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Uticaj peroralne aplikacije hroma na insulinsku osovinu i IGF sistem

kod teladi holStajn-frizijske rase

KRATAK SADRZAJ

Hrom je hemijski elemenat Cija je bioloska aktivnost jo§ uvek predmet izucavanja
kod domacih zivotinja. Kod ljudi i laboratorijskih Zivotinja je dokazano da hrom utice
na efekte insulina sa posledi¢nim uticajem na regulaciju metabolizma ugljenih hidrata,
proteina i lipida, Ovaj efekat je posebno izrazen kod mladih jedinki tokom perioda rasta.
Osim uticaja na insulinski signalni put, postoje indicije da hrom moze uticati i na IGF
sistem, ali u dosadasnjim ispitivanjima, osim uticaja hroma na promene koncentracije
IGF-I, uglavnom nije proucavan uticaj hroma na ostale komponente ovog sistema (IGF

vezujuce proteine i receptore za IGF molekule).

Cilj ove disertacije je bio da se ispita uticaj peroralnog davanja hroma (organski
trovalentni hrom vezan za kvasac) na insulinsku osovinu i IGF sistem kod teladi uzrasta
od mesec dana do Cetiri meseca. Ovaj uzrast je odabran jer je to period kada telad
prelazi sa mle¢ne ishrane na ishranu kabastim i koncentrovanim hranivima, svojstvenu

odraslim prezivarima i predstavlja period metabolickog “prestrojavanja”.

Za ogled je izabrano 24 teladi holStajn-frizijske rase uzrasta mesec (32+3) dana,
koja su podeljena u dve grupe. Teladi PoCr grupe (n=12) je svakodnevno, izazivanjem
refleksa sisanja brizgalicom, peroralno aplikovan hrom rastvoren u mileku, dok je
kontrolnoj, NCr grupi (n=12) u istom periodu aplikovano samo mleko. Tokom ogleda,
od obe grupe, su uzimani uzorci miSi¢nog tkiva 0. i 70. dana, kao i uzorci krvi u
intervalima od 10 dana, odnosno 0., 10., 20., 30., 40., 50., 60. i 70. dana, kada je vrseno
I merenje telesne mase. Takode su izvedeni intravenski testovi opterecenja glukozom
(IVGTT) cetiri puta u toku trajanja ogleda i to 0., 30., 50. i 70 dana ogleda. U uzorcima
misi¢nog tkiva odredivana je zastupljenost proteina signalnog puta insulina i to:
insulinskog receptora (IRP), supstrata insulinskog receptora fosforilisanog na tirozinu
632 (pIRS-1 Tyr®®?), supstrata insulinskog receptora fosforilisanog na na serinu 307
(pIRS-1  Ser®™), protein kinaze B (Akt) fosforilisane na serinu 473 (pAkt Ser*”),
transportnog molekula za glukozu (GLUT4) i AMP - zavisne protein kinase (AMPK). U
uzorcima krvi odredivane su koncentracije biohemijskih parametara: glukoze, NEFA,



BHBA, holesterola, triglicerida, ukupnih proteina, albumina, globulina kao i
koncentracije hormona: insulina i kortizola. Dodatno, u uzorcima krvi je odredivana
koncentracija IGF-I i IGF vezuju¢ih proteina (IGFBP 1,2,3,4).

Peroralna aplikacija hroma izazvala je, kod PoCr u odnosu na NCr grupu, porast
zastupljenosti IRB (p< 0,05), pIRS-1 Tyr®*? (p< 0,001), pAkt Ser*”® (p< 0,05), GLUT4
(p< 0,05) i AMPK (p< 0,001), dok zastupljenost pIRS-1 Ser®””, kao negativnog

regulatora signalnog puta insulina, nije bila promenjena.

Rezultati testova opterecenja glukozom sugerisu povecanu insulinsku senzitivnost
odnosno bolju utilizaciju glukoze kod grupe kojoj je peroralno aplikovan hrom.
Peroralna aplikacija hroma je dovela do nizih vrednosti za T% (p< 0,05) i AUCgiukoza
(p< 0,05), PiKinsuiin (p< 0.05) kao i visin k vrednosti (p< 0,05) i vrednosti RQICKI testa
(p< 0,05) kod PoCr u odnosu na NCr grupu. Smanjene bazalne koncentracije glukoze i
insulina 30. i 70. dana ogleda (p< 0,05 za glukozu i insulin u oba perioda) ukazuju na
moguc energetski deficit teladi kojima je peroralno aplikovan hrom, posebno u periodu
nutritivnog prestrojavanja. Peroralna aplikacija hroma teladima dovela je, 50. dana
ogleda, do smanjenja koncentracija IGF-1 i IGFBP-3 (p< 0,05, za oba parametra) kod
teladi PoCr u odnosu na NCr grupu. Nisu zabelezeni efekti peroralne aplikacije teladi na

telesnu masu ni u jednom od ispitivanih perioda.

Dobijeni rezultati ukazuju da peroralno aplikovan hrom znaajno utice na
metabolizam teladi, posebno u periodu metabolickog prestrojavanja, ali da krajnji efekat
na performanse teladi (telesnu masu, pre svega) verovatno zavisi od prilagodenosti

energetske komponente obroka pove¢anom sadrzaju hroma u organizmu.

Kljucne reci: hrom, insulinska osovina, IGF sistem, telad.
Naucna oblast: Veterinarska medicina
Uza nauc¢na oblast: Fiziologija

UDK broj: 619 : 591.147 : 546.76



Effect of peroral chromium administration on the insulin axis and IGF

system in holstein calves

SUMMARY

Chromium is a chemical element whose biological activity is still subject of study in
domestic animals. In humans and laboratory animals it has been proven that chromium
has impact on the effects of insulin, with the consequent effect on the regulation of
carbohydrate, protein, and lipid metabolism. This effect is particularly pronounced in
young animals during the growth period. In addition to the effects on the insulin signal
pathway, there are indications that chromium may also affect the IGF system.
Nevertheless, expect the influence of chromium on changes in IGF-I concentration,
previous studies did not investigate influence of chromium on other components of this

system (IGF-binding proteins and receptors for IGF molecules).

The objective of this study was to investigate the effect of peroral chromium (chromium
enriched yeast) administration on the insulin axis and IGF system in calves at the age
from one to four months. This age was chosen because it is the period when calves are
switching from milk feeding to forages and concentrate, characteristic for adult

ruminants and represents a period of metabolic turnover.

Twenty-four Holstein-Friesian calves aged 1 month (32 + 3 days) were chosen for the
study and divided into two groups. The PoCr group (n = 12) that perorally received 0.04
mg of Cr/kg of body mass during 70 days. Chromium dissolved in milk was
administered to each calf using a syringe that caused suckling reflex. The NCr group (n
= 12) acted as a control group, and has received milk, by peroral application and with
no added Cr during the same period. Muscle tissue samples were taken from both
groups on days 0 and 70. Blood samples were taken in the intervals of 10 days, meaning
on days 10, 20, 30, 40, 50, 60, and 70, when body mass was also measured. Intravenous
glucose tolerance tests (IVGTT) were performed, four times during the experiment,
meaning on days 0, 30, 50. and 70. Molecules investigated in the muscle tissue samples
were: insulin B-subunit receptor (IRB), phosphorylation of IRS1 at Tyrosine 632
(pIRS-1 Tyr®?), phosphorylation of insulin receptor substrate 1 at Serine 307 (pIRS-1



Ser®®), phosphorylation of Akt at Serine 473 (pAkt Ser*”), glucose transporter-4
(GLUT4), and AMP-activated protein kinase (AMPK).

The concentrations of biochemical parameters and hormones in blood samples were
determined: glucose, NEFA, BHBA, cholesterol, triglycerides, total proteins, albumin,
globulin, insulin, and cortisol. In addition, concentration of IGF-I and IGF binding
proteins (IGFBP 1,2,3,4) were determined in the blood samples.

Chromium supplementation increased protein content of the IRB (p <0.05), pIRS-1
Tyr® (p <0.001), pAkt Ser*” (p <0.05), GLUT4 (p <0.05), and AMPK (p <0.001),
while pIRS-1 Ser®”, as a negative regulator of the insulin signal pathway was not
affected by chromium treatment.

The results of glucose tolerance tests suggest increased insulin sensitivity and better
glucose utilization in the group that was perorally administered by chromium.
Chromium administration resulted in lower values for T (p <0.05), AUCgiucose (P
<0.05), and PiKinsulin (p <0.05), while higher k (p <0.05) and RQICKI values (p <0.05)
were observed in PoCr relative to the NCr group. Reduced basal glucose and insulin
concentrations on days 30 and 70 (p <0.05 for glucose and insulin, in both periods,
respectively) indicate a possible energy deficit in the calves that were perorally
administered by chromium, especially during the nutritive turnover period. The peororal
application of chromium led to a decrease in the concentration of IGF-1 and IGFBP-3 (p
<0.05, for both parameters) in the PoCr calves relative to the NCr group on day 50 of
the experiment. The effects of peroral chromium administration on body weight were
not observed in any of the examined periods.

The results obtained indicate that the perorally administrated chromium significantly
affects the metabolism of the calves, especially during the metabolic turnover period,
but that the final effect on calves performance (body weight particularly) presumably
depends on the adjustion of the energy component of the meal to increased chromium
content in the body.

Key words: chromium, insulin axis, IGF system, calves.
Scientific area: Veterinary medicine

Specific scientific field: Physilogy

UDK number: 619 : 591.147 : 546.76
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SPISAK SKRACENICA KORISCENIH U TEKSTU
AMPK- AMP- zavisna protein kinaza
AUCiukoza - Povrsina ispod krive koncentracije glukoze
AUC;nsuiin - povrsina ispod krive koncentracije insulina
BHBA- B-Hydroxybutyric acid (beta hidroksi buterna kiselina)
GLUT- transportni molekul za glukozu
DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

IGFBP - Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (vezuju¢i proteini za insulinu-

sli¢ne faktore rasta)

IGF-I - Insulin-Like Growth Factor-1 (insulinu-sli¢an faktor rasta-1)
IGF-I1 - Insulin-Like Growth Factor-11 (insulinu-sli¢an faktor rasta-I1)
IRNK - informaciona ribonukleinska kiselina

IR- insulinski receptor

IVGTT- Intravenous glucose tolerance test (intravenski test optere¢enja gukozom)
k — stepen opadanja koncentracije glukoze tokom IVGTT testa
AMAXinsuiin - maksimalni porast insulina

NEFA- non-esterified fatty acids (neesterifikovane masne kiseline)

PEG - Polyethilenglicol (polietilenglikol)

PBS - Phosphate Buffer Solution (fosfatni pufer sa NaCl)

pAkt Ser*”- protein kinaza B (Akt) fosforilisana na serinu 473

P1-3-K- fosfatidilinozitol 3 kinaza

pIRS-1 Tyr® - supstrat insulinskog receptora fosforilisan na tirozinu 632
pIRS-1 Ser®®’- supstrat insulinskog receptora fosforilisan na serinu 307
PiKgiukoza -najveca vrednost koncentracije glukoze

Pikinsulin - najvec¢a vrednost koncentracije insulina

RIA — Radioimmuno-Assay (radioimunoesej test)



RQUICKI - revised quantitative insulin sensitivity check index (matematicki
pokazatelj insulinske senzitivnosti)

SDS-PAGE - Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (natrijum-

dodecil sulfat poliakril amid gel elektroforeza)
Toglukeza - bazalna koncentracija glukoze
Toinsulin- azalna koncentracija insulina

Ty, - poluvreme eliminacije glukoze



1. UVOD

Uslovi tokom odgoja teladi u intenzivnoj govedarskoj proizvodnji ¢esto dovode
do stresnih stanja, koja, ne samo da mogu biti uzrok nastanka razlicitih oboljenja, ve¢ se
mogu negativno odraziti na razli¢ite metaboli¢ke procese, a time i na rast i razvoj teladi.
Da bi se ostvarila o¢ekivana ekonomska dobit tokom uzgoja podmlatka, bez negativnih
posledica po njihovo zdravlje, od izuzetne je vaznosti poznavanje svih mehanizama koyji
omogucavaju pravilno odvijanje metabolickih procesa, odnosno rasta i razvoja teladi.

Od ranije je poznato da su insulinska 1 somatotropna osovina klju¢ne za pravilan
rast odnosno deponovanje hranljivih materija kod svih zivotinjskih vrsta, ukljucujuéi 1
goveda. Insulin je najznacajniji anabolicki hormon koji ucestvuje u kontroli
metabolizma ugljenih hidrata, masti i proteina. Insulinu sli¢an faktor rasta I (Insulin like
growth factor I-IGF-I), kao deo somatotropne osovine, utice na rast organizma u celini i
nalazi se pod kontrolom hormona rasta, u optimalnim fizioloSkim uslovima. Medutim, u
uslovima energetskog deficita, odnosno stresnih stanja, njegova sinteza i biolosSka
dostupnost zavise od aktivnosti insulinske osovine. Stoga se moze pretpostaviti da je
povecanje efikasnosti biolosSkog delovanja insulina od klju¢nog znac¢aja za unapredenje
rasta i razvoja, ali i zdravlja mlade teladi, pogotovo u uslovima intenzivnog uzgoja,
Cesto pracenog stresnim stanjima, odnosno deficitom energije.

Ranija istrazivanja su ukazala na povezanost metabolizma insulina i hroma na
nac¢in da deficit hroma dovodi do smanjene osetljivosti perifernih tkiva na insulin.
Kasnijim ogledima izvedenim u in vitro i in vivo uslovima, pretezno kod ljudi i
laboratorijskih Zivotinja (pacova 1 miSeva), utvrdeno je da dodavanje hroma pospeSuje
metabolicke procese regulisane insulinom. JoS uvek nisu poznati mehanizmi dejstva
hroma na signalni sistem insulina, ali noviji nau¢ni radovi ukazuju na to da efekti hroma
mogu biti na nivou broja i/ili afiniteta receptora koji su dostupni insulinu, odnosno na
nivou unutarcelijskih signalnih molekula koji se aktiviraju nakon vezivanja hormona za
receptor. Od izuzetne je vaznosti utvrditi mesto interakcije hroma i elemenata insulinske
osovine da bi se na adekvatan nacin, dodavanjem ovog mikroelementa, mogla izvrSiti
modulacija metabolizma u cilju adekvatnog rasta i razvoja jedinke. Najces¢i nacin in

vivo ispitivanja interakcije metabolizma insulina i hroma je putem molekularnih



ispitivanja na nivou mi$i¢nog tkiva dobijenog biopsijom, od jedinke kojoj je aplikovan
hrom. Ovakva ispitivanja su vrsena kod ljudi i laboratorijskih zivotinja, ali ne i kod
goveda kod kojih se mogu ocekivati razlike u odnosu na monogastriéne vrste, uzimajuéi
u obzir specifi¢nost metabolizma ugljenih hidrata.

S druge strane, mali je broj nau¢nih radova u kojima je ispitivan uticaj hroma na
aktivnost somatotropne osovine. Osim uticaja hroma na koncentraciju IGF-I, do sada
nisu radena istrazivanja o uticaju hroma na druge komponente IGF sistema (IGF-11, IGF
vezujuce proteine i receptore za IGF molekule). 1z literature je poznato da je, za
pravilno tumacenje promena u IGF sistemu, pored koncentracije IGF-I neophodno
sagledati promene koje se odigravaju na nivou IGF vezuju¢ih proteina (Insulin like
growth factor binding proteins - IGFBPs), koji odreduju biolosku dostupnost IGF
molekula tkivima. Moze se pretpostaviti da hrom ostvaruje svoje dejstvo na IGF
osovinu interakcijom sa insulinom koji mnogi autori smatraju delom IGF sistema.
Naime, s obzirom da receptori za insulin imaju odredeni afinitet prema IGF molekulima
i da receptori za IGF molekule imaju odredeni afinitet prema insulinu, moguce je da se,
u uslovima energetskog deficita, ostvari zavisnost IGF sistema i insulina. Kontrola
insulinske osovine od strane hroma bi se time mogla preneti na IGF sistem. Dodatno,
zbog Cinjenice da insulin moze 1 direktno uticati na pojedine IGFBP, postoji moguénost
uticaja hroma na koncentraciju samih IGFBP.

Jedno od najizrazenijih stresnih stanja u celokupnom zivotnom ciklusu goveda je
prelazak sa mle¢ne ishrane na ishranu kabastim i koncentrovanim hranivima. To je
period izraZzenog metaboli¢kog prestrojavanja, koje podrazumeva i znacajne promene u
insulinskoj osovini i IGF sistemu teladi. S obzirom na povoljan uticaj hroma na ova dva
sistema u uslovima stresnih stanja, ali i nedostatka literaturnih podataka o mestu
interakcije hroma sa metabolickim putevima insulina i IGF-1, smatrali smo da bi
molekularna ispitivanja na nivou misi¢nog tkiva teladi kojima je peroralno aplikovan
hrom doprinelo, ne samo tumac¢enju mehanizma delovanja hroma, ve¢ i saznanju o tome
da li dodavanje hroma kao suplementa u ishranu teladi utice na umanjenje stresa

izazvanog metabolickim prestrojavanjem prilikom zalu¢ivanja teladi.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. HEMIJSKE OSOBINE HROMA

Elementarni hrom otkrio je, 1798. godine, u rudi krokoitu (PbCrO,) francuski
hemicar i farmakolog Louis Nicolas Vauquelin (Barceloux, 1999). Hrom se proucava
od kraja 19. veka, kada je otkriven kancerogeni efekat Sestovalentnog hroma, kod
radnika koji su radili na proizvodnji pigmenata hroma (Cohen i sar. 1993). Od tada, pa
do polovine 20. veka, hrom je proucavan isklju¢ivo kao element sa potencijalnom
kancerogenom aktivnos$éu (Teleky, 1936). Tek od 1959. godine, po¢inju istrazivanja o
pozitivnom efektu trovalentnog hroma na metabolizam ljudi i zivotinja (Schwarz i
Mertz, 1959).

Hrom je 21. mineral po zastupljenosti na Zemlji i teoretski se moze naci u svim
oksidacionim stanjima od -2 do +6, ali se naj¢esc¢e nalazi naelekstrisan kao 0, +2, +3 i
+6 (Barnhart, 1997). U vecini prirodnih jedinjenja hrom se nalazi kao pozitivno
trovalentan (+3), dok je iz industrijskih izvora ve¢inom Sestovalentan (+6) .

Sestovalentni hrom (Cr®*) je snaZan oksidans, posebno u kiseloj sredini. Vezan je
sa kiseonikom kao hromat (CrO4%) ili dihromat (Cr,O;*) sa snaznim oksidativnim
kapacitetom. Hrom u ovom obliku lako prolazi kroz bioloSke membrane reagujuci sa
proteinima i nukleinskim kiselinama unutar éelije pri demu se redukuje u Cr**. Ovim
rekacijama se oSteCuje genetski materijal éelije 1 nastupa karcinogeneza (Pechova i
Pavlata, 2007).

Trovalentni hrom (Cr**) je najstabilnije oksidaciono stanje hroma u kome se ovaj
element nalazi u Zivim organizmima. Hrom u ovakvoj formi nema mogucnost da lako
prolazi kroz ¢elijsku membranu i slabo je reaktivan, $to je najznacajnija bioloska razlika

u poredenju sa Sestovalentnim hromom (Mertz, 1992).

2.2. HEMIJSKE FORME HROMA

Hemijska forma hroma ima veliki uticaj na njegovu bioraspolozivost, odnosno
moze znacajno uticati na potenijalni odgovor organizma na dodati hrom (Linnderman i
sar. 2008). Najcesce koriSéena neorganska forma hroma u dosadasnjim istrazivanjima je

hrom hlorid 1 smatra se da su efekti hrom hlorida slabiji u poredenju sa organskim



jedinjenjima hroma (Mooney i Cromwell 1997, Laschinsky i sar. 2012). Do sada je u
istrazivanjima koriS¢en Sirok sprekar organskih jedinjenja hroma, a najCesce
upotrebljavane forme su hrom pikolinat, hrom propionat, hrom metionin, hrom
fenilalanin, hrom nikotinat, hrom organski vezan za kvasce i hrom u obliku nanocestica
hrom-vezanog hitosana (Page i sar. 1993, Kegley i sar. 1996, Shelton i sar. 2003, Wang
i Xu 2004, Wang i sar. 2009, Zhao i sar. 2009, Kim i sar. 2010, Hoffman i sar. 2014,
Tian i sar. 2014). Hrom, organski vezan za kvasce, koji je koris¢en u naSem ispitivanju
predstavlja jednu od formi hroma sa najve¢om bioraspolozivosc¢u i do sada je koriséen u
eksperimentima na govedima (Al-Saiadya i sar. 2004). Za neke forme hroma, kao Sto je
ranije Siroko koriS¢eni hrom pikolinat, je dokazano da osim pozitivnog uticaja na
organizam mogu imati i Stetne efekte. Naime, dokazano je da hrom pikolinat moze
uzrokovati oksidativno ostecenje DNK 1 peroksidaciju lipida (Hepburn i sar. 2003).

Efekat hroma moze da zavisi od primenjene doze. Tako su Tian i saradnici (2014)
dosli do zaklju¢ka da hrom metionin u dozi od 400 pg/kg telesne mase povecava
aktivnost superoksid-dismutaze u krvnom serumu i ukupni antioksidativni kapacitet,
dok pri dozi od 800 pg/kg ima suprotne efekte.

Treba naglasiti da se joS uvek vode polemike da li se hrom moze nazvati
esencijalnim mikrelementom s obzirom da nisu dokazane direktne posledice deficita
hroma (Stearns 2000). Di Bona i saradnici (2011) su ispitivali uticaj ishrane sa niskim
sadrzajem hroma kod pacova drzanih u specijalno konstruisanim “metal slobodnim”
kavezima koji sprecavaju eventualno snabdevanje hromom iz spoljasnje sredine, pri
¢emu nisu zabelezili simptome deficita hroma. Medutim, bez obzira na izostanak
simptoma deficita hroma, nau¢na javnost je saglasna u tome da primena hroma moze
imati brojne zdravstvene, nutricionisticke i ekonomske pozitivne efekte (Page i sar.
1993, Lindemann i sar. 1995, Wang i Xu 2004, Lien i sar. 2005, Haldar i sar. 2006,
Nielsen 2007, Wang i sar. 2007, Uyanik i sar. 2008, Wang i sar. 2013, Wang i sar.
2014)

Na osnovu iznetih podataka moze se zakljuciti da, prilikom tumacenja rezultata
pojedinih istrazivanja, treba voditi rauna o formi primenjenog hroma, dozi i uzrastu
zZivotinja. Pored toga, mnogi rezultati su dobijeni u in vitro uslovima, u kojima se efekat
moze razlikovati od onog dobijenog u in vivo uslovima (Pechova i Pavlata, 2007, Hua i
sar. 2012).



2.3. BIORASPOLOZIVOST HROMA

Hrom se moze uneti u organizam u organskom i neorganskom obliku.
Elementarni hrom se ne resorbuje iz digestivnog sistema i nema nutritivnu vrednost
(Ducros 1992). Sestovalentni hrom dospeva u organizam Zivotinja ili ljudi najéesée
putem inhalacije u toku industrijske kontaminacije. Sestovalentna jedinjenja hroma su
bolje rastvorljiva od trovalentnih jedinjenja i brze se resorbuju ukoliko se nadu u
crevima. Medutim, ukoliko se neko jedinjenje Sestovalentnog hroma unese peroralno,
veéi deo hroma se redukuje u trovalentni oblik pre nego $to dode do moguénosti da se
resorbuje u tankom crevu (Mackenzie i sar. 1959).

Glavni put unosSenja trovalentnog hroma u organizam je preko digestivnog
sistema. Najaktivniji u resorpciji hroma kod pacova je jejunum, zatim ileum pa
duodenum (Chen i sar. 1973). Mehanizam intestinalne resorpcije hroma jo$ uvek nije u
potpunosti razjasnjen, mada autori pojedinih nauénih radova ukazuju na mogucnost
pasivne difuzije (Stoecker 1999a). Obim i brzina resorpcije trovalentnog hroma iz
neorganskih izvora je obrnuto proporcionalna njegovoj koncentraciji u hrani. Resorpcija
hroma iz neorganskih izvora je slaba i kreée se izmedu 0,4 i 2 %, dok je iz organskih
izvora preko deset puta veca (Bunker i sar. 1984, Anderson i Kozlowski, 1985, Lyons,
1994). Razlozi slabe bioraspolozivosti hroma su brojni i u vezi su sa slabom
rastvorljivos¢u oksida hroma, vezivanjem hroma za prirodna helatna jedinjenja i
interferencijom sa drugim mineralima (Zn, Fe) (Borel i Anderson, 1984). Resorpcija
neorganskog hroma je poja¢ana u prisustvu aminokiselina, askorbinske kiseline,
oksalata i visokog sadrzaja ugljenih hidrata dok fitati i antacidi (natrijum bikarbonat i
magnezijum hidroksid) redukuju resorpciju i koncentraciju hroma u krvi i tkivima (Hunt
i Stoecker, 1996).

Resorbovani hrom cirkuliSe u krvi vezan za 3 globulinsku frakciju proteina i
transportuje se do tkiva uglavnom vezan za transferin, ukoliko se nalazi u fizioloSkim
koncentracijama. Receptori za transferin (Tf-R) su osetljivi na insulin i kada raste
koncentracija ovog hormona u krvi, stimuliSe se transport receptora za transferin iz
vezikula unutar éelije do ¢elijske membrane (Kandror, 1999). Receptori na povrsini
¢elije vezuju za sebe transferin za koji je ve¢ vezan hrom, a zatim se endocitozom ovaj

kompleks unosi u ¢éeliju. Radom ATP pumpi smanjuje se pH u novoformiranoj vezikuli



i hrom se odvaja od transferina. Hrom se posle oslobadanja od transferina vezuje za
protein apohromodulin i nastaje hrom-vezani hromodulin (Cr M) (Vincent, 2000) (Slika
2.1.). Smatra se da je hromodulin protein koji posreduje u ulozi hroma u metabolizmu,
pre svega na metabolizam ugljenih hidrata.

Apohromodulin o Apohromodulin O
Vezikula Insulin zavisno kretanje

TR do celijke
membrane

TR
Insulin senzitivna ¢elija

Vezivanje Cr-Tf za TR

ler v

Apohromodulin O Apohromodulin O
o T-R
Endocitoza %
Vezikula

Smanjenje pH vezikule
dovodi do oslobadjanja
jona Cr3" i wvezivanja Cr3
* za apohromodulin

IIrom-vezani hromodulin

Vezikula

Slika 2.1. Mehanizam prenosenja hroma iz krvi u Celiju i formiranje hromodulina
(preuzeto i prilagodeno iz rada Vincent, 2000). Znacenje skracenica i proces opisani su
u tekstu.

Hrom se iz Kkrvi relativno brzo preuzimaju kosti, a takode se akumulira u slezini,
jetri i bubrezima (Stoecker, 1999b). Metode za analizu koli¢ine hroma u organizmu su
otkrivene Sezdesetih godina proSlog veka i postoji relativno mali broj podataka o
sadrzaju hroma u razli¢itim tkivima i telesnim te¢nostima. Postoji znacajna razlika
izmedu koncentracije hroma u punoj krvi i krvnom serumu: Koncentracija hroma u

krvnom serumu zdravih ljudi je 0,058-0,388 pg/L a u punoj krvi 0,120-0,673 pg/L



(Schermaier i sar. 1985). Anderson i saradnici (1985) su objavili da je bazalna
koncentracija hroma u krvnom serumu odraslih ljudi 0,13 + 0,02 pg/L i da znaajno
raste (0,38 £ 0,02 pg/L) tokom tromese¢nog dodavanja hroma u hrani. Koncentracija
hroma u punoj krvi je prose¢no 2-3 puta veéa u odnosu na koncentraciju u krvnoj
plazmi (Wood i sar. 1990). Uprkos ovome, ovi autori ne preporucuju serumske
koncentracije hroma kao dobar indikator statusa hroma u ishrani. Kod mle¢nih krava,
tokom peripartalnog perioda, koncentracija hroma u krvi se kre¢e u rasponu od 3-5 pg/L
i dodatak hroma ishrani u koli¢ini od 10 mg po Zivotinji dnevno nema efekta na kretanje
koncentracije hroma u krvi (Pechova i sar. 2002). Novija istrazivanja ukazuju da
odredivanje koncentracije hroma u krvi nije dobar indikator statusa hroma u ishrani i ne
moZze se koristiti za dijagnozu eventualnog deficita hroma u organizmu.

Ukupna koli¢ina hroma u organizmu coveka se kre¢e izmedu 0,4 1 6 mg.
Relativna koli¢ina hroma u odnosu na telesnu masu je veéa kod dece u odnosu na
odrasle (Dubois i Belleville, 1991). Trovalentni hrom ima tendencu da se akumulira u
epidermalnim tkivima (dlaka), kostima, jetri, bubrezima, slezini, plu¢ima i1 debelom
crevu. Akumulacija u ostalim tkivima, a posebno u misi¢nom tkivu, je izuzetno mala ili
ne postoji (Wallach 1985). U prilog ovome govori istazivanje u kome je prasadima
tezine izmedu 30 1 60 kg dodavano 0,3 mg/kg hroma u hranu pri ¢emu je koncentacija
hroma rasla u bubrezima (1,1 prema 2,3 pg/kg) i u jetri (5,9 prema 8,8 ug/kg), dok je
koncentracija hroma u misi¢ima ostala ista uprkos dodatom hromu (1,5 pg/kg)
(Anderson i sar. 1997).

Resorbovani hrom se primarno izlucuje preko bubrega putem glomerularne
filtracije, medutim mali procenat se moze ukloniti i kroz opalu dlaku, znoj i Zzu¢
(Durcos, 1992). Minimalna ekskrecija se odvija i putem mleka, Sto je dokazano u
eksperimentima na mle¢nim kravama (Pechova i sar. 2002). Ekskrecija hroma, posebno
putem urina, se moze povecati 10 do 300 puta u stresnim situacijama i kao posledica

ishrane bogate ugljenim hidratima (Anderson 1997).

2.4. BIOLOSKI ZNACAJ HROMA

Prvi radovi vezani za ulogu hroma kao mikroelementa u organizmu objavljeni

su 1959. godine u istrazivanju na pacovima (Schwarz i Mertz), a zatim 1977. godine



(Jeejebhoy i sar.) u istrazivanju na ljudima. Od tada je objavljen znacajan broj radova o
ulogama hroma u metabolizmu ljudi, a posebno o povezanosti dejstva hroma i Sec¢erne
bolesti. Jeejebhoy i saradnici (1977) su objavili da su se kod Zene, koja je hranjena
iskljucivo parenteralno u toku 5 godina, razvili simptomi dijabetesa zajedno sa
uocljivom netolerancijom na glukozu i gubitkom telesne tezine. Terapija insulinom se
pokazala neuspesnom i tek posle dodavanja 250 pg hroma stanje pacijentkinje je pocelo
da se popravlja a dalja terapija insulinom je postala delotvorna. Kasnije studije su
takode potvrdile da se sindrom slican dijabetes melitusu kod pacijenata znacajno
poboljSava nakon davanja hroma $to je ukazivalo na povezanost izmedu smanjene
senzitivnosti perifernih tkiva na insulin i deficita hroma. Takode, devedesetih godina
proSlog veka pojavljuju se radovi koji govore o znac¢aju hroma u stresnim stanjima
(Anderson i sar. 1982, 1988, Rabinowitz i sar. 1983). Uticaj hroma na metabolizam
ispitivan je najpre kod eksperimentalnih zivotinja i ljudi, a zatim i kod farmskih
Zivotinja, odnosno svinja, konja, goveda i zivine (Amoikon i sar. 1995, Petterson, 2000,
Amata, 2013).

2.4.1. UTICAJ HROMA NA METABOLIZAM UGLJENIH HIDRATA,
LIPIDA I NUKLEINSKIH KISELINA

Sve do 1987. godine, nije se znalo koji je molekul u celiji zaduzen za
metabolizam hroma, ali se pretpostavljalo da on postoji. Yamamoto i saradnici (1987)
su prvi izolovali specifi¢an molekul i nazvali ga ologopeptid male molekulske mase koji
vezuje hrom (low-molecular weight chromium-binding substance-LMWCr). Tacénu
stukturu i funkciju ovog molekula opisao je Vincent tek, 2000. godine. Ovaj oligopeptid
ima molekulsku masu od 1500 Da, a u njegov sastav ulaze samo Cetiri razliite
aminokiseline: glicin, cistein, glutamat i aspartat. Uprkos maloj molekulskoj masi on je
sposoban da veze Cetiri jona hroma. U ¢Celiji, ukoliko za ovaj oligopeptid nije vezan
hrom takva forma se naziva apohromodulin, a po vezivanju hroma nastaje hrom-vezani
hromodulin ili holohromodulin. Apohromodulin nema ulogu u ¢elijskom metabolizmu 1
tek po vezivanju hroma prelazi u aktivnu formu odnosno holohromodulin, koji se vezuje
za insulinske receptore i ucestvuje u metabolizmu. Uloga hromodulina u ¢elijskom

metabolizmu na nacin koji je opisao Vinsent (2000), prikazana je na slici 2.2.
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Slika 2.2. Vezivanje hroma za apohromodulin, nastanak holohromodulina i njegovo
vezivanje za insulinski receptor (preuzeto i prilagodeno iz rada Vincent, 2000).
Znacenje skracenica i detaljno objasnjenje procesa dati su u tekstu.

Ukoliko se ima u vidu da je insulin jedan od klju¢nih hormona koji reguliSu
metabolizam ugljenih hidrata i homeostazu uopste (Straus 1984, Swenson i sar. 1993),
onda se moze zakljuciti da delovanje hroma na njegove funkcije ima veliki znacaj. Jo$
uvek su nepoznati taéni mehanizmi dejstva hroma na metabolizam insulina ali postoje
dokazi da on deluje na povecanje broja receptora koji su dostupni insulinu, afinitet
receptora prema hormonu i modulaciju signala u ¢eliji (Anderson i sar. 1997, Hua i sar.
2012). Konacni efekat uticaja hroma na insulinski signalni put se ispoljava kroz
efikasniju potroSnju glukoze, odnosno smanjenje insulinske rezistencije, Sto je dokazano
u eksperimentima na pacovima (Kim i sar. 2004), ljudima (Andreson 2000, Tuzcu i sar.
2004), svinjama (Wenk i sar. 1995), konjima (Ott i Kivipelto 1999) i govedima
(Subiyatno i sar. 1996). U in vivo eksperimentima, prilikom izvodenja testa tolerancije
glukoze, ovaj efekat hroma se ogleda u brzoj eliminaciji glukoze iz krvi odnosno

povecanju efikasnosti insulina u ciljnim ¢elijama (Subiyatno i sar. 1996).



U pojedinim istrazivanja je takode dokazano da hrom moze imati ulogu u
metabolizmu lipida (Abraham i sar. 1982a, 1982b). Delovanje hroma na metabolizam
lipida kod pacova i kunica se pre svega ogleda u smanjivanju serumske koncentracije
ukupnog holesterola i njegovog udela u ¢elijskoj membrani i Smanivanju koncentracije
triglicerida (Lefavi i sar. 1993). Takode, hrom dovodi do smanjenja koncentracije LDL
frakcije holesterola i povecanja HDL frakcije. Smatra se da izmenjena konformacija
¢elijske membrane u smislu smanjenja koncentracije holesterola moze da uti¢e na
povecéanje zastupljenosti GLUT (glucose transporter) molekula i dovede do poveéanog
unosa glukoze u ¢eliju, pa je i ovo jedan od moguc¢ih mehanizama uticaja hroma na
metabolizam (Chen i sar. 2006). Treba imati u vidu da se u ispitivanjima na ljudima,
kada je posmatrano dejstvo hroma na smanjenje serumske koncentracije holesterola,
dolazilo do razli¢itih i Cesto kontradiktornih nalaza Sto se pripisuje individualnim
varijacijama (Anderson i sar. 1983, Rabinowitz i sar. 1983, Offenbacher i sar. 1985,
Potter i sar. 1985, Uusitupa i sar. 1992). U istrazivanju McNamara i Valdez (2005),
kada je pracen uticaj hrom propionata na lipogenezu i lipolizu u masnom tkivu kod
mle¢nih krava, zaklju€eno je da hrom povecava sintezu, a Smanjuje razgradnju lipida u
masnom tkivu. Ovo se moZe objasniti uticajem hroma na insulinske receptore,
povecanjem ulaska glukoze u adipocite i preusmeravanjem unete glukoze ka sintezi
masti.

Postoje indicije da trovalentni hrom utice i na ekspresiju genetske informacije kod
zivotinja. Vezivanje hroma za nukleinske kiseline je ja¢e u poredenju sa ostalim jonima
metala (Okada i sar. 1982). Hrom Stiti RNK od toplotne denaturacije. Takode treba
pomenuti da se hrom koncentriSe u celijskom jedru. Hrom, u in vitro uslovima,
povecava sintezu RNK u ¢elijama misSa §to potvrduje tezu da ima efekat na gensku
funkciju (Okada i sar. 1983). Smatra se da hrom ucestvuje u genskoj ekspresiji
vezivanjem za hromatin, uzrokuju¢i inicijaciju na odredenim genskim lokusima. O
tatnim mehanizmima delovanja hroma na genetski materijal se joS uvek ne zna

dovoljno (Okada et al., 1989).
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2.4.2. BIOLOSKI ZNACAJ HROMA KOD TELADI

Prva istrazivanja vezana za hrom kod teladi datiraju iz sredine devedesetih godina
proslog veka. Hrom kod teladi pojacava odgovor perifernog tkiva na insulin, a efekat
zavisi od jedinjenja hroma koje je koris¢eno u istrazivanjima (Bunting i sar. 1994,
Kegley i sar. 1996, Spears i sar. 2010). Osim nesumnjivog efekta na metabolizam
insulina, pojedina istrazivanja kod teladi dokazuju i uticaj hroma na promenu serumskih
koncentracija kortizola i trijodtironina (Yari i sar. 2010, Kumar i sar. 2013).

Efekat hroma kod teladi posebno je izucavan pri razli¢itim stresnim stanjima kao
Sto su transportni i temperaturni stres. U eksperimentima sa teladima u kojima se
ispitivan uticaj hroma u uslovima toplotnog stresa, utvrdeno je da hrom smanjuje broj
udisaja u minuti (Yari i sar. 2010). Dodatno, hrom “prestrojava” metabolizm na nacin
da se energija dobija uglavnom sagorevanjem ugljenih hidrata a ne masti. S obzirom na
poznatu ¢injenicu da se sagorevanjem masti oslobada veca koli¢ina toplotne energije u
odnosu na ugljene hidrate, ovakvo “prestrojavanje” metabolizma pod uticajem hroma
moZze biti jedan od mehanizama koji pomaze u ublazavanju efekata toplotnog stresa. Za
razliku od utvrdenog uticaja hroma na telad izloZzenu toplotnom stresu, nisu uoceni
efekti hroma pri izloZenosti teladi izrazito niskim temperaturama (Kumar i sar. 2013).

Smatra se da hrom ima uticaj kako na celijski tako i na humoralni imunski
odgovor kod teladi ali taan mehanizam dejstva jo§ uvek nije poznat (Kegley i sar.
1996). Pretpostavlja se da imunska funkcija moze biti izmenjena pod uticajem hroma,
delovanjem na aktivnost insulina i/ili kortizola ali i posredstvom odredenih citokina, $to
je nedavno dokazano kod krava (Zhang i sar. 2014). U eksperimentima je dokazano da
hrom pojacava celijski imunski odgovor kod teladi Sto se, pored ostalog, ogleda u
izrazenijoj reakciji na intradermalnu aplikaciju fitohemaglutinina (Uyanik i sar. 2008).
Prema rezultatima veceg broja istrazivaca, kod vakcinisane teladi, je utvrdeno da hrom
dodatno povecava titar antitela za odredene antigene kao $to su antigeni bovine virusne
dijareje, dok u isto vreme nema uticaja na povecanje titra antitela za druge antigene kao
za antigene infektivnog bovinog rinotraheitisa i parainfluence 3. Na osnovu ovoga se
moZze zakljuciti da je uticaj hroma antigenski specifi¢an, a mehanizam dejstva jo$ uvek

nije razjasnjen (Chang i sar. 1996).
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U ogledima u kojima je ispitivan uticaj hroma na prirast teladi, dobijeni su
kontradiktorni podaci, ali u vecini studija oni ne ukazuju na povecan prirast pri dodatku
hroma (Uyanik i sar. 2008, Yari i sar. 2010, Ghorbani i sar. 2012). Medutim, s obzirom
na izrazen uticaj hroma na insulinsku osovinu, odnosno na efekat bolje utilizacije
glukoze u perifernim tkivima, moze se pretpostaviti da hrom stimuliSe metabolicke
procese koji dovode do povecanog prirasta teladi, ali verovatno u slucajevima
istovremenog povecanja energetske vrednosti ponudenog hraniva (Jovanovi¢ i sar.
2017). Nedavna istrazivanja na ovarijektomisanim kravama kojima je dodavan hrom u
hranu uz istovremeno povecanje energetske vrednosti hraniva takode sugerisu takvu
mogucnost (Leiva i sar. 2014). lako je dokazano da hrom uti¢e na insulinsku osovinu i
metabolizam teladi, efekti hroma na molekulskom, odnosno ¢éelijskom nivou do sada
nisu ispitivani, za razliku od drugih zivotinja i ljudi (Wang i sar. 2005, Wang i sar.
2006, Dong i sar. 2008, Sreejayan i sar. 2008).

2.5. INTERAKCIJA HROMA SA HORMONALNIM STATUSOM
JEDINKE

Hrom je hemijski element koji, nakon unoSenja u organizam, interaguje, pre svega
sa insulinskom osovinom, ali pretpostavlja se i sa hormonima koju ucestvuju u rastu
jedinke. Interakcija sa insulinskom osovinom se prevashodno odigrava na nivou
signalnog puta insulina, mada samo mesto interakcije kod velikog broja vrsta Zivotinja

jos uvek nije utvrdeno.

2.5.1. INTERAKCIJA HROMA SA SIGNALNIM PUTEM INSULINA
Uzimajuéi u obzir uticaj hroma na insulinsku osovinu, zna¢ajno je poznavanje
unutaréelijskog signalnog puta insulina. Insulin je jedan od najznacajnijih anabolic¢kih
hormona u organizmu. On ucestvuje u kontroli metabolizma ugljenih hidrata, masti i
proteina (Salteil i Kahn 2001), a bioloski efekti insulina se dele na brze, umereno brze i
spore. Uticaj insulina na homeostazu ugljenih hidrata odnosno glukoze je jedan od
vitalno znacajnih procesa za funkcionisanje organizma i ¢elija (Meng 1 sar. 2013).
Insulin se izlucuje iz B-¢elija pankreasa kao odgovor na porast koncentracije glukoze u
krvi i dovodi do unosa glukoze u insulin zavisne ¢éelije. U skeletnim miSi¢ima se odvija

80% insulin zavisnog metabolizma glukoze (Konner i Bruning 2012, Yang i sar. 2016)
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Ulazak glukoze u miSi¢ne celije je glavni faktor koji ogranicava brzinu iskoriS¢avanja
glukoze u njima (Cline i sar. 1999).

Prvi korak neophodan za dejstvo insulina u c¢eliji je njegovo vezivanje za
insulinski receptor na ¢elijskoj membrani koji se sastoji iz dve subjedinice: o 1 f.
Razlic¢ita tkiva poseduju razli¢it broj dostupnih receptora za insulin koji su klasifikovani
u dve razliite vrste: receptore sa visokim afinitetom i receptore sa niskim afinitetom
prema insulinu. Broj i afinitet insulinskih receptora se razlikuju kod razli¢itih tkiva i u
razli¢itim uslovima (ishrana, starost, temperatura, bolest). Posle vezivanja insulina za
ekstracelijsku subjedinicu receptora, signal se prenosi u unutrasnjost ciljne celije. Prvi
korak je aktivacija tirozin kinaznog domena insulinskog receptora i autofosforilacija 3
subjedinice receptora. Kada se aktivira insulinski receptor, dolazi do kataliticke
fosforilacije tirozinskih rezidua na proteinima supstrata insulinskog receptora (IRS
proteini 1-2). Ovi proteini su odgovorni za dalje prenoSenje signala u ¢eliju. Postoje
dva osnovna nacina za modulaciju uloge IRS proteina u zavisnosti od mesta na kome se
izvrSi fosforilacija. Generalno, fosforilacija na tirozinu (npr. tirozinu 632) ima
aktivirajuce dejstvo na prenos signala. Suprotno ovome, fosforilacija na na serinu (npr.
serinu 307) suprimira dalji prenos signala. Pored ostalog, mogucnost ovakve
modulacije signala na IRS proteinima ¢ini regulaciju prenosenja insulinskog signala
dosta kompleksnom (Agurie i sar. 2002). Dalji prenos signala odvija se preko
fosforilacije protein kinaze B (Akt) na treoninu 308 1 serinu 473, kroz uceSce
fosfoinozitol 3-kinaze i Pls-zavisne kinaze. Aktivirana protein kinaza B dalje fosforilise
nishodne efektore kao Sto je Rab GTP aktiviSuci protein, Sto u krajnjem koraku dovodi
do translokacije GLUT- 4 molekula iz vezikula u ¢eliji na ¢elijsku membranu ¢ime se
omogucava ulazak glukoze u ¢éeliju (Myers i White 1993).

Osim putem insulina, do translokacije GLUT- 4 molekula moze se do¢i i drugim,
alternativnim, mehanizmima. Najznacajniji alternativni put je preko AMP zavisne
kinaze (AMPK). Ovaj heterotrimerni kompleks sastoji se iz jedne Kkataliticke
subjedinice (AMPK a) 1 dve regulatorne subjedinice (AMPK 1 AMPK y). AMPK
predstavlja Celijski ,,energetski senzor® i ucestvuje u regulaciji ulaska glukoze u ¢eliju
(Winder i Hardie 1999). Pored energetskog metabolizma koji uti¢e na regulaciju AMPK

u fizioloSkim uslovima, smatra se da regulacija AMPK moze biti pod uticajem nekih
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hroni¢nih bolesti, kao Sto su gojaznost, inflamacija, dijabetes i kancerogena oboljenja
(Jeon, 2016).

U istrazivanjima, koja su uglavnom izvodena u in vitro uslovima, je dokazano da
hrom moze uticati na viSe molekula u signalnom putu insulina. Moguc¢a mesta delovanja

hroma u signalnom putu insulina prikazana su na slici 2.3. (Hua i sar. 2012).

Insulin
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Slika 2.3. Moguca mesta delovanja hroma na signalni put insulina (preuzeto i
prilagodeno iz rada Hua i sar. 2012). Znacenje skracenica i detaljno objasnjenje
mogucih mesta delovanja dati su u tekstu.

2.5.1. INTERACIJA HROMA SA IGF SISTEMOM

Kontrola rasta, mitoze, razvoja i diferencijacije ¢elija, kao 1 oporavka tkiva, se
odvija pod uticajem sistema faktora rasta slicnih insulinu (IGF - insulin-like growth
factors), (Salmon i sar. 1957, Zapf i sar., 1978, Poffenbarger i Haberal 1976, Schlupf i
sar. 1976, Clemmons i sar. 1981). Ovaj sistem predstavlja celinu koju ¢ine dva peptidna
hormona (IGF-I i IGF-II), Sest vezuju¢ih proteina (IGFBP-1 do IGFBP-6), receptori
(IGF-IR, IGF-1IR, insulinski, IR i hibridni receptor, IR/IGF-IR) i specifi¢ne proteaze
(Monzavi, 2002).

Za razliku od ve¢ine drugih faktora rasta koji deluju samo na odredenu vrstu
¢elija, IGF-I je znacajan za rast organizma u celini. On je, prema *“somatomedin

hipotezi”, glavni medijator delovanja hormona rasta (Roith i sar. 2001). Pod uticajem
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hormona rasta mnoga tkiva sintetiSu IGF molekule, a njihov transport, cuvanje i
usmeravanje obavljaju IGFBP. U cirkulaciji se nalaze IGF peptidi pretezno poreklom iz
jetre, u binarnim i tercijarnim kompleksima sa IGFBP, a u slobodnoj formi je veoma
mali deo (oko 1%). Uloga IGF molekula se ostvaruje vezivanjem za receptore na
povrsini ¢elija, koji zatim pokrecu ¢elijske signalne procese. U slobodnoj formi IGF-1 i
IGF-1I su fizioloSki aktivni. Dostupnost receptorima, preko kojih ispoljavaju svoje
efekte, regulisana je na tri nivoa: koncentracijom odredenog IGFBP, mogucnoscu
prelaska IGFBP kroz odredene fizioloSke barijere i afinitetom IGFBP (LeRoith 2003,
Duan Xu, 2005).

Afinitet IGF vezujucih proteina prema IGF zavisi od primarne strukture IGFBP i
post-translacionih modifikacija. Oslobadanje IGF iz kompleksa sa IGFBP dogada se
kad afinitet IGFBP postane manji od afiniteta receptora za IGF. Ove promene
obezbeduju, u fizioloskim uslovima, proteoliza i druge post-translacione modifikacije
IGFBP.

Glavni vezujuc¢i protein IGF sistema i glavni nosilac IGF-I1/-11 molekula u
cirkulaciji je IGFBP-3. Zajedno sa IGF ligandom i podjedinicom nestabilnom u kiselini
(,acid-labile subunit”, ALS) on stvara tercijarne komplekse mase oko 150 kDa. U ovoj
vrsti kompleksa se nalazi 70-75% ukupnih IGF-1/-1l, Sto IGFBP-3 ¢ini glavnim
regulatorom dejstva IGF. Tercijarni kompleksi su depoi IGF, a kako oni ne mogu izaci
van krvnih sudova produzavaju poluzivot liganda, Stite¢i ga od proteaza i transportuju
IGF po organizmu. Dokazano je da IGFBP-3 moze da interaguje sa pojedinim
sastojcima vancelijskog matriksa (ECM - extracellular matrix), omogucavajuci
usmeravanje i koncentrovanje faktora rasta na mestima povrede ili remodelovanja tkiva.
Kako je afinitet IGFBP-3 prema IGF oko sto puta veéi od afiniteta receptora, njegova
sposobnost ,.hvatanja“ slobodnih IGF sprecava spontano vezivanje IGF za receptore, §to
je posebno vazno u situacijama kada treba ograniCiti aktivnost IGF. Prema tome,
IGFBP-3 je glavni inhibitor dejstva IGF kod razli¢itih tumora (Rajaram i sar. 1997,
Miljus, 2015).

Poznato je da povecana koncentracija insulina u krvi stimuliSe vezivanje IGF-1 za
ciljne celije (pre svega, adipocite) i time izaziva njihovu hipertrofiju (Oppenheimar i
sar. 1983). U istrazivanju Daughaday i saradnika (1976) ispitivan je uticaj ¢istog

insulina i1 smese insulina sa hormonom rasta na oslobadanje IGF-I iz jetre pacova u in
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vitro uslovima. Dodavanje insulina izazvalo je znacajno povecanje sinteze IGF-I, ali u
slucaju kada je insulin dodavan u koncentracijama koje su bile viSestruko vece od
fizioloskih. Medutim, kada je medijumu dodata fizioloSka doza insulina zajedno sa
hormonom rasta u koncentraciji koja nije bila veca od fizioloSke, doslo je do povecanja
sinteze IGF-I. 1z ovoga su zakljucili da insulin ima uticaj na oslobadanje IGF-I, ali samo
kada je prisutan u koncentracijama visim od fizioloskih. U fizioloskoj koncentraciji
insulin uti¢e na sintezu IGF-I ali samo u sadejstvu sa hormonom rasta.

Kasnija istrazivanja (Baxter i sar. 1980) dokazala su da insulin utice na
koncentraciju IGF-1 u cirkulaciji tako Sto menja afinitet receptora za hormon rasta u
hepatocitima pacova. Medutim, Johnson i sar. (1989) su dokazali da insulin stimuli$e
sintezu IGF-I ¢ak i u odsustvu hormona rasta. Insulin takode pojacava stimulatorni
efekat hormona rasta i aminokiselina na sintezu IGF-1 (Houston i sar. 1991).

Osim direktnog uticaja na koncentraciju i efekte IGF-1,insulin moze uticati i na
pojedine IGF vezujuée proteine. Tako, na primer, koncentracija IGFBP-1 u krvi, u
velikoj meri, zavisi od koncentracije insulina (Murphy, 1998). Kada je insulinemija
niska (na primer prilikom gladovanja Zivotinje) sinteza IGFBP-1 je povecana (Collet-
Solberg i sar. 1996, Fottner i sar. 1999, Lewitt i sar. 1992). Smatra se da sintetisani
IGFBP-1 vezuje IGF molekul u cirkulaciji i produzava mu poluzivot uz istovremeno
smanjenje koncentracije slobodnog, fizioloski aktivnog IGF-1 koji bi izazvao
hipoglikemiju.

Sa druge strane hiperinsulinemija izaziva smanjenu sintezu IGFBP-1 u he-
patocitima i ubrzava transport ovog vezujuéeg proteina iz krvi u meducelijski prostor
(Bar i sar. 1990). Zbog toga, pad koncentracije IGFBP-1, izazvan pove¢anom
koncentracijom insulina, nastupa izuzetno brzo. Danasnja saznanja o dinamici promene
koncentracije IGFBP-1 u krvi pod uticajem insulina idu u prilog pretpostavci da insulin
pre svega uti¢e na distribuciju a ne na sintezu ovog vezujuceg proteina (Holly, 1991,
Kirovski, 2005).

U kontroli rasta i razvoja teladi IGF sistem i pravilna regulacija ovog sistema
imaju znacajnu ulogu. Koncentracija IGF-I u plazmi teladi moze se koristiti kao dobar
indikator nutritivnog i zdravstvenog statusa jedinke. Ono Sto, pored ostalog, izdvaja
IGF-1 kao indikator nutritivnog i zdravstvenog statusa jeste Sto ima relativno stabilnu

koncentaciju u plazmi, odnosno ne menja se u odnosu na obrok i ona je konstantna u
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toku dana. U istrazivanju Brickell i saradnika, (2009) koje je radeno na 19 farmi u
Engleskoj, a ukljucivalo je 1079 teladi doslo se do zakljucka da telad sa nizom
koncentracijom IGF-I i manjom telesnom masom prvog meseca Zivota ima povecan
rizik od smrtnosti izmedu 1. i 6. meseca Zivota. Prose¢na telesna masa teladi u uzrastu
od mesec dana koja su prezivela do 6. meseca bila je 54+0,6 kg a koncentracija IGF-I
43£1,4 ng/mL u poredenju sa telesnom masom od 43+3 kg i koncentracijom IGF-I od
20+6,2 ng/mL kod teladi koja su uginula izmedju 1. i 6. meseca starosti. Ovi autori su
na osnovu telesne mase podelili telad u dve grupe: telad sa nizom telesnom masom (<60
kg) i telad sa visSom telesnom masom (>60 kg) i utvrdili stepen smrtnosti kod obe grupe
i koncentraciju IGF-I. Kod teladi iz grupe sa nizom telesnom masom povecana
koncentracija IGF-I je smanjivala rizik od smrtnosti. Osnovni uzrok uginuéa na
farmama u ovom istrazivanju su bile infektivne bolesti. Odgovaraju¢i odgovor
imunskog sistema predstavlja znaCajan bioenergetski izazov za organizam, (Fox i sar.
2005) pa se moze zakljuciti da zivotinje sa adekvatnim unosom energije 1 posledi¢no
ve¢om koncentracijom IGF- | mogu da ostvare bolji imunski odgovor. Suprotno tome
zivotinje male telesne mase sa nizom koncentracijom IGF-1, odnosno nedovoljnim
unosom energije, su podloZnije infekcijama 1 povecanom riziku od uginuca.

Osim istrazivanja u kojima je ispitivan uticaj hroma na koncentraciju hormona
rasta i IGF-I, nije ispitivano dejstvo hroma na druge komponente IGF sistema
(Subiyatno i sar. 1996, Sadri i sar. 2012). S obzirom na usku metabolicku povezanost
insulinske osovine i IGF sistema pretpostavljeno je da hrom moze imati efekta na vise
komponenti u okviru IGF sistema (Tian i sar. 2014).

Na osnovu iznesenog moze se zaklju¢iti da postoji nedostatak literaturnih
podataka 0 mestu interakcije hroma sa metabolickim putevima insulina i IGF-I.
Molekularna ispitivanja na nivou misi¢nog tkiva teladi kojima je peroralno aplikovan
hrom doprinela bi, ne samo tumacenju mehanizma delovanja hroma, ve¢ i saznanju o
tome da li dodavanje hroma kao suplementa u ishranu teladi mozZe da uti¢e na smanjenje

stresa izazvanog metabolickim ,,prestrojavanjem® prilikom zalu€ivanja teladi.
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3. CILJ | ZADACI ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj ove disertacije je bio da se ispita uticaj peroralne aplikacije hroma
(organski trovalentni hrom vezan za kvasac) na insulinsku osovinu i IGF sistem kod
teladi uzrasta od mesec dana do Cetiri meseca. Ovaj uzrast je odabran jer je to period
kada telad prelaze sa mle¢ne ishrane na ishranu kabastim i koncentrovanim hranivima,
svojstvenu odraslim prezivarima, to je period metaboli¢kog “prestrojavanja” kod teladi.

Radi postizanja postavljenog cilja postavljani su sledeci istrazivacki zadaci:

1.  Izvesti biopsiju miSi¢nog tkiva, dva puta u toku trajanja ogleda 0.
i 70. dana, kod kontrolne grupe teladi i grupe kojoj je peroralno aplikovan

hrom.

2. U bioptatima misi¢nog tkiva odrediti zastupljenost proteina
signalnog puta insulina i to: insulinskog receptora (IRPB), supstrata

insulinskog receptora fosforilisanog na tirozinu 632 (pIRS-1 Tyr®?),

supstrata insulinskog receptora fosforilisanog na serinu 307 (pIRS-1 Ser*”),
protein kinaze B  (Akt) fosforilisane na serinu 473 (pAkt Ser*”),
transportnog molekula za glukozu (GLUT4) i AMP- zavisne protein kinaze

(AMPK).

3. lzvesti intravenske testove opterecenja glukozom (IVGTT) Cetiri
puta u toku trajanja ogleda i to 0., 30., 50. i 70 dana ogleda u kontrolnoj
grupi teladi i grupi kojoj je peroralno aplikovan hrom.

4. Na osnovu dobijenih rezultata sa IVGTT, proceniti insulinski
odgovor i perifernu utilizaciju glukoze kod kontrolne grupe teladi i grupe
kojoj je peroralno aplikovan hrom.

5.  Odrediti koncentraciju glukoze i insulina u uzorcima krvnog
seruma teladi uzetim u intervalima od 10 dana pocevsi od uzrasta od mesec
dana do cetiri meseca, kod kontrolne grupe teladi i grupe kojoj je peroralno

aplikovan hrom.

6. Odrediti koncentraciju IGF-I i pojedinih IGF vezujuéih proteina
(IGFBP 1,2,3,4) u uzorcima krvnog seruma teladi 0., 10., 50. i 70 dana
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ogleda, pocevsi od uzrasta od mesec dana do Cetiri meseca, kod kontrolne

grupe teladi i grupe kojoj je peroralno aplikovan hrom.

7. Odrediti koncentraciju odabranih biohemijskih i hormonskih
parametara krvi: NEFA, BHBA, holesterola, triglicerida, ukupnih proteina,
albumina, globulina i kortizola u uzorcima krvnog seruma teladi u
intervalima od 10 dana pocevsi od uzrasta od mesec dana do Cetiri meseca,

kod kontrolne grupe teladi i grupe kojoj je peroralno aplikovan hrom.

8.  Odrediti telesnu masu teladi u intervalima od 10 dana pocevsi od
uzrasta od mesec dana do Cetiri meseca, kod kontrolne grupe teladi i grupe

kojoj je peroralno aplikovan hrom.
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4. MATERIJAL | METODE RADA

4.1. OGLEDNE ZIVOTINJE

Eksperimentalni deo ogleda izveden je na dvadeset i Cetiri teleta (15 zenskih i 9
muskih), holStajn-frizijske rase, oteljenih i uzgajanih na farmi “13 maj”, Zemun,
Beograd. Na pocetku ogleda telad je bila uzrasta od mesec (32 £3) dana, a njihova
prosecna telesna masa je bila 57 + 7 kg. Sva telad, ukljucena u ogled, bila su oteljena u
periodu od 9. marta do 16. marta 2013. godine. Telad je neposredno nakon teljenja,
prebacivana u pojedina¢ne boksove do 7. dana Zivota nakon ¢ega su odvajana u grupni
boks od po 12 teladi u kojima su ostajala do uzrasta od 4 meseca. Telad su napajana
mlekom dva puta dnevno u koli¢ini od 2 litra do uzrasta od mesec i po dana, a zatim
jednom dnevno do zalu¢enja u uzrastu od 3 meseca. Sa prihranom teladi se pocinjalo
sedmog dana i to senom lucerke i krmnom smesom po volji. Sastav krmne smese Pre-

calfy (Patent Co) koji je konzumirala telad u ogledu prikazan je u tabeli 4.1.

Na pocetku ogleda telad su podeljena u dve grupe: telad kontrolne grupe (NCr,
n=12) koja su dobijala standardan obrok i telad ogledne grupe (PoCr, n=12) koja je,
pored standardnog obroka, svakodnevno peroralno dobijala hrom organski vezan za
kvasce (Co-Factor 11l Cr Yeast, Alltech, 0.1 % Cr*). Hrom (0,04 mg po kg TM),
rastvoren u 50 mL mleka, je aplikovan pomoc¢u brizgalice izazivanjem refleksa sisanja.
Aplikacija je vrSena tokom celog perioda trajanja ogleda od 70 dana. Doza hroma od
0,04 mg po kg TM koja je upotrebljavana u ogledu utvrdena je na osnovu literaturnih
podataka, jer je potvrdeno da ta doza ima odredeni uticaj na bioloske performanse teladi
(Yari i sar. 2010). Doza hroma je prilagodavana svakom teletu nakon merenja telesne
mase koje je vrSeno u intervalu od 10 dana. Teladi kontrolne grupe je u istom periodu
peroralno aplikovano mleko bez dodatka hroma, u istoj koli¢ini kao i oglednoj grupi. U
uzrastu od 2 meseca, odnosno 30. dana ogleda, telad su vakcinisana u okviru redovnog
protokola vakcinacije koji se izvodi na farmi, polivalentnom vakcinom protiv
infektivnog bovinog rinotraheitisa, bovine virusne dijareje, parainfluenca 3 virusa i
bovinog respiratornog sincicijalnog virusa (Cattle master 4, Pfizer, New York, USA).

Revakcinacija je izvrSena 21 dan od prve vakcinacije.
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Tabela 4.1. Sastav krmne smeSe za telad u ogledu

Hemijski sastav

Proteini % najmanje 18,00
Vlaga % najvise 13,00
Celuloza % najvise 8,00
Pepeo % najvise 8,00
Kalcijum % 0,60-0,80
Fosfor % 0,40-0,60
Natrijum % 0,20-0,30
Masti % najmanje 5,00

1 kg sadrzi najmanje

Vitamin A 10,000 ij
Vitamin D-3 1,500 ij
Vitamin E 20 mg
Vitamin B-1 1mg
Vitamin B-2 2mg
Vitamin B-12 0,01 mg
Nikotinska kiselina 15 mg
Pantotenska kiselina 10 mg
Biotin 0,10 mg
Holin hlorid 100 mg
Bakar 5mg
Gvozde 30 mg
Cink 50 mg
Mangan 20 mg
Jod 0,6 mg
Kobalt 0,1 mg
Selen 0,1 mg
Antioksidans (BHT) 100 mg
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4.2. MERENJE TELESNE MASE TELADI
Telesna masa teladi obe grupe merena je u intervalima od 10 dana odnosno 0.,
10., 20., 30., 40., 50., 60. i 70. dana, sa ta¢nos¢u od 0,1 kg. lzmerena telesna masa je

koriS¢ena kao osnov za prilagodavanje doze aplikovanog hroma teladi PoCr grupe.

4.3. UZIMANJE UZORAKA TKIVA | KRVI

Tokom ogleda uzimani su uzorci misiénog tkiva 0. i 70. dana, kao i uzorci krvi u
intervalima od 10 dana odnosno 0., 10., 20., 30., 40., 50., 60. i 70. dana.

4.3.1. UZIMANJE UZORAKA MISICNOG TKIVA

Uzorci miSiénog tkiva NCr i PoCr grupe su uzeti perkutanom biopsijom po metodi
koju su opisali Al-Trad i saradnici (2009). Biopsija misi¢nog tkiva (m. semitendinosus) je
izvrSena dva puta u toku trajanja ogleda, odnosno 0. i 70 dana. Pojedina¢ni bioptati su
bili priblizne tezine od 4 g. Biopsija je izvodena pod asepti¢nim uslovima, nakon
potkozne i intramuskularne primene lokalne infiltrativne anestezije, aplikacijom 5 mL
2% rastvora prokain-hidrohlorida (Lidocaine inj. 2% BP; Rotexmedica, Nemacka) po
Zivotinji. Mesta biposije misi¢a su odmah zaSivena koris¢enjem pojedina¢nog ¢vorastog
Sava (Surgicryl 2, Polyglicolic acid-PGA, Belgija) i zatim tretirana antibiotskim
sprejom u cilju spre¢avanja infekcije.

Nakon uzorkovanja tkiva, sa dobijenih uzorka misi¢nog tkiva je uklonjen viSak
vezivnog tkiva i potom je tkivo isprano u hladnom fiziolosSkom rastvoru kako bi se
smanjila kontaminacija uzorka krvlju. Po uzimanju uzoraka mi$i¢nog tkiva, oni su
obeleZeni i duboko zamrznutii u te¢nom azotu, a zatim ¢uvani na -80°C do izvodenja
analiza. Analize su obuhvatale odredivanje zastupljenosti proteina ukljuc¢enih u signalni
put insulina: insulinskog receptora (IRB), supstrata insulinskog receptora fosforilisanog
na tirozinu 632 (pIRS-1 Tyr®®), supstrata insulinskog receptora fosforilisanog na serinu
307 (pIRS-1 Ser*®"), protein kinaze B (Akt) fosforilisane na serinu 473 (pAkt Ser*’®),
transportnog molekula za glukozu (GLUT4) i AMP- zavisne protein kinaze (AMPK).
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4.3.2. UZIMANJE UZORAKA KRVI

Uzorci krvi su uzimani punkcijom v. jugularis na svakih 10 dana odnosno 0., 10.,
20., 30., 40., 50., 60. i 70. dana ogleda. Nakon spontane koagulacije na sobnoj
temperaturi, serum je izdvajan centrifugiranjem na 3000 obrtaja tokom 10 minuta.
Dobijeni krvni serum je skladiSten na temperaturi od -20°C, sve do izvodenja analiza. U
uzocima dobijenog seruma odredjivana je koncentracija glukoze, insulina, IGF-I, IGF
vezuju¢ih proteina (IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3 i IGFBP-4), NEFA, BHBA,
holesterola, triglicerida, ukupnih proteina, aloumina, globulina i kortizola.

4.4. ODREDIVANJE ZASTUPLJENOSTI PROTEINA SIGNALNOG
PUTA INSULINA U MISICNOM TKIVU

4.4.1. PRIPREMA CELIJSKOG LIZATA MISICNOG TKIVA

Homogenizacija i sve ostale faze pripreme tkiva radene su na ledu (4°C). Uzorci
misi¢nog tkiva su prvo usitnjeni makazama, a zatim homogenizovani uz dodatak
modifikovanog RIPA- pufera za liziranje (pH 7,4) koji je sadrzavao 50 mM Tris-HCI
pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,2% SDS, 1% Triton X-100, 0,2% natrijum
deoksiholat, proteazne inhibitore (2 mM PMSF, 10 pg/mL leupeptin i 10 pg/mL
aprotinin), fosfatazne inhibitore (100 mM natrijum fluorid, 10 mM natrijum pirofosfat i
2 mM natrijum ortovanadat) u odnosu 1:4 (m:V) u staklenim kivetama tipa Correx, u
UltraTurrax homogenizeru, 3 x 30s. Dobijeni homogenat miSi¢énog tkiva je zatim
centrifugiran na 15.000 x g na 4°C 30 min u Beckman centrifugi.

U dobijenim supernatantima koji predstavljaju ukupni lizat ¢elija miSi¢nog tkiva
odredivana je koncentracija proteina pomoc¢u BCA (the bicinchoninic acid assay, Pierce,
Rockford, IL, USA) metode. Nakon toga, uzorci celijskog lizata su pripremljeni za
Western blot analizu tako Sto su razblazivani do koncentracije od 10 mg/mL
dodavanjem modifikovanog RIPA pufera i zatim do finalnih 5 mg/mL dodavanjem iste
zapremine (1:1) Laemmli pufera (100 mM Tris-HClI pH 6,8, 200 mM,
B—merkaptoetanol, 4% SDS, 0,2% brom fenol plavo i 20% glicerol). Uzorci su zatim
bili izloZeni temperaturi 100°C u trajanju od 5 minuta a zatim zamrznuti na -20°C do

koriS¢enja za Western blot analizu.
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4.4.2. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE PROTEINA U LIZATU BCA
METODOM

Koncentracija proteina u uzorcima misi¢nog tkiva je odredivana BCA metodom
(BCA protein assay reagent, Pierce, Rockford, IL, USA), prema uputstvu proizvodaca
upotrebom komercijalnog dijagnostickog kompleta (Smith, 1985). Ovaj reagnes je u
formi natrijumove soli senzitivan, stabilan i visoko specifi¢an agens za jone bakra Cu*".
Peptidne veze i 4 aminokiseline (cistein, cistin, triptofan i tirozin) su odgovorne za
razvijanje boje u proteinskim uzorcima koji su inkubirani sa BCA. Primenjivana metoda
predstavlja kombinaciju biuretske reakcije koja podrazumeva redukciju Cu?* do Cu'*
proteinima u alkalnoj sredini i visoko senzitivne i selektivne kolorimetrijske detekcije
bakarnih jona pomocu reagensa koji sadrzi bicinhoninsku kiselinu. Kao rezultat helacije
dva molekula bicinhoninske kiseline i jednog Cu'* jona nastaje hidrosolubilan ljubi¢asto
obojen proizvod koji apsorbuje svetlost na 562 nm. Ovo omoguéava
spektrofotometrijsku kvantifikaciju proteina u opsegu od 20 do 2000 pg/mL.
Koncentracija ukupnih proteina je preracunavana sa standardne krive koja je
konstruisana na osnovu izmerenih vrednosti apsorbanci poznatih rastu¢ih koncentracija

govedeg serumskog albumina (BSA) (0,2; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2,0 mg/mL)

4.4.3. ELEKTROFOREZA PROTEINA SIGNALNOG PUTA INSULINA

U cilju analize ukupnog sadrzaja proteina i fosforilacije molekula signalnog
puta insulina proteini iz uzorka ukupnog lizata miSi¢nog tkiva su najpre razdvajani
metodom SDS elektroforeze na poliakrilamidnom gelu. Proteini su najpre kuvanjem i
anjonskim deterdzentom natrijum dodecil sulfatom (SDS) prevodeni u linearne
polipeptidne lance ¢ime je postignuto narusavanje njihove tercijarne strukture 1
maskirano naelektrisanje koje poti¢e od aminokiselinskih ostataka. Uzorci ukupnog
¢elijskog lizata (75 pg proteina po bazenc¢i¢u) su nanoSeni na 7,5% ili 10% SDS
poliakrilamidni gel i razdvajani pomo¢u Mini Protean Electrophoresis Cell (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Elektroforeza se odvijala prvih 15 min na 150V, a
zatim jo$ 1h 30 min na 100V. Marker molekulskih masa koji je koris¢en sadrzi proteine
molekulskih masa 10, 15, 25, 35, 55, 70, 100, 130 i 250 kDa (PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder, Fermentas, Vilnius, Lithuania).
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4.4.4. DETEKCIJA PROTEINA SIGNALNOG PUTA INSULINA WESTERN
BLOT METODOM

Po zavrSetku elektroforeze, izvrSen je transfer proteina sa poliakrilamidnog gela
na PVDF membranu (Milipore, Bedford, MA; SAD). Membrana je prethodno
aktivirana potapanjem u 100% metanol 15 s, a zatim inkubirana 2 min u destilovanoj
vodi i na kraju najmanje 5 min u puferu za transfer. Transfer proteina je raden u puferu
za SDS PAGE (0,0025 M Tris pH 8,3, 0,192 M glicin i 0,1% SDS), sa dodatkom
metanola (20%) preko no¢i na 4°C, pri konstantnoj jacini struje od 80 mA u aparatu za
mokri transfer (Trans—Blott Cell, Bio—Rad). Posle transfera proteina sa gela, membrane
su inkubirane u puferu za blokiranje (5% rastvor BSA u TBST puferu sledeceg sadrzaja
25 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% Tween, pH 8,0) 1,5 h na sobnoj temperaturi u cilju
smanjenja nespecificnog vezivanja antitela za membranu. Po isteku tog vremena
membrane su isprane 2 x 10 min u TBST, a nakon toga su preko no¢i inkubirane na 4°C
sa primarnim antitelima na IRB, pIRS-1 Tyr®®? pIRS-1 Ser’™, pAkt Ser*”* GLUT4,

AMPK i aktin. U Western blot analizi kori§¢ena su slede¢a primarna antitela:

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA:

- kuni¢evo poliklonsko anti IR B (sc-711),
- kuniéevo polikonsko anti fosfo-IRS-1 (Tyr®®?) (sc-17196-R),
- kunic¢evo poliklonsko anti GLUT 4 (sc-7938),

- kuniéevo poliklonsko anti-fosfo-Akt (Ser*’®) (sc-7985-R),

- kuni¢evo poliklonsko anti AMPKa (sc-25792),

- kuni¢evo poliklonsko anti B-aktin (sc-1616-R) i
307)

- kuni¢evo poliklonsko anti-fosfo IRS-1 (Ser
Millipore, Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA

(ups. 07-247) proizvodjaca

Posle inkubacije sa primarnim antitelima, membrane su ispirane 5 x 5 min u
TBST puferu. Nakon toga membrane su inkubirane sa sekundarnim antitelom 1,5 h na
sobnoj temperaturi. Kao sekundarno antitelo korisé¢eno je anti-kuni¢evo 1gG-HRP (sc-
2004), konjugovano sa peroksidazom iz rena (HRP, engl. horse-radish peroxidase)
proizvod firme Santa Cruz Biotechnology, CA, USA. Zatim su membrane ponovo
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isprane 5 x 5 min u TBST puferu, a nakon toga inkubirane u mraku 3 min sa
hemiluminiscentnim supstratom (ECL, engl. enhanced chemiluminescence) koji se
dobija meSanjem jednake koli¢ine rastvora koji sadrzi luminol i rastvora koji sadrzi
vodonik peroksid. Posle toga membrane su u kaseti za razvijanje inkubirane 3 min sa
rendgen filmom (ORTO CP-G-PLUS, AGFA) pri ¢emu intenzitet signala na filmu
odgovara koli¢ini proteina koji se detektuje u analiziranim uzorcima. Kvantifikacija
dobijenih signala vrSena je denzitometrijski koriS¢enjem softvera ImageJ (NIH;
Bethesda, MD, USA). U cilju kontrole jednakog unosa protena u svim uzorcima
¢elijskog lizata, koris¢eno je anti-aktin antitelo na p-aktin ¢ija je koli¢ina u ¢elijama

konstantna.

4.5. ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE BIOHEMIJSKIH
PARAMETARA KRVI

U uzorcima krvi dobijenim 0., 10., 20., 30., 40., 50., 60. i 70. dana ogleda
odredivana je koncentracija glukoze, beta-hidroksi butirata BHBA, holesterola,
triglicerida, ukupnih proteina, albumina i globulina, dok je koncentracija NEFA
odredivana 0., 30., 50. i 70. dana ogleda. Koncentracija glukoze je merena koris¢enjem
komercijalnih dijagnostic¢kih kitova (Randox, Crumlin,Velika Britanija). Koncentracije
beta-hidroksi butirata (BHBA) su odredivane kinetickom enzimskom metodom i
koris¢enjem komercijalnog dijagnostickog kita (Randox, Crumlin,Velika Britanija).
Koncentracija holesterola, triglicerida, ukupnih proteina, albumina, globulina krvnog
seruma odredivana je kolorimetrijski i enzimskim metodama koris¢enjem komercijalnih
test paketa (BioMereux, Marcy-I'Etoile, France). Koncentracija NEFA odredivana je
koriS¢enjem enzimske kolorimetrijske metode uz pomo¢ komercijalnih dijagnostickih
kitova (Randox, Crumlin, Velika Britanija)

Svi biohemijski parametri izmereni u krvnom serumu su odredeni na
poluautomatskom biohemijskom analizatoru STAT FAX 3300 AVRENESS
TECHNOLOGY INC (SAD).
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4.6. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE HORMONA U KRVI

U uzorcima krvi dobijenim 0., 10., 20., 30., 40., 50., 60. i 70. dana ogleda
odredivana je koncentracija insulina i kortizola. Za odredivanje koncentracije insulina
koris¢en je komercijalni RIA test (RIA-insulin INEP, Beograd, Srbija) (Nikoli¢ i sar.
1989). Test je standardizovan prema referentnom materijalu Svetske zdravstvene
organizacije: insulin (WHO 53/511). Za talozenje imunih kompleksa koriséen je ov¢iji
antiserum protiv IgG zamorca u 8% rastvoru PEG-a (polietilenglikola). Radioaktivnost
taloga je merena gama-scintilacionim broja¢em, u trajanju od 1 minuta. Koncentracija
insulina u ispitivanim uzorcima krvnog seruma teladi o€itavana je sa kalibracione krive,
konstruisane kompjuterskom obradom podataka o stepenu radioaktivnosti istalozenih

imunih kompleksa standarda sa poznatim koncentracijama insulina.

Koncentracija kortizola odredivana je radioimunoloSkom metodom koris¢enjem

komercijalnih test paketa (RIA Kkortizol, INEP Beograd , Srbija).

4.7. INTRAVENSKI TESTOVI OPTERECENJA GLUKOZOM
(IVGTT)

4.7.1. POSTUPAK SPROVODENJA IVGTT

Intravenski testovi opterecenja glukozom (IVGTT) su izvedeni Cetiri puta u toku
trajanja ogleda i to 0., 30., 50. i 70 dana ogleda. Test opterecenja glukozom je uraden na
ukupno 12 teladi (6 teladi po grupi).

Testovi optereéenja su uvek izvodeni u istom periodu dana i to u 7 casova,
odnosno pre jutarnjeg napajanja mlekom, kako bi se izbegao uticaj dnevnog ritma i
uzimanje obroka na rezultate analiza. Aplikovan je 50% rastvor glukoze (glukoza 2,78
mol/L wt/vol; Zorka Sabac, Srbija) bolus infuzijom u dozi od 500 mg/kg telesne mase.
Infuzija glukoze je vrSena u v. jugularis. Uzorci krvi su uzimani takode iz v. jugularis,
ali na suprotnoj strani vrata. Neposredno pre davanja 50% rastvora glukoze uzorkovana
je krv (nulto vreme). Naknadni uzorci krvi su uzimani 15., 30., 60., 90. i 120. minuta

nakon davanja glukoze. Koncentracije glukoze i insulina su odredene u svim uzorcima,
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dok su koncentarcije NEFA odredivane samo u nultim uzorcima. Koncentracija

insulina, glukoze i NEFA je odredivana metodama koja je su navedene u odeljku 4.4

4.7.2. IZRACUNAVANJA KINETIKE GLUKOZE I INSULINA

Kinetika glukoze tokom testa opterecenja je odredena koris¢enjem sledecih
parametra: ToOgukeza - bazalna koncentracija glukoze, Pikguoa - maksimalna
koncentracija glukoze, k — stepen opadanja koncentracije glukoze tokom testa, Ty, -
poluvreme eliminacije glukoze, kao i AUCykoza - POVrSina ispod krive glukoze tokom
testa tolerancije pra¢ena od 0. do 120. minuta.

Kinetika insulina tokom testa optere¢enja je odredena koriS¢enjem sledecih
parametara: Toinsulin- Dazalna koncentracija insulina, PikKinsuiin - maksimalna koncentracija
insulina, AMAXiqsuin - mMaksimalni porast insulina i AUCisuin - povrsina ispod krive
insulina tokom testa tolerancije pracena od 0. do 120. minuta.

Bazalne koncentracije glukoze su odredene neposredno pre intravenskog
aplikovanja glukoze. Pikgukza je najveca vrednost koncentracije glukoze koju je izazvala
glukoza data u intravenskom testu opterecenja. Stepen opadanja koncentracije glukoze
tokom testa (k) je odredivan iz vrednosti koncentracija glukoze u 15. i 60. minutu,
koris¢enjem modifikovane metode predlozene od strane Kaneka (2008), prema
jednacini: Kk = [(INgukozaT15 - INglukozaT60)/(T60-T15)]*100 (% min). Poluvreme
eliminacije glukoze (T 152) je odredivano prema formuli: (T12) = 0.693/k*100 (min).
Vrednost AUC za glukozu je dobijena nakon integrisanja povrsine ispod krive glukoze
tokom 0., 15., 30., 60., 90 1 120. minuta testa optere¢enja za svaku pojedinacnu
zivotinju koris¢enjem programa Origin 8.1 (OriginLab, Northampton, MA USA).

Bazalne koncentracije insulina su odredivane neposredno pre intravenskog
aplikovanja glukoze. Pikisuin je najvec¢a vrednost koncentracije insulina koju je izazvala
glukoza data u intravenskom testu opterec¢enja. Vrednost maksimalnog porasta insulina
(AMAXinsuin) je dobijena izraCunavanjem razlike izmedu maksimalne i bazalne
koncentracije insulina.

Vrednost AUC za insulin je dobijena nakon integrisanja povrsine ispod krive
insulina tokom 0., 15., 30., 60., 90 i 120. minuta testa optere¢enja za svaku pojedina¢nu

zivotinju kori§¢enjem programa Origin 8.1 (OriginLab, Northampton, MA USA).
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4.7.3. IZRACUNAVANJE MATEMATICKOG POKAZATELJA
INSULINSKE SENZITIVNOSTI — RQICKI

Za procenu insulinske rezistencije kod teladi je koris¢en matematic¢ki pokazatelj
insulinske senzitivnosti (RQUICKI). Za izraCunavanje je koriS¢ena formula koju su
opisali Holtenius and Holtenius (2007) a za njeno izraCunavanje su koriS¢ene bazalne
vrednosti glukoze, insulina i NEFA, po modelu: RQUICKI=1/[log glukoza (mg/dL)+
log insulin (uU/mL)+log NEFA (mM)]. Niska vrednost indeksa ozna¢ava smanjenu

osetljivost na insulin.

4.8. ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE IGF-I |
ZASTUPLJENOSTI IGF VEZUJUCIH PROTEINA U UZORCIMA
KRVI

4.8.1. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE IGF-1 U UZORCIMA KRVI

U uzorcima seruma dobijenim 0., 10., 30., 50. i 70. dana ogleda odredivana je
koncentracija IGF-I. Za odredivanje koncentracije IGF-I koris¢en je komercijalni RIA
IGF-1 test (INEP, Zemun) (Nikoli¢ i sar. 1996b). Test je standardizovan prema
referentnom materijalu Svetske zdravstvene organizacije: IGF-1 (WHO 87/518). U
ovom testu, merenje IGF-I je zahtevalo denaturaciju i taloZenje IGF vezujucih proteina
nakon oslobadanja IGF. U tu svrhu koris¢en je etanol-HCI rastvor. Anti-IGF-I antitela
su imala reaktivnost koja je bila < 3,00% prema IGF-11 i < 0,01% prema humanom
insulinu. Za taloZenje imunih kompleksa koris¢ena su antitela na IgG kunica u 8%
rastvoru PEG-a (polietilenglikola). Radioaktivnost taloga merena je na gama-
scintilacionom broja¢u u trajanju od 2 minuta. Koncentracija IGF-I u ispitivanim
uzorcima seruma ocitavana je sa kalibracione krive, konstruisane kompjuterskom
obradom podataka o stepenu radioaktivnosti istalozenih standarda imunih kompleksa sa
poznatim koncentracijama IGF-I.

4.8.2. PRIPREMA UZORAKA KRVNOG SERUMA ZA ELEKROFOREZU
IGF-VEZUJUCIH PROTEINA

U uzorcima seruma dobijenim 0., 10., 50. i 70. dana ogleda odredivana je
zastupljenost IGF vezujucih proteina (IGFBP 1,2,3 i 4). Priprema uzoraka i razdvajanje
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proteina seruma teladi vrSeno je postupkom koji su opisali Hossenlopp i saradnici
(1986), Nikolic¢ i saradnici (1998) i Masnikosa i saradnici (2011).

Ispitivani serumi su razblazeni PBS puferom u odnosu 1:25 za IGFBP 1,214 i
1:50 za IGFBP- 3, a zatim puferom za uzorke u odnosu 1:1. PBS pufer sadrzavao je
0.05 M natrijum fosfata, 0.15 M NaCl pri pH 7.5, dok je pufer za uzorke sadrzavao
0.125 M Tris-HCI, 4% (w/v) SDS, 20% (v/v) glicerol, 10% (v/v) 2-merkaptoetanol,
0.01% (w/v) i bromofenol plavo pri pH 6,8. Razblazeni uzorci su zatim kuvani 7
minuta. To vreme je bilo neophodno kako bi se IGFBP oslobodili iz kompleksa sa IGF
molekulima. Nakon kuvanja uzorci su centrifugovani na 600 x g, u toku 30 sekundi na

10°C, u centrifugi Eppendorf MiniSpin.

4.8.3 ELEKTROFORETSKO RAZDVAJANJE IGF VEZUJUCIH
PROTEINA | ELEKTROTRANSFER

Proteini su razdvajani SDS PAG elektroforezom (SDS-poliakrilamid gel
elektroforeza) na 4% gelu za koncentrovanje za sve IGF vezujuée proteine i 10% gelu
za razdvajanje za IGFBP 1, 2, 4 1 12% gelu za razdvajanje za IGFBP-3. U prvo mesto
na gelu je nanoSen marker (low-range molecular mass markers, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA), a u sledece pripremljeni uzorci seruma u koli¢ini od 33 pL.
Elektroforeza je radena na uredaju Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad Laboratories) i
tekla u redukuju¢im uslovima pri naponu od 200 V, dok bromfenol plavo marker nije
doSao do kraja gela (oko 1 cas). Elektroforeza je radena u Tris-HCI puferu (25 mM
Tris-HCI, 0,19 M glicin, 0,1% SDS (m/v), pH 8,3). Nakon zavrSetka elektroforeze
proteini na gelovima su podvrgavani elektrotransferu na nitroceluloznu membranu
(0.45 um, Whatman Protran, PerkinEImer Life and Analytical Sciences, Boston, MA,
USA), priuslovima od 20 Ai300 Mv, 1,5do 2 h. Elektrotransfer je raden na uredaju
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories) uz koris¢enje pufera za
transfer (0.025 M Tris-HCI, 0.19 M glicin, 20% (v/v) metanol; pH 8.3). Nakon
elektrotransfera proteina na membrane, one su bojene rastvorom Ponceau S boje (0,1%
Ponceau S (m/v), 5% HAc (v/v)), pa su zatim odbojene TBST puferom (10 mM Tris-
HCI, 0,15 M NaCl, 0,1% Tween 20 (v/v), pH 7,4). Nitrocelulozne membrane
predvidene za Western blot blokirane su potapanjem u rastvor mleka (5% mileko u prahu

u TBST puferu (m/v)), u trajanju od 45 minuta na sobnoj temperaturi uz muckanje.
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4.8.4. WESTERN BLOT IGF VEZUJUCIH PROTEINA

Posle blokiranja u rastvoru mleka, nitrocelulozne membrane su inkubirane u
rastvoru odgovaraju¢ih primarnih antitela u TBST puferu, preko no¢i na 4 °C uz
muckanje. Koris¢ena su sledeéa razblazenja primarnih antitela proizvodjaca Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA):

- Kozje poliklonsko anti IGFBP-1 antitelo (sc-6072) - 1:1000 u 1% mleku
u TBST puferu (m/v),

- Kozje poliklonsko anti IGFBP-2 antitelo (sc-6002) - 1:1000 u 1% mleku
u TBST puferu (m/v),

- Kozje poliklonsko anti IGFBP-3 antitelo (sc-6004) - 1:1000 u 1% mleku
u TBST puferu (m/v),

- Kozje poliklonsko anti IGFBP-4 antitelo (sc-6005) - 1:1000 u 1% mleku
u TBST puferu (m/v).

Posle 6 ispiranja od po 5 minuta TBST puferom, membrane su inkubirane u
rastvoru sekundarnih antitela u TBST puferu, u trajanju od 30 minuta na sobnoj
temperaturi uz muckanje. KoriS¢ena su sledeca razblazenja sekundarnih antitela:

- HRP-konjugovana IgG antitela (svinjska) spram koze (Biosource,
Camarillo, USA), 1:10 000 u 1% mleku u TBST puferu (m/v)

Nakon ispiranja 6 puta po 5 minuta TBST puferom, i na kraju destilovanom
vodom, membrane su inkubirane u rastvoru za hemiluminiscenciju proizvoda¢a GE
Healthcare (Little Chalfont, UK) prema uputstvu. Za razvijanje i fiksiranje filmova
(Kodak, Paris, France) koris¢eni su komercijalni reagensi: razvijanje 5 minuta u
razvijacu, ispiranje 1 minut u rastvoru siréetne kiseline (1% HAc (v/v)) i fiksiranje 10
minuta u fiksiru. Filmovi su nakon toga ispirani pod mlazom tekuée vode u trajanju od
10-15 minuta, pa zatim osuSeni na vazduhu, pri ¢emu intenzitet signala na filmu
odgovara koli¢ini proteina koji se detektuje u analiziranim uzorcima. Kvantifikacija
dobijenih signala vrSena je denzitometrijski koriS¢enjem softvera ImageJ (NIH;
Bethesda, MD, USA).
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4.9. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

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

Graficki prikazi rezultata zastupljenosti proteina signalnog puta insulina su
predstavljeni kao u radu Jovanovica i saradnika (2017). Vrednosti kinetike glukoze i
insulina kao i RQICKI vrednosti su izraCunate prema formulama navedenim u
odeljcima 4.7.2. i 4.7.3. Za izraCunavanje AUC je koris¢en program Origin 8.1
(OriginLab, Northampton, MA USA).
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5. REZULTATI

5.1. ZASTUPLJENOST PROTEINA SIGNALNOG PUTA
INSULINA U MISICNOM TKIVU

5.1.1. ZASTUPLJENOST g - SUBJEDINICE INSULINSKOG
RECEPTORA

Na slici 5.1 je prikazana zastupljenost B-subjedinice insulinskog receptora (IRB) u
skeletnim misi¢nom tkivu teladi kontrolne (NCr) i grupe kojoj je peroralno aplikovan
hrom (PoCr) i to u vidu histograma i reprezentativnog Western blota.

600 -

550 ;| IRP
500

450 -

NCr0 PoCr0 NCr70 PoCr70
400 -

350 -
300 - p<0.05
250 -
200 -

150 - [ |

p=0.057

100 p<0.05

50 - I

sadrzZaj proteina (% od grupe sa kojom se poredi)

PoCr0/NCr0 NCr70/NCr0 PoCr70/PoCr0 PoCr70/NCr70

Slika 5.1. Zastupljenost [-subjedinice insulinskog receptora (IRf) u skeletnim misi¢ima
teladi kontrolne (NCr) i grupe kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr). Sadrzaj
proteina IRf je odredivan u misi¢nim celijama NCr i PoCr grupe 0. dana (NCr0 i
PoCr0) i 70. dana ogleda (NCr70 i PoCr70), Western blot metodom. Reprezentativni
blotovi se nalaze iznad histograma. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
standardna greSka, izrazeni kao odnos /Rf proteina i aktina i predstavljeni kao
procenat: PoCrO/NCr0 (uniformnost grupa na pocetku ogleda); NCr70/NCr0 (efekat
uzrasta); PoCr70/PoCr0 (efekat hroma i uzrasta); PoCr70/NCr70 (efekat hroma).
Poredenje grupa je uradeno Studentovim t testom.
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Iz slike se zapaza da nije bilo statisticki znacajnih razlika u zastupljenosti IR
izmedu NCr i PoCr grupe na pocetku ogleda, odnosno pre pocetka peroralne aplikacije
hroma. Kod NCr grupe se zapaza da je doslo do statisti¢ki znacajnog (p< 0,05) pada u
zastupljenosti IRp tokom oglednog perioda, dok PoCr grupa belezi tendenciju porasta
(p=0.057) zastupljenosti IRB tokom oglednog perioda. Takode se moze zapaziti da je
70. dana ogleda zastupljenost IRP bila statisti¢ki znacajno veca (p< 0,05) kod PoCr
grupe u odnosu na NCr grupu.

5.1.2. ZASTUPLJENOST SUPSTRATA INSULINSKOG RECEPTORA
FOSFORILISANOG NA TIROZINU 632

Na slici 5.2 je prikazana zastupljenost supstrata insulinskog receptora

632

fosforilisanog na tirozinu 632 (pIRS-1 Tyr”*) u skelethnom miSi¢nom tkivu teladi

kontrolne (NCr) i grupe kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr) i to u vidu

histograma i reprezentativnog Western blota. 1z slike se moze zapaziti da nije postojalo

632

statisticki znacajne razlike u zastupljenosti pIRS-1 Tyr>** izmedu NCr i PoCr grupe na

pocetku ogleda, odnosno pre pocetka peroralne aplikacije hroma, te se moze zakljuciti

632

da su grupe bile ujednacene po zastupljenosti pIRS-1 Tyr*** na pocetku ogleda. Kod obe

ispitivane grupe se zapaZza da je doslo do porasta pIRS-1 Tyr®®

u toku oglednog
perioda, s tim §to je kod PoCr grupe ovaj porast dostigao statisticku znacajnost (p<
0,001). Takode, na slici se moze zapaziti da je 70. dana ogleda zastupljenost pIRS-1

Tyr®* bila statisticki znacajno (p< 0,001) veéa kod PoCr grupe u odnosu na NCr grupu.
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Slika 5.2. Zastupljenost supstrata insulinskog receptora fosforilisanog na tirozinu 632
(pIRS-1 Tyr®?), u skeletnim misi¢ima teladi kontrolne (NCr) i grupe kojoj je peroralno
aplikovan hrom (PoCr) . Sadrzaj proteina pIRS-1 Tyr®*? je odredivan u misiénim celijama
NCr i PoCr grupe 0. dana (NCrO i PoCr0) i 70. dana ogleda (NCr70 i PoCr70),
Western blot metodom. Reprezentativni blotovi se nalaze iznad histograma. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + standardna greSka, izrazeni kao odnos proteina pIRS-1
Tyr®i aktina i predstavljeni kao procenat: PoCr0/NCr0 (uniformnost grupa na pocetku
ogleda); NCr70/NCr0 (efekat uzrasta); PoCr70/PoCrQ (efekat hroma i uzrasta);
PoCr70/NCr70 (efekat hroma). Poredenje grupa je uradeno Studentovim t testom.

5. 1.3. ZASTUPLJENOST SUPSTRATA INSULINSKOG RECEPTORA
FOSFORILISANOG NA SERINU 307
Na slici 5.3 je prikazana zastupljenost supstrata insulinskog receptora

307

fosforilisanog na serinu 307 (pIRS-1 Ser™) u skelethom miSiénom tkivu teladi

kontrolne grupe (NCr) i grupe kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr) i to u vidu

histograma i reprezentativnog Western blota. 1z slike se moze zapaziti da nije bilo

307

statisticki znacajnih razlika u zastupljenosti pIRS-1 Ser®™" izmedu NCr i PoCr grupe na

pocetku ogleda, odnosno pre peroralne aplikacije hroma, te se moze zakljuciti da su

307

grupe bile ujednacene po zastupljenosti pIRS-1 Ser™" na pocetku ogleda. Kod obe

ispitivane grupe moze se zapaziti da nije bilo razlike u zastupljenosti pIRS-1 Ser’” u
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toku oglednog perioda. Takode, 70. dana ogleda nije bilo razlike izmedu NCr i PoCr

grupe u zastupljenosti pIRS-1 Ser*”".
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Slika 5.3. Zastupljenost supstrata insulinskog receptora fosforilisanog na serinu 307
(pIRS-1 Ser3°7) u skeletnim misi¢ima teladi kontrolne (NCr) i grupe kojoj je peroralno
aplikovan hrom (PoCr) . Sadrzaj proteina pIRS-1 Ser®” je odredivan u misi¢nim celijama
NCr i PoCr grupe 0. dana (NCr0O i PoCr0) i 70. dana ogleda (NCr70 i PoCr70),
Western blot metodom. Reprezentativni blotovi se nalaze iznad histograma. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + standardna greska, izrazeni kao odnos proteina pIRS-1
Ser’™ i aktina i predstavljeni kao procenat: PoCr0/NCr0 (uniformnost grupa na pocetku
ogleda); NCr70/NCr0 (efekat uzrasta); PoCr70/PoCr0 (efekat hroma i uzrasta);

PoCr70/NCr70 (efekat hroma). Poredenje grupa je uradeno Studentovim t testom.

5.1.4. ZASTUPLJENOST PROTEIN KINAZE B (AKT) FOSFORILISANE
NA SERINU 473
Na slici 5.4 je prikazana zastupljenost protein kinaze B (Akt) fosforilisane na

serinu 473 (pAkt Ser*”®) u skeletnom misi¢nom tkivu teladi kontrolne (NCr) i grupe
kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr) i to u vidu histograma i reprezentativnog
Western blota.
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Slika 5.4. Zastupljenost protein kinaze B  (Akt) fosforilisane na serinu 473 (pAkt
Ser*™®), u skeletnim misi¢ima teladi kontrolne (NCr) i grupe kojoj je peroralno
aplikovan hrom (PoCr). Sadrzaj proteina pAkt Ser*” je odredivan u misi¢nim celijama
NCr i PoCr grupe 0. dana (NCrO i PoCr0) i 70. dana ogleda (NCr70 i PoCr70),
Western blot metodom. Reprezentativni blotovi se nalaze iznad histograma. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + standardna greSka, izrazeni kao odnos proteina pAkt
Ser*”® i aktina i predstavljeni kao procenat: PoCr0/NCr0 (uniformnost grupa na pocetku
ogleda); NCr70/NCr0 (efekat uzrasta); PoCr70/PoCrQ (efekat hroma i uzrasta);
PoCr70/NCr70 (efekat hroma). Poredenje grupa je uradeno Studentovim t testom.

Na slici se moze zapaziti da nije bilo statisticki zna¢ajnih razlika u zastupljenosti pAkt
Ser*”® izmedu NCr i PoCr grupe na pocetku ogleda, odnosno pre peroralne aplikacije
hroma. Kod NCr grupe nije bilo promene u zastupljenosti pAkt Ser*” u toku oglednog

473

perioda, dok je zastupljenost pAkt Ser*"” kod PoCr grupe statisticki znacajno porasla

(p< 0,05). Takode, se moZe zapaziti da je 70. dana ogleda zastupljenost pAkt Ser*’® bila
statisti¢ki znacajno veca (p< 0,05) kod PoCr grupe u odnosu na NCr grupu.

5.1.5. ZASTUPLJENOST TRANSPORTNOG MOLEKULA ZA GLUKOZU
(GLUT4)

Na slici 5.5 je prikazana zastupljenost transportnog molekula za glukozu

(GLUT4) u skeletniom misi¢nom tkivu teladi kontrolne (NCr) i grupe kojoj je
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peroralno aplikovan hrom (PoCr) i to u vidu histograma i reprezentativnog Western
blota.
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Slika 5.5. Zastupljenost transportnog molekula za glukozu (GLUT4) u skeletnim
misi¢ima teladi kontrolne (NCr) i grupe kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr).
Sadrzaj proteina GLUT4 je odredivan u misi¢nim celijama NCr i PoCr grupe 0. dana
(NCr0 i PoCr0) i 70. dana ogleda (NCr70 i PoCr70), Western blot metodom.
Reprezentativni blotovi se nalaze iznad histograma. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + standardna greska, izrazeni kao odnos proteina GLUT4 i aktina i
predstavljeni kao procenat: PoCrO/NCrO (uniformnost grupa na pocetku ogleda);
NCr70/NCr0 (efekat uzrasta); PoCr70/PoCr0 (efekat hroma i uzrasta); PoCr70/NCr70
(efekat hroma). Poredenje grupa je uradeno Studentovim t testom.

Na slici se moze zapaziti da nije bilo statistiCki znacajnih razlika u zastupljenosti
GLUT4 izmedu NCr i PoCr grupe na pocetku ogleda, odnosno pre peroralne aplikacije
hroma. Kod NCr grupe se zapaza da nije bilo promene u zastupljenosti GLUT4 u toku
oglednog perioda, dok je zastupljenost GLUT4 kod PoCr grupe statisticki zna¢ajno
porasla (p< 0,05) u toku oglednog perioda. Takode na slici se moze zapaziti da je 70.
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dana ogleda zastupljenost GLUT4 kod PoCr grupe zabelezila tendenciju vece

zastupljenosti (p=0,09) u odnosu na NCr grupu.

5.1.6. ZASTUPLJENOST AMP- ZAVISNE PROTEIN KINAZE (AMPK)

Na slici 5.6 prikazana je zastupljenost AMP- zavisne protein kinaze (AMPK) u
skeletnom miSi¢nom tkivu teladi kontrolne (NCr) i grupe kojoj je peroralno aplikovan

hrom (PoCr) i to u vidu histograma i reprezentativhog Western blota.
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Slika 5.6. Zastupljenost AMP- zavisne protein kinaze (AMPK) u skeletnim misi¢ima
teladi kontrolne (NCr) i grupe kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr). Sadrzaj
proteina AMPK je odredivan u misicnim éelijama NCr i PoCr grupe 0. dana (NCr0 i
PoCr0) i 70. dana ogleda (NCr70 i PoCr70), Western blot metodom. Reprezentativni
blotovi se nalaze iznad histograma. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
standardna greSka, izrazeni kao odnos proteina AMPK i aktina i predstavljeni kao
procenat: PoCrO/NCr0 (uniformnost grupa na pocetku ogleda); NCr70/NCr0 (efekat
uzrasta); PoCr70/PoCr0 (efekat hroma i uzrasta); PoCr70/NCr70 (efekat hroma).
Poredenje grupa je uradeno Studentovim t testom.
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Iz slike se moze zapaziti da nije postojalo statisticki znacajne razlike u zastupljenosti
AMPK izmedu NCr 1 PoCr grupe na pocetku ogleda, ondosno pre peroralne aplikacije
hroma, te se moze zakljuciti da su grupe bile ujednacene po zastupljenosti AMPK na
pocetku ogleda. Kod NCr grupe se zapaza da nije bilo promene u zastupljenosti AMPK
u toku oglednog perioda, dok je zastupljenost AMPK kod PoCr grupe statisti¢ki
znacajno porasla (p<0,001). Takode na slici se moze zapaziti da je 70. dana ogleda
zastupljenost AMPK bila statisti¢ki znacajno (p< 0,001) veca kod PoCr grupe u odnosu
na NCr grupu.

5. 2. INTRAVENSKI TEST OPTERECENJA GLUKOZOM

5.2.1. PARAMETRI KINETIKE GLUKOZE

U tabeli 5.1. su prikazane vrednosti parametara kinetike glukoze tokom izvodenja
IVGTT. Moze se uocCiti da je peroralna aplikacija hroma uticala gotovo na sve
parametre kinetike glukoze. PoCr grupa je imala statisticki znacajno nize (p< 0,05)
bazalne koncentracije glukoze (TOgiukoza) U IVGTT izvedenim 30. i 70. dana. Tokom
izvodjenja IVGTT 50. dana ogleda kod PoCr grupe zabelezne su statisticki zna¢ajno
vise (p< 0,05) k vrednosti (1,5+0.1 % min) u odnosu na NCr grupu (1,0£0,2), statisti¢ki
znacajno nize (p< 0,05) wvrednosti za T Y2 (47,4+4,4 min) u odnosu na NCr grupu
(73,7£1,0), kao i statisti¢ki znacajno nize (p<0,05) vrednosti za AUCgjukoza (705,2+24,2)
u odnosu na NCr grupu (820,9+30,8). Vrednosti za Pikgukoza s€ nisu razlikovale izmedu
grupa ni u jednom od izvedenih IVGTT.
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Tabela 5.1. Parametri kinetike glukoze tokom IVGTT kontrolne grupe (NCr grupa) i
grupe Kkojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr grupa)

Dan u ogledu
Parametar Grupa 0. 30. 50. 70.
TOglukoza NCr 4,5+0,5% 4,5+0,2" | 4,8+0,4° 4,8+0,0"
(mM) (n=6)
PoCr 5,0£0,6® 3,74#0,2° 4,4%0,2%° 4,620,1°
(n=6)
PiKglukoza NCr 12,3#1,0°° | 12,0#0,5° | 10,1+0,2° 10,1+1,7%
(mM) (n=6)
PoCr 13,740,4* | 11,940,2° | 10,1+0,4% 10,6+0,2°
(n=6)
K NCr 1,540,2°" | 1,240,1®® | 1,0+0,2”" 2,3+0,4°
(% min) (n=6)
PoCr 1,6£0,2° | 1,240,1® | 1,50,1° 2,5+0,4°
(n=6)
T % NCr 48,9+7,8 | 64,549,1® | 73,7+1,0 33,4+6,4°
(min) (n=6)
PoCr 46,9454% | 58 7+55% | 47 4+4 4 30,2+5,8°
(n=6)
AUCgukoza NCr 866,1+84,5% | 877,0+42,2° | 820,9+30,8"" | 664,9+66,4"
(mMxmin) (n=6)
PoCr 926,1+27,2* | 825,0+28,2° | 705,2+24,2 | 642,4+54,9°
(n=6)

a, b, ¢ - razlicita slova iznad vrednosti u redu ukazuju na statisticki znacajnu razliku
(p< 0,05) unutar grupe (NCr i PoCr grupe, pojedinacno) izmedu razlicitih dana
uzorkovanja, *- statisticki znacajna razlika (p< 0,05) izmedu NCr i POCr grupe u istom
danu uzorkovanja

5. 2.2. PARAMETRI KINETIKE INSULINA

U tabeli 5.2. su prikazane vrednosti parametara kinetike insulina tokom izvodenja
IVGTT.
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Tabela 5.2. Parametari kinetike insulina tokom IVGTT kontrolne grupe (NCr grupa) i

grupe Kkojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr grupa)

Dan u ogledu
Parametar | Grupa 0. 30. 50. 70.
TOinsulin NCr 25,742,9% 20,3+1,8%" 20,5+2,4% 27,1+0,7"
(MIU/ml) | (n=6)
PoCr 23,4+2,5° 8,3+1,0° 20,2+1,2° 17,9+1,4°
(n=6)
PiKinsutin NCr 125,5+13,3% | 86,2+7,0" 131,9+16,5% | 173,2+17,1*
(MIU/ml) | (n=6)
PoCr 129,0+11,3* | 83,1+10,4° 100,3+7,6®® | 116,9+15,3%
(n=6)
AMAXinsutin | NCr 101,4+10,9* | 65,9+7,0° 111,4+14,4% | 146,1+17,6™
(MIU/ml) | (n=6)
PoCr 106,0+7,1° 74,8+11,3° 80,1+7,6" 99,1+14,8%
(n=6)
AUCinsuiin | NCr 6759,6+817,0° | 6317,1+649,8° | 6891,5+663,1* | 6490,5+803,2°
(mMxmin) | (n=6)
PoCr 7206,6+859,1% | 6102,2+767,5° | 5433,7+678,5* | 4974,6+83,4°
(n=6)

a, b, ¢ - razlicita slova iznad vrednosti u redu ukazuju na statisticki znacajnu razliku
(p< 0,05) unutar grupe (NCr i PoCr grupe, pojedinacno) izmedu IVGTT izvedenim u
razlicitim danima ogleda *- statisticki znacajna razlika (p< 0,05) izmedu NCr i PoCr
grupe u IVGTT izvedenim istih dana ogleda

1z podataka prikazanih u tabeli 5.2. se moze zakljuéiti da je aplikacija hroma dovela do
statistiCki znacajnog smanjenja bazalnih vrednosti za insulin (TOjnsuin) U IVGTT
izvedenim 30. i 70. dana. Tokom izvodenja IVGTT 70. dana ogleda kod PoCr grupe
zabeleZne su statisticki znacajno nize (p< 0.05) vrednosti za PikKipsyin (116,9+15,3
pIU/ml ) u odnosu na NCr grupu (173,2+17,1 plU/ml), lako se vrednosti za AMAXinsulin
nisu statisticki znacajno razlikovale izmedu grupa zabeleZzena je tendencija smanjenja
kod PoCr grupe u IGVTT izvedenim 50. i 70. dana. Naime, vrednost AMAXnsuiin kod
PoCr grupe, dobijena u testu izvedenom 50. dana ogleda, iznosila je 80,1+7,6 plU/mL

naspram vrednosti od 111,4+14,4 plU/mL za NCr grupu (p=0.09), vrednost
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AMAXinsulin kod PoCr grupe, dobijena u testu izvedenom 70. dana ogleda, iznosila je
99,1+14,8 plU/mL naspram vrednosti od 146,1+17,6 plU/mL za NCr grupu (p=0.09).
Vrednosti za AUCiqsuiin S€ Nisu razlikovale medu ispitivanim grupama ni u jednom od

izvedenih testova opterecenja.

5. 2.3. VREDNOSTI KONCENTRACIJE NEFA | RQUICKI TEST

U tabeli 5.3. prikazane su vrednosti koncentracije NEFA i RQUCKI testa tokom
izvodjenja IVGTT.

Tabela 5.3. Vrednosti koncentracije NEFA i RQICKI test tokom IVGTT kontrolne grupe

(NCr grupa) igrupe kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr grupa)
Dan u ogledu
Parametar Grupa | 0. 30. 50. 70.
NEFA (mM) NCr | 0,10,1° 0,3+0,1° 0,3+0,1° 0,1+0,0°
(n=6)
PoCr | 0,1+0,1%° 0,4+0,1° 0,1+0,0° 0,1+0,0°
(n=6)
RQUICKI NCr | 0,4+0,0° 0,4+0,0%" 0,4+0,0*" 0,4+0,0™
(n=6)
PoCr | 0,4+0,1° 0,5+0,0™ 0,5+0,1° 0,4+0,0%
(n=6)

a, b, ¢ - razlicita slova iznad vrednosti u redu ukazuju na statisticki znacajnu razliku
(p< 0,05) unutar grupe (NCr i PoCr grupe, pojedinacno) izmedu IVGTT izvedenim u
razlicitim danima ogleda *- statisticki znacajna razlika (p< 0,05) izmedu NCr i PoCr
grupe u IVGTT izvedenim istih dana ogled

Iz prikazanih podataka u tabeli 5.3. se moZe zakljuciti da nije bilo statisti¢ki znacajnih
razlika u koncentraciji NEFA izmedu ispitivanih grupa ni u jednom od izvedenih
testova opterecenja glukozom. Vrednosti za RQICKI test su bile statisticki znacajno
viSe (p< 0,05) kod PoCr grupe u IVGTT izvedenim 30. i 50. dana ogleda. Naime,
vrednost RQICKI testa izvedenog 30. dana kod PoCr grupe iznosila je 0,5+0,0 prema
0,4+0,0 kod NCr grupe, dok je vrednost RQICKI testa izvedenog 50. dana kod PoCr

grupe iznosila 0,5+0,1 prema 0,4+0,0 kod NCr grupe.
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5. 3. KONCENTRACIJA BIOHEMIJSKIH PARAMETARA |
HORMONA U KRVI

Promene koncentracije glukoze u ispitivanim danima (0., 10., 20., 30., 40., 50.,
60. i 70. dana) kod NCr i PoCr grupe prikazane su u tabeli 5.4. U tabeli 5.4. se moze
zapaziti da je peroralna aplikacija hroma izazvala smanjenje koncentracije glukoze u
svim ispitivanim periodima pocevsi od 20. dana nakon aplikacije, sa statistiCki
znacajnom razlikom (p< 0.05) 30. i 70. dana. Glikemija je kod NCr grupe 30. dana
ogleda bila 4,5+0,2 mM, dok je kod PoCr grupe bila 3,7+0,2 mM. Glikemija je, 70.
dana, kod NCr grupe iznosila 4,8+0,0 mM naspram 4,6+0,1 mM koliko je iznosila kod
PoCr grupe.

Tabela 5.4. Koncentracija glukoze u krvi teladi kontrolne grupe (NCr grupa) i grupe
kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr grupa)

Parametar
Glukoza (mM)

Dan u ogledu | NCr grupa (n=12) PoCr grupa (n=12)
0. 4,5+0,5% 5,0+0,6™
10. 5,3+0,3° 5,4+0,4°
20. 4,3+0,22" 3,9+0,2
30. 4,5+0,2°%* 3,7£0,2"
40. 4,4%0,4%° 3,7£0,1%
50. 4,8+0,4% 4,4%0,2"™
60. 3,8+0,3 3,740,3"
70. 4,80,0* 4,6x0,1°

a, b, ¢ - razlicita slova iznad vrednosti u koloni ukazuju na statisticki znacajnu razliku
(p< 0,05) unutar grupe (NCr i PoCr grupe, pojedinacno) izmedu razlicitih dana
uzorkovanja, *- statisticki znacajna razlika (p< 0,05) izmedu NCr i POCr grupe u istom
danu uzorkovanja

Promene u koncentraciji BHBA u ispitivanim danima (0., 10., 20., 30., 40., 50., 60.
i 70. dana) kod NCr i PoCr grupe prikazane su u tabeli 5.5. U tabeli 5.5. se moze
zapaziti da peroralna aplikacija hroma nije dovela do razlika u koncentraciji BHBA ni u

jednom od ispitivanih dana.
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Tabela 5.5. Koncentracija BHBA u krvi teladi kontrolne grupe (NCr grupa) i grupe
kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr grupa)

Parametar
BHBA (mM)

Dan u ogledu | NCr grupa (n=12) PoCr grupa (n=12)
0. 0,1%0,0® 0,1+0,0%
10. 0,1+0,0° 0,1+0,0°
20. 0,2+0,1° 0,3+0,1%™
30. 0,3+0,1*° 0,2+0,0%
40. 0,2+0,0° 0,2+0,0”
50. 0,2+0,0” 0,2+0,0%
60. 0,30,0° 0,3+0,0™
70. 0,30,0° 0,3+0,0™

a, b, ¢ - razlicita slova iznad vrednosti u koloni ukazuju na statisticki znacajnu razliku
(p< 0,05) unutar grupe (NCr i PoCr grupe, pojedinacno) izmedu razlicitih dana

uzorkovanja

Promene u koncentraciji holesterola u ispitivanim danima (0., 10., 20., 30., 40.,

50., 60. i70. dana) kod NCr i PoCr grupe prikazane su u tabeli 5.6.

Tabela 5.6. Koncentracija holesterola u krvi teladi kontrolne grupe (NCr grupa) i
eroralno aplikovan hrom (PoCr grupa)

grupe kojoj je

Parametar

Holesterol (mM)

Dan u ogledu | NCr grupa (n=12) PoCr grupa (n=12)

0. 3,1£0,2%° 3,3+0,3%
10. 3,9+0,3° 3,60,2°

20. 3,6+0,2% 3,3+0,3%
30. 3,1+0,3*° 3,2+0,5"°
40. 3,2+0,3% 3,5+0,3%
50. 2,4+0,3™ 3,0+£0,3%
60. 3,0£0,2™ 2,8+0,2™
70. 2,4+0,2™ 2,30,2°

a, b, ¢ - razlicita slova iznad vrednosti u koloni ukazuju na statisticki znacajnu razliku
(p< 0,05) unutar grupe (NCr i PoCr grupe, pojedinacno) izmedu razlicitih dana

uzorkovanja
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U tabeli 5.6. se moZe zapaziti da peroralna aplikacija hroma nije dovela do razlika u
koncentraciji holesterola ni u jednom od ispitivanih dana.

Promene u koncentraciji triglicerida u ispitivanim danima (0., 10., 20., 30., 40.,
50., 60. i 70. dana) kod NCr i PoCr grupe prikazane su u tabeli 5.7. U tabeli 5.7. se
moze zapaziti dastatisticki peroralna aplikacija hroma nije dovela do razlika u

koncentraciji triglicerida ni u jednom od ispitivanih dana.

Tabela 5.7. Koncentracija triglicerida u krvi teladi kontrolne grupe (NCr grupa) i

grupe kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr grupa)
Parametar
Trigliceridi  (mM)
Dan u ogledu | NCr grupa (n=12) PoCr grupa (n=12)
0. 1,0+0,1° 1,0+0,2°"
10. 1,0+0,2% 0,8+0,2%
20. 1,0+0,2% 0,9+0,2%
30. 0,8+0,1%° 0,9+0,1°
40. 0,8+0,1% 1,0+0,1°
50. 0,5+0,1° 0,6+0,1™
60. 0,7£0,2%° 0,6+0,1°
70. 0,8+0,2%° 0,8+0,1°

a, b, ¢ - razlicita slova iznad vrednosti u koloni ukazuju na statisticki znacajnu razliku
(p< 0,05) unutar grupe (NCr i PoCr grupe, pojedinacno) izmedu razlicitih dana
uzorkovanja

Promene u koncentraciji ukupnih proteina u ispitivanim danima (0., 10., 20., 30.,
40., 50., 60. 170. dana) kod NCr i PoCr grupe prikazane su u tabeli 5.8. U tabeli 5.8. se
moze zapaziti da peroralna aplikacija hroma nije dovela do razlika u koncentraciji
ukupnih proteina ni u jednom od ispitivanih dana.
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Tabela 5.8. Koncentracija ukupnih proteina u krvi teladi kontrolne grupe (NCr grupa) i
eroralno aplikovan hrom (PoCr grupa)

grupe kojoj je

Parametar

Ukupni proteini  (g/L)

Dan u ogledu | NCr grupa (n=12) PoCr grupa (n=12)
0. 58,6+1,6% 64,0+11,5°
10. 67,4+8,7% 70,7+6,2%
20. 63,95,1%° 60,8+9,4°
30. 68,242,3, 70,2+13,76™
40. 83,2+8,2° 88,9+7,5"
50. 54,7+5,2° 66,9+4,3°
60. 69,7+5,9° 68,2+4,6
70. 64,742, 7% 62,6+5,8°

a, b, ¢ - razlicita slova iznad vrednosti u koloni ukazuju na statisticki znacajnu razliku
(p< 0,05) unutar grupe (NCr i PoCr grupe, pojedinacno) izmedu razlicitih dana

uzorkovanja

Promene u koncentraciji albumina u ispitivanim danima (0., 10., 20., 30., 40., 50.,

60. 170. dana) kod NCr i PoCr grupe prikazane su u tabeli 5.9.

Tabela 5.9. Koncentracija albumina u krvi teladi kontrolne grupe (NCr grupa) i grupe
kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr grupa)

Parametar

Albumini (g/L)

Dan u ogledu | NCr grupa (n=12) PoCr grupa (n=12)
0. 23,5+0,5%° 27,02, 7%
10. 28,8+0,6° 28,9+1,2°
20. 28,8+1,2% 27,3+2,0°
30. 24,6+1,5% 27,4+3,1%
40. 27,3+2,2° 26,3+1,7%
50. 19,8+2,9 20,6+1,9"
60. 29,1+1,4% 28,9+1,5°
70. 26,33,0°" 25,3+1,3%

a, b, ¢ - razlicita slova iznad vrednosti u koloni ukazuju na statiticki znacajnu razliku
(p< 0,05) unutar grupe (NCr i PoCr grupe, pojedinacno) izmedu razlicitih dana

uzorkovanja
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U tabeli 5.9. moze se zapaziti da peroralna aplikacija hroma nije dovela do razlika u
koncentraciji albumina ni u jednom od ispitivanih dana.

Promene u koncentraciji globulina u ispitivanim danima (0., 10., 20., 30., 40., 50., 60.
i 70. dana) kod NCr i PoCr grupe prikazane su u tabeli 5.10. 1z tabele 5.10. se zapaza
da je peroralna aplikacija hroma izazvala statisticki znacajno povecanje (p< 0.05)
koncentracije globulina kod PoCr u odnosu na NCr grupu samo 50. dana nakon
aplikacije kada je kod NCr grupe iznosila 34,9+3,5g/L, a kod PoCr grupe 46,3+3,0 g/L.

Tabela 5.10. Koncentracija globulina kontrolne grupe (NCr grupa) i grupe kojoj je
peroralno aplikovan hrom (PoCr grupa)

Parametar
Globulini (g/L)

Dan u ogledu | NCr grupa (n=12) PoCr grupa (n=12)
0. 35,15+2,1° 37,045,4%
10. 38,648,5° 42,3+6,5%°
20. 35,1+4,8° 33,6%8,5
30. 43,5+3,8° 42,3+6,5%°
40. 55,8+8,6° 62,6485
50. 34,9+3,5° 46,3+3,0°
60. 40,5+6,9° 39,3+4,7°
70. 38,4+1,1° 37,445,9°

a, b, ¢ - razlicita slova iznad vrednosti u koloni ukazuju na statisticki znacajnu razliku
(p< 0,05) unutar grupe (NCr i PoCr grupe, pojedinacno) izmedu razlicitih dana
uzorkovanja, *- statisticki znacajna razlika (p< 0,05) izmedu NCr i POCr grupe u istom
danu uzorkovanja

Promene koncentracije insulina u ispitivanim danima (0., 10., 20., 30., 40., 50., 60. i
70. dana) kod NCr i PoCr grupe prikazane su u tabeli 5.11. U tabeli 5.11. se moze
zapaziti da je peroralna aplikacija hroma, pored smanjenja koncentracije glukoze,
dovela 1 do smanjenja koncentracije insulina, sa statisticki zna¢ajnom razlikom (p<
0,05) 30. i 70. dana, odnosno istih dana kada je utvrdena znacajna razlika u
koncentracijama glukoze izmedu grupa. Insulinemija je kod NCr grupe, 30. dana ogleda
iznosila 20,6+1,8 plU/mL, dok je kod PoCr grupe iznosila 8,3£1,0 ulU/mL.
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Insulinemija je, 70. dana, kod NCr grupe bila 27,0 +4,3 ulU/mL prema 17,9+1,4

uwlU/mL koliko je iznosila kod PoCr grupe.

Tabela 5.11. Koncentracija insulina u krvi teladi kontrolne grupe (NCr grupa) i grupe
kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr grupa)

Parametar
Insulin (uIU/mL)

Dan u ogledu | Ncr grupa (n=12) PoCr grupa (n=12)
0. 25,8+2,9% 23,4425
10. 19,241, 7° 17,7+1,4°
20. 18,3+1,8° 15,6+1,0°
30. 20,6+1,8° 8,3+1,0”
40. 32,245,3% 23,2+3,1°
50. 20,5+2,4% 20,2+¢1,2%
60. 22,8+3,7% 20,7+2,2%
70. 27,0 +4,3° 17,9+1,4%*

a, b, ¢ - razlicita slova iznad vrednosti u koloni ukazuju na statisticki znacajnu razliku
(p< 0,05) unutar grupe (NCr i PoCr grupe, pojedinacno) izmedu razlicitih dana
uzorkovanja, *- statisticki znacajna razlika (p< 0,05) izmedu NCr i POCr grupe u istom
danu uzorkovanja

Promene u koncentraciji kortizola u ispitivanim danima (0., 10., 20., 30., 40., 50., 60.

i 70. dana) kod NCr i PoCr grupe prikazane su u tabeli 5.12. U tabeli 5.12. se moze

zapaziti da peroralna aplikacija hroma nije dovela do statisticki znacajnih razlika u

koncentraciji kortizola ni u jednom od ispitivanih dana. Medutim, 50. dana ogleda je

utvrdena smanjena koncentracija kortizola kod PoCr u odnosu na NCr grupu, koja je

bila na granici statistiCke znacajnosti (p=0,06).
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Tabela 5.12. Koncentracija kortizola u krvi teladi kontrolne grupe (NCr grupa) i grupe
kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr grupa)

Parametar
Kortizol (nM)

Dan u ogledu | NCr grupa (n=12) PoCr grupa (n=12)
0. 11,645,5% 11,3+6,4°
10. 8,5+2,3% 9,4+5,0%
20. 8,5+2,2%" 10,1+3,0®
30. 14,0+2,9% 18,4+4,7°
40. 9,6%3,0% 11,9+2,3%
50. 31,0+9,2"° 12,6+1,9%
60. 5,4+2,1° 6,2+2,3°
70. 19,3+8,1* 24,3+16,1%°

a, b, ¢ - razlicita slova iznad vrednosti u koloni ukazuju na statisticki znacajnu razliku
(p< 0,05) unutar grupe (NCr i PoCr grupe, pojedinacno) izmedu razlicitih dana
uzorkovanja

5. 4. KONCENTRACIJA IGF-1 U KRVI

Promene koncentracije IGF-I u ispitivanim danima (0., 10., 30., 50., i 70, dan)

kod NCr i PoCr grupe prikazane su u tabeli 5.13.

Tabela 5.13. Koncentracija IGF-1 u krvi teladi kontrolne grupe (NCr grupa) i grupe
kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr grupa)

Parametar | Grupa Dan u ogledu
0. 10. 30. 50. 70.
IGF NCr 9,7+0,9% 17,7¢1,0° | 14,5+2,9% | 28,5+2,1 | 20,8+1,2"
(nM) (n=6)
PoCr 8,6+2,6° 20,0#1,0° |8,6%2,6° |20,2+2,3" | 20,0+4,3"
(n=6)

a, b, ¢ - razlicita slova iznad vrednosti u redu ukazuju na statisticki znacajnu razliku

(p< 0,05) unutar grupe (NCr i PoCr grupe, pojedinacno) u razlicitim danima ogleda *-

statisticki znacajna razlika (p< 0,05) izmedu NCr i PoCr grupe istih dana ogleda
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Iz tabele 5.13. se moze zapaziti da je peroralna aplikacija hroma izazvala statisti¢ki
znacajno smanjenje (p< 0,05) koncentracije IGF-1 50. dana ogleda. Koncentracija kod
NCr grupe je 50. dana ogleda iznosila 28,5+2,1 nM, dok je kod PoCr grupe iznosila
20,2+2,3 nM. Kod obe ispitivane grupe je utvrden statisticki znacajan porast (p< 0,001
za obe grupe) koncentracije IGF-1 u periodu od 0. do 70. dana ogleda.

5.5. ZASTUPLJENOST IGF VEZUJUCIH PROTEINA

5.5.1. ZASTUPLJENOST IGFBP-1

Na slici 5.7. su prikazani reprezentativni Western blotovi za IGFBP-1 u

ispitivanim danima ogleda (0., 10., 50., i 70. dan).

1. dan

NCr NCr NCr NCr PoCr  PoCr  PoCr PoCr

30kDa
e «[GFBP]
10. dan
30kDa
o «IGFBP1
50. dan
30kDa
. «—IGFBPI
70. dan
30 kDa
«IGFBP1

l

Slika 5.7. Reprezentativni Western blotovi za IGFBP-1, kontrolne grupe (NCr) i grupe
kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr). Uzorci seruma teladi NCr i PoCr grupe su
uzimani 0., 10., 50. i 70. dana ogleda i razdvojeni SDS-PAG elektroforezom, u
redukuju¢im uslovima na 10% gelu. Koriséena su anti-IGFBP-1 antitela (razblazenje
1:1000). Marker mase oznacen je strelicama sa strane.
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Na osnhovu podataka iz literature (Shimasaki i Ling 1991, Masnikosa i sar. 2011)
detektovane su imunogene trake koje odgovaraju molekulskoj masi monomera IGFBP-1
od 32-34 kDa. Statistickom obradom denzitometrijskih podataka sa dobijenih blotova

nisu zabelezene razlike izmedu ispitivanih grupa ni u jednom od ispitivanih dana.

5.5.2. ZASTUPLJENOST IGFBP-2

Na slici 5.8. su prikazani reprezentativni Western blotovi za IGFBP-2 u
ispitivanim danima ogleda (0., 10., 50., i 70. dan). Na osnovu podataka iz literature
(Yang i Rechler 1993, Masnikosa i sar. 2011) detektovane su imunogene trake koje
odgovaraju molekulskoj masi monomera IGFBP-2 od 34 kDa. Statistickom obradom
denzitometrijskih podataka sa dobijenih blotova nisu zabelezene razlike izmedu

ispitivanih grupa ni u jednom od ispitivanih dana.

1. dan

NCr NCr PoCr

«lGFBP2
30kDs
R

10. dan

«]GFBP2
30kDa

50. dan

. «IGFBP2
30 kDa

70. dan

«1GFBP2
30kDa
P

Slika 5.8. Reprezentativni Western blotovi za IGFBP-2, kontrolne grupe (NCr) i grupe
kojoj je peroralno apllikovan hrom (PoCr). Uzorci seruma teladi NCr i PoCr grupe su
uzimani 0., 10., 50. i 70. dana ogleda i razdvojeni SDS-PAG elektroforezom. u
redukujucim uslovima na 10% gelu. Koris¢ena su anti-lGFBP-2 antitela (razblazenje
1:1000). Marker mase oznacen je strelicama sa strane.
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5.5.3. ZASTUPLJENOST IGFBP-3

Na slici 5.9. su prikazani reprezentativni Western blotovi za IGFBP-3 u ispitivanim
danima (0., 10., 50., i 70. dan). Na osnovu podataka iz literature (Skaar i sar. 1991,
Masnikosa i sar. 2011) detektovane su imunogene trake na polozaju koji odgovara
molekulskoj masi IGFBP-3 od 45 kDa. Traka odgovara glikozilovanoj formi IGFBP-3 i
po literaturnim podacima se kod goveda detektuje kao pojedinacna traka (Masnikosa i
sar. 2011) za razliku od humanog IGFBP-3 koji se Western blotom detektuje kao dublet
od 40-45 kDa (Firth i Bahter 1999). Statistickom obradom denzitometrijskih podataka
sa dobijenih Western blotova, utvrdeno je da je 50. dana ogleda PoCr grupa imala
statistiCki znacajno manju (p< 0,05) zastupljenost IGFBP-3 u odnosu na NCr grupe.

Ostalih ispitivanih dana nisu zabeleZene razlike izmedu ispitivanih grupa.

1. dan
NCr  NC

NCr  NCr PoCr  Polr  PoCr

? ‘.‘3;‘
AR

PoCr

A

«~IGFBP3

—IGFBP3

~ IGFBP3

Slika 5.9. Reprezentativni Western blotovi za IGFBP-3, kontrolne grupe (NCr) i grupe
kojoj je peroralno apllikovan hrom (PoCr). Uzorci seruma teladi NCr i PoCr grupe su
uzimani 0., 10., 50. i 70. dana ogleda i razdvojeni SDS-PAG elektroforezom, u
redukujucim uslovima na 12% gelu. Koris¢ena su anti-lGFBP-3 antitela (razblazenje
1:1000). Marker mase oznacen je strelicama sa strane.
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5.5.4. ZASTUPLJENOST IGFBP-4

Na slici 5.10. su prikazani reprezentativni Western blotovi za IGFBP-4 u
ispitivanim danima ogleda (0., 10., 50., i 70. dan), Na osnovu podataka iz literature
(Masnikosa i sar. 2011) IGFBP-4 je detektovan na polozaju koji odgovara molekulskoj
masi od 24 kDa, gde se nalazi na SDS-PAG elektroforezi kao neglikozilovana forma
proteina. Statistickom obradom denzitometrijskih podataka sa dobijenih blotova nisu
zabelezene razlike izmedu ispitivanih grupa ni u jednom od ispitivanih dana.

1. dan
0kpa N NCr NCr NCr PoCr  PoCr  PoCr  PoCr
s

«~IGFBP4
30kDa 10. dan
—
«~[GFBP4
30 kDa 50, dan
«lGFBP4
30 kDa 70. dan
e
«IGFBP4

Slika 5.10. Reprezentativni Western blotovi IGFBP-4. kontrolne grupe (NCr) i grupe
kojoj je peroralno aplikovan hrom (PoCr). Uzorci seruma teladi NCr i PoCr grupe su
uzimani 0., 10., 50. i 70. dana ogleda i razdvojeni SDS-PAG elektroforezom. u
redukujucim uslovima na 10% gelu. Koris¢ena su anti-lGFBP-4 antitela (razblazenje
1:1000). Marker mase oznacen je strelicama sa strane.
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5. 5. TELESNA MASA

Promene telesne mase teladi u ispitivanim danima (0., 10., 20., 30., 40., 50., 60. i
70. dana) kod NCr i PoCr grupe prikazane su u tabeli 5.14. U tabeli 5.14. se moze
zapaziti da peroralna aplikacija hroma nije dovela do statisticki znacajnih razlika u
telesnoj masi ni u jednom od ispitivanih dana.

Tabela 5.14. Telesna masa kontrolne grupe (NCr grupa) i grupe kojoj je peroralno
aplikovan hrom (PoCr grupa)

Parametar
Telesna masa (kg)

Dan u ogledu | NCr grupa (n=12) PoCr grupa (n=12)
0. 58,2+1,0° 56,3+4,3"
10. 67,5+1,2° 67,0+4,2%
20. 76,8+2,8° 74,9+3,8%
30. 86,34,4% 83,7+3,4%
40. 98,66,0" 95,0+4,7°
50. 111,947,7° 110,8+4,9°
60. 128,7+8,2" 125,545,7°
70. 147,1%8,49 145,0+6,1"

a, b, ¢ - razlicita slova iznad vrednosti u koloni ukazuju na statisticki znacajnu
razliku (p< 0,05) unutar grupe (NCr i PoCr grupe, pojedinacno) izmedu razlicitih dana
uzorkovanja.
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6. DISKUSIJA

6. 1. ZASTUPLJENOST PROTEINA SIGNALNOG PUTA
INSULINA U MISICNOM TKIVU

6.1.1. ZASTUPLJENOST - p SUBJEDINICE INSULINSKOG
RECEPTORA

Malo je podataka u dostupnoj literaturi vezanih za promene u zastupljenosti
insulinskog receptora kod teladi u periodu u kome je vrSeno naSe ispitivanje. Blagi pad
ekspresije informacione RNK (iRNK) za insulinski receptor zabelezili su Ebara i
saradnici (2013), u uzrastu teladi od 1,5 do 10 meseci. Nasi rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima navedenih autora i ukazuju da je tokom ogleda doslo do statisticki
znacajnog pada u zastupljenosti IRp u skeletnim misi¢ima teladi NCr grupe. U nasem
istrazivanju zapaza se da je hrom doveo do statisticki znaajnog povecanja
zastupljenosti insulinskog receptora kod PoCr grupe u oglednom periodu, te da je 70.
dana ogleda zastupljenost insulinskog receptora bila ve¢a kod PoCr grupe u odnosu na
NCr grupu. Ranija istrazivanja (Chen i sar. 2009) su ukazivala da hrom ima izrazeno
dejstvo na postreceptorski signalni put insulina, ali za razliku od naSeg istrazivanja, nije
utvrdeno da hrom moZe da poveca zastupljenost insulinskih receptora. Medutim, novija
istrazivanja na prasadima (Liu i sar. 2016) su u saglasnosti sa naSim rezultatima,
navedeni autori su utvrdili da hrom dodat u obliku nanocestica hrom-vezanog hitosana u
dozi od 100 pg/kg/TM dovodi do povecanja zastupljenosti iIRNK za insulinski receptor.
Razlike u rezultatima navedenih istraZivanja moguce je protumaciti kroz razlike u
eksperimentalnim modelima, s obzirom da su ranija istrazivanja vrSena uglavnom u in
vitro uslovima dok je naSe istrazivanje i istrazivanje Liu i saradnika (2016) vrSeno u in
Vivo uslovima. Prema do sada dostupnim podacima u literaturi moze se zakljuciti da
nasi nalazi prvi put direktno potvrduju da hrom povecava zastupljenost IR u skeletnim

miSi¢ima teladi u in vivo uslovima.
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6.1.2. ZASTUPLJENOST SUPSTRATA INSULINSKOG RECEPTORA
FOSFORILISANOG NA TIROZINU 632

Osim povecanja zastupljenosti insulinskog receptora nasi rezultati ukazuju i na
povecanu aktivnost insulinskog receptora. U rezultatima se moze zapaziti da je hrom
izazvao povecanje zastupljenosti supstrata insulinskog receptora fosforilisanog na
tirozinu 632 koji je direktno regulisan kinaznom aktivnos$¢u insulinskog receptora (Gual
i sar. 2005). NaSe istrazivanje na teladima je u saglasnosti sa dosadasnjim istrazivanjima
koja su ukazivala da hrom moze da utiCe na povecanu kinaznu aktivnost insulinskog
receptora (Wang i sar. 2005). Takode, peroralna aplikacija sintetskog trifenilalanin-
hrom kompleksa leptin-deficitnim, gojaznim misevima dovela je do poveéanog unosa
glukoze u ¢elije, ublazavanja poremecaja u metabolizmu lipida i pojac¢avanja insulin
zavisne fosforilacije insulinskog receptora u jetri i miSi¢ima miSeva (Yang i sar. 2005,

Yang i sar.2006, Sreejayan i sar. 2008).

6.1.3. ZASTUPLJENOST SUPSTRATA INSULINSKOG RECEPTORA
FOSFORILISANOG NA SERINU 307

Fosforilacija supstrata insulinskog receptora na serinu 307 dovodi do znacajnog
smanjenja signala u signalnom putu insulina (Aguirre i sar. 2000). Fosforilacija
supstrata insulinskog receptora na serinu 307 spreCava vezivanje supstrata insulinskog
receptora za [ subjedinicu insulinskog receptora na tirozin vezuju¢em domenu. Ovim se
spre¢ava insulin zavisna aktivacija Pl-3-kinaze Sto dovodi do slabljenja insulinskog
signala u ¢eliji (Sykiotis i Papavassiliou 2001). Dodatno, fosforilacija supstrata
insulinskog receptora na serinu 307 povecava razlaganje supstrata insulinskog receptora
u ubikvitin-proteozom zavisnom procesu ¢ime se takode slabi dalji prenos insulinskog
signala (Rui i sar. 2001). Promene u regulaciji supstrata insulinskog receptora na serinu
307 se smatraju jednim od klju¢nih mehanizama uklju¢enih u razvoj insulinske
rezistencije (Aguirre i sar. 2002). Gojazni miSevi sa insulinskom rezistencijom imaju

7 4 hepatocitima, u odnosu na miseve normalne

povecanu zastupljenost pIRS-1 Ser
telesne mase, bez insulinske rezistencije (Sreejayan i sar. 2008). U navedenom
istrazivanju je zaklju¢eno da dodati hrom moze da oslabi fosforilaciju supstrata

insulinskog receptora na serinu 307 kod gojaznih miSeva sa insulinskom rezistencijom i
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time ublazi stanje insulinske rezistencije. Chen i saradnici (2009) su takode dosli do
slicnog zakljucka u istrazivanjima koja su sproveli na skeletnim misi¢ima gojaznih,
insulin rezistentnin miSevima. Navedena istrazivanja nisu u saglasnosti sa nasim
rezultatima koja ukazuju da hrom ne izaziva promene u zastupljenosti pIRS-1 Ser**’ u
skeletnim mi$i¢ima teladi. Osnovni razlog ovakvih razlika se najverovatnije nalazi u
¢injenici da smo mi tretirali hromom zdravu telad, bez insulinske rezistencije, dok su u
pomenutim eksperimentima tretirane gojazne zivotinje sa insulinskom rezistencijom.
Stoga nasi rezultati ukazuju da hrom nema uticaja na pIRS-1 Ser*” kod zdrave teladi

odnosno u fizioloSkim uslovima.

6.1.4. ZASTUPLJENOST PROTEIN KINAZE B (AKT) FOSFORILISANE
NA SERINU 473

Fosforilacija protein kinaze B (Akt) na serinu 473 se smatra pozitivnim
regulatorom signalnog puta insulina (Bayascas i Alessi 2005). Rezultati dosadasnjih
istrazivanja dokazaju su da hrom moze uticati na molekule u signalnom putu insulina
distalno od insulinskog receptora i supstrata insulinskog receptora kome pripadaju Akt i
P1-3-kinaza, $to je dokazano na razli¢itim ¢elijskim i Zivotinjskim modelima (Wang i
sar. 2006). Dokazano je da sintetski trifenilalanin-hrom kompleks dovodi do
pojacavanja insulin zavisnog unosa glukoze u kulturi adipocita pojacavanjem
fosforilacije Akt (Yang i sar. 2006). U studijama nutritivnog modela insulinske
rezistencije u kojima su misevi hranjeni obrokom sa visokim sadrzajem saharoze (Dong
i sar. 2008) ili visokim sadrzajem masti (Kandadi i sar. 2011), tretman hromom je
dovodio do povecane fosforilacije Akt-a i smanjenja aktivnosti PI-3-kinaze. Treba
naglasiti da su sva navedena istrazivanja sprovedena na insulin rezistentnim, gojaznim
zivotinjama, dok naSi rezultati ukazuju da hrom moze ispoljiti svoje delovanje
mehanizmom pojacane fosforilacije protein kinaze B na serinu 473 i kod zdravih,

mladih Zivotinja.
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6. 1.5. ZASTUPLJENOST TRANSPORTNOG MOLEKULA ZA GLUKOZU
(GLUT4)

Postnatalni razvoj GLUT molekula kod prezivara se razlikuje u odnosu na druge
vrste, odnosno ljude i glodare. Naime, kod ljudi i glodara zastupljenost GLUT4
molekula je niska pri rodenju i raste naglo nakon rodenja odnosno tokom razvoja
novorodencadi (Castello i sar. 1994). Najzastupljenija izoforma GLUT molekula je
GLUTL1, tokom fetalnog i ranog nenatalnog perioda, a zatim se progresivno smanjuje
tokom odrastanja. Nasuprot ovome, zastupljenost GLUT4 molekula u skeletnom
misi¢nom tkivu prezivara se smanjuje u prvih 12 meseci zivota dok se sadrzaj GLUT1
molekula ne menja znacajno (Abe i sar. 2001). Razlog ovakvih promena u sadrzaju
GLUT molekula kod prezivara sa jedne strane i ljudi i glodara sa druge, moze se
protumaciti razlicitim nacinom ishrane. Naime, glavni izvor energije kod obe grupe pre
zaluCenja su trigliceridi mleka, dok je nakon zalucenja kod ljudi i glodara to skrob
(glukoza), a kod prezivara nize masne kiseline koje nastaju u procesu fermentacije u
buragu (Leng, 1970). Nasi rezultati ukazuju da je kod PoCr grupe tokom oglednog
perioda doslo do povecanja zastupljenosti GLUT4 molekula. Ovaj nalaz je u suprotnosti
sa nalazima promena GLUT4 molekula kod netretirane teladi u eksperimentima drugih
autora (Abe i sar. 2001) i ukazuje na to da hrom ne samo da spreCava pad u
zastupljenosti GLUT4 molekula, ve¢ dovodi do porasta njihove zastupljenosti.
Lokalizacija GLUT4 molekula u okviru ¢elije je klju¢na za njegovu funkciju (Chen i
sar. 2009). U nasem istrazivanju je radena samo ukupna zastupljenost GLUT4 molekula
u celiji a ne zastupljenost u pojedinim kompartmanima celije (éelijskoj membrani i
citoplazmi). NaSa istrazivanja su u saglasnosti sa nalazom Quao i saradnika (2009) koji
su utvrdili da hrom moze dovesti do povecanja ekspresije iRNK za GLUT4 u ¢elijama
skeletnih misi¢a pacova i nalazom Liu i saradnika (2016) koji su dokazali da hrom
dovodi do povecanja zastupljenosti GLUT4 molekula u skeletnim misi¢ima prasadi.
Smatra se da hrom moze da dovede do povecane translokacije GLUT4 molekula iz
vezikula u celiji na celijsku membranu preko signalnog puta insulina, ali i insulin
nezavisnim putem povecanjem fluidnosti ¢elijske membrane (Chen i sar. 2006). Krajnji
efekat hrom-indukovane sinteze i translokacije na ¢elijsku membranu GLUT4 molekula
bi trebao da dovede do bolje utilizacije glukoze u perifernim tkivima Sto je i dokazano u

nasem eksperimentu, a o ¢emu ¢e biti re¢i u odeljku 6.2.
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6. 1.6. ZASTUPLJENOST AMP- ZAVISNE PROTEIN KINAZE (AMPK)

Rezultati nasih ispitivanja su ukazali da je PoCr grupa imala veéu zastupljenost
AMPK 70. dana ogleda u odnosu na NCr grupu. To je u saglasnosti sa rezultatima
drugih autora (Liu i sar. 2016) koji su ustanovili da hrom u obliku nanocestica hrom-
vezanog hitosana dovodi do povecanja zastupljenosti AMPK u skeletnim miSi¢ima
prasadi. Pojedini autori (Penumathsa i sar. 2009, Zhao i sar. 2009) nisu utvrdili da hrom
dodat u obliku sintetskog trifenilalanin-hrom kompleksa i niacin-vezanog hroma dovodi
do promena u zastupljenosti AMPK u izolovanim sr¢anim i skeletnim misi¢énim
¢elijama, $to je u suprotnosti sa nasSim rezultatima. Medutim, navedeni autori su dobili
rezultate koji ukazuju da hrom moze delovati na povecanu fosforilaciju AMPK. Razlike
izmedu istrazivanja se mogu objasniti razli¢itim formama primenjenog hroma, ali i
njegovim tkivno specificnim delovanjem. Povecana zastupljenost AMPK se moze
dovesti u vezu sa poveCanom zastupljenosti i translokacijom na ¢elijsku membranu

GLUT 4 molekula (Richter i Hargreaves, 2013).

6.2. INTRAVENSKI TEST OPTERECENJA GLUKOZOM

U saglasnosti sa nalazima na molekularnom nivou, intravenski testovi opterecenja
glukozom ukazuju da je peroralna aplikacija hroma dovela do bolje utilizacije glukoze u
perifernim tkivima. Mnogi autori (Horvath i sar. 2008, Chen i sar. 2009) su utvrdili da
hrom smanjuje potrebu tkiva za insulinom boljom utilizacijom glukoze u perifernim
tkivima. NaSi rezultati su ukazali da je peroralna aplikacija hroma znacajno uticala na
promene u Kinetici glukoze tokom izvodenja IVGTT posebno 50. dana ogleda kada je
doslo do statisticki znacajnog smanjenja T%2 i AUCgukeza kod PoCr grupe uz
istovremeno smanjenje k vrednosti, a $to ukazuje na bolju utilizaciju glukoze kod PoCr
grupe. Generalno, Kinetika insulina nije bila znacCajno promenjena peroralnom
aplikacijom hroma kao kinetika glukoze. Medutim, numericki nize vrednosti za
AUCinsuiin 1 svim testovima optereéenja nakon pocetka aplikacije hroma zajedno sa
nizim vrednostima AUCiukoza ukazuju na povecéanu insulinsku senzitivnost PoCr grupe.
Dodatno, statisticki znac¢ajno povecana RQUICKI vrednost kod PoCr grupe u poredenju
sa NCr grupom u IVGTT izvedenim 30. i 70. dana ogleda direktno ukazuje na pove¢anu

isnulinsku senziivnost PoCr grupe teladi, kao $to je objaSnjeno u radu Holteniusa i
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Holteniusa (2007). JoS uvek postoje razmimoilazenja u literaturnim podacima vezanim
za uticaj hroma na parametre kinetike glukoze 1 insulina tokom izvodenja IVGTT kod
goveda (Bunting i sar. 1994, Hayrili i sar. 2001, Bryan i sar. 2004). Za razliku od naseg
istrazivanja, pojedini autori nisu utvrdili da hrom utice na parametre kinetike glukoze
kod teladi u tovu i mle¢nih krava (Bunting i sar. 1994, Hayrili i sar. 2001). Znacajno je
napomenuti da je u na$im ranijim istrazivanjima na kravama (Panteli¢ i sar. 2017)
dokazno da hrom moze imati suprotan efekat na kinetiku glukoze i insulina u razli¢itim
energetskim stanjima mlec¢nih krava. Stoga se objaSnenja razlike u uticaju hroma mogu
potraziti u razli¢itom energetskom stanju Zivotinja u ogledu.

Uticaj hroma na bazalne vrednosti koncentracije insulina i glukoze ¢e biti

diskutovan u okviru odeljka 6.3.

6.3. KONCENTRACIJA GLUKOZE | INSULINA

Nasi rezultati su ukazali da peroralna aplikacija hroma dovodi do pada bazalne
koncentracije glukoze i insulina i to sa statistickom znacajnos¢u 30. i 70. dana. Ovi
rezultati nisu u saglasnosti sa rezultatima drugih autora dobijenim u ogledima na
teladima (Yari i sar. 2010, Ghorbani i sar. 2012), ali su u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim u ogledima izvedenim na miSevima (Chen i sar. 2009). Razlike u dobijenim
rezultatima se mogu dovesti u vezu sa razli¢itim uzrastima zivotinja ukljuenih u oglede
i razli¢itim formama hroma upotrebljavanim u ogledima. Naime, mi smo koristili hrom
organski vezan za kvasce dok je u ispitivanjima Yari i saradnika (2010) i Ghorbani i
saradnika (2012) kori$¢en organski hrom-metionin.

Treba naglasiti da su statisticki znac¢ajno niZe bazalne vrednosti glukoze i insulina
zabelezene 10 dana nakon prelaska teladi sa jednog na dva obroka kao i 10 dana nakon
zaluCenja, a ne u ostalim ispitivanim periodima kada nije bilo intenzivnog nutritivnog
prestrojavanja teladi, odnosno nutritivnog stresa. U ispitivanjima pojedinih autora
dokazano je da koli¢ina zamene za mleko u ishrani teladi moZe da uti€e na bazalne
vrednosti insulina i glukoze (Kamiya i sar 2009). Tako, ishrana teladi smanjenom
kolicinom zamene za mleko (proseéno 0,63 kg suve materije/dnevno) dovodi do
smanjenja bazalnih koncentracija glukoze i insulina kada se ova telad poredi sa teladi
hranjenom povecanom koli¢inom zamene za mleko (prose¢no 1,15 kg suve

materije/dnevno). U istrazivanjima Maccari i saradnika (2015) takode je zakljuceno da
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telad sa smanjenim unosom energije ima manje bazalne vrednosti glukoze i insulina. Na
osnovu navedenog se moze spekulisati da su telad PoCr grupe imala nedovoljan unos
energije, posebno u periodima nutritivnog prestojavanja.

Ishrana teladi pove¢anom koli¢inom zamene za mleko sa ve¢im sadrzajem masti,
tokom perioda sisanja moze imati efekat na metabolizam odnosno na povecéani prirast
teladi (Matsubara i sar. 2015). Medutim, telad hranjena pove¢anom koli¢inom zamene
za mleko pokazuje poremecaje u regulaciji metabolizma glukoze u fazi tova (Hocgette
2010). Ishrana povecanom koli¢inom zamene za mleko u periodu sisanja moze dovesti
do insulinske rezistencije tokom kasnijih faza uzgoja teladi inhibicijom ekspresije iRNK
za GLUT4 molekul. Moguce je da bi dodatak hroma kod ovakve teladi prevenirao
nastanak insulinske rezistencije i doveo do maksimalnog iskori§¢avanja zamene za
mleko i/ili mleka bez Stetnih posledica u kasnijim fazama uzgoja teladi. U prilog ovome
govore istrazivanja (Levia i sar. 2014) u kojima je hrom propionat prevenirao nastanak

insulinske rezistencije kod krava van laktacije, sa pove¢anim unosom energije.

6.4. KONCENTRACIJA HOLESTEROLA, TRIGLICERIDA, BHBA,
NEFA, UKUPNIH PROTEINA, ALBUMINA, GLOBULINA I
KORTIZOLA

U naSim rezultatima nije utvrden uticaj hroma na koncentraciju holesterola,
triglicerida i NEFA, Sto je u saglasnosti sa rezultatima pojedinih autora (Shelton i sar.
2003, Tian i sar. 2014, Wang i sar. 2014). Medutim, postoje istrazivanja koja ukazuju
na uticaj hroma na metabolizam navedenih parametara, a koje se uglavnom ogleda u
smanjenju njihove koncentracije u krvi (Lien i sar. 2001, Cefalu i sar. 2002, Lien i sar.
2005, Yari i sar. 2010, Ghorbani i sar. 2012). Uticaj hroma na metabolizam lipida kod
krava moze zavisiti od trenutnog energetskog statusa organizma, a efekti mogu biti i
lipoliza i lipogeneza u zavisnosi od trenutnog energetskog bilansa (McNamara i Valdez,
2005, Panteli¢ i sar. 2017). S obzirom na smanjene bazalne koncentracije glukoze i
insulina 1 mogu¢ energetski deficit teladi u naSem ogledu, verovatno je da hrom nije
ispoljio efekat na metabolizam lipida u takvom stanju.

Koncentracija BHBA kod teladi zavisi od stepena fermentacije u buragu s
obzirom da raste sa unosom koncentrata, ali i od periferne utilizacije ove kiseline

(Quigley i sar. 1991). Uticaj hroma na promenu koncentracije BHBA treba posmatrati
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kroz mogucée povecanje unosa hrane, koje, sa jedne strane, izaziva povecanje
koncentracije BHBA. Medutim, smatra se da hrom moze da uti¢e i na bolju perifernu
utilizaciju BHBA, §to posledi¢no dovodi do smanjena koncentracije BHBA. Dakle,
objasnjenje razlike u rezultatima dobijenim u razli¢itim istraZivanjima treba traziti u
podacima vezanim za uticaj hroma na konzumaciju hrane koji su kontradiktorni i o
¢emu c¢e biti re¢i u odeljku 6.7. (Ghorbani i sar. 2012, Tian i sar. 2014).

Peroralna aplikacija hroma nije dovela do promena u koncentraciji ukupnih
proteina i albumina Sto je u saglasnosti sa rezultatima Page i saradnika (1993), Yari i
saradnika (2010) i Tian i saradnika (2014). U navedenim istrazivanjima takode nije
utvrden uticaj hroma na prirast. Statisticki viSe vrednosti koncentracije globulina kod
PoCr grupe 50. dana ogleda najverovatnije ukazuju na pozitivan uticaj hroma na
imunski odgovor nakon vakcinacije (Chang i sar. 1996, Kegley 1996, Bernhard i sar.
2012). Takode, 50. dana ogleda zabelezena je tendencija smanjenja koncentracije
kortizola kod PoCr grupe. Jedan od mogu¢ih mehanizama uticaja hroma na imunski
odgovor ostvaruje se upravo smanjenjem koncentracije Kkortizola koju on izaziva
(Kegley i Spears, 1995). Naime, kortizol moze da utie na imunski odgovor
smanjivanjem fagocitne sposobnosti i sposobnosti produkcije antitela (Martin i Crump,
2003). Tendencija smanjenja koncentracije kortizola kod teladi kojoj je aplikovan hrom
je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora u ogledima izvedenim na teladima (Kegley
I Spears, 1995, Ghorbani i sar. 2012). Treba napomenuti da pojedini autori nisu utvrdili
uticaj hroma na koncentraciju kortizola kod teladi (Depew i sar. 1998, Yari i sar. 2010).
Takode je, u ogledima na kravama, utvrdeno da hrom dodat u hranu moze dovesti do
poveéanja koncentracije kortizola (Pechova i sar. 2002). Uticaj hroma na imunski

odgovor i koncentraciju kortizola zahteva dodatna istrazivanja.

6.5. KONCENTRACIJA IGF-I

Nasi rezultati su ukazali na porast koncentracije IGF-1 kod obe ispitivane grupe,
Sto je u saglasnosti sa literaturnim podacima koji se odnose na telad naSeg uzrasta i
rezima ishrane (Blanco i sar. 2009). Naime, treba napomenuti da na promenu
koncentracije IGF-1 kod teladi u uzrastu koji smo mi ispitivali, uticaj ima pre svega
vreme zaluCenja i rezim ishrane. Tako je kod teladi koja su kasnije zalu¢ena (150. dana)

i nisu imala koncentrovani deo obroka zabelezen pad u koncentraciji IGF-1 u uzrastu od
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30. do 150. dana. Za razliku od njih, kod teladi koja su ranije zalu¢ena (90. dana) i imala
koncentrovani deo obroka, u istom periodu (30. do 150. dana) je zabelezen porast u
koncentraciji IGF-1, §to je u saglasnosti sa nasSim rezultatima (Blanco i sar. 2010). Pik u
koncentraciji IGF-I, ranije zalu¢ena telad sa dodatkom koncentrovanog hraniva, dostizu
180. dana. Smatra se da kod teladi koja su ranije zalu¢ena i hranjena koncentrovanim
delom obroka, dolazi do pojacanog unosa energije i proteina i to uslovaljava rast
koncentracije IGF-I (Schoonmaker i sar. 2002). Suprotno ovome, kod teladi koja su
kasnije zalucena i nisu imala koncentovani deo obroka, ishrana mlekom je nedovoljna
da potkrepi energetske zahteve teladi Sto dovodi do pada koncentracije IGF-1 (Hayden i
sar. 1993, Yambayamba i sar. 1996, Hornick i sar. 1998, Renaville i sar. 2000). Nakon
prelaska na ishranu koncentratom, ad libitum 150. dana, kod kasnije zalucene teladi,
dolazi do porasta koncetracije IGF-1, ali pik u koncentraciji se dostize mesec dana
kasnije u odnosu na ranije zalu¢enu telad. Zanimljivo je napmenuti da rasa teladi nema
uticaja na promenu koncentracije IGF-I, pa se tako u ogledima doslo do zakljucka da
dve rase razli¢itih proizvodnih tipova (tovni 1 kombinovani tip) drzane pod istim
rezimom ishrane i zalu¢ene u isto vreme, ne pokazuju znacajne razlike u koncentraciji
IGF-I (Blanco i sar. 2009, 2010).

Iz nasih rezultata se moze zapaziti da je PoCr grupa, 50. dana ogleda, imala
statisticki znacajno nize vrednosti koncentracije IGF-I u odnosu na NCr grupu.
Rezultati vezani za uticaj hroma na serumsku koncentraciju IGF-1 ali i hormona rasta su
kontradiktorni i do sada su najviSe ispitivani na prasadima. Evock-Clover i saradnici
(1993) su u eksperimentima izvedenim na prasadima doSli do rezultata koji ukazuju da
je hrom-pikolinat dodat u hranu doveo do povecanja serumske koncentracije hormona
rasta, ali bez promena u koncentraciji IGF-I. Za razliku od navedenih autora, Amoiken i
saradnici (1995) nisu utvrdili da hrom-pikolinat utice na koncentraciju hormona rasta
kod prasadi, neposredno nakon aplikacije somatotropnog oslobadaju¢eg hormona.
Pojedina istrazivanja (Wang i sar. 2007, Wang i sar. 2014) ukazuju da hrom u obliku
nanocestica hrom-vezanog hitosana kod prasadi u dozi od 200 pg/kg dovodi do
povecéanja serumske koncentracije IGF-I, dok uticaj na koncentraciju hormona rasta nije
zabelezen. Tian i saradnici (2014) su utvrdili da hrom-metionin u rastu¢im dozama
(100-800 pg/kg) kod prasadi dovodi do linearnog smanjenja koncentracije 1GF-1 i

hormona rasta, $to je u saglasnosti sa naSim rezultatima. Ako se posmatra uticaj hroma
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na koncentraciju IGF-1 kod goveda u istrazivanjima Subiyatno i saradnika (1996)
utvrdena je tendencija porasta koncentracije IGF-I kod mle¢nih krava tretiranih
hromom, dok Sadri i saradnici (2012) nisu utvrdili efekat hrom-metionina na IGF-1 kod
krava u puerperalnom periodu. Ghorbani i saradnici (2012) takode nisu utvrdili da
hrom-metionin ima uticaja na koncentraciju IGF-I kod teladi holStajn rase u uzrastu od
3 dana do 8 nedelja. Ovo je jedan od retkih ogleda gde je pra¢ena koncentracija IGF
kod teladi i najpriblizniji je naSem ogledu. Medutim, razlike u uticaju hroma na
koncentraciju IGF-1 se mogu pripisati razli¢itim koncentracijama primenjenog hroma,
razli¢itim oblicima primenjenog hroma kao i razli¢itom uzrastu teladi.

Uopsteno, niske vrednosti IGF-I kod teladi PoCr grupe nisu dovele ni do kakvih
promena u telesnoj masi kod teladi u naSem ogledu, o ¢emu ¢e biti reci u odeljku 6.7.
Takode iz brojnih literaturnih podataka se zna da hrom ima iskljuc¢ivo pozitivan uticaj
na imunski sistem (Chang i sar. 1996, Kegley 1996. Bernhard i sar. 2012). Mehanizam
dejstva hroma na IGF-I sistem je do sada nerazjasnjen (Tian i sar. 2014) i osim uticaja
hroma na koncentraciju IGF-1 uglavnom nisu istrazivani drugi faktori koji su znacajni
za funkcionisanje IGF-sistema kao Sto su receptori za IGF-1 i IGF-vezujuéi protein
(Breier i Sauerwein, 1995). U in vitro istrazivanju (Peng i sar. 2010) koje je sprovedeno
na kulturi miSiénih Celija pacova utvrdeno je da hrom u obliku hroma vezanog za male
peptide dovodi do povecane ekspresije gena za IGF-1 receptor. U istom eksperimentu
hrom u obliku hrom hlorida i hrom pikolinata nije doveo do povecane ekspresije
pomenutog gena. Medutim, ukoliko se u medijum ¢elijske kulture pored tri pomenuta
oblika hroma (hroma vezanog za male peptide, hrom horida i hrom pikolinata) doda
insulin dolazi do povecane ekspresije gena za IGF-I receptor u sva tri slu¢aja. Za sada
ne postoje istrazivanja koja ukazuju na uticaj hroma na zastupljenost i aktivnost 1GF-I
receptora. S obzrom na visoku homologoju receptora za insulin i receptora za 1GF-I
(LeRoith i sar. 1995) i na utvrdenu povecanu zastupljenost i aktivnost receptora za
insulin kod PoCr grupe u naSem ogledu mozemo pretpostaviti da je hrom mogao da ima
slican efekat i na receptor za IGF-1. Stoga, smanjene koncentracije IGF-I kod teladi
PoCr grupe nisu dovele do razlika u telesnoj masi jer je efekat IGF-1 na nivou tkiva

verovatno bio pojac¢an kod PoCr grupe.
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6. 6. ZASTUPLJENOST IGF VEZUJUCIH PROTEINA

Osim razlike u zastupljenosti IGFBP-3 nisu primecene razlike u zastupljenosti
drugih IGF vezujué¢ih proteina kod ispitivanih grupa teladi. Prema dosadasSnjim
istrazivajima koncentracija IGFBP-3 u cirkulaciji je desetostruko ve¢a u odnosu na
druge vezujuce proteine, tako da je oko 75% IGF molekula u cirkulaciji vezano za ovaj
protein (Baxter, 1994), a poluzivot IGFBP-3 u cirkulaciji iznosi 15-20 sati. U serumu
goveda je IGFBP-3 prisutan u najvisoj koncentraciji, a za njim slede IGFBP-2 i IGFBP-
1 (McGuire i sar. 1992). S obzirom da je molarna koncentracija IGFBP u serumu za
50% visa od IGF molekula, svega 1% IGF molekula se nalazi u slobodnom obliku.
Ispitivanja krvnog seruma ljudi su pokazala pozitivnu korelaciju izmedu koncentracije
IGF-1 i koncentracije IGFBP-3. Kod PoCr teladi u nasem eksperimentu zabelezen je pad
zastipljenosti IGFBP-3 50. dana ogleda kada je zabeleZen i statisticki znacajan pad u
koncentraciji IGF-I. Za razliku od IGFBP-1 i 2, koncentracija IGFBP-3 se ne menja
brzo i njegova koncentracija u krvi se povec¢ava tokom postnatalnog rasta jedinki vec¢ine
vrsta zivotinja (Jull i sar. 1995). On gradi trokomponentne komplekse sa IGF
molekulima koji ne izlaze iz cirkulacije. Zbog toga, ovaj vezujuci protein predstavlja
relativno stabilan depo IGF peptida (Barreca i sar. 1995). IGFBP-3 moze da ima i
inhibitorni i stimulatorni uticaj na delovanje IGF molekula, a njegov efekat moze biti
IGF zavisan i IGF nezavisan. Naime, IGF molekuli imaju veéi afinitet za IGFBP-3 nego
za IGF receptore, tako da prisustvo vezujuceg proteina moze inhibirati reakciju ligand-
receptor (Clemmons, 1997). U nekim eksperimentima je, medutim, uo¢eno stimulativno
dejstvo IGFBP-3 koje je verovatno posledica vezivanja kompleksa za ciljnu ¢eliju i spo-
rog otpustanja IGF-I/Il. Postepenim otpustanjem IGF molekula, povecava se stabilnost
liganda.

Do sada ne postoje literaturni podaci koji se bave uticajem hroma na IGF
vezujuce proteine. Pored objasSnjenja vezanog za mogucu modulaciju na nivou IGF
receptora, izostanak efekta smanjene koncentracije IGF-I kod teladi PoCr grupe na
prirast, ali i koncentraciju ukupnih proteina, triglicerida i holesterola, mozemo objasniti
i smanjenjem konentracije IGFBP-3 u naSem ogledu. Naime, mogucée je da je smanjenje

IGFBP-3 dovelo do povecane bioraspolozivosti IGF-I i posledicnog veéeg vezivanja za
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receptore, ¢ime su spreCeni negativni efekti niskih koncetracija 1GF-1. Treba
napomenuti da IGFBP-3 moze delovati i samostalno vezivanjem za sopstvene receptore
u tkivima, a Rutanen i saradnici (1990) su dokazali inhibitorno delovanje IGFBP-3 na
sintezu DNK.

6.7. TELESNA MASA

Nasi rezultati ukazuju da peroralna aplikacija hroma nije dovela do promene
telesne mase koji bi bio razli¢it u odnosu na promenu kod kontrolne grupe, Sto je u
saglasnosti sa pojedinim literaturnim podacima koji se odnose na telad (Mathison i
Engstrom, 1995, Swanson i sar. 2000, Yari i sar. 2010). Medutim, pojedini autori su
zabeleZili povecanje telesne mase kod teladi kojoj je aplikovan hrom (Moonsie-Shageer
1 Mowat 1993, Kegley 1 sar. 1997, Ghorbani 2012). Kada se tumaci uticaj hroma na
prirast teladi treba imati u vidu uslove eksperimenta, odnosno u kom uzrastu je pocela
aplikacija hroma 1 na koji nacin je vrSena. Naime, znacajno razli€iti rezultati su dobijeni
zavisno od toga da li je hrom dodavan u kolostrum i/ili mleko ili u koncentrovani deo
obroka kod starije teladi. U eksperimentu Yari i saradnika (2010) hrom metionin je
dodavan u mleko od Cetvrtog dana Zivota teladi do zaluCenja i nisu utrdene promene u
telesnoj masi. S druge strane kada je hrom metionin dodavan u kolostrum od prvog dana
zivota, a dodavanje je nastavljeno u mleko do osam nedelja starosti, uoceno je
povecanje prirasta kod teladi (Ghorbani i sar. 2012). Zaklju¢eno je da hrom mozZe uticati
na resorpciju nutritivno znacajnih komponenti kolostruma koje mogu imati dugotrajne
sistemske efekte na metabolizam i endokrini sistem teladi (Blum, 2006).

Uticaj hroma na prirast najvise je pracen kod prasadi, ali su i u tim istrazivanjima
dobijeni kontradiktorni rezultati. Boleman i saradnici (1995) i Matthews i saradnici
(2001) su zabelezili pad u prirastu i konzumaciji hrane kod prasadi u tovu kojima je u
hranu dodavan hrom pikolinat i hrom propionat. Za razliku od njih, Li i saradnici (2013)
beleze porast u prirastu i dnevnoj konzumaciji hrane kod prasadi u tovu koja su dobijala
hrom metionin. Takode, postoje istrazivanja u kojima nije zabelezen uticaj hroma na
prirast i dnevni unos hrane (Amoikon i sar. 1995, Wang i sar. 2004). Navedene
varijacije u uticaju hroma na prirast mogu se pririsati razli¢itim formama hroma
koris¢enim u eksperimentima kao i razli¢itim periodima tokom odgoja kada je

aplikovan hrom. NajcesCe je u eksperimentima u kojima je je dokazan uticaj dodatog
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hroma na promenu u telesnoj masi utvrdeno 1 postojanje promena u koncentracji
proteina (ukupnih proteina i albumina) u krvi (Tian i sar. 2014). U naSem eksperimentu
nisu utvrdene promene proteinemije. Treba naglastiti da je u istraZzivanju na prasadima
Tian i saradnika (2014), zabelezen pad koncentracije IGF-I kao u nasem istrazivanju, ali

takode nisu pronadene razlike u telesnoj masi.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata istrazivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije

mogu se formulisati slede¢i zakljuccei:

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

2. U skladu sa nalazima na molekularnom nivou, intravenski testovi opterecenja
glukozom ukazuju na povecanu insulinsku senzitivnost odnosno bolju utilizaciju
glukoze kod grupe kojoj je peroralno aplikovan hrom. Parametri kinetike
glukoze koji idu u prilog navedenom zaklju¢ku su znacajno nize vrednosti za T
Y% 1 AUCqyukoza, ka0 i znacajno viSe k vrednosti kod grupe kojoj je aplikovan
hrom. Parametri kinetike insulina su bili u manjoj meri promenjeni pod uticajem
aplikacije hroma ali su zabelezene znac¢ajno nize vrednosti za PiKinsuiin kod grupe
kojoj je aplikovan hrom. Takode, vrednosti za RQICKI su bile statisticki
znacajno Vvise kod grupe kojoj je peroralno aplikovan hrom.

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

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

odnosno izbegnuti su negativni efekti smanjene koncentracije IGF-I.

69



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

6. Dobijeni rezultati ukazuju da peroralno aplikovan hrom znacajno utice na
metabolizam teladi, posebno u periodu metabolickog prestrojavanja, ali da
krajnji efekat na performanse teladi (telesnu masu, pre svega) moze zavisiti od

prilagodenosti energetske komponente obroka povecanom sadrzaju hroma u
organizmu.
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Mpwunor 1.
UsjaBa o0 ayTopcTBy

MoTnucaHn Jby6omup [1. JoBaHoBUh
6poj nHaekca 16/3

UsjaBrbyjem
Aa je JoKTopCKa AucepTaumja no HacnoBom
YTuuaj nepopanHe annukaumje XpomMa Ha MHCYJIMHCKY ocOBUHY U UI® cuctem

KopA Tenagu xonwTajH-cppuUsnjcke pace

e pe3ynTtaTt CoOnCTBEeHOr UCTpaXXnBa4kor paaa,

e [a npepnoxeHa guceprauuja y LeNuHU HX y aenosuma Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujake Guno Koje Aunnome npema CTYAWCKUM nporpamuma Apyrux
BMCOKOLLKOJICKNX YyCTaHOBA,

e [Na Cy pe3ynTtatun KOPEKTHO HaBeaeHU U

e [1a HMCaM KplUMO/fa ayTopcka MpaBa W KOPUCTMO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc gokropaHAaa

Y beorpagy, //3- 03 ¢ (747 f/ /
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Mpunor 2.

W3jaBa 0 ICTOBETHOCTM WITamMnaHe U eNneKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paaa

Mme n npesmme aytopa Jby6omup . JoaHosuh
Bpoj nHaekca 16/3
CTyamjckn nporpam [IOKTOPCKE akageMmcke cTyaunje

Hacnos paga YTuuaj nepopanHe annukaumje xpoma Ha UHCYJNIMHCKY OCOBUHY U
Ulr® cuctem Koa Tenaam xonuwrajH-cpusmnjcke pace
MeHTOp ap Oanvnjena Knposcku

MoTtnucanu Jby6omup [1. JoBaHosuh

W3jaBrbyjem Aa je wramnaHa Bepauja Mor AOKTOPCKOr paja UCToBeTHa €IEeKTPOHCKO]
Bepavjn Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBare Ha noptany OurutanHor
peno3uTopujyma YHuBep3uteTay Beorpanay.

[ossorbaBam Aa ce objase MOjU NWYHW nofjaun BesaHu 3a pobujawe akagemckor
3Barba AOKTOpA Hayka, Kao LITO Cy NMe 1 npesnme, roanHa n Mecto pohera 1 aatym
onbpaHe paga.

OBM NWYHM nogauy Mory ce O06jaBuT Ha MPEexXHUM CTpaHnLama avrutanHe
6ubnuoTeke, y eneKTPOHCKOM KaTanory n'y nybnukaumjama YHuBep3uTeTa y Beorpagy.

MoTnuc gokTopaHaa
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Mpwunor 3.
U3jaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y AdurutantHu
penosutopujym YHuBepsuteta y beorpagy yHece Mojy LOKTOPCKY AucepTauujy noa
HacnoBoM:

YTuuaj nepoparnHe anniukauumje XpoMa Ha MHCYJIMHCKY 0COBUHY U D cucrtem

KoA4 Tenaau xonwTtajH-ppu3mjcke pace

Koja je Moje ayTopcKo Aerno.

OucepTauujy ca cBumMm npunosnma npegao/na cam y enekTpoHckom dopmaTty norogHom
3a TpajHO apxuBupame.

Mojy OOKTOpCKYy AucepTauumjy noxpaweHy y durutanHu penosanTopujym YHuBepsuTeTa
y Beorpagy mory ga kopucTte cBu Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatnsHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjanHo

3. AyTopcTBO — HEKOMepuujanHo — 6e3 npepane

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjarHo — AennTy nog UCTUM ycrnosmuma

5. AytopcTtBo — 6e3 npepapge

6. AyTOpCTBO — AEnuTK Noj UCTUM yCcrnosmma

(Monumo Oa 3aoKpyXuTe camo jedHy Of LeCT noHyheHux nuueHun, Kpatak onuc
nUUeHUM aaT je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc gokTtopaHga
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