *kk *% * NZ 4
5 *k *% * NZ NZ 5
6 HAE *x NZ NZ NZ NZ 6
7 HEE rxx * NZ NZ NZ NZ

NZ — razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p <0,01; ***p < 0,001;

Koncentracija globulina u krvi teladi kontrolne grupe rasla je do petog dana
neonatalnog zivota. Do drugog dana ustanovljen je znaCajan rast koncentracije
globulina a od treceg do petog dana ustanovljen je postepeni porast uz izostanak
znacajnost razlika koncentracije. Statisticki znacajne razlike u vrednosti koncentracije
globulina izmedu uzastopnih dana ispitivanja ustanovljene su nultog i prvog dana. U
periodu od tre¢eg dana zivota do kraja ispitivanog perioda nisu ustanovljene statisticki

znacajne razlike vrednosti koncentracija globulina.

U tabeli 5.10.3. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

globulina ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe.
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Tabela 5.10.3. StatisticCka znacajnost razlika

izmedu koncentracije globulina

ustanovljenih u razli¢itim periodima unutar ogledne grupe teladi

Dan
neonatalnog 0
zivota
1 NZ 1
2 ** NZ 2
3 ** * NZ 3
4 *kk *k * NZ 4
5 Hokk *k Nz NZ NZ 5
6 HEE ** NZ NZ NZ NZ 6
7 HAE *x * NZ NZ NZ NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p <0,001;

Postepeni rast koncentracije globulina u serumu teladi ogledne grupe do petog

dana uocava se zbog odsustva znacajnost razlike u vrednostima dobijenim tokom

uzastopnih merenja . Nakon petog dana ustanovljen je blagi, statisticki neznacajan, pad

koncentracije. Statisticki znacajne razlike u koncentracijama globulina postojale su

izmedu vrednosti ustanovljenih nultog i prvog dana Zivota, u odnosu na sve kasnije

ustanovljene vrednosti, izuzev kada je u pitanju razlika izmedu nultog i prvog dana

Zivota.
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5.11. Koncentracija albumina (g/L) u krvnom serumu teladi

Koncentracija albumina u krvnom serumu teladi kontrolne 1 ogledne grupe, kao i
statisticka znacajnost razlika izmedu kontrolne i ogledne grupe, je prikazana u tabeli

S5.11.1.

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

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

Koncentracija ukupnih albumina (g/1) Znacajnost razlika
Starost teladi izmedu kontrolne [
Kontrolna grupa Ogledna grupa ogledne grupe
0 26,33 +1.82 27,42 +1.66 NZ
| 25,45+ 1.26 28,23 £1.96 NZ
2 29,11 £0.89 28,51 £2.23 NZ
3 26,33 +0.76 26,23 £2.09 NZ
4 31,00 £2.41 26,19 £2.20 NZ
5 30,51 £2.88 23,56 £1.78 p=0,05
6 30,46 £ 1.77 24,34 +£1.97 p<0,05
7 26,70 £ 1.95 23,68 = 1.81 NZ

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna

Podaci prikazani u tabeli 5.11.1. ukazuju da tokom prva cetiri dana, kako i
sedmog dana ispitivanog perioda, nije ustanovljena statisticki znacajna razlika izmedu
koncentracija albumina kontrolne i ogledne grupe teladi. Vrednosti ustanovljene na dan
teljenja i prvog dana zivota kod teladi kontrolne grupe bile su nize, a od drugi dana do
kraja ispitivanog perioda viSe u odnosu na vrednosti ustanovljene kod teladi ogledne
grupe. Razlike ovih vrednosti nisu bili statisticki znacajne izuzev petog i Sestog dana

neonatalnog zivota kada je razlika bila statisticki znacajna.

U tabeli 5.11.2. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

albumina ustanovljenih unutar kontrolne grupe u razlicitim periodima ispitivanja.
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Tabela 5.11.2. StatisticCka znacajnost razlika izmedu koncentracije albumina

ustanovljenih u razli¢itim periodima unutar kontrolne grupe teladi

Dan
neonatalnog 0
zivota
1 NZ 1
2 NZ * 2
3 NZ NZ ok 3
4 NZ NZ NZ NZ 4
5 NZ NZ NZ NZ NZ 5
6 NZ * NZ * NZ NZ 6
7 NZ NZ MZ NZ NZ NZ NZ

NZ - razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p <0,001;

Koncentracija albumina u serumu teladi kontrolne grupe imala je varijabilan
trend tokom prva tri dana zivota, s tim da je nakon blagog neznacajanog pada prvog
dana wusledio statisticki znaCajan porast koncentracije albumina drugog dana
neonatalnog zivota. Nakon drugog dana ustanovljen je pad koncentracije albumina, s
tim da je razlika vrednosti koncentracija drugog i treceg dana bila statisticki znacajna.
Nakon trec¢eg dana koncentracije albumina su rasle, ne znacajno, do Cetvrtog dana kada
je doslo do stabilizacije koncentracije sve do Sestog dana. Koncentracije albumina
sedmog dana bile su niZze u odnosu na Sesti dan, s tim da ova razlika nije bila statisticki
znacajna. Vrednosti koncentracije albumina nultog dana nisu se znacajno razlikovale u

odnosu na vrednosti odredene u ostalim periodima ispitivanja.

U tabeli 5.11.3. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

albumina ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar ogledne grupe.
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Tabela 5.11.3. Statisticka znacajnost

razlika

izmedu

koncentracije albumina

ustanovljenih u razli¢itim periodima unutar ogledne grupe teladi

Dan
neonatalnog 0
zivota
1 NZ 1
2 NZ NZ 2
3 NZ NZ Nz 3
4 NZ NZ Nz NZ 4
5 Nz NZ NZ NZ NZ 5
6 NZ NZ NZ NZ NZ NZ 6
7 Nz NZ Nz Nz NZ NZ NZ

NZ — razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p <0,01; ***p < 0,001;

Koncnetracija albumina u krvi teladi ogledne grupe imala je trend rasta do drugi

dan kada je koncentracija dostigla najvisu vrednost, da bi nakon drugog dana postepeno

opadala prema kraju ispitivanog perioda. Promene koncentracija albumina u krvi teladi

ogledne grupe tokom ispitivanog perioda bile su relativno male, o ¢emu govori i

izostanak statistiCke znaCajnosti razlika u vrednostima ustanovljenim u razliCitim

danima ispitivanog perioda.
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5.12. Koncentracija triglicerida (mmol/L) u krvnom serumu teladi

Koncentracija triglicerida u krvnom serumu teladi kontrolne i ogledne grupe,
kao 1 statisticka znacCajnost razlika izmedu kontrolne i ogledne grupe, je prikazana u

tabeli 5.12.1.

Tabela 5.12.1. Koncentracija triglicerida (mmol/L)u krvnom serumu teladi kontrolne i

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

Koncentracija ukupnih triglicerida (mmol/1) Znacajnost razlika
Starost teladi izmedu kontrolne i
Kontrolna grupa Ogledna grupa ogledne grupe

0 0,35+ 0,03 0,69 + 0,04 p < 0,001
| 0,40 + 0,03 0,89 + 0,04 p < 0,001
2 0,54 £0,04 0,97 +£0,06 p < 0,001
3 0,63 + 0,04 0.91 +£ 0,06 p<0,01
4 0,70 £ 0,04 0,97 +£0,07 p <0,01
5 0,73 £ 0,06 1,34 +0,09 p < 0,001
6 0,83 £ 0,07 1,19+ 0,08 p<0,01
7 0,63 + 0,05 0,88 0,06 p<0,01

Iz tabele 5.12.1 zapaza se da su koncentracije triglicerida u serumu teladi
kontrolne grupe bile statisticki znacajno niZze tokom c¢itavog perioda istrazivanja u
poredenju sa koncentracijama ustanovljenim kod ogledne grupe teladi. Manji stepen
znacajnosti razlike ustanoveljen je izmedu ogledne i kontrolne grupe treceg, Cetvrtog,

Sestog i sedmog dana neonatalnog Zivota.
U tabeli 5.12.2. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

triglicerida ustanovljenih unutar kontrolne grupe teladi u razli¢itim periodima

ispitivanja.
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Tabela 5.12.2. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija triglicerida

ustanovljenih u razli¢itim periodima unutar kontrolne grupe teladi

Dan
neonatalnog 0
zivota
1 NZ 1
2 *% * 2
4 Hkk *oak * NZ 4
5 *kk *oxk * NZ NZ 5
6 *kk *oxk *% * NZ NZ 6
7 koxx *x NZ NZ NZ NZ *

NZ — razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p <0,01; ***p < 0,001;

Koncentracija triglicerida u krvi teladi kontrolne grupe imala je trend
postepenog rasta od dana teljenja do Sestog dana zivota, kada je dostigla najvisa
vrednost. Vrednosti ustanovljene na dan radanja i prvog dana nakon radanja bile su
statisticki znacajno nize u odnosu na sve kasnije ustanovljene vrednosti, dok statisticka
razlika vrednosti koncentracija triglicerida izmedu nultog i prvog dana je izostala.
Takode, statistiCki znacajno nize koncentracije triglicerida bile su ustanovljene drugog
dana u odnosu na koncentracije Cetvrtog, petog i Sestog dana neonatalnog Zivota.
Koncentracije triglicerida kod teladi kontrolne grupe sedmog dana bile su znacajno nize

u odnosu na koncentracije Sestog dana ispitivanog perioda.

U tabeli 5.12.3. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

triglicerida ustanovljenih unutar ogledne grupe teladi u razli¢itim periodima ispitivanja.
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Tabela 6.12.3. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija triglicerida
ustanovljenih u razli¢itim periodima unutar ogledne grupe teladi
Dan
Neonatalnog 0
Zivota
1 o 1
2 *4 NZ 2
3 * NZ NZ 3
4 ** NZ NZ NZ 4
5 kokok sokok ok ok sk 5
6 *ak ** NZ * NZ NZ 6
7 * NZ NZ NZ NZ ok *x

NZ - razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p <0,001;

Nakon radanje koncentracije triglicerida statisticki su znacajno porasle do prvog

dana Zivota nakon Cega se trend rasta produzio do drugog dana ali ne zna¢ajno u odnosu

na prvi dan, ali statisti¢ki znac¢ajno u odnosu na nulti dan. Nakon drugog dana vrednosti

koncentracija triglicerida su postepeno i neznacajno padale do tre¢eg dana. Nakon

treCeg dana koncentracije su rasle postepeno do Cetvrtog dana, da bi petog dana dostigle

najvisu vrednost koja je bila statisticki znacajno visa u odnosu na vrednosti triglicerida

ustanovljene u svim prethodnim merenjima. Nakon petog dana koncentracije triglicerida

je neznacajno opala do Sestog dana. Koncentracije odredene sedmi dan su bile znacajno

nize u odnosu na vrednosti petog i Sestog dana. Vrednosti koncentracije triglicerida

ustanovljene na dan teljenja bile su statisticki znac¢ajno nize u odnosu na sve kasnije

ustanovljene vrednosti.
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5.13. Koncentracija holesterola (mmol/L) u krvnom serumu teladi

Koncentracija holesterola u krvnom serumu teladi kontrolne i ogledne grupe,
kao 1 statisticka znacCajnost razlika izmedu kontrolne i ogledne grupe, je prikazana u

tabeli 5.13.1.

Tabela 5.13.1. Koncentracija holesterola (mmol/L) u krvnom serumu teladi

kontrolne 1 ogledne grupe, izrazena kao X + SE uz prikaz statisticke znacajnosti razlika

Koncentracija holestrola (mmol/l) Znacajnost razlika
Starost teladi izmedu kontrolne i
Kontrolna grupa Ogledna grupa ogledne grupe
0 0,72 £ 0,06 0,46 + 0,04 p<0,01
| 0,89 £ 0,07 0,67 + 0,04 p<0,05
2 1,74 £ 0,04 1,54 +0,05 p <0,01
3 1,77 + 0,04 1,66 + 0,05 NZ
4 2,33+0,08 1,73 +0,07 p < 0,001
5 2,44+ 0,08 1,83 +0,09 p < 0,001
6 2,24 + 0,08 2,12+0,10 p<0,01
7 2,44 +£ 0,07 2,25+£0,11 NZ

NZ - razlika nije statisti¢ki znacajna

Podaci prikazani u tabeli 5.13.1. ukazuju da su koncentracije holesterola u krvi
teladi kontrolne grupe bila statisticki znacajno vise u odnosu na oglednu grupu teladi
tokom citavog perioda ispitivanja, izuzev treceg i sedmog dana nakon teljenja, kada
razlika nije bila statisticki znacajna, iako su numericke vrednosti bile viSe kod kontrolne

grupe teladi.

U tabeli 5.13.2. prikazana je statistiCka znacajnost razlika izmedu koncentracija

holesterola ustanovljenih u razli¢itim periodima ispitivanja unutar kontrolne grupe.
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Tabela 5.13.2. StatisticCka znacajnost razlika izmedu koncentracije holesterola

ustanovljenih unutar kontrolne grupe teladi u razli¢itim periodima ispitivanja

Dan
neonatalnog 0

zivota
1 NZ 1
2 *kk Hokk 2
3 *kk ook NZ 3
4 Heokok Hkk sk Hkeok 4
5 . *x% *k% *x% NZ 5
6 *okk owok ok HkE NZ NZ 6
7 wx% ok rxx HoHE NZ NZ NZ

NZ - razlika nije statisticki znac¢ajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p < 0,001

Koncentracija holesterola u krvi teladi kontrolne grupe imala je trend rasta
tokom ispitivanog perioda. Vrednosti koncentracije holesterola nultog dana su bile
statisticki znacajno nize u odnosu na sve kasnije ustanovljene periode izuzev vrednosti
ustanovljene prvog dana. Znacajan rast koncentracije ustanovljen je nakon prvog, do
drugog dana, i u periodu od treceg do Cetvrtog dana ispitivanja. Nakon Cetvrtog dana
doslo je do stabilizacije koncentracija holesterola, s tim da je ustanovljen neznacajan
rast do Setog dana. Najvise koncentracije holesterola ustanovljene su Sestog dana nakon
Cega su vrednosti neznaCajno opadale do kraja ispitivanog perioda. Statisticka
znacajnost razlika u vrednostima ustanovljenim u razli¢itim danima ispitivanog perioda
izostala je izmedu dana teljenja i prvog dana, drugog i tre¢eg dana, te u periodu od

Cetvrtog dana do kraja ispitivanog perioda.

U tabeli 5.13.3. prikazana je statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija

holesterola ustanovljenih unutar ogledne grupe teladi u razli¢itim periodima ispitivanja.
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Tabela 5.13.3. Statisticka znacajnost razlika izmedu koncentracija holesterola
ustanovljenih u razli¢itim periodima unutar ogledne grupe teladi
Dan
neonatalnog 0
Zivota
1 o 1
2 skkk kskok 2
4 EEE otk * NZ 4

NZ - razlika nije statisticki znacajna *p < 0.05; **p < 0,01; ***p < 0,001

Koncetracija holesterola u krvi teladi ogledne grupe imala je trend znacajnog

rasta do drugog dana neonatalnog Zivota. Nakon drugog dana koncentracije su rasle ali

su razlike vrednosti izmedu uzastopnih merenja do sedmog dana bile statisticki

neznacajne. Vrednosti koncentracija odredene nultog i prvog dana bile su statisticki

znacajno nize u odnosu na vrednosti dobijene pri svim ostalim merenjima do kraja

ispitivanog perioda. Koncentracije odredene sedmog dana dostigle su najviSu vrednost

tokom ispitivanog perioda. Ta vrednost je bila statisticki znacajno visa u odnosu na

vrednosti odredene pri svim ostalim merenjima izuzev u odnosu na vrednosti odredene

Sestog dana neonatalnog Zivota.
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5.14. Ekspresija iRNK za pojedine tipove dejodinaza u uzorcima tkiva placente i
tkiva tireoidee teladi

U tabeli 5.14.1. prikazane su vrednosti za ekspresiju iRNK za DIO1, DIO2 i
DIO3 u uzorcima tkiva placente majki kontrolne i ogledne grupe teladi, izrazene u

denzitometrijskim jedinicama (AU).

Tabela 5.14.1. Ekspresija iRNK za razliite tipove dejodinaza u uzorcima tkiva
placente majki kontrolne i ogledne grupe teladi,izrazena kao X + SE uz prikaz

statisticke znacajnosti razlika.

Znacajnost razlika
Kontrolna grupa Ogledna grupa izmedu kontrolne i
ogledne grupe
DIO1 (AU) 0,653 + 0,06 1,147 £0,37 p<0,05
DIO2 (AU) 0,511 £0,11 1,540 + 0,43 p < 0,001
DIO3 (AU) 0,718 + 0,18 1,396 + 0,43 p<0,01

Podaci prikazani u tabeli 5.14.1. ukazuju da je ekspresija iRNK za sva tri tipa
dejodinaza u uzorcima tkiva placente majki kontrolne grupe teladi bila statisticki
znacajno niza u odnosu na majke ogledne grupe teladi. Zapaza se da je ta razlika bila
najizrazenija kod ekspresije iRNK za DIO2, a najmanje izraZena kod ekspresije iRNK

za DIO1.

Na slici 5.14.1 prikazana je ekspresija iRNK za DIO1u uzorcima tkiva placente majki
teladi kontrolne i ogledne grupe. Prikaz je izvrSen zajedno sa ATP5B proteinom koji je

koriS¢en kao standard.
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Kontrolna grupa Ogledna grupa

DIO1

ATP5B

Slika 5.14.1. Ekspresija iRNK za DIO1u uzorcima tkiva placente majki teladi kontrolne

i ogledne grupe.

Na slici 5.14.1. zapaza se da je ekspresija iRNK za DIOlu uzorcima tkiva

placente ustanovljena i kod majki kontrolne i ogledne grupe.

Na slici 5.14.2 prikazana je ekspresija iRNK za DIO2 u uzorcima tkiva placente
majki teladi kontrolne i ogledne grupe. Prikaz je izvrSen zajedno sa ATP5B, proteinom

koji je koriscen kao standard.

Kontrolna grupa Ogledna grupa
pioz | e | TR

Slika 5.14.2. Ekspresija iRNK za DIO2 u uzorcima tkiva placente majki teladi

kontrolne i ogledne grupe

Na slici 5.14.2. zapaza se da je ekspresija iRNK za DIO2 u uzorcima tkiva
placente ustanovljena i kod majki teladi kontrolne i ogledne grupe, pri Cemu je

ekspresija iRNK za DIO2 kod majki teladi kontrolne grupe detektovana u tragovima.
Na slici 5.14.3 prikazana je ekspresija iRNK za DIO3 u uzorcima tkiva placente

majki teladi kontrolne i ogledne grupe. Prikaz je izvrSen zajedno sa ATP5B, proteinom

koji je koriS€en kao standard.
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ATP5B

Slika 5.14.3. Ekspresija iRNK za DIO3 u uzorcima tkiva placente majki teladi

kontrolne i ogledne grupe.

Na slici .14.3. zapaza se da je ekspresija iRNK za DIO3 u uzorcima tkiva
placente ustanovljena i kod majki teladi kontrolne i ogledne grupe. Pri tome je
ekspresija iRNA za DIO3 u tkivima placente bila izrazenija u svim uzorcima poreklom

od majki teladi ogledne grupe u poredenju sa kontrolnom grupom.

Na slici 5.14.3. prikazana je ekspresija iRNK za sva tri tipa dejodinaza u
uzorcima tkiva tireoidee novorodenih teladi na dan teljenja. Prikaz je izvrSen zajedno sa

ATP5B, proteinom koji je koris¢en kao standard.

Kontrolna Kontrolna Kontrolna

Ogledna Ogledna Ogledna

T — — — [N —  — B

Slika 5.14.3. Ekspresija iRNK za DIO1, DIO2 i DIO3 u uzorcima tkiva tireoidee teladi

kontrolne i ogledne grupe.
Na slici .14.3. zapaza se da je ekspresija iRNK za DIO1 i DIO2 ustanovljena u uzorcima

tkiva tireoidee kod teladi obe grupe teladi, dok iRNK za DIO3 nije bila eksprimirana u

ispitanim uzorcima tireoidee ni kod jedne grupe teladi.
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5.15. Histolo$ka analiza odabranih uzoraka tkiva tireoidee teladi

Na slici  5.15.1. prikazane su histoloSke karakteristike tkiva tireoidee teladi

kontrolne grupe.

Slika 5.15.1. Tkivo tireoidee teladi kontrolne grupe (Hematoksilin/eozin, uvecanje 100
puta)

Na slici 5.15.1. uocava se da u tkivu tireoidee teladi postoje jasno izrazeni i
krupni folikuli, oiviceni prizmaticnim epitelom, i ispunjeni znacajnom koliCinom
koloida, koji se jasno boji acidofilnim histoloskim bojama. U stromi Zlezde se jasno

uocavaju fibroblasti, kolagena vlakna i ve¢i broj krvnih sudova.

Na slici 5.15.3 prikazane su histoloske karakteristike tkiva tireoidee teladi

ogledne grupe.
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Slika 5.15.3. Tkivo tireoidee novorodena teladi ogledne grupe (Hematoksilin/eozin,

uvecanje 100 puta)

Na slici 6.15.3. se uocava da u tkivu tireoidee teladi ogledne grupe postoji veliki
broj manjih folikula, koji se mogu okarakterisati kao mikrofolikuli sa malim lumenom,
zatim odredeni broj folikula bez lumena, kao i manji broj neaktivnih makrofolikula
obloZenih prizmaticnim ili skvamoznim epitelom, koji su bili ispunjeni manjom
koli¢inom bazofilnog koloida ili su bili bez pristustva koloida. Izmedu folikula se moze
uociti vezivno tkivo sa manjim brojem krvnih sudova. U svega nekoliko makrofolikula
bila je prisutna slabo izrazena vakuolizacija koloida. Ukupna histoloska slika u
ispitanim uzorcima tkiva tireoidee teladi ogledne grupe ukazuje na hiperplaziju zlezde,

na Sta posebno ukazuje veliki broj sitnih folikula.
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6. Dikusija

Hipotireoza je relativno Cesta pojava u intenzivnhom odgoju goveda, i uglavnom
nastaje kao rezultat nedostatka joda ili uzimanja hrane koja sadrzi goitrogene materije
(Sinovec, Jovanovi¢, 2002; Anderson i sar., 2007). Nutritivni status majke tokom
graviditeta je od sustinskog znacaja za pravilan prenatalni razvoj ploda i radanje vitalne
teladi. Zadovoljenje potrebe za jodom kod majke takode je znacajan faktor za pravilan
razvoj i aktivnost tireoidne osovine kod prenatalne i neonatalne teladi. Hipotireoidizam
majke odrazava se na tireoidni status novorodene teladi tako da se telad radaju u stanju
hipotireoze, §to potvrduju i poviSene koncentracije TSH (Guyot i sar., 2007).
Hipotireoidizam ima za posledicu naruSavanje endokrinog i metabolickog statusa teladi,
a time i poremecaj adaptacionih mehanizmama tokom postnatalnog perioda i radanja
slabo vitalne teladi (Radostits i sar., 2007).

Vecina istrazivanja funkcionisanja tireoidne osovine kod novorodene teladi odnose
se na njeno prenatalno i postnatalno sazrevanje, trend promena tireoidnih hormona,
endokrine i metabolicke promene tokom postnatalnog perioda zivota u fizioloSkim
uslovima (Hernandez i sar. 1972; Davicco i sar. 1982; Stoji¢ i sar. 2002; Kirovski i sar.
2011).

Istrazivanja poremecaja tireodne osovine uglavnom se odnose na epidemioloski
znacaj nedostatka joda, i njegov uticaj na tireoideu, pojavu strume i tireoidni status
neonatalne teladi (Seimiya i sar. 1991; Takahashi i sar. 2000). Prema nas§im saznanjima,
u literaturi nisu dostupni podaci koje se odnose na efekat hipotireoze indukovane
davanjem farmakoloskih supstanci ili unosom goitrogenih supstanci na endokrini i
metabolicki status novorodene teladi tokom neonatalnog perioda Zivota. Imajuéi u vidu
da je nedostatak joda najceS¢e hroni¢ne prirode i na organizam ploda obicno deluje
tokom celog graviditeta, kao i kasnije tokom neonatalnog Zivota, za ocekivati je da ¢e
promene u aktivnosti tireoidee i tireoidne osovine nastale kao rezultat unosa prirodnih
goitrogena ili farmakoloskih antitireoidnih supstanci biti uslovljene intenzitetom i
trajanjem izlaganja delovanju tih supstanci, te ¢e i krajnji efekat na endokrini i

metabolicki status teladi biti drugaciji u odnosu na promene uzrokovane deficitom joda.
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6.1. Uticaj prenatalnog tretmana sa PTU na tireoidni status teladi

Uticaj hipotireoze majke na tireoidni status novorodene Zzivotinje moZe se
ispitivati metodama manipulacije tireoidne osovine, odnosno vestackim suprimiranjem
sinteze 1i/ili sekrecije tireoidnih hormona (Villar i sar. 2002). Naime, davanjem
farmakoloskih doza antitireoidnih supstanci kod krava, omogucava se analiza efekta
indukcije hipotireoze u periodu gestacije na sazrevanje i funkciju tireoidne osovine kod
prenatalne i neonatalne teladi a time i na posledice hipotireoze tokom neonatalnog
perioda. Prema navodima iz literature, supstanca izbora za indukciju hipotireoznog
stanja kod prezivara je PTU (Villar i sar. 2002). IstraZivanja uticaja supresije aktivnosti
tireoidne osovine na proizvodne i reproduktivne karakteristike tovnih rasa goveda
sprovedena su indukovanjem hipotireoze primenom PTU, o ¢emu u literaturi postoji
odredeni broj referenci (DeMoraes i sar 1998 ; Thrift i sar 1999a,b ; Bernal i saradnici
1999), primarno u pogledu uticaja davanja antitireoidnih supstanci na dnevni prirast i
postizanje puberteta. Medutim, prema nasim saznanjima, u literaturi nisu dostupni
podaci o upotrebi antitireoidnih supstanci kod goveda kombinovanih i mlecnih rasa, kod
kojih je dugogodisnja selekcija na proizvodnju mleka uslovila da adaptacioni
mehanizmi funkcioni$u neSto drugacije u odnosu na goveda tovnih rasa. Prakti¢no
jedina dostupna referenca u literaturi o upotrebi PTU kod mle¢nih rasa goveda je rad
Stewarta i saradnika (1994), koji su koristili PTU sa ciljem utvrdivanja uticaja
aktivnosti tireoidee na koncentraciju polnih hormona i manifestne znakove estrusa
junica holstajn rase. Takode, u literaturi nedostaju podaci koje se odnose na primenu
PTU kod krava u peripartalnom periodu i moguénost placentarnog transfera PTUa, sa
posledi¢nim efektima na plod. Podaci o uticaju PTU na plod tokom graviditeta i
laktacije, uglavnom poti¢u iz humane medicine, gde se zna da PTU prolazi kroz
placentarnu barijeru u veoma malim koncentracijama i da uobicajene terapijske
koncentracije za kontrolu tireoidnog statusa majke ne utiCu znacajnije na aktivnost
tireoidne osovine ploda (Mortimer i sar. 1997). Veca osetljivost na PTU utvrdena je
tokom poslednjeg trimestra graviditeta, kada je utvrdeno i naizrazenije ispoljavanje
efekta PTU na aktivnost tireoidne osovine ploda (Mandel i Cooper, 2001). Pri tome
svakako treba imati u vidu Cinjenicu da je placenta ljudi zbog svog tipa (placenta

hemochorialis) propustljivija za razliite materije u odnosu na nesto ¢vrséu placentarnu
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barijeru koja postoji kod prezivara (placenta syndesmochorialis) ( Peter, 2013). Sli¢no
je 1 sa podacima vezanim za transfer PTU u mleko, koji su dostupni za humanu
populaciju, ali ne i za ekonomski vazne vrste od kojih se dobija mleko. Naime,
literaturni podaci ukazuju na to da PTU smanjuje proizvodnju mleka i menja sastav
mleka kod krava, pri ¢emu su konkretni podaci o stepenu transfera i koncentracijama
PTU u mleku veoma oskudni (Chanda i sar 1952; Thrift i sar 1999a).

Rezultati dobijeni u ovom radu pokazuju da davanje PTU majkama tokom
poslednjih 20 dana graviditeta, pored negativnog efekta na tireoidnu osovinu majke
ostvaruje i znacajan efekat na aktivnost tireoidne osovine njihove prenatalne i
neonatalne teladi. Naime, telad tretiranih majki su rodena u hipotireoidnom stanju o
¢emu govore znacajno nize koncentracije T; 1 T4, kao i znac¢ajno vise koncentracije TSH
u odnosu na kontrolnu grupu teladi.

Davanje PTU junicama u dozi od 4mg/kg telesne tezine dnevno tokom
poslednjih 20 dana graviditeta, dovelo je do statisticki znacajnog pada koncentracija
tireoidnih hormona u krvi (Savi¢, 2012). Pomenuti tretman izazvao je istovremeni pad
koncentracija T3 i T4, $to govori o negativnom efektu navedene doze PTU na sintezu
tireoidnih hormona u samoj tireoidnoj Zlezdi, kao i o inhibiciji periferne dejodinacije
tireoidnih hormona u tkivima (Taurog 1996; Thrift i sar. 1999).

Koncentracije tireoidnih hormona na dan rodenja kod teladi poreklom od majki
tretiranih sa PTU bile su statisticki znac¢ajno niZe u odnosu na koncentracije tireoidnih
hormona ustanovljenih kod teladi kontrolne grupe. Prema literaturnim podacima, telad
se radaju sa relativno visokim koncentracijama tireoidnih hormona koji mogu biti i
statisticki znacajno viSe u odnosu na koncentracije tireoidnih hormona kod odraslih grla,
Sto je najverovatnije posledica prisustva rezervi tireoidnih hormona, sintetisanih tokom
fetalnog perioda razvoja (Stojic 1 sar. 2002; Kirovski i sar. 2011; Takahashi i sar. 2001;
Stoji¢ i sar. 2005). Visoke koncentracije tireoidnih hormona u prvim danima nakon
rodenja su takode i posledica visokih koncentracija TSH u prvim satima nakon radanja,
kao 1 postnatalne adrenergi¢ne stimulacije i povec¢ane aktivnosti periferne 5° dejodinaze
(Guyot i sar. 2007a; de Jesus i sar. 2001 ; Nicol 1 sar. 1994). Trend promena
koncentracija tireoidnih hormona kontrolne grupe u nasem istrazivanju je bio u

saglasnosti sa rezultatima navedenih autora.
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Koncentracija T4 u krvi ogledne grupe teladi bila je statisticki znacajno niza u
odnosu na kontrolnu grupu teladi tokom prva dva dana Zivota, i pored toga je i u ovoj
grupi koncentracija T4 nakon prvog dana blago porasla. Slican trend kretanja je utvrden
i za koncentraciju Tj, koja se ve¢ drugog dana nije znacajno razlikovala u odnosu na
kontrolnu grupu. Ovaj trend promena tireoidnih hormona u krvi ogledne grupe teladi
nastavio se i treCeg dana neonatalnog Zivota, da bi Cetvrtog dana koncentracije
tireoidnih hormona postigle maksimalne vrednosti koji su, posebno za T3, bile statisticki
znacajno vise u odnosu na ranije vrednosti unutar grupe. Trend promena tireoidnih
hormona kod teladi ogledne grupe ukazuje na kompenzatorni efekat i aktivaciju
mehanizma negativne povratne sprege tireoidne osovine, koji su se aktivirali kao
odgovor organizma na prenatalnu inhibiciju sinteze i sekrecije hormona tireoidee, kao i
smanjenje intenziteta njihove periferne dejodinacije uzrokovane delovanjem PTU.

Da je opisani kompenzatorni efekat postojao i da je aktivacija mehanizma
negativne povratne sprege u lucenju tireoidnih hormona logi¢no objasnjenje za trend
promena koncentracije tireoidnih hormona u krvi teladi ogledne grupe, ukazuju i
vrednosti koncentracije TSH na dan teljenja, koje su kod ogledne grupe teladi bile
znacajno vise u odnosu na kontrolnu grupu. Guyot i saradnici (2007b) smatraju da je
koncentracija TSH znacajan indikator hipotireoidizma kod neonatalne teladi,
potvrduju¢i to nalazom poviSene koncentracije TSH kod teladi sa kongenitalnom
hipotireozom uzrokovanom nedostatkom joda. Trend opadanja koncentracije TSH kod
ogledne grupe teladi trajao je sve do cetvrtog dana nakon teljenja, nakon Cega se
koncentracija TSH stabilizovala prateci pri tome trend promene koncentracije tireoidnih
hormona, posebno Tj. Povecanje koncentracije T3 u krvi ogledne grupe teladi, posebno
od tre¢eg dana nakon teljenja, najverovatnije je posledica pojacane periferne konverzije
T4 u T3, odnosno pojacane aktivnosti 5° dejodinaze (DIO1), koja je tokom perioda
delovanja PTU bila suprimirana. Ovaj nalaz je u skladu sa podacima koje navode Klein
1 saradnici (1980), koji su ustanovili da je preko 60% povecanja koncentracije T3 u krvi
novorodene jagnjadi nastalo kao rezultat pojacane aktivnosti dejodinaza u perifernim
tkivima, dok ostatak pripisuju stimulativnom efektu TSH.

Aktivacija tireoidnih hormona tokom ranog neonatalnog perioda pod dejstvom
dejodinaza posebno je znaCajna za iskoriStavanje rezervi energije deponovanih u vidu

mrkog masnog tkiva, koje pokazuje intenzivnu dejodinaznu aktivnost (Giralt i sar.,
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1989). Isti autori su upotrebom PTU dokazali da dejodinaznu aktivnost u mrkom
masnom tkivu prezivara primarno obavlja DIOI, ¢ije se dejstvo pod uticajem PTU lako
suprimira, a sa njom se smanjuje i koncentracija aktivnog T3 u tkivu. Pri tome treba
imati u vidu da PTU inhibira aktivnost DIO1 (kao kompetitivni inhibitor, zauzimajuéi
aktivno mjesto na molekulu enzima), ali ne i njenu sintezu, odnosno ekspresiju iRNK za
DIOL1, koja je regulisana koncentracijom T3 u tkivu i koncentracijom TSH (Maia i sar.,
2011), i povecava se kao jedan od kompenzatornih odgovora organizma na tretman sa
PTU. U tom smislu, povisena ekspresija iRNK za DIO1 (ali i druge tipove dejodinaza) u
tkivima i aktivacija veceg broja molekula DIO1 u tkivima nakon prestanka delovanja
PTU moze biti jedan od uzroka naglog poviSenja koncentracije T; u perifernoj
cirkulaciji, koje je kod teladi ogledne grupe ustanovljeno nakon tre¢eg dana neonatalnog
Zivota.

Povecani indeks ekstratireoidne konverzije, koji u fizioloskim uslovima
znacajno raste od rodenja do prvog napajanja (Kirovski i sar. 2011), u ovom istrazivanju
je izrazit nakon tre¢eg dana neonatalnog zivota, kada dolazi do opadanja vrednosti
odnosa T4/T3, odnosno intenzivnijeg porasta koncentracije T3 u odnosu na porast
koncentracije T4. Villar i saradnici (2002) ukazuju da snizenje odnosa T4/T3 ukazuje na
negativni uticaj PTU na sintezu i sekreciju hormona na nivou tireoidee, dok povecanje
ovog odnosa ukazuje na negativni uticaj PTU na perifernu inhibiciju dejodinacije, iz
Cega proizilazi da se odredivanjem ovog odnosa mogu jasno razdvojiti centralni i
periferni efekat PTU na koncentraciju tireoidnih hormona. Na osnovu ovakvog
tumacenja rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti da je kod teladi ogledne grupe
prenatalni tretman sa PTU imao centralni efekat na koncentraciju tireoidnih hormona,
inhibiraju¢i njihovu sintezu na nivou tireoidee, odnosno da je kod ove grupe teladi
prenatalni tretman sa PTU doveo do razvoja primarne hipotireoze. U prilog ovakvom
tumacenju je i nalaz povisene koncentracije TSH kod ove grupe teladi, koja je za
posledicu imala razvoj morfoloskih promena na tkivu tireoidee.

Prenatalno hipotireozno stanje je kod teladi ogledne grupe dovelo do nastanka
patomorfoloskih i patohistoloskih promena u tkivu tireoidee, u vidu bilateralnog
difuznog povecanja tireoidee, analognog onome koje se u literaturi navodi kao posledica
nedostatka joda u obroku gravidnih majki. Takahashi i1 saradnici (2000) opisuju sli¢no

bilateralno povecanje tireoidee kod novorodene teladi sa endemskom guSavoscu, pri
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¢emu su utvrdili difuzno hiperplasticno povecanje tireoidnog tkiva. Slicne
patomorfoloske i patohistoloske promene opisuju i Morinaga i saradnici (1990), i
Seimiya i saradnici (1991). Poznato je da je adekvatna dostupnost i odgovarajuca
snabdevenost jodom od sustinskog znacaja za sintezu i sekreciju tireoidnih hormona,
tako da deficit joda dovodi do pojave hipotireoze, i kompenzatorne hipertrofije i
hiperplazije tireoidee. Sa druge strane, PTU direktno uti¢e na inhibiciju sinteze
tireoidnih hormona blokiranjem oksidacije jodida i organifikacije joda i time dovodi do
nedostatka intratireoidnog joda (Taurog, 2000). U oba slucaja, niske koncentracije
tirecoidnih hormona, posebno Tj, aktiviraju mehanizam negativne povratne sprege uz
znacajno povecanje koncentracije TSH, koji stimulativno uti¢e na tireoideu i dovodi do
morfoloskih i funkcionalnih promena na njoj. Imajuéi to u vidu, moze se zakljuciti da su
promene u tkivu tireoidee teladi ogledne grupe (intenzivna difuzna hiperplazija tkiva
tireoidee, sa dominantnim brojem mikrofolikula sa malim dijametrom i malim brojem
relativno neaktivnih makrofolikula sa ili bez prisustva koloida u svom lumenu) bile
uzorkovane delovanjem povisenih prenatalnih koncentracija TSH, odnosno prenatalnim
tretmanom sa PTU.

Imajuéi u vidu da je kod prezivara fetoplacentarna bariera nepropustljiva za
tireoidne hormone, moze se rec¢i da je tireoidni status novorodene teladi potpuno zavisan
od aktivnosti njihove sopstvene tireoidne osovine (Erenberg i sar. 1973"). U tom smislu,
podaci prikazani u ovom radu ukazuju da prenatalni tretman sa antitireoidnim
supstancama moze uticati na aktivnost tireoidne osovine, kako prenatalno, tako i u
prvim danima neonatalnog zivota, a sa njom i na sposobnost adaptacije na uslove
ekstrauterinog zivota. Pri tome treba imati u vidu da mali molekuli, kao Sto je PTU
mogu proc¢i kroz placentarnu barijeru, §to je dokazano u humanoj populaciji (Mortimer i
sar., 1997; Azizi i Amouzegar, 2011) 1 ukazuje na mogudi rizik od pojave fetalnog
hipotireoidizma tokom primene antitireoidnih preparata (Momotani i sar., 1997).
Takode, moze se re¢i da PTU i sli¢ne supstance imaju tendenciju da se nakupljaju u
tkivima sa intenzivnim metabolizmom (verovatno zbog pojacane dejodinazne
aktivnosti), kao §to su sva tkiva fetusa, sto su dokazali Gardner i saradnici (1986), koji
su nakon tretmana gravidnih zena sa PTU utvrdili da su koncentracije PTU veée u

umbilikalnoj cirkulaciju u odnosu na koncentracije u cirkulaciji majke.
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U literaturi postoji malo podataka o moguénosti prolaska PTU kroz
fetoplacentarnu barijeru kod prezivara, koja se zbog samog tipa placente smatra manje
propustljivom. Horger i saradnici (1976) navode da PTU kod gravidnih ovaca moze
dovesti do inhibicije aktivnosti fetalne tircoidee i razvoja strume, ¢ime ukazuje na
mogucnost transfera PTU kroz placentu kod prezivara. Takode je znacajno napomenuti
da su mlade Zivotinje osetljivije na dejstvo PTU u odnosu na starije, Sto je takode
dokazano i na ogledima sa junadi (Rumsey i sar., 1985), §to je najverovatnije posledica
njihovog intenzivnijeg metabolizma i ve¢e dejodinazne aktivnosti u tkivima. S obzirom
da je efekat PTU na aktivnost tireoidne osovine dozno zavisan (Villar i sar., 2002), nasi
rezultati ukazuju da je placentarni transfer PTU tokom zadnjih 20 dana graviditeta bio u
koncentracijama koje su bile dovoljne da bi uzrokovale supresiju funkcije fetalne
tireoidee i sinteze tireoidnih hormona. Prema tome, doza PTU i vreme trajanja tretmana
su znacajni faktori koji uticu na postizanje koncentracije koja ispoljava supresivni
efekat na fetalnu tireoideu, s obzirom da se 70-90% od ukupnog PTU nalazi vezano za
proteine plazme (Cooper, 2005). Efekat PTU na fetalnu tireoideu, pored placentarnog
transfera, omogucen je i deponovanjem PTU u tkivo fetalne tireoidee (Feng i sar.,
1996).

Tretman sa PTU, prema rezultatima dobijenim u ovom istraZivanju, utiCe na
enzimsku konverziju, odnosno aktivaciju i deaktivaciju tireoidnih hormona na nivou
placente, kroz efekat koji ostvaruje na dejodinaze. Rezultati ispitivanja ekspresije iRNK
za razliite tipove dejodinaza u ovom istrazivanju su pokazali da je ekspresija
placentarnih dejodinaza bila veca kod tretiranih majki u odnosu na netretirane. Prema
nasim saznanjima, u literaturi nisu dostupni radovi u kojima je ispitivana ekspresija i
aktivnost dejodinaza u placenti kod goveda, dok za druge vrste postoje ogranieni
podaci. Dosadasnja istrazivanja ekspresije i aktivnosti dejodinaza placente kod pacova i
coveka su pokazala da je tokom graviditeta dominantni tip dejodinaze DIO3, §to se
smatra protektivnim mehanizmom koji obezbeduje ograni¢enu dostupnost aktivnog
oblika tireoidnih hormona fetusu, a time i postepeno i adekvatno sazrevanje tireoidne
osovine tokom fetalnog perioda (Hernandez i sar., 2006; Marsilli i sar., 2011). Kurlak i
saradnici (2013) su istrazivali ekspresiju DIO3 u tkivu humane placente, a distribuciju i
intenzitet ekspresije njene iRNK povezuju sa stepenom placentarne saturacije

kiseonikom i stadijumom graviditeta. Istazivanjem ekspresije i aktivnosti dejodinaza u
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tkivu placente Zena u uslovima fetalne hipotireoze, Chen i saradnici (2003) nisu utvrdili
promenu aktivnosti DIO3 i DIO2 i ekspresije iRNK za njih u placenti, $to je bilo u
saglasnosti sa literaturnim navodima da fetalna i maternalna koncentracija T4 ne uti¢u
na regulaciju aktivnosti placentalne DIO3, ve¢ da je glavni regulator ekspresije iRNK za
DIO3 i njene aktivnosti koncentracija placentalnog Ts. Pad aktivnosti i ekspresije DIO3
u placenti ovce krajem graviditeta objasnjavaju Forhead i saradnici (2006), koji su
utvrdili da je povecanje fetalne koncentracije kortizola krajem graviditeta dovelo do
pada ekspresije i aktivnosti placentalne DIO3 i povecane ekspresije i aktivnosti fetalne
DIO1. Ovim mehanizmom maturacije, smanjuje se intenzitet inaktivacije T3 u T, ¢ime
se omogucava povecanje koncentracije T; krajem graviditeta. Forhed i saradnici (2006)
su takode utvrdili ekspresiju DIO2 u tkivu placente ovce krajem graviditeta, a to je u
saglasnosti sa nasim rezultatima o prisustvu DIO2 u tkivu placente kod majki kontrolne
grupe. Ekspresija DIO2 omogucava povecanu dostupnost Ts u tkivu placente, a §to je
potrebno radi povecane metabolicke potrebe placente krajem graviditeta (Koopdonk-
Kool i sar., 1996"). Wagner i saradnici (2007) navode da je koncentracija tireoidnih
hormona dominantan regulator ekspresije iRNK za DIO2 i stepena/intenziteta njene
dejodinazne aktivnosti. Aktivnost molekula DIO2 reguliSe se posttranslacionom
obradom molekula DIO2 u ¢emu znaCajnu direktnu ili indirektnu ulogu imaju i
koncentracije hormona tireoidee (Gereben B i sar., 2008). Schroder-van der Elst i
saradnici (1998) su ispitivanjem aktivnosti dejodinaza u placenti pacova, utvrdili
povecanje aktivnosti DIO2 i DIO3 kod majki deficitarnih u jodu i tumace to kao
posljedicu smanjene koncentracije lokalno sintetisanog T3, kao dominantnog regulatora
aktivnosti placentarnih dejodinaza. Ukoliko se tumacenje ovih autora primijeni na
rezultate dobijene u ovom istrazivanju, nizi stepen ekspresije iRNK za DIO3 u odnosu
na ekspresiju iRNK za DIO2 se moZe smatrati mehanizmom koji omogucava povecanje
produkcije aktivnog oblika tireoidnih hormona za potrebe intenzivnog metabolizma u
tkivu placente. Takode, ukoliko se imaju u vidu rezultati kortizolemije kod ogledne i
kontrolne grupe teladi, moglo bi se re¢i da je pomenuti mehanizam verovatno
uzrokovan visokim koncentracijama kortizola fetusa na kraju graviditeta. Sa druge
strane, Forehead i saradnici (2006) nisu utvrdili znacajne razlike u aktivnosti DIO2
placente nakon tretmana majki dodatnim dozama kortizola, §to ukazuje da kortizol sam

za sebe ne utice na aktivnost DIO2, te su verovatno primarni uzrok dominantne
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ekspresije DIO2 povecane potrebe Ts na nivou placente kod hipotireoznih majki. U
prilog ovog objasnjenja su i nalazi povecane ekspresije DIO2 u tkivu mozga pili¢a i
ovaca u stanju hipotireoze, kao i u masnom i miSi¢nom tkivu hipotireoznih jedinki koje
se nalaze u stanju gladovanja (Rudas i sar., 2005; Martinez i sar., 2013).

Rezultati u nasem radu ukazuju na ekspresiju DIO3 u tkivu placente netretiranih
majki. Prema naSim saznanjima u literaturi ne postoje podaci o ekspresiji DIO3 u
bovinoj placenti sa kojima bi se mogu uporediti rezultati dobijeni u nasem istrazivanju.
Objasnjenje ekspresije DIO3 u placenti visoko mle¢nih krava moglo bi se povezati sa
visokim koncentracijama estrogena utvrdenih na kraju graviditeta i pocetka teljenja
(Bates i sar., 1999; Kester i sar., 2006). Znacajno visa ekspresija DIO3 u tkivu placente
kod majki tretiranih sa PTU mogla bi se objasniti povec¢anjem koncentracije T3 u tkivu
placente kao rezultat ekspresije DIO2 i aktivacije T4. Ovo objaSnjenje moglo bi se
potkrepiti i podatkom da povecanje tkivne dostupnosti T3 dovodi do povecanja
ekspresije DIO3, (Pallud i sar., 1999)

Ekspresija DIO1 karakteristi¢na je za tkiva jetre, bubreg i tireoidee (Maia i sar.,
2011). Bates i saradnici (1999) su takode utvrdili ekspresiju DIO1 u tkivu placente
pacova. Ispitivanjem ekspresije i aktivnosti ove dejodinaze u humanoj placenti, Chen i
saradnici (2003) su utvrdili veoma nisku ekspresiju i aktivnost DIO1 na kraju
graviditeta. Da je DIO 1 placente na kraju graviditeta slabo aktivna, ukazuju i ranija
istrazivanja gde se utvrdilo da PTU ne utiCe na dejodinaciju unutraSnjeg prstena
molekula T4 (Castro i sar., 1985). Rezultati u ovom radu ukazuju na visoku ekspresiju
DIO1 u tkivu placente kontrolne grupe, S$to bi se moglo objasniti povecanjem
koncentracije T; u serumu majke na kraju graviditeta ako se zna da T; pozitivho
reguliSe ekspresiju DIO1 (Kim i sar., 1998; Maia i sar., 2011). Nalaz statisticki znacajno
viSeg stepena ekspresije iRNK za DIO1 u tkivu placente tretiranih junica u odnosu na
netretirane je veoma interesantan, posebno u svetlu literaturnih navoda da ovaj tip
dejodinaza pokazuje maksimalan stepen osetljivosti, dok se druga dva tipa smatraju
neosetljivim na delovanje PTU. Pri tome je vazno razgraniciti da PTU uti¢e na aktivnost
DIOI, i to tako Sto se vezuje na aktivho mesto enzima i na taj nafin mu blokira
delovanje, dok istovremeno ne deluje na ekspresiju iRNK za DIOI, odnosno na
intenzitet translacionih 1 sintetskih procesa, koji odreduju koliko ¢e se molekula DIO1

sintetisati (Berry i sar., 1991; Kuiper i sar., 2006). Opisani nalaz ukazuje da se, kao
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odgovor na tretman sa PTU, ekspresija iRNK za DIO1 u tkivu placente povisila,
najverovatnije kao posledica aktivacije kompenazatornog mehanizma, odnosno
pokuSaja organizma da poviSenom sintezom molekula DIO1 nadoknadi smanjenu
dejodinaznu aktivnost, nastalu kao rezultat blokade aktivnih mesta na molekulu enzima
i obezbedi dovoljne kolic¢ine Ts za potrebe tkiva (Kuiper i sar., 2005; Manna i sar 2013).

Ispitivanje ekspresije dejodinaze u tireoidei novorodene teladi izvrSeno je na
malom broju uzoraka. Rezultati ukazuju na intenzivnu ekspresiju DIO2 i ekspresiju
DIO1 manjeg intenziteta, dok se DIO3 nije eksprimirala. Sli¢ne rezultati dobili su i
Bates i saradnici (1999) koji su u tireoidei neonatalnih pacova utvrduli visok nivo
aktivnosti 5° dejodinaze i veoma malu aktivnost 5 dejodinaza, s tim da viSe od 50% od
ukupne aktivnosti 5°dejodinacije nije bilo osetljivo na PTU, §to ukazuje na
dominantnu ekspresiju DIO2. Ekspresiju DIO2 u tkivu tireoidee reguliSu koncentracije
tireoidnih hormona. Salvatore i saradnici (1996) navode da je intenzitet ekspresije DIO2
u tireoidei varijabilan zavisno do stepen stimulacije tireoidne aktivnosti. Niske
koncentracije tireoidnih hormona i visoke koncentracije TSH u serumu teladi dovele su
do stimulacije ekspresije a time i aktivnosti DIO2 u tkivu tireoidee, Sto je u saglasnost
sa navodima Williams i1 saradnika (2011) koji ukazuju na povecanje ekspresije i

aktivnosti DIO2 u tireoidei u stanju hipotireoze.

6.2. Uticaj prenatalnog tretmana sa PTU na glikemiju i hormone ukljucene u

regulaciju glikemije (insulin i kortizol)

Koncentracija glukoze u krvi teladi predstavlja jedan od indikatora energetskog
statusa, a njeni osnovni regulatori, a istovremeno i dodatni indikatori energetskog
statusa, su insulin i kortizol. Prilikom tumacenja nalaza glikemije, insulinemije i
kortizolemije ustanovljenih u ovom istrazivanju vazno je imati na umu vrstu i uzrast
Zivotinja na kojima je sprovedeno, s obzirom da neonatalna telad imaju znacajno vise
koncentracije glukoze u krvi, a sa njom i viSe nivoe insulina i kortizola, u odnosu na
odrasla goveda, te da zbog toga i regulacija glikemije ima svoje specifi¢nosti (Ilgaza i
Birgele, 2003). Svakako, za ocekivati je da ¢e promena energetskog statusa jedinke,
uzrokovana indukcijom hipotireoznog stanja, odnosno promena reaktivnosti tireoidne
osovine, a sa njom i somatotropne osovine, uticati i na koncentracije glukoze, insulina i

kortizola u krvi teladi, kao $to je bio slucaj i sa IGF-1.
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Telad ogledne grupe su na dan teljena imala znacajno nize koncentracije insulina
u odnosu na kontrolnu grupu. Istovremeno, koncentracija insulina u krvi teladi
kontrolne grupe bila je u skladu sa vrednostima koje su ustanovili Kirovski i1 saradnici
(2008). Trend odrzavanja statisticki znacajno nizih vrednosti insulinemije u krvi teladi
ogledne u odnosu na telad kontrolne grupe odrzavao se zaklju¢no sa drugim danom
neonatalnog zivota, ali su te vrednosti ostale numericki nize i treCeg dana neonatalnog
zivota, iako nije bilo statisticki znacajne razlike.

Dosadasnja istrazivanja ukazuju da hipotireoza dovodi do znacajne promene
sekrecije 1 senzitivnosti perifernih tkiva na delovanje insulina, koje su reverzibilne
nakon vra¢anje optimalne funkcije tireoidne osovine. Goulart-Silva i saradnici (2011) 1
Aguayo-Mazzucato i saradnici (2013) ukazuju da su tireoidni hormoni fizioloski
regulator ekspresije mRNA za proinsulin i regulator maturacije B-Celija pankreasa
tokom postnatalnog perioda, iz Cega proizilazi da je hipotireozno stanje jedan od razloga
za usporeno sazrevanje mehanizama iskoriStavanja glukoze. Isti autori su u in vitro
uslovima utvrdili da T3 povecava sekreciju insulina nakon stimulacije glukozom, §to su
povezali sa maturacionim efektom T; na -Celije pankreasa. Zakljucci ovih autora mogu
biti objaSnjenje za trend kretanja koncentracije insulina, ustanovljen u ovom
istrazivanju, koji prati trend kretanja koncentracije tireoidnih hormona, posebno Ts,
odnosno intenziviranje bazalnog metabolizma teladi.

Pravovremeni unos kolostruma u optimalnoj koli¢ini povoljno utice na
koncentraciju insulina, podsticu¢i na taj nacin anabolicke procese i iskoriStavanje
komponenti kolostruma. Da se u kolostrumu verovatno nalaze bioloski aktivne materije
koje potenciraju iskoriStavanje njegovih komponenti govore i rezultati istrazivanja koje
su sproveli Babitha i saradnici (2011) na teladi koju su napajali kolostrumom do
tridesetog dana neonatalnog zZivota, pri ¢emu su utvrdili odrzavanje visoke koncentracije
insulina. Isti autori smatraju da su visoke koncentracije insulina ustanovljene u
njihovom istrazivanju rezultat dugotrajnog unosa visokoenergetske hrane bogate
faktorima rasta i povecanih potreba za odrzavanje anaboli¢kih procesa u organizmu.
Treba napomenuti i da endokrina funkcija pankreasa kod novorodene teladi nije u
potpunosti razvijena, i da je unos kolostruma aktivira, ili preko nekog od faktora rasta
koji se u njemu nalaze, ili preko unosa visokog sadrzaja energije. Naime, Stanko i

saradnici (1991) su utvrdili da je postprandijalno povecanje koncentracije insulina vece
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tek nakon prvog dana od rodenja. Prema tome, povecanje koncentracije insulina u ovom
periodu moze se smatrati indikatorom koji ukazuje na metabolicko i endokrino
prestrojavanje u organizmu teladi koje ima za cilj uspotavljenje optimalnog energetskog
bilansa.

Niske koncentracije insulina u prva dva dana nakon rodenja mogu se posmatrati i
kao protektivni mehanizam koji obezbeduje prilagodavanje jedinke na stresno stanje u
momentu rodenja. Pad telesne temperature usled hladnoée znacajno smanjuje
koncentraciju insulina kod teladi. Godfrey i saradnici (1991) navode da niske
temperature suprimiraju funkciju pankreasa S§to se moze videti kroz niske
postprandijalne koncentracije insulina. Znacajno nize koncentracije insulina imaju za
cilj odrzavanje koncentracije glukoze u krvi, kao znacajnog energetskog izvora za
funkcionisanje vitalnih organa u tom kriticnom periodu Zivota.

Koncentracije kortizola kod ogledne grupe teladi tokom celog ispitivanog perioda
bile su znacajno vise u odnosu na kontrolnu grupu, sto ukazuje na postojanje stresnog
stanja kod ove grupe teladi. Povecanje koncentracije kortizola je indikator stresnog
stanja, kako ploda, tako i majke u momentu rodanja, i pokreCe mehanizam koji je
neophodan za incijaciju porodaja (Jacob i sar., 2001). Otezan poradaj i distocija mogu
biti razlog visoke koncentracije kortizola kod novorodene teladi (Civelek i sar., 2008 ).
U fizioloskim uslovima, kortizol je i znaCajan regulator glikemije, kroz smanjenje
perifernog iskoriStavanja glukoze i insulinsku rezistenciju perifernih tkiva, ¢ime
omogucava odrzavanje optimalne vrednosti glikemije (Hammon i sar., 2003).
Istovremeno, kao i drugi glukokortikosteroidi, kortizol potencira glukoneogenezu, ¢ime
dodatno doprinosi ocuvanju glikemije. Visoke koncentracije kortizola ustanovljene kod
ogledne grupe teladi u ovom istrazivanju su nastale verovatno kao posledica pokretanja
mehanizma koji nastoji da obezbedi dovoljne koncentracije glukoze kod hipotireozne
teladi, a time i da poboljSa njihov energetski status i obezbedi optimalne mehanizme
adaptacije. Hipotireozno stanje eksperimentalne grupe teladi, uz nisku glikemiju, dovodi
i do pada opsSte metabolicke aktivnosti organizma $to moze biti dodatni razlog za nizak
stepen maturacije adaptacionih mehanizmama i pojavu stresnog stanja zbog aktiviranja
adrenokortikalne osovine. Istrazivanja pokazuju da pravovremeni unos kvalitetnog
kolostruma u prvim satima nakon rodenja uti¢e na koncentraciju kortizola (Stoji¢ i sar.,

2002; Hammon 1 Blum, 1998; Rauprich i sar., 2000). Ovi autori povecanje
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koncentracije kortizola objasnjavaju potrebom za odrzavanje homeostaze glikemije u
uslovima ogranicenih rezervi energije i njenog ograni¢enog unosa putem obroka. U
prilog ovome je i podatak da pravovremeni unos kolostruma u optimalnoj koli¢ini
obezbeduje i odrzavanje optimalne koncentracije glukoze u neonatalnom periodu
(Steinhoff-Wagner J i sar., 2011). Utvrdeno je da indukovanje hipoglikemi¢nog stanja
davanjem insulina kod fetusa zdrebadi (Silver i sar., 1995) i ovce (Edwards i sar., 2001)
u poslednjoj fazi graviditeta povecava aktivnost adrenokortikalne osovine, Sto se
manifestuje znacajnim povecanjem koncentracije kortizola u krvi fetusa. Sli¢ni nalazi
visoke kortizolemije utvrdeni su kod novorodenih beba sa izrazitom hipoglikemijom
(Jakson i sar., 2004).

Na koncentraciju kortizola kod novorodene teladi, izmedu ostalog, utice i
energetski status majke, najverovatnije posredno, preko stepena maturacije fetusa u
poslednjoj fazi graviditeta. Osorio i saradnici (2013) su utvrdili visoke koncentracije
kortizola pri rodenju kod teladi poreklom od majki koje su tokom poslednjih 20 dana
graviditeta bile hranjene energetski deficitarnom hranom. Sli¢ni su i rezultati do kojih
su dosli Kirovski i saradnici (2009), da su telad rodena sa niZzom telesnom masom imala
viSe vrednosti kortizolemije, §to se moze dovesti u vezu i sa prevremenim porodajem.
Treba napomenuti da su rezultati analize metabolickog i endokrinog statusa gravidnih
junica koje su primale PTU tokom posednje faze graviditeta (Savi¢, 2012) pokazali da
su te jedinke u povoljnijem energetskom status, $to znaci da status majke nije primarni
razlog promene koncentracije kortizola kod novorodencadi.

Vrednosti glikemije kod teladi kontrolne grupe na dan teljenja su bile nize u
odnosu na ostala merenja tokom ispitivanog perioda, Sto je u saglasnosti sa navodima
da novorodena telad u prvim satima nakon radanja imaju relativno niske koncentracije
glukoze u krvi (Oltner 1 Berglund, 1982; Kirovski i sar., 2008; Steinhoff-Wagner i sar.,
2011). Odrzavanje optimalne koncentracije glukoze u periodu nakon rodenja uslovljen
je optimalnim snabdevanjem glukozom putem placente u poslednjoj fazi fetalnog
razvoja i stepena sazrevanja mehanizama endogene produkcije glukoze u postnatalnom
periodu. Metabolicke promene koje se odnose na maturaciju endogene produkcije
glukoze, glukoneogenezu i deponovanje glikogena u jetri, dominantno su regulisane

kortizolom, kateholaminima i hormonima tireoidee, a u postnatalnom periodu znacajnu
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ulogu imaju i koncentracije glukagona i insulina. (Hammon i sar., 2012; Kirovski i sar.,
2015)

Rezultati glikemije kod teladi ogledne grupe ukazuju da hormonalna disfunkcija u
prenatalnom 1 ranom neonatalnom periodu doprinosi nemoguénosti sazrevanja
mehanizma koja su znaCajni za odrzavanje posnatalne homeostaze glukoze. Telad
ogledne grupe rodena su u stanju jako izraZzene hipoglikemije. Vrednosti glukoze pri
rodenju su se smanjile do 2,42 mmol/l, $to je bila i najniza vrednost tokom perioda
ispitivanja i znacajno niza u odnosu na vrednosti glukoze kod kontrolne grupe (3,76
mmol/l). Ovo hipoglikemic¢no stanje kod teladi moze se tumaciti kao rezultat izostanka
potpunog sazrevanja mehanizama za endogenu produkciju glukoze, t.j. stanja u kome
izostaju mehanizmi adaptacije, neophodni za obezbedenje optimalnog energetskog
statusa. Niske vrednosti glikemije u prvim satima nakon rodenja (pre uzimanja
kolostruma) su jasan znak nedostatka deponovanog glikogena, koji je osnovni izvor
glukoze u tom periodu. U oglednoj grupi teladi vrednosti glikemije su tokom celog
perioda ispitivanja bile nize u odnosu na kontrolnu, i pored toga §to se zapaza trend
njenog porasta, §to ukazuje da pravovremeni unos kolostruma dovodi do porasta
glikemije 1 uspostavljanja mehanizama njenog odrzavanja. Medutim, imajuci na umu da
u fizioloskim uslovima kolostrum ne obezbeduje optimalni nivo glikemije i da je
glukoneogeneza bitan mehanizam u odrzavanje homeostaze glukoze u neonatalnom
periodu (Hammon 1 sar., 2012), moze se zakljuciti da je kod teladi ogledne grupe nizak
nivo glikemije rezultat nezrelosti onih procesa u prenatalnom periodu koji omogucavaju
endogenu produkcije glukoze u periodu nakon rodanja. Forhead i saradnici (2009) u
svojim istrazivanja na fetusu ovce navode da kortizol i tireoidni hormoni uticu na
maturaciju enzimskih sistema endogene produkcije glukoze, deponovanje glikogena i
mehanizam glukoneogeneze. Isti autori navode da tireoidni hormoni svoj efekat
ostvaruju direktnim i indirektnim mehanizmom (Forhead i sar., 2003), i to tako §to uticu
na razvoj jetre tokom fetalnog perioda a time i na razvoj njenih enzimskih sistema,
intenziviraju¢i metabolicke procese i potrosnju kiseonika, kao i direktno, uticuéi na
ekspresiju gena za enzime glukoneogeneze i njihovu kasniju aktivnost.

Poznato je da visoke koncentracije kortizola na rodenju imaju znacajan uticaj na
maturaciju endogene produkcije glukoze, a time i na odrZzavanje optimalne glikemije u

postnatalnom periodu. U ovom istrazivanju, visoka kortizolemija kod teladi ogledne
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grupe u periodu ispitivanja je pracena niskom glikemijom, §to je u skladu sa literaturnim
navodima da postoji pozitivna interakcija maturacionih efektata kortizola i tireoidnih
hormona. Fowden i saradnici (2001) navode da hipotireozno stanje u poslednjoj fazi
fetalnog perioda dovodi do izostanka pozitivne korelacije izmedu koncentracije
kortizola 1 aktivnost enzima glukoneogeneze, glukozo-6-fosfataze (G6Paza) i
fosfoenolpiruvat karboksilaze (PEPCK) u jetri. Forhead i saradnici (2003) su utvrdili da
T3 povecava aktivnost ovih enzima kod eutireoidnih fetusa ovce u uslovima niske
koncentracije kortizola. Niske koncentracije glukoze pracene sa niskim koncentracijama
tireoidnih hormona i niskim odnosom T3 i T4, utvrdili su i Steinof-Wagner 1 saradnici
(2011), koji su ukazuli na nedostatak maturacionog procesa kod prevremeno rodenih
teladi.

Niske koncentracije glukoze prate niske koncentracije insulina posebno u prvim
danima nakon rodenja. Medutim, analizom koncentracija insulina i glukoze, moze se
videti da povecCanje insulina Cetvrtog dana od pocetka ispitivanja, kada su vrednosti
insulina u eksperimentalnoj grupi veée u odnosu na kontrolnu grupu, dolazi do
povecanja koncentracije glukoze koja dostize maksimalne vrednosti takode Cetvrtog
dana. Ovi nalazi bi se mogli objasniti time da je visoka koncentracija kortizola dovela
do smanjnje perifernog iskorisCavanje glukoze i povecCanja insulinske rezistentncije
¢ime se odrzava nivo glukoze u krvi (Hammon i sar., 2003; Scheuer i sar., 2006) . Sa
druge strane maksimalne koncentracije glukoze Cetvrtog dana prate i maksimalne
vrednosti T3 koje su bile znac¢ajno veée u odnosu na kontrolnu grupu. Ovaj nalaz bi se
mogao tumaciti kao aktivacija enzima glukoneogeneze u tkivu jetre pod uticajem Ts i
aktivacijom procesa endogene produkcije glukoze koja, uz glukoze poreklom iz
kolostruma, omogucava obezbedivanje optimalne koncentracije glukoze §to se moze
videti sedmog dana Zivota kada su vrednosti glikemije u oglednoj grupi priblizno iste

kao vrednosti glikemije kod kontrolne grupe.

6.3. Uticaj prenatalnog tretmana sa PTU na IGF sistem teladi

Uticaj primenjenog prenatalnog tretmana sa PTU na IGF sistem neonatalne teladi
u ovom istrazivanju procenjivan je na osnovu koncentracija IGF-1 i IGF-vezuju¢ih
proteina (IGFBP-2 i IGFBP-3), $to je u skladu sa metodologijom koju su koristili drugi

istrazivaci (Skaar i sar., 1994 ; Blum i Hammon, 1999 ; Kirovski i sar, 2011 ). Ovi
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autori u svojim radovima ukazuju da je tokom neonatalnog perioda, IGF sistem i
aktivnost somatotropne osovine primarno zavisna od energetkog statusa jedinke, pri
¢emu naglaSavaju da je somatotropna osovina tokom ranog neonatalnog perioda
funkcionalna, ali sa niskim stepenom sazrevanja.

Vecina literaturnih izvora ukazuje da na rani postnatalni razvoj i funkcionisanje
somatotropne osovine primarno uti¢e unos optimalne koli¢ine kolostruma, koji direktno
doprinosi uspostavljanju pozitivnog energetskog statusa jedinke putem unosa znacajne
koli¢ine energije, a istovremeno deluje i posredno, tako $to kolostralni IGF-1 kao faktor
rasta potpomaze razvoj i sazrevanje Celija digestivnog trakta, posebno crevnog epitela
(Blum i Hammon 2000; Georgiev, 2008).

U ovom istrazivanju, vrednosti koncentracije IGF-1 kod teladi ogledne grupe bile
su znacajno nize u odnosu na vrednosti ustanovljene kod teladi kontrolne grupe od dana
teljenja do sedmog dana neonatalnog zivota, kada su se izjednacile. Imajuci u vidu da su
obe grupe teladi napajane odgovaraju¢im koli¢inama kolostruma u preporuceno vreme u
odnosu na samo teljenje, te da u tom pogledu nisu postojale razlike izmedu teladi
ogledne i kontrolne grupe, moze se reci da razlike koje su ustanovljene u vrednostima
koncentracija IGF-1 1 uopSte aktivnosti somatrotropne osovine nisu bile u vezi sa
unetom koli¢inom i vremenom unosa kolostruma.

Sparks i saradnici (2003) navode da je resorpcija kolostralnog IGF-1 i IGFBP-3
moguca u prvih 24 sata nakon rodenja, a time i njen uticaj na promenu koncentracije
ovih molekula u neonatalnom periodu, a polaze¢i od cCinjenice o propustljivosti
intestinalne mukoze u prvih 48 sati nakon rodenja (Gardner i sar., 1984). Podaci
dobijeni od strane ovih autora mogu biti i objasnjenje za blago povecanje koncentracije
IGF-1 kod ogledne grupe tokom prva dva dana neonatalnog Zivota u odnosu na
vrednosti na dan teljenja, pri ¢emu treba imati u vidu da se znaCajan deo kolostralnog
IGF-1 ne resorbuje u krv, ve¢ ga preuzimaju c¢elije samog digestivnog trakta u kojima
sluzi kao lokalni faktor rasta. U prilog ovome je i ¢injenica da je koncentracija IGF-I
veca u prvim danima kolostralnog perioda, a zatim opada sa napredovanjem laktacije
(Rauprich i sar., 2000). Basset i saradnici (1990) ukazuju da je poluzivot IGF-1 kod
prezivara u cirkulaciji veoma kratak u slobodnom obliku (oko 12 minuta) dok se u
vezanom obliku, nakon vezivanja za proteine nosace, znacajno produzuje, i to na 12 do

15 sati.
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Da je energetski status znaCajan za odrzavanje optimalne koncentracije IGF-1
tokom ranog neonatalnog perioda ukazuju i Brameld i saradnici (1999) i Butler i
saradnici (2003), koji navode da poveéane koncentracije glukoze i insulina u cirkulaciji
stimuli$u endogenu produkciju IGF-1. U skladu sa ovim nalazom su i rezultati do kojih
su dosli Kirovski i saradnici (2011), koji su kod neonatalne teladi ustanovili pozitivhu
korelaciju izmedu koncentracija insulina i IGF-1, §to je i oekivan rezultat, s obzirom na
¢injenicu da su oba ova hormona indikatori energetskog statusa jedinke. Kirovski i
saradnici (2008) utvrdili su da su teladi koja su primila glukozu u prvih 30 minuta
nakon rodenja odrzavala stabilne koncentracije IGF-1, §to ukazuje da pored nutritivnog
statusa jedinke postoje i drugi faktori koji uticu na kretanje koncentracije IGF-1 u krvi.
Metabolicki status jedinke se, pored unosa hrane, odnosno nutritivnog statusa, nalazi
pod direknom kontrolom endokrinog sistema, pri ¢emu poseban znacaj imaju hormoni
tireoidne osovine za koje je poznato da direktno uticu na intenzitet metabolickih procesa
u organizmu. Uticaj tireoidnih hormona na rast moze biti indirektan, kroz efekat na
indikatore energetskog statusa jedinke, ili direktan kroz uticaj na komponente
somatotropne osovine. Ramos i saradnici (1998) su utvrdili da je hipotireozno stanje
kod pacova dovelo do pada periferne koncentracije insulina i koncentracije IGF-1, dok
su na nivou jetre utvrdili pad ekspresije mRNA za IGF-1, ¢ime su ukazali na pozitivnu
korelaciju izmedu insulina i IGF-1. Fowden i saradnici (2006) navode da je pad
koncentracija IGF-1 takode rezultat snizenja ekspresije gena za IGF-1 u tkivu jetre, koje
sintetiSe IGF-1 za potrebe sistemske cirkulacije. Potencijalno objaSnjenje za smanjenu
koncentraciju IGF-1 u krvi ogledne grupe teladi je i posredno smanjenje njegove sinteze
zbog toga §to je intenzitet metaboli¢kih procesa prenatalno bio smanjen zbog indukcije
hipotireoze, koja je njihov organizam dovela u stanje funkcionisanja na nizem
energetskom nivou, zbog €ega je 1 potreba organizma za IGF-1 bila manja u odnosu na
telad kontrolne grupe. Nakon teljenja, znacajan deo molekula IGF-1 poreklom iz
kolostruma je bio zadrzan u samom zidu creva, sa ciljem da se potencira lokalni
metabolizam i omoguc¢i umnozavanje crevnog epitela (Biihler i sar., 1998; Roffler i sar.,
2003), te nije dospeo u sistemsku cirkulaciju, $to je bilo izrazenije kod ogledne grupe
teladi. Tome svakako treba pridodati i ¢injenicu da su telad napajana kolostrumom (i
kasnije mlekom) svojih majki, pri ¢emu je kolostrum majki tretiranih sa PTU kao

rezultat tretmana verovatno sadrzao i neSto manju koncentraciju IGF-1 u odnosu na
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kolostrum netretiranih majki, Sto se odrazilo i na njegov transfer kod teladi. Ipak, vazno
je naglasiti da se iskoriStavanje kolostralnih IGF-1 kod obe grupe teladi odvijalo istom
dinamikom od dana teljenja do kraja ispitivanog perioda, na Sta ukazuje identi¢an trend
kretanja njegove koncentracije.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na niske koncentracije IGF-1, koje su pracene
niskim koncentracijama insulina na dan teljenja i prvog dana neonatalnog Zivota.
Znaju¢i da je insulin dominantni regulator sinteze i sekrecije IGF-1, moglo bi se
ocekivati da su niske koncentracije IGF-1 u prvim danima zivota rezultat niske
koncentracije insulina ili da je je hipotireozno stanje dovelo do inhibicija sinteze i
sekrecije IGF-1 posredno, kroz inhibitorni efekat niske koncentracije insulina. Nasi
rezultati za promenu koncentracije IGF-1 tokom ispitivanog perioda kod ogledne grupe
teladi su u saglasnosti sa navodima autora koji su ustanovili da je hipotireoza u
neonatalnom periodu pracena niskim koncentracijama IGF-1 (Santana-Farre” i sar.,
2012).

Stanje 1 aktivnost somatotropne osovine mogu se analizirati i kroz zastupljenost
IGFBP-3, koji u fizioloskim uslovima vezuje vise od 75% cirkuliSuceg IGF-1 i time
reguliSe njegovu efektivnu koncentraciju u serumu, dostupnost tkivima i1 bioloSku
aktivnost (Kostecka i sar., 2002). U ovom radu zastupljenost IGFBP-3 u oglednoj grupi
je konstantno znacajno niza u odnosu na kontrolnu grupu. Rezultati IGFBP-3 u
kontrolnoj grupi ukazuju na dominantnu zastupljenost u odnosu na IGFBP-2 §to je u
saglasnosti sa rezultatima ostalih autora (Skaar i sar., 1994; Kirovski i sar., 2011). Niske
vrednosti IGFBP-3, takode prate niske koncentracije IGF-1 tokom celog perioda
istrazivanja. Povecanje koncentracije moze se primetiti tek sedmog dana kada su
vrednosti priblizne vrednostima kontrolne grupe.

Pad koncentracije IGFBP-3 omogucava ve¢i klirens molekula IGF-1 uz vecu
tkivnu dostupnost §to dovodi do pada serumske koncentracije IGF-1. Pad koncentracije
IGF-1 uz pad relativne zastupljenosti IGFBP-3 kod novorodene teladi je karakteristi¢an
za prve sate nakon radanja i traje do prvog napoja kolostruma pri ¢emu Kirovski i
saradnici (2011) ukazuju da je zastupljenost IGFBP-3 zavisna od procesa sinteze koja je
regulisana glukozom, s obzirom da u uslovima niske glikemije dolazi do procesa
proteoliticke razgradnje molekula IGFBP-3. Istrazivanja ukazuju da proteoliticka

razgradnja molekula IGFBP-3 mozZze biti regulisana energetskim potrebama. IGFBP-3
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smanjuje periferno iskoris¢avanje glukoze uz smanjenje periferne senzitivnosti tkiva na
glukozu i1 dovodi do povecanja insulinske rezistencije (Yamada i Lee, 2009). Prema
tome moglo bi se reéi da je energetski status u neonatalnom periodu znacajan faktor
zastupljenosti IGFBP-3 na §to ukazuju i Hammon i saradnici (2000). Znacajno niza
relativna zastupljenost IGFBP-3 u odnosu na kontrolnu grupa u nasem radu moglo bi se
smatrati posledicom energetskog deficita i niske koncentracije glukoze u prvim danima
nakon radanja kod teladi ogledne grupe. Istrazivanje koje su sproveli Rodriquez-Arnao i
saradnici (1994) na pacovima sa indukovanom hipotireozom, ukazalo je na nisku
ekspresiju mRNA IGFBP-3 kod ovih jedinki. Kasnije su slicne rezultate dobili su i
Ramos 1 saradnici (2001), koji navode da IGF vezujuéi proteini tokom neonatalnog
perioda pokazuju vecu osetlivost na tireoidne hormone. Naime isti autori su,
istazivanjem na tireoidektomisanim pacovima tokom neonatalnog perioda utvrdili da
egzogeno aplikovan T4 dovodi do povecCanje zastupljenosti mRNA IGFBP-3 u jetri i
povecanja serumske zastupljenosti IGFBP-3 do vrednosti koje su utvrdene kod
kontrolne grupe, ¢ime ukazuju na ulogu tireoidnih hormona u regulaciji IGFBP-3.
Navodi ovih autora mogu biti dodatno objasnjenje niske vrednosti IGFBP-3 kod teladi u
oglednoj grupi.

IGFBP-2 je dominantni IGF-vezujuéi protein tokom fetalnog perioda i njegova
relativna zastupljenost je u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom IGF-II u krvi.
Njegova primarna uloga je da inhibira oslobadanje IGF-1, odnosno da ga drzi vezanog
za sebe, smanjujué¢i mu tako koncentraciju u sistemskoj cirkulaciji i predstavljajuci
njegov depo. Tokom postnatalnog perioda i kod zivotinja u rastu, njegova relativna
zastupljenost opada, Sto se objasnjava kao mehanizam koji omogucava ispoljavanje
bioloske aktivnosti IGF-I, odnosno stimuliSe rast (Rausch i sar., 2002). Novija
istrazivanja navode da je IGFBP-2 pouzdan indikator nutritivnog statusa u ranom
postnatalnom periodu (Lo i sar., 2005; Smerieri i sar., 2011). Relativna zastupljenost
IGFBP-2 u krvi kontrolne grupe teladi, ustanovljena u ovom istrazivanju, u saglasnosti
je sa vrednostima koje navode Skaar i saradnici (1994) i Govoni i saradnici (2004).
Zastupljenost IGFBP-2 u krvi ogledne grupe teladi tokom celog perioda istrazivanja bila
je znacajno niza u odnosu na kontrolnu grupu, dok se unutar grupe nije znacajnije
menjala tokom ispitivanog perioda. Sedmog dana, relativna zastupljenost IGFBP-2 u

krvi kontrolne grupe teladi opala je do priblizno iste vrednosti koju je imala ogledna
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grupa, §to ukazuje da se i kod teladi ogledne grupe do tog vremena uspostavila
ravnoteza u relativnoj zastupljenosti pojedinih tipova IGFBP. U ovom istrazivanju je
ustanovljeno da relativnu zastupljenost IGFBP-2, ustanovljene kod teladi ogledne
grupe, prate i niske vrednosti glikemije, Sto nije u skladu sa rezultatima drugih autora.
Naime, niska relativna zastupljenost IGFBP-2 povezuju se sa pozitivnim energetskim
statusom zivotinje, dok visoka =zastupljenost IGFBP-2 ukazuje na dominaciju
katabolickih procesa u organizmu (Breier i sar., 2000). Napajanje zamenom mleka,
gladovanje ili nepravovremeno napajanje kolostrumom potencira katabolicke procese u
organizmu, a sa njima i visoku relativnu zastupljenost IGFBP-2 i snizenje odnosa
IGFBP-3/IGFBP-2 (Hammon i sar., 2000). Novija istrazivanja na pacovima ukazuju da
IGFBP-2 svoj uticaj na energetski status jedinke ostvaruje kroz inhibiciju ekspresije
gena za enzime glukoneogeneze u tkivu jetre, smanjujuéi na taj nacin nivo glukoze u
krvi 1 povecavajuci insulinsku osetljivost (Hedbacker i sar., 2010). Prilikom tumacenja
odnosa relativne zastupljenosti IGFBP-2 i energetskog statusa jedinke, vazno je
napomenuti da se kod prezivara IGFBP-2 nalazi u negativnom odnosu sa insulinom, §to
je suprotno u odnosu na ljude (McGurie i sar., 1995; Arafat i sar., 2009). Istrazivanja u
in vitro uslovima ukazuju na inhibitorni efekat insulina na ekspresiju mRNA za IGFBP-
2 u ¢elijama jetre (Boni-Schnetzler i sar., 1990; Demori i sar., 1999). Ramos 1 saradnici
(2002) utvrdili su povezanost povecane zastupljenosti IGFBP-2 kod neonatalnih pacova
sa niskom koncentracijom insulina, pri ¢emu su ukazali na osetljivost ekspresije mRNA
za IGFBP-2 u jetri pacova na promene u koncentraciji insulina. Kirovski i saradnici
(2011) su utvrdili blagi (ali ne 1 statisticki znacajan) porast zastupljenosti IGFBP-2 kod
neonatalne teladi nakon prvog napoja kolostrumom S§to bi se moglo objasniti
resorpcijom jednog dela IGF 1 vezujucih proteina koji onda dospevaju u krv. Rezultati
ovih radova ukazuju da niska relativna zastupljenost IGFBP-2 koje smo utvrdili u krvi
ogledne grupe teladi mogu biti rezultat smanjene sintetske aktivnosti celija jetre,
uzrokovane indukcijom hipotireoze.

Tireoidni hormoni pokazuju specifican mehanizam delovanja na ekspresiju i
zastupljenost IGFBP-2. Nanto-Salonen 1 saradnici (1991), a kasnije i Ramos i saradnici
(2001) su utvrdili odrzavanje visoke zastupljenosti IGFBP-2 kod pacova sa neonatalnim
hipotireoidizmom, $to govori u prilog ranijem zakljucku da je povecanje relativne

zastupljenosti IGFBP-2 jedan od mehanizama koji omogucava Stednju energije u
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uslovima funkcionisanja na nizem energetskom nivou, a istovremeno potvrduje i
pretpostavku da hipotireoza ima za rezultat smanjenje sintetske aktivnosti jetre uopste,
pa tako i u pogledu sinteze IGFBP-2. Sa druge strane Demori i saradnici (1999) u in
vitro uslovima ukazuju na direktan stimulativni efekat tireoidnih hormona na ekspresiju
mRNA za IGFBP-2 u ¢elijama jetre, $to govori da u in vivo uslovima verovatno postoje
dodatni faktori koji reguliSu sintezu i relativnu zastupljenost IGFBP-2. Isti autori
ukazuju na dominantnu ulogu insulina u regulaciji sinteze IGFBP-2 u situacijama
promene tireoidnog statusa (Demori i sar., 1999).

Niske vrednosti relativne zastupljenosti IGFBP-2 u krvi ogledne grupe teladi,
pracene su znaCajno viSim koncentracijama kortizola, $to nije u skladu sa navodima
drugih autora. Visoke koncentracije kortizola su rezultat stimulacije adrenokortikalne
osovine i predstavljaju jasan indikator stresnog stanja, karakteristi¢cnan za period radanja
(Jacob i sar., 2001). Nikoli¢ i saradnici (2003) povezuju stresno stanje i visoke vrednosti
relativne zastupljenosti IGFBP-2, §to ponovo moZze ukazivati na potrebu organizma da,
u uslovima koji nalazu preusmjeravanje dostupne kolicine energije prema tkivima koja
imaju prioritet u datom momentu, uspori rast i razmnozavanje ¢elija i tkiva tako Sto ¢e
smanjiti dostupnost IGF. Visoke koncentracije kortizola pri porodaju u fizioloSkim
uslovima pracene su visokom relativnom zastupljeno$¢u IGFBP-2 (Kirovski 1 sar.,
2011). Medutim, drugi autori (Forhead 1 sar., 1998; Breier i sar., 2000; Schmidt i sar.,
2004) navode da je peripartalno povecanje koncentracije kortizola jedna od klju¢nih
komponenata znacajnih za maturaciju somatotropne osovine, koja se, izmedu ostalog
manifestuje i opadanjem relativne zastupljenosti IGFBP-2 u postnatalnom periodu.
Rajaram i saradnici (1997) ukazuju da glukokortikoidi pokazuju supresivni efekat u
odnosu na relativnu zastupljenost IGFBP-2. Sauter i saradnici (2003) su ustanovili da je
aplikacija deksametazona kod neonatalne teladi dovela do pada relativne zastupljenosti
IGFBP-2, ali ne i supresije ekspresije mRNA za IGFBP-2 u c¢elijama jetre, kao i
povisenje koncentracije IGF-1 u krvi, najverovatnije kao rezultat njegovog pojacanog
oslobadanja sa molekula vezujuéih proteina.

Imaju¢i u vidu sve navedeno, moze se re¢i da je, kao rezultat indukcije
hipotireoze tokom prepartalnog perioda, organizam teladi ogledne grupe funkcionisao
na energetski nizem nivou, §to se (najverovatnije preko smanjene sintetske sposobnosti

jetre) odrazilo na koncentracije IGF-1, te relativnu zastupljenost IGF-vezujuéih
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proteina, koja je potencirala Stednju energije i usporavanje anabolic¢kih procesa u prvim

danima neonatalnog zivota.

6.4. Uticaj prenatalnog tretmana sa PTU na proteinski status neonatalne teladi

Koncentracija ukupnih proteina u krvi obe grupe teladi na dan teljenja bila je niza
u odnosu na sve kasnije vrednosti, §to govori u prilog literaturnim navodima da telad
dolaze na svet sa koncentracijama ukupnih proteina nizim u odnosu na odrasle jedinke
(Kraft i Diirr, 1999; Kirovski i sar., 2002). Razlog za to je, svakako, fizioloska
agamaglobulinemija, koja nastaje kao posledica nemoguénosti prolaska imunoglobulina
kroz placentu, zbog ¢ega se koncentracija globulina, a sa njima i ukupnih proteina naglo
povecava nakon unosa kolostruma (Herosimczyk i sar., 2011; Quezada-Tristan i sar.,
2014). Vrednosti koncentracije ukupnih proteina na dan teljenja (pre uzimanja
kolostruma), kao i trend njenih promena tokom perioda istrazivanja kod kontrolne grupe
bile su u saglasnosti sa vrednostima koje navode Kirovski i saradnici (2002) i Jezek i
saradnici (2006). Kod ogledne grupe teladi doslo je do blagog povecanja koncentracije
ukupnih proteina, koje uglavnom nije bilo statisticki znacajno u odnosu na inicijalne
vrednosti. Porast koncentracije ukupnih proteina u krvi teladi je rezultat unosa
kolostruma i resorpcije njegovih proteina, te se koncentracija ukupnih proteina moze
smatrati indirektnim indikatorom adekvatnosti napajanja kolostrumom (Tyler i sar.,
1998; Jezek i sar., 2006; Herosimczyk i sar., 2011). Porast koncentracije proteina u
prvih 24 sata neonatalnog zivota rezultat je povecane intestinalne propustljivosti,
posebno za imunoglobuline. Prema tome, porast ukupnih proteina u ranom neonatalnom
periodu rezultat je dominantne resorpcije imunoglobulina kolostruma (Hammon i sar.,
2002; Kirovski i sar., 2002). Kod obe grupe se moze zapaziti da postoji pozitivna
korelacija izmedu vremena i koli¢ine napoja kolostrumom i koncentracije ukupnih
proteina.

Rezultati za koncentraciju albumina u krvi teladi pokazuju da tokom ispitivanog
perioda uglavnom ne postoje statisticki znacajne razlike izmedu ogledne i kontrolne
grupe. Vrednosti koncentracije albumina u momentu rodenja kod obe grupe teladi bile
su ispod referentnih vrednosti za odrasle jedinke (30,30-35,50g/1 prema Kaneko i sar.,
2008), sto je u saglasnosti i sa podacima koje navode Knowels i saradnici (2000) i Jezek

1 saradnici (2006). Isti autori navode da telad dosezu referentne vrednosti koncentracije
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albumina sa oko 10 dana starosti. U ovom istrazivanju koncentracija albumina u krvi
ogledne grupe teladi bila je ispod donje granice referentnog intervala tokom celog
ispitivanog perioda, dok su vrednosti ustanovljene kod teladi kontrolne grupe dostigle
referentne vrednosti krajem ispitivanog perioda, Sto je u skladu sa literaturnim
navodima o vremenu izjednacavanja koncentracije albumina kod teladi sa referentnim
vrednostima za goveda uopste. Poredenjem sa koncentracijama globulina, uocljivo je da
su se telad radala sa ve¢om koncentracijom albumina u odnosu na globuline, i takav
odnos izmedu albumina i globulina je bio prisutan sve do prvog napoja kolostrumom.
Visoke vrednosti albuminsko/globulinskog odnosa kod jagnjadi na rodenju utvrdili su i
Nagi 1 saradnici (2014). Nakon uzimanja kolostruma karakteristiCan je rast
koncentracije globulina u odnosu na albumine, kada se njihov odnos menja u korist
globulina, Sto su potvrdili i Téthova i saradnici (2014) kod teladi tokom prve nedelje
neonatalnog Zivota. Koncentracija albumina kod kontrolne grupe teladi imala je
generalno stabilan trend postepenog porasta od dana teljenja do kraja ispitivanog
perioda, Sto ukazuje na povecanje sintetske aktivnosti jetre. Ovaj nalaz je u saglasnost
sa navodima Nussbaum i saradnika (2002) koji ukazuju da je povecanje koncentracija
proteina u krvi novorodene teladi tokom prve nedelje zivota rezultat povecane sinteze
albumina u jetri. Nasuprot tome, kod teladi ogledne grupe je izostao porast
koncentracije albumina i doSlo je do njenog postepenog opadanja prema kraju
ispitivanog perioda, Sto su Quigely i saradnici (2002) objasnili pojacanim katabolizmom
proteina i iskoriStavanjem aminokiselina u procesima glukoneogeneze. Tome svakako
doprinosi i porast koncentracije Tz u krvi ogledne grupe teladi, kao indikator povecanja
intenziteta bazalnog metabolizma, odnosno pojacane potrebe u energiji i potroSnje
glukoze, a posredno i intenziviranja glukoneogenetskih procesa. U prilog ovome je i
podatak da proteini u neonatalnom periodu imaju znacajnu ulogu u odrzavanju
energetske homeostaze, odnosno da albumini u situaciji povecanih energetskih potreba i
potreba za aminokiselinama kao gradivnim supstratom, snabdevaju organizam
dovoljnim koncentracijama aminokiselina (Herosimczyk i sar., 2011; Van der Akker i
sar., 2007).

Unos kolostruma doveo je znacajnog povecanja koncentracije globulina u krvi
teladi obe grupe, pri ¢emu su one kod teladi ogledne grupe bile znacajno nize u odnosu

na kontrolnu. Ovakav trend moZe da ukaZe na slabiji stepen iskoriStavanja globulina iz
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kolostruma, prvenstveno imunoglobulina, kod teladi ogledne grupe, i to najverovatnije
kao posledica nedovoljnog sazrevanja njihovog crevnog epitela, Sto je smanjilo i
iskoristavanje IGF-1. Imajuéi u vidu niske koncentracije tireoidnih hormona, insulina i
glukoze u krvi teladi ogledne grupe u prvim danima ispitivanog perioda, za oCekivati je
i da je generalni anabolicki efekat svih navedenih faktora (kao i drugih faktora rasta
poreklom iz kolostruma) kod ogledne grupe teladi bio slabije izrazen u odnosu na
kontrolnu grupu. Veéina radova koji opisuju efikasnost transfera imunoglobulina kod
teladi se odnosi na transfer IgG, kao glavnih imunoglobulina kolostruma (Stilwell i sar.,
2011; Villarroel 1 sar., 2013; Abd El-Fattah i sar., 2012). Utvrdena je i pozitivna
korelacija izmedu koncentracije globulina i koncentracije IgG u serumu novorodene
teladi nakon uzimanja kolostruma u prvih 24 sata zivota (Thais i sar., 2012). Matte i
saradnici (1982) navode da unos kolostruma u prvih Sest sati nakon rodenja omogucava
resorpciju 65,8% od ukupne koncentracije IgG unete kolostrumom. Isti autori utvrdili su
da taj procenat naglo opada do vrednosti od 6% 48. sata nakon rodenja, ukazuju¢i na
znacaj pravovremenog unosa kolostruma. U prilog ovome je i ¢injenica da promene
gastrointestinalnog sistema u neonatalnom periodu smanjuju moguénost resorbcije
imunoglobulina, dok koncentracija imunoglobulina u kolostrumu kontinuirano opada
tokom vremena od teljenja (Pacha i sar., 2000). Imajuéi u vidu €injenicu da su telad obe
grupe pravovremeno unela dovoljne koli¢ine kolostruma, faktor vremena unosa
kolostruma se ne moze uzeti kao uzrok nize koncentracije globulina kod teladi ogledne
grupe. Koncentracije imunoglobulina rastu tokom perioda ispitivanja i trend kretanja
prati trend kretanja kod kontrolne grupe, $to ukazuje da kod ogledne grupe ipak postoji
transfer imunoglobulina ali je verovatno efikasnost i kapacitet resorbcije manji u odnosu
na kontrolnu grupu.

S obzirom na to da su majke teladi ogledne grupe tretirane sa PTU tokom zavrSne
faze graviditeta, odnosno u periodu kada se mlecna zlezda priprema za porodaj i
inicijaciju laktacije, logi¢na pretpostavka je da je tretman uticao i na koli¢inu
sintetisanih imunoglobulina i njihov transfer iz krvi u mle¢nu Zlezdu, Sto je takode
potencijalni razlog za slabiji transfer kolostralnog imuniteta kod teladi ogledne grupe.
Isto tako, s obzirom da je tretman majki sa PTU trajao do samog dana teljenja, za
ocekivati je da se (u skladu sa literaturnim podacima o transferu PTU u mleko kod ljudi)

odredena koli¢ina PTU nade i u kolostrumu, odnosno mleku, $to bi moglo da uti¢e i na
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telad koja ih unose. Prema naSim saznanjima, veoma je mali broj istrazivanja koje se
odnose na uticaj PTU na sastav kolostruma ili mleka kod krava. Ranija istrazivanja koje
su sproveli Chanda i saradnici (1951), analiziraju¢i sastav mleka kod krava koja su bile
tretirana tiouracilom, su pokazala da tiouracil ne utice na proteine mleka.

Znacajan faktor koji utiCe na efikasnost resorpcije imunoglobulina i ostalih
znacajnih makromolekula kolostruma je i sazrevanje intestinalnog epitela, koje je
regulisano perinatalnim koncentracijama kortizola, koji stimuliSe makromolekularni
transport kroz intestinalnu barijeru. Medutim, Stott i saradnici (1980) su utvrdili da
tretman teladi sa kortikosteroidima ili indukcija sekrecije hormona nadbubrega ne
dovodi do povecanja resorpcije imunoglobulina, iz ¢ega su izveli zakljucak da je znacaj
kortizola u maturaciji resorpcione sposobnosti crevnog epitela u prenatalnom periodu. U
prilog ovome je i istrazivanje koje je pokazalo da tretman sa ACTH dovodi do blagog
povecanja  kapaciteta resorpcije imunoglobulina kod prevremeno rodene jagnjadi
(Hough 1 sar., 1990). Prevremeno rodene jedinke imaju manji kapacitet resorpcije
makromolekula, §to se moZe pripisati nivou maturacije intestinalnog epitela, ali takode i
endokrinim i metaboli¢kim promenama karakteristicnim za prevremeno rodene jedinke,
koje onemogucéavaju maksimalno ispoljavanje funkcionalnog kapaciteta enterocita u
odnosu na mehanizme resorpcije makromolekula. Cabello 1 Levieux (1981) su kod
novorodene jagnjadi utvrdili negativnu korelaciju izmedu koncentracija imunoglobulina
i kortizola u prvim satima nakon rodenja, i ukazali da je moguce da kortizol smanjuje
resorpciju IgG u prvim satima nakon rodenja. Sanglid (2003) objasnjava mogucnost
pozitivnog i negativnog efekta visoke koncentracije kortizola na efikasnost i kapacitet
resorpcije imunoglobulina kod novorodene teladi. Prema navodima ovog autora, jak
stres uz visoke koncentracije kortizola kod teladi rodene nakon optimalnog trajanja
graviditeta, direktno je vezan za distocije ili metabolicke i endokrine promene kod teladi
na rodanju (hipooksija, acidoza, hipoglikemija, visoke koncentracije adrenalina) i moze
da smanji kapacitet resorpcije imunoglobuluna. Istrazivanja na pacovima tokom ranog
neonatalnog perioda ukazuju da visoke koncentracije kortizola nakon rodenja smanjuju
kapacitet vezivanja IgG usled inhibicije ekspresije Fc receptora na intestinalnom epitelu
(Gill i sar., 1999). Isti autori su takode utvrdili sli¢éne efekte i nakon davanja visokih
koncentracija tiroksina. Cabello i saradnici (1978; 1980) 1 Slebodzinski i saradnici

(1995) ukazuju na negativni efekat T4 na resorpciju imunoglobulina. Cabello i saradnici
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(1981) navode da T, stimuliSe ¢elijsku zamenu unutar intestinalnog epitela, dok T;
pozitivno uti¢e na proces resorpcije u prvim satima nakon rodenja. U prilog tome su i
navodi da tireoidni hormoni direktno utiCu na razvoj i maturaciju enterocita, dok
inaktivacija receptora za tireoidne hormone usporava proces intestinalne maturacije
(Pacha 1 sar., 2000). Po svemu sude¢i, nize koncentracije globulina (odnosno najve¢im
delom imunoglobulina) kod ogledne teladi su verovatno rezultat endokrinih i
metabolickih promena uz nizak energetski bilans (niska glikemija, niske vrednosti
insulina, vrednosti tireiodnih hormona i IGF sistem), kao i visokog stepena stresa koji se
ogleda kroz visoke koncentracije kortizola, a koji je doveo do o smanjenja kapaciteta i
efikasnosti resorpcije imunoglobulina. Sanglid (2003) navodi da nutritivni i energetski
deficit fetusa tokom poslednje faze graviditeta moze da da smanji intestinalni kapacitet
iskori§¢avanja imunoglobulina u postnatalnom periodu, Sto je uzrok veceg procenta
smrtnosti teladi u neonatalnom periodu. Medutim, ovi navodi nisu u skladu sa
istrazivanjima koja su pokazala da novorodene Zivotinje sa zastojem u rastu imaju veci
kapacitet intestinalne absorbcije makromolekula (Svendsen i sar., 1990; Jensen i sar.,

2001).

6.5. Uticaj prenatalnog tretmana sa PTU na lipidni status neonatalne teladi

Kolostrum je znacajan izvor lipida, koji se resorbuju u digestivnom traktu
neonatalne teladi, nakon ¢ega dolazi do povisenja koncentracije holesterola i triglicerida
u krvi (Hammon i Blum, 1998), sa ciljem obezbedenja dovoljnih koli¢ina energije i
povoljnog energetskog bilansa (Blum i Hammon, 2000). O znacaju kolostruma kao
izvora lipida za novorodene jedinke govore i rezultati istrazivanja koje su sproveli
Pethick i saradnici (1993), koji su ustanovili da oko 60% od ukupnih slobodnih masnih
kiselina u krvi prezivara poti¢e iz procesa hidrolize triglicerida uz pomo¢ enzima
lipoprotein-lipaze (LPL). Rezultati ovog istrazivanja potvrduju navode pomenutih
autora, jer je kod obe grupe teladi ustanovljen porast koncentracije triglicerida i
holesterola nakon uzimanja kolostruma, da bi tokom ostatka ispitivanog perioda obe
grupe teladi imale isti trend kretanja ova dva parametra. Koncentracije triglicerida u
krvi teladi ogledne grupe bile su vise u odnosu na kontrolnu tokom celog ispitivanog

perioda, dok je kod koncentracije holesterola ustanovljen suprotan trend. Nalaz
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koncentracije triglicerida kod teladi kontrolne grupe u saglasnosti je sa navodima drugih
autora (Hammon i Blum, 1998; Jankowiak i sar., 2010; Herosimczyk i sar., 2013).

Visoke koncentracije triglicerida u krvi teladi ogledne grupe na dan teljenja prije
uzimanja kolostruma) ukazuju na smanjenu aktivnost LPL tokom perioda prenatalne
hipotireoze, jer je dokazano da niske koncentracije tireoidnih hormona (posebno Ts)
smanjuju aktivnost LPL (Jin i Teng 2014). Potvrdu ovih navoda daju i autori koji su
ustanovili da je hipotireozno stanje pra¢eno pojavom sekundarne dislipidemije i
povisenjem koncentracije trgilicerida (Ibrahim i sar. 1984 ; Celik i sar 2000 ). Postepeni
porast koncentracije triglicerida u krvi ogledne grupe teladi tokom ispitivanog perioda
ukazuje na efikasnu resorpciju triglicerida iz kolostruma, kao i prolongirani efekat
niskih koncentracija tireoidnih hormona na aktivnost LPL, koji polako slabi sa njihovim
povisenjem, Sto se vidi 1 kroz kretanje koncentracije triglicerida koja od petog dana
nakon teljenja polako opada prema kraju ispitivanog perioda.

Stanko i saradnici (1991) navode da poviSenje koncentracije triglicerida u krvi
moze biti indikator njihovog pojacanog iskoriStavanja za energetske potrebe organizma,
iako nisu utvrdili korelaciju izmedu delovanja niskih temperatura kao izvora stresa i
povisenja koncentracije triglicerida.

Gronget (1984) navodi da je hipoksija tokom ranog neonatalnog perioda kod
jagnjadi pracena poviSenjem koncentracije triglicerida, $to tumace smanjenom
oksidacijom slobodnih masnih kiselina i smanjenim iskoriStavanjem triglicerida u
perifernim tkivima, zbog cega dolazi do njihove reesterifikacije. Imajuc¢i u vidu da
hipotireozno stanje ima za posledicu i smanjenje utilizacije kiseonika u tkivima,
odnosno smanjenu oksidativnu aktivnost, za ocekivati je da ¢e kod jedinki u
hipotireoznom stanju koncentracija triglicerida biti poviSena, $to je verovatno slucaj i u
ovom istrazivanju.

Uticaj glukokortikosteroida na koncentraciju triglicerida je specifican po tome da
oni povecavaju aktivnost LPL 1 smanjuju perifernu koncentraciju triglicerida,
potencirajuci iskoriStavanje slobodnih masnih kiselina u tkivima za njihove energetske
potrebe (Peckett i sar., 2011 ; Kusenda i sar., 2013). Istrazivanja ukazuju da svoj
stimulativni efekat na aktivnost LPL, glukokortikoidi ostvaruju u prisustvo insulina
(Ottoson i sar., 1994). Insulin je antilipoliticki i anaboli¢ki hormon, koji pozitivno utice

na gensku regulaciju sinteze i aktivnosti LPL, ¢ime stimuliSe katabolizam lipoproteina

152



koji sadrze trigliceride, $to bi u slucaju ogledne grupe teladi mogao biti uzrok
odrzavanja visokih koncentracija triglicerida u prvim danima neonatalnog zivota.

Varijacije vrednosti koncentracije triglicerida u krvi ogledne grupe teladi tokom
ispitivanog perioda mogu se dovesti u vezi i sa maturacijom epitela digestivnog trakta i
njegovom sposobnoscu za resorpciju lipida, jer je poznato da stepen maturacije
gastrointestinalnog sistema u velikoj meri utiCe i na sposobnost iskoriStavanja
komponenti kolostruma. Istovremeno, sam stepen maturacije gastrointestinalnog
sistema teladi, sekrecija i aktivnost enzima koji ucestvuju u iskoriStavanju masti
uslovljeni su, izmedu ostalog, i unosom kolostruma, odnosno faktora rasta koji se u
njemu nalaze.

Blittler i saradnici (2001 ) utvrdili su vecu aktivnost pankreasne lipaze kod teladi
napajane kolostrumom u duzem vremenskom periodu nakon teljenja. Sekrecija enzima
egzokrinog pankreasa, ukljucujuci i pankreasnu lipazu u vreme teljenja je veoma niska i
povecava se tokom prvih 8 dana neonatalnog zivota (Huber i sar., 1961 ; Guilloteau i
sar. 2009), kako bi se omogucilo efikasno iskoriStavanje proteina mleka Cije je
razlaganje pocelo delovanjem Zzeluda¢nog soka. U prilogu ovome je i podatak da
koagulirani kazein u abomazusu teladi usporava resorpciju triglicerida za nekoliko sati,
obzirom da su koncentracije himozina i pepsin su dovoljne da koaguliSu prispele
koli¢ine kazeina joS prvog dana nakon rodenja (Hocquette i Bauchart 1999 ; Guilloteau
i sar. 2009 ref103). Takode je utvrdeno da je intestinalna sinteza hilomikrona i VLDL
kod teladi napajane zamenama za mleko spora i svoj maksimum dostize tek 8 sati nakon
napajanja (Durand i sar.,1990). Maturacija mehanizama i enzima koji ucestvuju u
iskoriStavanju masti iz kolostruma i mleka u prvim danima neonatalnog zivota teladi
odvija se dosta brzo, na Sta ukazuje i prakti¢no identiCan trend kretanja koncentracija
triglicerida kod ogledne i kontrolne grupe teladi tokom ispitivanog perioda.

Koncentracije holesterola u krvi teladi obe grupe povecavaju se znacajno vec
drugog dana neonatalnog zivota, $to jasno ukazuje da znacajan dio holesterola u krvi
neonatalne teladi potice iz kolostruma. Koncentracije holesterola rastu tokom citavog
perioda ispitivanja u obe grupe, s tim da su kod ogledne grupe teladi sve vreme nesto
nize.

Potencijalno objasnjenje za nize koncentracije holesterola u krvi teladi ogledne

grupe je njegova smanjena sinteza u tkivu jetre, zbog generalno smanjene sintetske
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aktivnosti jetre uzrokovane hipotireoznim stanjem. Tireoidni hormoni reguliSu
koncentraciju holesterola tako $to stimuliSu aktivnhost HMG-CoA reduktaze, enzima
znacajnog u sintezi holesterola, ali istovremeno pojacavaju i ekspresiju receptora za
lipoproteine niske gustine (LDL), ¢ime potenciraju njegovo preuzimanje u tkivima i
katabolizam (Rizos i sar., 2011 ). U prilog ovome su i nalazi da indukcija hipotireoze
dovodi do povisenja koncentracije holesterola usled smanjenja njegovog katabolizma i
klirensa holesterola iz cirkulacije (Gupta i sar., 2010). Rezultati ovog istrazivanja
ukazuju da je indukcija hipotireoze tokom prenatalnog perioda imala za posledicu
smanjenje koncentracije holesterola, najverovatnije zbog njegove smanjene sinteze u
tkivu jetre, Sto je u skladu sa podacima koje navode Irmak i saradnici (2004) kod
prevremeno rodene teladi. S obzirom da su se niske koncentracije tireoidnih hormona u
krvi teladi ogledne grupe odrzavale i tokom prva dva dana nakon teljenja, za ocekivati
je da i opisani efekat bude prolongiran, te da sa porastom koncentracije tireoidnih

hormona postepeno slabi, §to se u ovom istrazivanju i dogodilo.
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7. ZAKLJUCCI

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

. Tretman primiparnih majki sa PTU tokom poslednje faze graviditeta
izaziva hipotireozu neonatalnih teladi s obzirom da su tokom prvih dana neonatalnog
zivota koncentracije tireoidnih hormona bile statisticki znacajno nize, a koncentracije
TSH znacajno vise kod teladi poreklom od tretiranih majki u odnosu na telad ¢ije majke
nisu bile tretirane sa PTU. Dodatno je, histoloSkom analizom, kod teladi poreklom od
tretiranih majki utvrdena hiperplazija tireoidne zlezde.

. Ekspresija iRNK za sva tri tipa ispitivanih dejodinaza u tkivu placente
tretiranih primiparnih majki je bila znacajno smanjena u odnosu na netretirane majke,
ukazujuci da je hipotireoza teladi poreklom od majki tretiranih sa PTU bila uzrokovana
ne samo mogu¢im efektom PTU na aktivnost tireoidne osovine fetusa, ve¢ i smanjenim
transferom tireoidnih hormona kroz placentu.

. Kod teladi poreklom od tretiranih primiparnih majki utvrdena je
kompenzatorna hipertireoza u periodu od 4. do 6. dana neonatalnog zivota, koja se
manifestovala statisticki znacajno ve¢om koncentracijom tireoidnih hormona tokom 4.,
5.1 6. dana neonatalnog Zivota, kao 1 statisticki znacajno nizom koncentracijom TSH 5.
i 6. dana neonatalnog zivota u odnosu na telad poreklom od netretiranih primiparnih
majki.

. Hipotireoza neonatalne teladi ogledne grupe je bila udruZzena sa
nepovoljnim energetskim statusom novorodenih jedinki, koji se ogledao u znacajno
nizoj koncentraciji glukoze i insulina tokom prva 2 dana neonatalnog Zivota, i znacajno
viSoj koncentraciji kortizola tokom prvih 7 dana neonatalnog Zivota u odnosu na telad
poreklom od netretiranih primiparnih majki.

. Hipotireoza neonatalne teladi ogledne grupe bila je udruZzena sa
usporenim sazrevanjem IGF osovine tokom prve nedelje neonatalnog Zivota, s obzirom
da su koncentracija IGF-I i relativna zastupljenost IGFBP-2 i IGFBP-3 kod njih bile
znacajno nize u odnosu na telad poreklom od netretiranih primiparnih majki, sve do 7.
dana Zivota, kada su se koncentracije kod obe grupe teladi izjednacile.

. Resorpcija imunoglobulina iz kolostruma kod teladi ogledne grupe je

bila slabija, Sto se manifestovalo nizom koncentracijom globulina u odnosu na telad
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poreklom od netretiranih primiparnih majki u svim periodima ispitivanja, izuzev 0. dana
neonatalnog zivota.
. Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji ukazuju na znacaj tireoidnih

hormona za adekvatnu adaptaciju neonatalne teladi na ekstrauterine uslove Zivota.
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IIpuaor 1.
H3jasa o ayTopcTBY

IHoTnucanu:

Opoj ymuca:

HN3jaBbyjem

JIa je TOKTOPCKa JUCepTaInja Mol HaCIIOBOM:

XOpMOHAIHU U METAa0OJIMYKH CTaTyC TeIa i HEOHATATHOT IIepHO/ia IIOPEKIOM O]
IpUManapHUX MajKu TPETUPAHUX ca NPONUITHOYPALUIOM TOKOM I'PaBUIUTETA.

® pe3yJTaT CONCTBEHOT UCTPAKMBAYKOT Pasa,

e Jla MpeUIOKEHa TUcepTaldja y IelIMHU HU Y JIeJIOBUMa HUje Ouia mpeJioxeHa
3a no0ujame OWIO Koje JUIUIOME MpeMa CTYIUjCKUM Tporpamuma JIpyrux
BHCOKOIIIKOJICKHX YCTaHOBA,

® Ja Cy pe3yiTaTH KOPEKTHO HaBEICHU U

® Ja HHMCaM KpIIMO/Jla ayTOPCKa IMpaBa M KOPUCTUO HHTEJIEKTyalHY CBOJUHY
JPYyTUX JIALA.

HoTnuc noxkTopanga

VY beorpany,
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IIpuaor 2.

M3jaBa 0 NCTOBETHOCTH LITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
JTOKTOPCKOT paaa

Hwme n npe3ume ayTopa:

bpoj ymuca:

Crynujcku porpaM: JIOKTOpPCKE aKaJeMCKe CTYAu]e

Hacnos pana: XOpPMOHAIIHU M METa0O0JNYKH CTarycC TCjJaayd HCOHATaJIHOI' IICpHUOoaa

HOOPCKJIOM OJI TIpHUMalapHUX MaiKI/I TPETUPAHUX Ca MNPONHMIITHOYPAIIHMIOM TOKOM
T'paBUOUTCTA.

Mentop: [pod. np Hanujena Kuposcku

ITornucanu:

U3jaBJbyjeM Ja je IITaMIaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT paja MCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEpP3UjU KOjy caM TmpeAao/na 3a o0jaBJbUBame Ha TopTany JlururaaHor
peno3utopujyma YHuBep3utTeray beorpany.

Jlo3BospaBam n1a ce 00jaBe MOjU JTMYHH TTO/IAIM BE3aHH 32 JOOHjamke aKaJeMCKOT 3Bamba
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe U Tpe3uMe, FoJJMHA U MECTO pohema U 1aTyM oa0paHe
pana.

OBM JMYHU TOJAllM MOTY ce O00jaBUTHM Ha MPEKHUM CTpaHUIaMa JUTUTAIHE
Oubnmoreke, y €JIEKTPOHCKOM Karajory M Yy IyOiaukanujamMa YHUBEp3HTETa Yy
beorpany.

IMoTnuc noxkTOopanga

VY beorpany,
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IIpuaor 3.

H3jaBa o kopunihemwy

Ognamhyjem YHuBep3uTeTcKy Oubmmoteky ,,CBetozap Mapkosuh® na y dururamnnu
penozuTopujymM YHuUBep3utera y beorpamy yHece MOjy JOKTOPCKY IUCEpTaLUjy IO
HACIIOBOM:

XOpMOHAJIHM M META0O0JMYKHM CTAaTyC TeJaJ¥ HEOHATAJHOI IMEpUOoAA HOPEKJIOM O]

OpuManapHux MaiKH TPECTHUPAHUX CA NPONMHUITHOYPAIIUIOM TOKOM I'paBUAUTETA

KOja je Moje ayTOpCKO JIeo.

JucepTanyjy ca CBUM IIPUIIO3MMA MPEAao/aa caM y eIeKTPOHCKOM (GopMary MOroHOM
3a TPajHO apXUBHUPALE.

Mojy AOKTOpPCKY JHCepTalHjy OXPameHy Y JIUTUTaTHU pero3uTOPUjyM Y HUBEP3UTETA
y Beorpaay mMory na kopucte CBM KOjU HOLITYjY olpende caapkaHe y oJadpaHOM THITY
munenne Kpeatusne 3ajennurie (Creative Commons) 3a K0jy caMm ce oydno/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]jaTHO

3. AyTopcTBO — HEKOMeEpIIMjaTHO — 0e3 Tpepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHJAITHO — JIEJIUTH 0T HCTUM YCIIOBHMA
5. AyTtopcTBO — 03 mpepaje

6. AyTOpCTBO — JENUTH O] UICTHM YCIOBAMA

(Monmumo 51a 3a0KpyXHTE caMO jeIHy O] HIECT MOHYleHHX JHMIICHIM, KpaTak OIHUC
JUICHIIN JaT je Ha mojehuHu nucTta).

V¥ beorpany, IMoTrnuc noKkTOpanga
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