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SAZETAK

Cilj ovog rada je da se utvrdi koncentracija Hsp70 u krvnom serumu krava i ispita njegova
povezanost sa vrednostima indeksa toplotnog stresa kod krava (THI) u momentu uzimanja
krvi. U ogled je ukljuceno 7 krava Holstajn frizijske rase, u drugoj i trecoj laktaciji. Krave su
drzane u slobodnom sistemu 1 hranjene standardnim obrokom i umiksanom smeSom. Voda je
bila dostupna ad libitum. Krave su bile normalne telesne kondicije u skladu sa periodom
laktacije u kom su se nalazile. Od svake krave krv je uzimana tokom prve ili druge nedelje
marta, maja i jula. Krv je uzimana uvek u isto vreme, ali u razli¢itim uzastopnim danima,
kako bi se utvrdila veza sa THI indeksom. Kod ispitivanih krava koncentracija Hsp70 imala je
slede¢e vrednosti: 4,75+1,1 ng/mL u martu; 6,05+1,4 ng/mL u maju i 8,9+2,3 ng/mL u julu.
Indeks opterecenosti krava toplotnim stresom (THI) u okviru ispitivane sezone kretao se od
55,6 u martu, 66,9 u maju do 75,6 u julu mesecu. Koncentracija Hsp70 i THI indeks bili su
znacajno visi kako se ide od proleéa ka letu. Rezultati ispitivanja pokazuju porast
koncentracije Hsp70 sa porastom THI indeksa. Nadena je pozitivna korelacija izmedu
serumske Hsp70 i vrednosti THI indeksa.

Kljucne reci: sezona, toplotni stres, Hsp70, mlecne krave.
ABSTRACT

The aim of this study is to determine the concentration of Hsp70 in the blood serum of cows
and to examine its relationship with the values of the heat stress index in cows (THI) at the
time of blood collection. Experiment included 7 cows of Holstein Friesian breed, in the
second and third lactation. Cows were kept in a free system and fed with a standard meal and
mixed mixture. Water was available ad libitum. The cows were of normal body condition
according to the lactation period. Blood was taken from each cow during the first or second
week of March, May and July. Blood was taken at the same time, but on different consecutive
days, to establish a relationship with the THI index. In the cows tested, the concentration of
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Hsp70 had the following values: 4.75 + 1.1 ng / mL in March, 6.05 + 1.4 ng / mL in May and
8.9 £ 2.3 ng / mL in July. The cow heat stress index (THI) during the study season ranged
from 55.6 in March, 66.9 in May to 75.6 in July. The Hsp70 concentration and THI index
were significantly higher from spring to summer. The test results show an increase in Hsp70
concentration with an increase in the THI index. A positive correlation was found between

serum Hsp70 and THI values.

Key words: season, heat stress, Hsp70, dairy cows.

UvVOD

Proteini toplotnog Soka (Heat shock
proteins, Hsp) su c¢aperoni neophodni za
pravilno formiranje polipeptidnog lanca i
odgovorni su za njegovu translokaciju u
¢eliji. Ovi proteini su pronadeni tokom
izlaganja toplotnom stresu, kada je njihova
koncentracija i1 ekspresija u celijama rasla,
¢ime se objaSnjava njihov naziv (1). Proteini
toplotnog Soka Hsp su filogenetski
konzervirani i ubikvitarni molekuli koji se
sintetiSu u odgovoru na razliCite oblike
stresa. Naime, sve Celije, tkiva ili organizmi
reaguju na razlicite vrste stresa (oksidativni
stres, termiCki stres, ishemija, vezbanje,
metabolicki  stres) brzom  ekspresijom
specificne grupe proteina, proteina toplotnog
Soka (Hsp). Najpoznatiji c¢lanovi familije
Hsp70 su: stresom indukovani oblik HSP70 /
HSP72 (HSPA1A). Kod goveda je
identifikovano Cetiri vrste gena za Hsp70, a
iRNK za ovaj protein nadena je u tkivu
razlic¢itih vrsta ¢elija i u krvnoj plazmi (2,3).
Najvise proucavani Hsp su Hsp73 i Hsp72.
Hsp73 se sintetizuje u vecini celija
organizama 1 malo je inducibilan. Citosolni
inducibilni oblik Hsp72 (72 kDa), moze
predstavljati 1 do 20% ukupnog celijskog
proteina i moze posredovati  kroz
citoprotektivne, antiapoptotske i imunoloske
regulatorne efekte (2).

Hsp70 u zavisnosti od lokalizacije ima
sposobnost da ispolji potpuno suprotne
efekte. Ekstracelularni (eHsp70) dospeva iz
¢elija u krvotok iz zivih celija izlozenih
stresu  putem  vezikularne  sekrecije,
egzozoma 1ili lizozoma i preko intaktne
lipidne membrane, ali i pasivnim putem iz
oStecenih 1 nekroticnih  ¢elija  (4).
Intracelularni (iHsp70) pomaze u ponovnom

uspostavljanju prirodne konformacije
denaturiranih proteina pod uticajem razlicitih
stresora, sprecavaju¢i njihovu agregaciju i
cuvajuci celije od apoptoze i ispoljavajuéi

antiinflamatorno  dejstvo.  Ekstracelularni
Hsp70 ima ulogu citokina,
imunostimulirajué¢u ulogu (pomaze u sintezi
proinflamatornih  citokina) 1 poboljsava

antitumorsku kontrolu (5).
U radu Petrovica i sar. (4) kao odgovor na

metabolicki  stres  tokom  tranzicionog
perioda, kod muznih krava se razvijaju brojni
patofizioloski ~ mehanizmi  (inflamacija,
insulinska  rezistencija i1  metabolicka

adaptacija). Proteini toplotnog udara imaju
znacajan uticaj u regulaciju ovih procesa kod
razli¢itih Zivotinjskih vrsta 1 kod ljudi.
Pomazu u ocuvanju proteinske strukture
¢elije i njenom prezivljavanju. Medutim, ako
se nadu ekstracelularno, pokazuju
proinflamatorne efekte i imaju veze sa
razvojem insulinske rezistencije i dijabetesa.

U organizmu muznih krava aktiviraju se
brojni mehanizmi, ¢ija je glavna uloga da sve
te procese odrzava u fizioloSkim granicama.
U regulaciji ovih dominantnih procesa kod
mlecnih krava, HSP 70 proteini toplotnog
stresa igraju kljucnu ulogu (6).

Periodi  toplotnog stresa koji  su
uzrokovani mnogobrojnim faktorima Zivotne
sredine smanjuju produktivnost Zivotinja sa
velikim  ekonomskim  posledicama na
svetskom nivou. Visoke temperature kako
dnevne tako i na mesecnom nivou i visoka

vlaznost vazduha Stetno deluyju na
produktivnost muznih krava.
Krave u laktaciji imaju povecanu

osetljivost na toplotni stres u poredenju sa
zasuSenim  kravama, usled povecanja
metabolizma za proizvodnju mleka (7).
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Mnogi autori isticu da sposobnost
prezivara da reguliSu telesnu temperaturu
zavisi 1 od vrste i rase. MleCne rase goveda
su osetljivije na toplotni stres od tovnih rasa,
a zivotinje sa visokom proizvodnjom
podloznije su toplotnom stresu jer produkuju
viSe metaboli¢ke toplote. Dokazi upucuju da
unutar domestifikovanih prezivara postoje
razlike izmedu vrste, rase 1 nivoa
proizvodnje u pogledu osetljivosti na toplotni
stres (8-10). Stavise, zbog pozitivnog odnosa
proizvodnje mleka i proizvodnje toplote,
krave sa vecom proizvodnjom su izlozenije
toplotnom stresu nego Zzivotinje sa niZom
proizvodnjom mleka (11). Muzne krave
poput drugih homeotermic¢kih Zivotinja
izlozene visokim ambijentalnim
temperaturama, povecavaju puteve gubitka
toplote 1 smanjuju njenu proizvodnju u
pokusaju da odrze euthermiju.

U korpori mamilariji zadnjeg
hipotalamusa dolaze signali iz preopticke
regije 1 sa periferije tela, pa oni zajedno
podsticu reakcije za stvaranje toplote ili za
odavanje toplote. Ovaj sistem se zove
hipotalamusni termostat (12). Jedan od
najvaznijih Cinilaca komfora 1 dobrobiti
zivotinja je stalna ambijentalna temperatura
(13). Cincovi¢ (14) istice da toplotni stres
predstavlja stanje u kojem su zivotinje
izlozene visokim temperaturama okoline
koje su izvan bioloskog optimuma. Zbog
direktnog uticaja tih wuslova, proizvodnja
toplote kod zivotinje je veé¢a od njenog
oslobadanja. U ovom se sluCaju energija
koristi za hladenje da bi se homoeotermija
zadrzala umesto da se koristi za
produktivnost zivotinja.

Neposredni  fizioloSki  odgovori na
toplotno optere¢enje kod muznih krava su
povecan broj respiracija, smanjen unos hrane
i povecan unos vode. Takode, toplotni stres
utice 1 na zahteve za odrzavanje dinamicke
ravnoteze organizma i metaboli¢ke procese,
efikasnost iskoriS¢avanja hrane, prinos mleka
po grlu i grupi, reproduktivnu efikasnost
krava (duzi servis period), izmenjeno
ponasanje muznih krava i ucestalost pojave
bolesti u peripartalnom periodu i periodu
laktacije.

Kod krava izlozenih toplotnom stresu,
trenutni mehanizam suzbijanja stresa je
smanjenje unosa hrane, Sto uzrokuje
smanjenje dostupnosti hranljivih sastojaka
koji se koriste za sintezu mleka (15-17).
Smanjena produktivnost posledica je i
metabolickih 1 endokrinih  adaptacija.
Smanjeni unos hrane uzrokuje i smanjenje
koncentracije glukoze u peripartalnom i
laktacionom periodu (18). Krave za vreme
toplotnog stresa imaju smanjen unos hrane,
ali su smanjena i lipoliza i ketogeneza. Pored
toga, hormoni koji reguliSu homeostazu u
laktaciji u toplotnom stresu gube tu
sposobnost (19, 20). Kao posledica toplotnog
stresa, metabolicke promene neposredno
utiCu na proizvodnju mleka. Dinamicke
promene vrednosti metabolita mogu pokazati
prilagodavanje Zivotinja na stres (21).

Klima Evrope se znatno izmenila, S$to
ukazuje na ukupni porast temperature od 1°C
(na godiSnjem nivou), porast padavina u
severnoj Evropi, kao i ve¢i broj vruéih, i
suncanih dana u jugoistocnoj Evropi,
pracenih povremenim toplotnim talasima
(22). Vrani¢ i Milutinovi¢ (23) izjavili su da
¢e Srbija verovatno doziveti porast
temperature do 4°C i pad letnjih padavina do
50%.

Glavni pokazatelj toplotnog naprezanja je
indeks temperaturne vlaznosti (THI), koji
predstavlja vezu izmedu temperature
vazduha i relativne vlaznosti. Toplotni stres
kod muznih krava se javlja kada THI prelazi
72 (9,24). U nasem geografskom podrucju na
teritoriji Republike Srbije to se dogada od
druge polovine maja do kraja septembra.
Retrospektivne analize su pokazale da je
kriti¢na vrednost THI indeksa iznad koje se
javljaju fizioloske adaptacije, pad
produktivnosti i patofizioloske izmene na
nivou od 72 (15,25). Ovu vrednost kao
kriticnu je pokazao i veliki broj istrazivaca u
svetu.

Termoneutralna zona se nalazi izmedu
donje i gornje kriticne ambijentalne
temperature. Smatra se da donja kriti¢na
temperatura kod mlec¢nih krava koje
proizvode 30 kg mleka dnevno iznosi od -16
°C do -37 °C. Gornja kriticna temperatura
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iznad koje se moze razviti hipertermija iznosi
25-26 °C (9). Prema Polsky i von
Keyserlingk (26), broj dana u kojima indeks
temperaturne vlaznosti (THI) prelazi prag
komfora (> 72) raste na severu Sjedinjenih
Drzava, Kanade i Evrope.

Na severu Republike Srbije u AP
Vojvodina, maksimalne dnevne vrednosti
THI pokazale su pozitivan trend od 2005. do
2016. za sve mesece izuzev za januar,
oktobar 1 novembar (27). Cincovi¢ i sar. (27)
su pokazali negativhu korelaciju izmedu
prosecCne desetogodisnje THI vrednosti i
proizvodnje mleka i pozitivnu korelaciju sa
temperaturom koze vimena.

Takode, toplotni stres kod muznih krava
karakteriSe smanjen prinos i izmenjeni sastav
mleka (28). Pad produktivnosti nastaje zbog
smanjenog unosa hrane, kao rezultat
endokrine i metabolicke adaptacije na visoku
telesnu temperaturu i okolinu (29, 30). Faza
laktacije je vazan faktor koji loSe utice na
proizvodnju mleka tokom toplotnog stresa.
Utvrdeno je da su muzne krave na sredini
laktacije osetljivije u odnosu na muzne krave
u ranoj i kasnoj laktaciji (31). Medutim,
prema Cincovi¢ i sar. (32) toplotni stres ne
utiCe na prinos mleka, mlecne masti i
procenat proteina na nivou cele laktacije, bez
obzira na period laktacije u kom su krave
bile izlozene stresu. Vrednost THI bila je
izmedu 72 1 82, S$to ukazuje na postojanje
umerenog intenziteta toplotnog stresa.

Uprkos napretku u sistemima za hladenje
1 menadzmentu zivotne sredine, toplotni stres
i dalje predstavlja veliki trosak za globalnu
stocarsku proizvodnju (33). Mle¢ne krave su
izuzetno osetljive na visoke temperature
(34), a toplotni stres ne samo da smanjuje
prinos mleka za 35% - 40% (15), ve¢ dovodi
i do zdravstvenih problema i metabolickih
poremecaja (34, 35). Berman (36) je
nagovestio da efektivna temperatura okoline
iznad 35 °C aktivira reakciju toplotnog stresa
kod mle¢nih krava. Reakcija na toplotni stres
ukljucuje aktiviranje transkripcionog faktora
toplotnog stresa (HSF) i pojac¢anu ekspresiju
proteina toplotnog Soka (Hsp) (37). U radu
Kavanagh 1 sar., (38) i Gaughan 1 sar., (39)
pokazano je da se  koncentracija

ekstracelijskog Hsp70 povecava i tokom
izlaganja zivotinja toplotnom stresu. U
mnogim radovima pokazano je da je familija
faktora transkripcije (HSF), vazan prvi
odgovor tokom toplotnog stresa (40, 41).
Proteini toplotnog Soka (Hsp) se smatraju
potencijalnim pokazateljima prilagodavanja
zivotinja teSkim uslovima stresa iz okoline i
koreliraju sa otpornos¢éu na stres (42).
Tradicionalno, indeks temperaturne vlaznosti
(THI) koristi se kao indeks za procenu
stepena toplotnog stresa kod mlec¢nih krava
(34). Prednost THI-a je u tome Sto se lako
koristiti u praksi, ali THI je samo gruba
procena toplotnog stresa, a ne direktna
reakcija samog metabolizma zivotinje. Na
centralnu  ulogu koju Hsp ima u
citoprotekciji  tokom  toplotnog = stresa,
pokazuje Cinjenica da prekomerna ekspresija
Hsp stiti od hipertermije 1 cerebralne
ishemije tokom toplotnog wudara (43).
Toplotni Sok uzrokuje pojacanu sintezu Hsp,
smanjenu sintezu proteina, mitohondrijsko
oticanje i kretanje organela dalje od plazma
membrane povezane sa reorganizacijom
citoskeleta (44- 46). Maloyan i Horovitz (47)
izvestili su da je prekomerna ekspresija
Hsp72 zajedno sa hormonalnim signalima
sastavni deo procesa aklimatizacije na
povisenu temperaturu.

Poznato je veoma malo informacija koje
pokazuju da HSF u serumu i Hsp mogu biti
biomarkeri za vreme toplotnog stresa. Stoga,
cilj ovog rada je da se utvrdi koncentracija
Hsp70 u krvnom serumu krava i ispita
njegova povezanost sa vrednostima indeksa
toplotnog stresa kod krava (THI) u momentu
uzimanja krvi.

MATERIJAL I METODE

Materijal — U ogled je ukljuc¢eno 7 krava
Holstajn frizijske rase. Krave su hranjene
standardnim obrokom i umiksanom smesom.
Bile su u drugoj i tre¢oj laktaciji. Drzane su
u slobodnom sistemu. Voda je bila dostupna
ad libitum. Krave su bile normalne telesne
kondicije u skladu sa periodom laktacije u
kom su se nalazile.
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Uzimanje krvi i odredivanje Hsp70 — Od
svake krave krv je uzimana tokom prve ili
druge nedelje marta, maja i jula. Krv je
uzimana uvek u isto vreme, ali u razli¢itim
uzastopnim danima, kako bi se utvrdila veza
sa THI indeksom. Koncentracija serumskog
HSP70 odredena je metodom kompetitivne
inhibicione ELISA tehnike. Koris¢en je
standardni kit proizvodaca Cusabio (PRC), a
¢itac i ispirac od proizvodaca Rayto (PRC).

Ispitivanje indeksa opterec¢enja toplotnim
stresom — Termalni komfor krava odreden je
izraCunavanjem indeksa temperature i
vlaznosti (THI indeks, eng. temperature
humidiry index) pomocu slede¢e formule
THI=(1,8xTemperatura)-(1-
Vlaznost)x(Temperatura-14,3)+32. Podaci o
temperaturi 1 vlaznosti dobijeni su iz
zvani¢nih  izveStaja  HidrometeoroloSkog
zavoda Srbije. U obzir su uzete temperature i
vlaZnosti izmerene u 14 ¢asova.

Analiza podataka — Uticaj meseca na
vrednost Hsp70 i THI indeksa odredena je
pomoéu ANOVA analize. Ispitana je

linearnost regresije 1 korelacije izmedu
Hsp70 i  THI pomoéu Pearsonovog
koeficijenta  korelacije. Za analizu i

predstavljanje rezultata koris¢en je Microsoft
Office Excel paket.

REZULTATI

Koncentracija Hsp70 kod ispitivanih
krava imala je sledece vrednosti: 4,75+1,1
ng/mL u martu: 6,05£1,4 ng/mL u maju i
8,9+2.3 ng/mL u julu. Indeks opterecenosti
krava toplotnim stresom (THI) u okviru
ispitivane sezone kretao se od 55,6 u martu,
66,9 u maju do 75,6 u julu mesecu (Tabela
1). Koncentracija Hsp70 i THI indeks bili su
znacajno visi kako se ide od proleca ka letu.

Rezultati  ispitivanja  pokazuju  porast
koncentracije Hsp70 sa porastom THI
indeksa.

Nadena je pozitivna i odlicna korelacija
izmedu serumske Hsp70 i vrednosti THI
indeksa (Grafikon 1).

Tabela 1: Koncentracija Hsp70 u krvi krava i indeks toplotnog stresa (THI)

Mart Maj Jul
(X£5%) (X£5%) (X£5%) P
HSP70 4,75+1,1 6,05+1,4 8,9+2.3 <0,001
THI 55,6+4,1 66,9+6,2 75,6%7,1 <0,05
110 -
100 -
v=8,6542x+ 11,534
T Re=0o1 .
2 80 -
g 70
= 60
50 -
40 o’
30 T T T T 1
2 4 6 8 10 12
Hsp70 (ng/mL)
Grafikon 1: Korelacija i regresija Hsp70 i THI
DISKUSIJA

Postoje brojni faktori koji uticu na
koncentraciju Hsp70 u serumu krava, kao $to
su starost i stadijum laktacije. Koncentracija

Hsp72 je visa u prvih 60 dana latacije u
odnosu na kasniju laktaciju (48). Medutim,
koncentracija Hsp72 je znacajno niza kod
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krava pred partus i u prvim nedeljama posle
partusa, da bi potom rasla (49). Ovo ukazuje
na postojanje odredenih specificnosti u
regulaciji ekstracelularnog Hsp72 kod krava.
Kod mle¢nih krava postoji pozitivna
korelacija izmedu vrednosti ekstracelularnog
i intracelularnog Hsp72.

U malom broju istrazivanja ispitana je
veza peripartalnog metabolickog stresa sa
vrednostima Caperona. Koncentracija NEFA
(neesterifikovanih  masnih  kiselina) u
peripartalnom periodu pokazuju pozitivnu
korelaciju sa koncentracijom Hsp72 (48).
Cincovi¢ 1 Beli¢ (50) su pokazali da je
koncentracija Hsp70 bila znacajno visa u
nedeljama posle teljenja u odnosu na nedelju
pre teljenja. Visa koncentracija NEFA i BHB
(beta-hidroksibutirata) nadena je u prvoj i
drugoj nedelji posle teljenja u odnosu na
ostali period. Koncentracija Hsp70 pozitivno
korelira sa vrednostima NEFA 1 BHB.
Parcijalna korelacija pokazuje da su veze
jaCe u prvoj i drugoj nedelji posle teljenja.
Metabolicki stres povecava koncentraciju
Hsp70 u krvi tokom rane laktacije.

Sa druge strane, stvaranje intracelularnog
Hsp72 pod dejstvom toplotnog stresa
smanjuje insulinsku rezistenciju i smanjuje
akumulaciju masti u hepatocitima (51).
Koncentracija Hsp72 u leukocitima i plazmi
naglo rastu nakon telenja i koreliraju sa
NEFA, glukozom i TNFa (48).

U istrazivanju Li Min (52) pokazano je da
mlecne krave izlozene blagom toplotnom
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organizma na toplotni stres, THI i Hsp70
mogu sluziti kao veoma znacajni pokazatelji.
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