Streszczenie

W  okresie okotoporodowym u krow mlecznych, a szczegdlnie w okresie
przejsciowym (zaczynajacym si¢ trzy tygodnie przed, a konczacym trzy tygodnie po
porodzie) zachodzg specyficzne zmiany metaboliczne, zwigzane z cigzg oraz rozpoczynajaca
si¢ laktacja. Jednym z gtownych wyzwan, przed ktorymi staje organizm krowy w tym czasie
jest pokrycie rosngcego zapotrzebowania na energi¢ dla macicy i rozwijajacego si¢ w niej
ptodu, a pozniej dla gruczolu mlekowego, do produkcji laktozy mleka (Grummer, 1995).
Paradoksalnie jednak przed porodem obserwuje si¢ drastyczny spadek apetytu, ktorego
konsekwencja jest zmniejszenie pobrania paszy oraz szybko poglebiajacy si¢ UBE (Bell,
1995; Doepel i in., 2002).

Fizjologiczne zmiany zachodzace w tym czasie w organizmie krowy muszg sprostac
wysokiemu zapotrzebowaniu na energi¢. Adaptacja dotyczy przede wszystkim metabolizmu
glukozy oraz tluszczu i objawia si¢ stymulacja procesu glukoneogenezy w watrobie oraz
intensywna lipolizg tkanki thuszczowe;.

Zwigkszenie aktywno$ci procesu glukoneogenezy jest odpowiedzig na gwaltowny
wzrost zapotrzebowania na glukoze dla gruczolu mlekowego. Obnizenie pobrania paszy
wplywa na zmniejszenie produkcji gtdéwnego prekursora glukozy, tj. kwasu propionowego.
Proces glukoneogenezy musi dostosowa¢ si¢ do wykorzystywania innych, dostgpnych
substratow glukogenicznych. Waznymi prekursorami glukozy stajg si¢ aminokwasy
glukogenne (przede wszystkim alanina i glutamina), kwas mlekowy oraz glicerol uwalniany
z tkanki tluszczowej. Towarzysza temu zmiany ekspresji genow oraz aktywnosci kluczowych
enzymoOw procesu glukoneogenezy, tj. PC 1 PEPCK, ktore sg gtlbwnym punktem kontrolnym,
regulujgcym proces endogennej produkcji glukozy w watrobie (Greenfield 1 in., 2000;
Hammon i in., 2009).

Mimo stymulacji procesu glukoneogenezy, ilos¢ produkowanej endogennie glukozy,
przy tak wysokim zapotrzebowaniu energetycznym nie jest wystarczajagca. W wyniku
charakterystycznych dla okresu okotoporodowego zmian hormonalnych organizm krowy
uwalnia rezerwy energetyczne, zmagazynowane w postaci TAG w tkance tluszczowe;j.
Powstate tym sposobem WKT s3 dostarczane zyta wrotng do watroby, gdzie nastgpuje ich
intensywny metabolizm. Jego celem jest uzyskanie alternatywnych zZrodet energii, ktore
zostang wykorzystane przez watrobg 1 tkanki obwodowe, co umozliwi oszcz¢dzanie powstatej

endogennie glukozy dla gruczotu mlekowego (Drackley i in., 2001). Ilos¢ WKT, ktore



dostarczane sg do watroby, przekracza jednak jej zdolnos¢ do ich utlenienia. Nadmiar WKT
ulega powtornej estryfikacji do TAG i w postaci VLDL powinien zostaé¢ przetransportowany
do tkanek obwodowych (Bauchart i in., 1996; Gross i in., 2013).

Chociaz krowy mleczne majg zdolno$¢ do mobilizowania znacznych ilosci rezerw
tluszczowych, wydaje si¢, ze watroba nie jest gotowa na naptyw duzych ilosci WKT.
W okresie wczesnej laktacji obserwuje si¢ spadek syntezy i sekrecji VLDL, co w warunkach
wzmozonej lipolizy, jest zjawiskiem paradoksalnym. Zdaniem Ametaj (2005) niska synteza
VLDL jest glownym czynnikiem prowadzacym do odktadania tluszczu w watrobie,
negatywnie wptywajac na jej funkcje i zachodzace w niej szlaki metaboliczne.

Jak podaja Bernabucci i in. (2004, 2009) za deficyt VLDL odpowiedzialne jest
zmniejszenie ekspresji gendow odpowiedzialnych za synteze gloéwnych sktadnikow tej
czasteczki, tj. apo B100 i MTTP. Zdaniem Liu i in. (2014) oraz Basirico i in. (2011)
intensywna lipoliza tkanki tluszczowej w okresie okotoporodowym, i zwigzane z nig
zwigkszenie cyrkulacji WKT i BHBA we krwi, moga zmniejsza¢ ekspresjc mRNA tych
biatek. Mechanizm powodujacy obnizenie ekspresji gendw odpowiedzialnych za synteze
sktadnikow VLDL w tym czasie nie zostat jednak doktadnie poznany.

W zwigzku z wysokim ryzykiem wystapienia zaburzen metabolicznych
I infekcyjnych, bedacych konsekwencja zachwiania roéwnowagi energetycznej organizmu
w okresie okotoporodowym, bardzo wazna jest prewencja chordb, a takze prawidlowe
zywienie, ktore dostarczy odpowiednig ilo$¢ sktadnikow pokarmowych (w tym takze energii)
oraz substratow do produkcji glukozy. Ze wzgledu na trudnosci w przezwycig¢zeniu spadku
apetytu 1 zwigzanego z nim UBE Zywienie krow wysoko wydajnych w okresie
okotoporodowym jest duzym wyzwaniem. Poszukuje si¢ wigec rozwigzan, ktore wspomoga
organizm krowy przez dostarczenie dodatkowego Zrodha energii lub odpowiednich substratow
do jej produkciji.

Zmiany metabolizmu glukozy oraz tluszczu, tj. stymulacja procesu glukoneogenezy,
intensywny metabolizm WKT oraz produkcja lipoprotein, zachodza w watrobie. Poprawa jej
funkcjonowania ma biologiczne znaczenie. Usprawnienie funkcji watroby, ze wzgledu na
procesy biochemiczne w niej zachodzace, jest konieczne do prawidlowej adaptacji catego
organizmu w okresie okotoporodowym. Jedng ze strategii, majacej na celu poprawe
metabolizmu watroby jest stosowanie dodatkow glukogenicznych. Podaz G i GP jest
skutecznym sposobem fagodzenia niedoboréw glukozy, a takze UBE 1 jego negatywnych

konsekwencji. W okresie ich stosowania obserwuje si¢ poprawe statusu energetycznego krow



oraz zmniejszenie mobilizacji tkanki tluszczowej, a takze nizszy poziom akumulacji TAG
w watrobie (DeFrain i in., 2004; Donkin i in., 2009; Carvalho i in., 2011).

Korzystne dzialanie G oraz GP na organizm krowy w okresie okotoporodowym
zostalo potwierdzone wynikami licznych badan. Jednak mimo wielu do$wiadczen w tym
zakresie, doktadny mechanizm ich dzialania nie zostal poznany. Problematyka prezentowane;j
pracy doktorskiej jest wiec nowatorska. W powyzszej pracy podj¢to probe poznania
mechanizméw dzialania G oraz GP i ich wplywu na procesy biochemiczne zwigzane
Z metabolizmem glukozy i thuszczu, zachodzace w watrobie kréw mlecznych.

Celem doswiadczenia bylo okreslenie wplywu dodatkéw glukogenicznych,
tj. G lub GP, podawanych w zr6znicowanych dawkach w postaci wlewow doprzetykowych,
na aktywnos¢ kluczowych enzyméw procesu glukoneogenezy, tj. PC i PEPCK oraz na
ekspresje wybranych gendw zwigzanych z metabolizmem glukozy oraz tluszczu w watrobie
kréw w okresie okotoporodowym (PC, PEPCK-C, PEPCK-M, apo B100 oraz MTTP).

Doswiadczenie zostalo przeprowadzone na 30 krowach rasy HF, pochodzacych
Z obory nalezacej do Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzgbcu. Zwierzeta
byly objete doswiadczeniem od 21 dnia przed spodziewanym porodem do 28 dnia po
porodzie. Zwierzgta rozdzielono metoda analogow do pigciu grup do$wiadczalnych (po
6 zwierzat w grupie), tj.: 1) otrzymujgcej wode w ilosci 450 ml/dzien (W450); 2) glicerol
wilosci 450 ml/dzien (G450); 3) glicerol w ilosci 900 ml/dzien (G900); 4) glikol
propylenowy w ilo$ci 450 ml/dzien (GP450); 5) glikol propylenowy w ilosci 900 ml/dzien
(GP900). Procedury badan na zwierzetach zostaly zaakceptowane przez 1 Lokalng Komisj¢
Etyczng (zezwolenie NO. 99/2009 z dnia 22.10.09).

Pobranie SM rejestrowano codziennie, indywidualnie dla kazdej krowy przy pomocy
systemu elektronicznego monitoringu RIC (Insentec B.V., Holandia). Probki wszystkich pasz
wchodzacych w sktad dawek pokarmowych pobierano raz w miesigcu i wraz z probkami
zbiorczymi TMR oraz probkami zbiorczymi niedojadéw poddawano analizie chemicznej
W laboratorium Katedry Zywienia i Dietetyki Zwierzat Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie
w celu oznaczenia zawarto$ci SM, popiotu surowego, biatka ogdlnego, NDF, ADF oraz
skrobi.

Proby krwi pobierane byty z zyly jarzmowej w 7. dniu przed spodziewanym porodem,
oraz w 3. 1 21. dniu po porodzie. Analizy krwi wykonywane byly w celu oznaczenia poziomu
glukozy, insuliny, WKT, BHBA oraz TAG.

Biopsje watroby wykonywane byly w 7. dniu przed spodziewanym porodem oraz

w 3.1 21. dniu po porodzie (w kazdym z dni dwa razy: w godzine i w dwie godziny po



zadaniu dodatku), wg procedury opisanej przez Hammon i in. (2009) oraz Rabelo i in. (2005).
W pobranym materiale oznaczono aktywnos¢ enzymatyczng PC i PEPCK oraz ekspresj¢
mRNA PC, PEPCK-C, PEPCK-M, apo B100 oraz MTTP.

Analize¢ aktywnosci enzymatycznej wykonano w laboratorium Leibniz Institute for
Farm Animal Biology (FBN) w Dummerstorf w Niemczech. Pomiaréw aktywnosci dokonano
metoda z wykorzystaniem izotopowego znakowania produktow powstalych w reakcji
enzymatycznej z uzyciem izotopu **C (Steinhoff-Wagner i in., 2011).

Fragmenty wybranych genéw, tj. PC, PEPCK-C, PEPCK-M, apo B100 oraz MTTP,
amplifikowano w reakcji PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR) przy uzyciu
zaprojektowanych starteréw i sond TagMan. Jako gen referencyjny wybrano RPS9 (Janovick-
Guertzky i in., 2007; Ostrowska i in., 2014).

Wyniki poddano analizie statystycznej, przy uzyciu procedury MIXED pakietu
statystycznego SAS (2002). Wyniki interpretowano w oparciu o zaplanowane kontrasty (efekt
dodatku paszowego: W450 vs GP; W450 vs G, G vs GP; G450 vs G900; GP450 vs GP900;
efekt dnia pomiaru: liniowy i kwadratowy kontrast wielomianowy), wykonane przy uzyciu
procedury CONTRAST.

Cz¢é¢ G i GP unika fermentacji w zwaczu i po wchionigciu w jelitach, zyta wrotng
dostaje si¢ bezposrednio do watroby, gdzie wchodzi w proces glukoneogenezy: GP jest
przeksztalcany w kwas pirogronowy, ktory ulega konwersji do szczawiooctanu, a G jest
przeksztatcany w aldehyd-3-fosfoglicerynowy. Hipoteza badawcza pracy zaktadata, ze skoro
GP wchodzi w proces glukonoegenezy w poczatkowym etapie, jego diugie przejscie przez
caly szlak procesu zwigzane bedzie z wigkszym zaangazowaniem kluczowych enzymow,
tj. PC 1 PEPCK. Wyniki powyzszego doswiadczenia potwierdzily przyjeta hipoteze
badawcza. Wykorzystanie GP w procesie glukoneogenezy wymagato wigkszej aktywnos$ci
enzymoéw kluczowych dla tego procesu, tj. PC 1 PEPCK. Ponadto wykorzystanie wigkszej
dawki GP wymagato zwigkszenia ekspresji genow odpowiedzialnych za ich syntezg.

Tak jak zaktadano, wlewy doprzetykowe G lub GP, poprzez zmiany w statusie
metabolicznym krwi, miaty wptyw takze na ekspresje genow kodujacych synteze apo B100
oraz MTTP w watrobie krow mlecznych. Mniejsza dawka G 1 GP zwickszyta ekspresje
mRNA apo B100. Obydwa dodatki, niezaleznie od wielko$ci dawki, zwigkszyly ekspresje
genu kodujacego MTTP w watrobie zwierzat doswiadczalnych.

Obserwowane w poszczegélnych dniach okresu okotoporodowego zmiany
w aktywno$ci kluczowych enzymoéw procesu glukoneogenezy, tj. PC 1 PEPCK, a takze
w ekspresji wybranych genéw, tj. PC, PEPCK-C, PEPCK-M, apo B100 oraz MTTP



W watrobie, potwierdzity ze w organizmie krowy nastepuja zmiany w metabolizmie glukozy
oraz tluszczu, bedace odpowiedzia na wzrastajagce w  okresie okoloporodowym

zapotrzebowanie energetyczne.



