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PROTEINI TOPLOTNOG STRESA KAO POTENCIJALNI BIOMARKERI 
TOLERANCIJE NA TOPLOTNI STRES KOD VISOKOMLEČNIH KRAVA

Ivan Vujanac, Radiša Prodanović, Jovan Bojkovski, Sreten Nedić, 
Sveta Arsić, Slavica Dražić, Milica Stojić, Danijela Kirovski

Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu, Beograd, R. Srbija

Kratak sadržaj
Cilj ovog preglednog rada je da se prikaže značaj poznavanja mehanizama koji le-

že u osnovi toplotnog stresa kod visokomlečnih krava, kao i da se opišu metode koje su 
najčešće u upotrebi pri određivanju pojedinih bioloških markera toplotnog stresa. Povi-
šena spoljašnja temperatura tokom letnjih meseci često uvodi krave u stanje toplotnog 
stresa, sa posledičnim smanjenjem reproduktivnih i proizvodnih sposobnosti jedinki ko-
je mogu dovesti do njihovog prevremenog izlučivanja iz zapata. Kao potencijalni bio-
markeri toplotnog stresa, poslednjih godina se sve više pominju proteini toplotnog stre-
sa (engl. Heat Stress Proteins - HSP), čija se molekulska masa kreće od 15 do 110 kDa, 
a koji su prisutni u citosolu, jedru, mitohondrijama i endoplazmatskom retikulumu. 
Na osnovu molekulske težine i funkcije, HSP su podeljeni na: HSP110, HSP100, HSP90, 
HSP70, HSP60, HSP40 i HSP10, pri čemu su, kod farmskih životinja, HSP90 i HSP70 od-
govorni za toleranciju na visoke temperature. Protein toplotnog stresa HSP70 je naj-
češće ispitivani protein kod krava i najosetljiviji na promene spoljašnje temperature u 
zoni toplotnog stresa. Proteini toplotnog stresa se mogu određivati iz različitih biološ-
kih materijala, kao što su: krv, krvni serum, parenhimatozni organi (bubrezi, slezina, 
jetra), srce, limfni čvorovi, mišićno i masno tkivo, sperma, pljuvačka i folikuli dlake. U 
skladu sa dobrobiti, a u cilju što manjeg uznemiravanja životinja tokom uzorkovanja 
bioloških materijala, sve se više daje prednost onim uzorcima koji se dobijaju neinva-
zivnim putem, a to su pre svega folikuli dlake, mleko, pljuvačka i sperma. Dve najčešće 
metode koje su u primeni za analizu proteina toplotnog stresa su ELISA metoda kojom 
se određuje zastupljenost proteina u uzorku i PCR metoda kojom se utvrđuje ekspresija 
odgovarajućih gena. Ekspresija gena se može odrediti izolacijom i amplifikacijom DNK, 
kao i esktrakcijom ukupne RNK korišćenjem specifičnih prajmera i sekvenci aminokise-
lina. U zaključku, ispitivanje bioloških mehanizama koji leže u osnovi toplotnog stresa, 
kao i metode koje se mogu koristiti za njihovo određivanje, može biti od velike koristi za 
uspostavljanje protokola na farmama visokomlečnih krava kojima bi se pravovremeno 
zaštitile životinje od visokih temperatura tokom letnjeg perioda ali i za detekciju jedin-
ki koje imaju bolji genetski potencijal u pogledu tolerancije na toplotni stres.

Ključne reči: biomarkeri, ELISA, HSP70, PCR, proteini toplotnog stresa
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UVOD

Globalno zagrevanje, zabeleženo proteklih godina dovodi do značajnog po-
rasta ambijentalne temperature, pogotovo tokom letnjih meseci kada su tempe-
rature visoke, u prostoru gde najčešće borave životinje gajene u intenzivnom uz-
goju. Taj porast ambijentalne temperature često uvodi životinju u stanje toplot-
nog stresa. Kao pokazatelji toplotnog stresa se najčešće navode vlažnost vazduha 
i spoljašnja temperatura, odnosno njihova kombinacija. Na osnovu ova dva para-
metra izračunavase THI (engl. temperature-humidity index). Vrednost THI manja 
od 72 ukazuje na nivo toplotnog stresa koji je povoljan na organizam krava, dok 
dobijena vrednost od 72-78 ukazuje da je jedinka izložena umerenom toplotnom 
stresu. Kada je vrednost THI iznad 78, životinja je izložena izrazitom toplotnom 
stresu (Vujanac i sar., 2010). Izrazit toplotni stres izazvan visokim temperatu-
rama često ima negativan uticaj na proizvodno reproduktivne sposobnosti, ali i 
zdravlje visokomlečnih krava i time može dovesti do značajnih ekonomskih gu-
bitaka u govedarskoj proizvodnji. Ekonomski gubici u govedarstvu, koji nastaju 
kao posledica delovanja toplotnog stresa, mogu se objasniti smanjenjem produk-
cije mleka, poremećajem reproduktivnih parametara i povećanjem mortaliteta. 
Prosečni ekonomski gubici govedarske proizvodnje, na godišnjem nivou u SAD, 
mogu da iznose i 369 miliona dolara (Pierre i sar., 2003). 

U cilju smanjenja ovih gubitaka, veliki značaj se pridaje otkrivanju fiziološ-
kih mehanizama koji leže u osnovi toplotnog stresa, ali i pronalaženju onih bio-
markera koji će identifikovati životinje koje imaju veću toleranciju na toplotni 
stres. Kao potencijalni biomarkeri toplotnog stresa sve češće se pominju proteini 
toplotnog stresa (engl. Heat Stress Proteins-HSP). 

Proteini toplotnog stresa (HSP) su grupa proteina čija se ekspresija poveća-
va u ćeliji kao odgovor na različite vrste stresa. Pretpostavlja se da ovi proteini 
stabilizuju osnovne ćelijske procese i da imaju zaštitnu ulogu u obnavljanju ošte-
ćenja izazvanih stresom (Mayer i Bukau, 1998). Takođe, oni imaju veliki značaj u 
kontroli ćelijskog ciklusa (Jolly i Morimoto, 2000), transdukciji mitogenih signala 
(Helmbrecht, 1999), diferencijaciji i razviću (Galea-Lauri, 1996). Oni stabilizuju 
osnovne strukturne proteine, pomažu transfer proteina kroz membranu, poma-
žu ponovno savijanje i zauzimanje ispravne konformacije denaturisanih prote-
ina i pomažu degradaciju aberantnih proteina. Često se nazivaju i molekularni 
šaperoni, zbog toga što omogućuju promenu trodimenzionalne strukture drugih 
molekula (Hendrick i Hartl, 1993).

Poznate su mnoge funkcionalne uloge HSP, ali mehanizmi koji leže u osnovi 
tih uloga još uvek nisu u potpunosti razjašnjeni. Pretpostavlja se da bi razumeva-
nje ovih mehanizama omogućilo da se izvrši preciznija analiza načina na koje se 
ćelije bore protiv stresa kod raznih oboljenja (npr. imunskih bolesti, tumora, kar-
diovaskularnih bolesti, starenja i slično) (Hall i sar., 2000; Moseley i sar., 2000; 
Garrido i sar., 2001). 

Određivanje koncentracije HSP može poslužiti za utvrđivanje stepena ćelij-
skih oštećenja kao i u dijagnostičke i terapijske svrhe.
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Familije proteina toplotnog stresa
Proteine toplotnog stresa proizvode prokariotske i eukariotske ćelije kao 

odgovor na izloženost stresnim uslovima. Italijanski genetičar Ferruccio Ritossa 
je 1962. godine utvrdio da toplota i metaboličke promene dovode do promena u 
hromozomu kod Drosophila, što je bilo prvo otkriće koje je uslovilo niz kasnijih 
studija koje su konačno dovele do identifikacije proteina toplotnog stresa (Ma-
ioisar., 2012). Koncentracija mnogih HSP je povećana tokom različitih stresnih 
situacija (Bao i sar.,  2008; Zhang i sar., 2011). 

HSP su podeljeni u šest familija: mali proteini toplotnog stresa - sHSP 27 
(engl. small heat stress protein 27), HSP 40, HSP 60, HSP 70, HSP 90 i HSP 100. 
Podeljeni su na osnovu njihove monomerne molekulske težine i mogu se naći i u 
prokariotskim i u eukariotskim organizmima (van Eden, van der Zee i Prakken, 
2005). Osnovni HSP imaju molekulsku masu u rasponu od 15 do 110 kDa i pode-
ljeni su u grupe na osnovu veličine, ali i funkcije (Schlesinger 1990, Welch 1992), 
a prisutni su u citosolu, mitohondrijama, endoplazmatskom retikulumu i jedru. 
Za HSP 27, HSP 70 i HSP 90 je utvrđeno da se značajno povećavaju tokom tran-
sportnog stresa kod pilića i svinja, i smatra se da su povezani sa zaštitnim funk-
cijama organizma tokom transporta (Al-Akil i Zulkifli, 2009; Zhang i sar., 2011). 
Spoljašnja temperatura koja odgovora većini farmskih životinja se kreće u opsegu 
od 4 do 25 °C, dok temperatura koja prelazi 25 °C može da dovede do toplotnog 
stresa (Archana i sar., 2017). Najviše radova ima o HSP sisara sa molekularnom 
masom  60, 70, 90 i 110 kDa u uslovima toplotnog stresa. U tabeli 1 je dat prikaz 
lokalizacije u ćeliji i funkcije najznačajnijih HSP.

Tabela 1. Podela, lokalizacija i uloga HSP (modifikovano po Kregel-u, 2002)

HSP familija Lokalizacija u ćeliji Funkcija
HSP27 (sHSP) Citosol, jedro Stabilizacija mikrofilamenta, 

antiapoptoično delovanje
HSP60 Mitohondrije Prevencija, agregacije i denaturacije 

proteina, proapoptoično delovanje
HSP72 (Hsp70) Citosol, jedro Zaštita ćelija, čuvanje proteina
HSP73 (Hsc70) Citosol, jedro	 Molekularni šaperoni

HSP75 (mHSP70) Mitohondrije Molekularni šaperoni
HSP78 (GRP78) Eritrociti Zaštita ćelija, molekularni šaperoni
HSP90 Citosol, jedro, eritrociti Regulacija receptora steroidnih hormona, 

translokacija proteina
HSP110/104 Citosol Čuvanje proteina

Mali proteini toplotnog stresa (sHSP27, HSPB7, αB-crystallin, HSP20 i 
P26) su familija molekularnih šaperona (Yang i sar., 2011), koji održavaju fi-
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ziološke metaboličke procese u ćeliji, ali imaju i zaštitnu ulogu u ćeliji tokom 
njene izloženosti toplotnom stresu (Verschuure i sar., 2003). Protein toplot-
nog stresa B7 (HSP B7), je član male familije proteina i najčešće je ispitivan u 
kardiovaskularnom sistemu, skeletnim mišićima i masnom tkivu (Yang i sar., 
2011). Jedan od prvih proteina toplotnog stresa koji je povezan sa usporenim 
metabolizmom je bio P26, mali protein, koji se akumulira u velikoj količini usled 
dejstva štetnih faktora (MacRae, 2003). Iako poseduje šaperonsku aktivnost, P26 
migrira u jedro prilikom toplotnog stresa ili anoksije i smatra se da ima veoma 
važnu ulogu u represiji transkripcije (Tsvetkova, 2002).

Najosetljiviji na promenu temperature su proteini toplotnog stresa, HSP70. 
Proteini ove grupe dele zajedničke proteinske sekvence, ali se sintetišu kao od-
govor na različite stimuluse. Na primer, protein od 73 kDa (HSP 73 ili Hsc70) se 
stalno proizvodi dok je protein od 72 kDa (HSP 72 ili Hsp 70) visoko inducibilan 
i njegova sinteza se povećava kao odgovor na više stresora (Schlesinger 1990; 
Welch, 1992; Hightower LE i Hendershot, 1997; Moseley, 2000). Nivo HSP70 u 
ćelijama je u pozitivnoj korelaciji sa tolerancijom na širok spektar stresora koje 
se nalaze u životnoj sredini, kao što su: toplotni stres, prisustvo teških metala 
(Wagner i sar., 1999), osmotski stres (Kurz i sar., 1998), kao i fiziološki stresovi: 
ishemija i oksidativni stres (Kumar i Tatu, 2000). Kao odgovor na toplotni stres 
i stres u okruženju (Mohanarao i sar., 2014), HSP 70 je smatran idealnim biološ-
kim markerom za merenje toplotnog stresa kod životinja (Srikanth i sar., 2017). 
Polimorfizam gena HSP 70 objašnjava individualne razlike u toleranciji stresnih 
uslova, poput toplotnog stresa, polimorfizma izazvanog genetskim mutacijama, 
što može biti iskorišćeno kao mera za otpornost organizma prema toplotnom 
stresu (Cai i sar., 2005). U radovima se HSP90 češće koristi kao marker transport-
nog stresa, a ređe zbog svoje manje osetljivosti u ispitivanju toplotnog stresa (Hu 
i sar., 2020). Protein toplotnog stresa od 90 kDa (HSP90), koji postoji u relativ-
no visokim koncentracijama u ćelijama u  fiziološkim uslovima (Lindquist i sar., 
1988) i tokom evolucije nije promenjen (Moore i sar., 1989), je jedan od mogućih 
biomarkera toplotnog stresa. Uloga HSP90 je u ćelijskom rastu i diferencijaciji 
(Lindquist i sar. 1988) i on svoju funkciju obavlja putem regulacije kazein kinaze 
II ili putem regulacije receptora steroidnih hormona (Catelli i sar., 1985).

Mehanizam delovanja proteina toplotnog stresa
Izloženost ćelije toplotnom stresu izaziva brojne anomalije u njenim funk-

cijama koje menjaju biološke molekule, ometaju ćelijske funkcije, moduliraju 
metaboličke reakcije, izazivaju oksidativno oštećenje ćelija i aktiviraju puteve 
apoptoze i nekroze, što na kraju dovodi do preživljavanja ćelije, aklimatizacije 
ili ćelijske smrti (Belhadj i sar., 2016). Odgovor ćelije na toplotni stres kod sisara 
se kontroliše na nivou transkripcije i posredovan je porodicom transkripcionih 
faktora toplotnog stresa (HSF) koji su regulisani indukovanom ekspresijom HDF 
gena. Ključni signal za aktivaciju i indukciju “heat stress” gena je prisustvo ošteće-
nih  proteina (slika 1) i proteinskih agregata u ćeliji (Morimoto i Santoro, 1998). 
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Kao pratioci proteina “molecular chaperones”, HSP sprečavaju nepravilno savi-
janje (“folding”) i agregaciju novosintetisanih proteina i omogućavaju ispravno 
savijanje, formiranje funkcionalnih trodimenzionalnih struktura proteina i oligo-
merizaciju polipeptida (Buchner, 1999).

Takođe, HSP štite proteine od denaturacije ili, ako je do nje već došlo, omo-
gućavaju dezagregaciju, odvijanje i ponovo savijanje (“refolding”) u biološki akti-
van oblik (Morimoto i Santoro, 1998). Oni su uključeni u brojne vitalne procese i 
veoma suptilne regulatorne mehanizme kao što su: kontrola formiranja stabilnih 
struktura nativnih proteina (Freeman i Morimoto, 1996), reaktivacija oštećenih 
proteina (Parsell i Lindquist, 1993) ili proteolitička degradacija i eliminacija de-
naturisanih i nefunkcionalnih proteina (Ellis i Hartl, 1999). Mnogi tipovi šape-
rona su konstitutivno prisutni u ćeliji, ali je velik i broj onih koji se povećavaju 
u uslovima stresa (Goldberg, 2003). Zajednički odgovor na mnoge vrste stresa 
je supresija sinteze proteina i aktivacija proteina toplotnog stresa. Povišen nivo 
šaperona u stanju usporenog metabolizma može da obezbedi dužu stabilnost i 
životni vek ćelijskih proteina koji bi normalno bili zamenjeni, ali tokom uspore-
nog metabolizma za koje je karakteristična ušteda energije to nije moguće (Lin-
dquist, 1988). Zajednički odgovor na mnoge vrste stresa je povećana sinteza i 
aktivnost HSP koji imaju za cilj da “poprave” oštećene proteine ili pomognu nji-
hovom uklanjanju.

Slika 1. Fiziološka signalizacija koja aktivira ekspresiju HSP 70 
(preuzeto od Kregel i sar., 2002)
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Biološki materijali za određivanje zastupljenosti 
proteina toplotnog stresa 
Ispitivanje proteina toplotnog stresa (HSP 70, ređe 27 i 90) se može izvršiti 

invazivnim tehnikama odnosno biopsijom iz parenhimatoznih organa (bubrezi, 
srce, jetra), mišićnog i masnog tkiva. Da bi se izvršila biopsija, životinja mora biti 
sedirana i pod lokalnom anastezijom, što značajno otežava samu metodologiju 
rada i uzimanje uzoraka. Mišićno tkivo se uzima biopsijom m. longissimus tho-
racis između 12. i 13. rebra pod lokalnom anestezijom. Veličina uzetog mišićnog 
tkiva je oko 3 g. Zatim se rana zašiva, tretira antibioticima i narednih nekoliko da-
na kontroliše kako zarasta (Carvalho i sar., 2014). Masno tkivo se uzima iz supku-
tisa na repu, koje je bilo pripremljeno šišanjem, pranjem i dezinfekcijom. Mesto 
biopsije se priprema po principima hirurške antisepse, anestezirano je i skalpe-
lom se zaseca koža u dužini od 1,5 do 2,5 cm. Za laboratorijske analize se uzima 
približno 3 g masnog tkiva, a uzorci se ispiraju fiziološkim rastvorom (Suni sar., 
2019). Za razliku od prethodne invazivne metode, iz dlake, krvi, krvnog seruma 
i pljuvačke uzorci se mogu uzeti neinazivnim tehnikama koje znatno olakšavaju 
uzimanje uzoraka, bezbolni su za životinju i ne stvaraju joj dodatni stres. Uzorci 
krvi se uzimaju punkcijom repne vene sa dodatkom EDTA odnosno bez dodatka 
konzervansa (serum) (Li i sar., 2015). Dlaka sa folikulom se uzima sa repa (25 do 
30 dlaka). Pojedinačne dlake se uhvate što bliže koži i brzo iščupaju, a zatim se is-
peru vodom u kojoj je dietil pirokarbonat (DEPC) (Kim i sar., 2020). Uzorak mle-
ka se uzima posle jutarnje muže u količini od 3 do 4 ml u epruvetu sa zatvaračem.

Metode određivanja proteina toplotnog stresa
Ispitivanje proteina toplotnog stresa (HSP 70 kao proteina izbora za detek-

ciju toplotnog stresa kod krava) se može izvršiti u svim gore navedenim materi-
jalima. Metode koje se najčešće koriste za analizu proteina toplotnog stresa su 
određivanje prisustva proteina komercijalnim ELISA testovima, kao i utvrđivanje 
ekspresije odgovarajućih gena pomoću PCR. Nakon adekvatne pripreme uzorka, 
analiza komercijalnim ELISA testom je jednostavna i radi se prema uputstvu pro-
izvođača, a rezultat ELISA testa čita se na talasnoj dužini od 450 nm. Ekspresija 
gena se može odrediti izolacijom i amplifikacijom DNK, kao i ekstrakcijom uku-
pne RNK korišćenjem specifičnih prajmera i sekvenci aminokiselina, pri čemu 
se koriste različiti prajmeri. U zavisnosti iz kog materijala se određuju proteini 
toplotnog stresa, koriste se različiti prajmeri (Habib i sar., 2017; Sun i sar., 2019; 
Hu i sar., 2020; Kim i sar., 2020).

ZAKLJUČAK

Ispitivanja fizioloških mehanizama koji se razvijaju u osnovi toplotnog stre-
sa i metoda koje se mogu koristiti u detekciji biomarkera toplotnog stresa posled-
njih godina, u uslovima globalnog zagrevanja, dobijaju sve veći značaj. Kao naj-
značajniji biomarker toplotnog stresa kod visokomlečnih krava se koristi HSP70. 
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Njega je najbolje određivati u uzorcima krvi, mišićnog i masnog tkiva kao i dlake, 
metodom ELISA i PCR. Njegovo pravovremeno određivanje može da posluži far-
merima u uspostavljanju protokola kojima bi se zaštitile životinje od posledica 
izloženosti toplotnom stresu tokom letnjeg perioda, ali i da izdvoje životinje koje 
imaju bolji genetski potencijal u pogledu tolerancije na toplotni stres.
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