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SAZETAK

Proteini toplotnog Soka (Hsp) nazivaju se jos i Caperoni / Saperoni predstavljaju proteine koji su neizostavni
za pravilno formiranje polipeptidnog lanca; i imaju ulogu u njegovoj translokaciji u okviru ¢éelije. Hsp70 u
¢elijama pomaze u ponovnom uspostavljanju nativne konformacije proteina koji su se denaturisali pod
dejstvom razlicitih stresogena, tako Sto sprecava njihovu agregaciju, §to za rezultat ima Cuvanje celije od
apoptoze i imaju antiinflamatorni efekat. Ovi proteini su klasifikovani na osnovu molekularne mase, a
najznacajniji je heat shock protein 70 (Hsp70) molekularne mase oko 70 kDa, koji je oznacen kao “a master
player in protein homeostasis”. Koncentracija Hsp zna¢ajno raste prilikom izlaganja nekom stresoru koji
potice iz same celije ili iz spoljasnje sredine. Mnogi Caperoni su indukovani pod dejstvom visokih
ambijentalnih temperatura, kada se razvija univerzalni odgovor toplotnog Soka (HSR), pa je zbog toga
definisan naziv heat shock proteins. Intracelularni Hsp70 (iHsp70) pokazuje svoje protektivno i
antiinflamatorno dejstvo. Indukovani iHsp70 stiti ¢eliju od apoptoze tako Sto redukuje ili blokira aktiviranje
kaspaza, vezuje se za apoptozu-indukujuci faktor (AIF) i inhibira AIF-indukovanu kondenzaciju hromatina
ili onemogucuje osteCenje mitohondrija i fragmentaciju jedra. On blokira morfoloske promene kod celije
koje su izazvane apoptozom indukovanom pomocu tumor necrosis faktora, a nadeno je da pomaze u
reparaciji ¢elije prilikom ostecenja koje je izazvano inflamacijom. Antiinflamatorni efekat iHsp70 ogleda se
u tome S$to inhibira odgovor na lipopolisaharide 1 blokira produkciju inflamatornih medijatora kao Sto je
faktor nekroze tumora alfa (TNF-a), a opisani su i drugi mehanizmi. Ekspresija gena za produkciju Hsp70 je
dobro izucena kod prezivara ili njihovih celijskih kultura koje su izlagani visokim ambijentalnim
temperaturama, a viSestruki porast iHsp70 u c¢elijama daje bolju adaptaciju na toplotni stres. Izucavanje
eHsp70 je postalo aktuelno zbog dostupnih dijagnostickih kitova za odredivanje njegove koncentracije, a
najnoviji rezultati pokazuju da je on veoma koristan prediktor mortaliteta kod pacijenata u septicnom Soku.
Hsp70 prelazi u ekstracelularni prostor na nekoliko nacina: izlaskom iz nekrotic¢nih ¢elija, pod delovanjem
razli¢itih stresnih faktora i inflamacije kod neoste¢enih celija, moze biti produkovan u jetri kao protein
akutne faze, a opisan je i transport egzozomima i direktan kontakt sa lipidnom membranom Ccelija.
Proinflamatorni efekat eHsp70 ostvaruje tako §to indukuje imunoloske celije, Sto dalje indukuje sekreciju
inflamatornih citokina (TNF-a, IL-1B, IL-6), inducibilnu azot oksid sintazu (iNOS) ekspresiju i nuklearnu
translokaciju nuklearnog faktora-xB (NF-kB). Prema teoriji bilansa ¢aperona, $to je vrednost eHsp70 visa u
odnosu na iHsp70, to su njegova proinflamatorna delovanja izraZenija. Ova hipoteza je potvrdena i kod
mlec¢nih krava u peripartalnom periodu.

Kljucne reci: krave, protein toplotnog Soka, inflamacija, metabolizam.
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ABSTRACT

Heat shock proteins (Hsp), also called chaperones, are proteins that are indispensable for the proper
formation of the polypeptide chain; and have a role in its translocation within the cell. Hsp70 in cells helps to
re-establish the native conformation of proteins that have denatured under the influence of various
stressogens, by preventing their aggregation, which results in protecting the cell from apoptosis and having
an anti-inflammatory effect. These proteins are classified on the basis of molecular mass, and the most
significant is heat shock protein 70 (Hsp70) with a molecular mass of about 70 kDa, which is designated as
""a master player in protein homeostasis". The concentration of Hsp increases significantly when exposed to a
stressor originating from the cell itself or from the external environment. Many chaperones are induced
under the influence of high ambient temperatures, when the universal heat shock response (HSR) develops,
which is why the name heat shock proteins was defined. Intracellular Hsp70 (iHsp70) shows its protective
and anti-inflammatory effects. Induced iHsp70 protects the cell from apoptosis by reducing or blocking the
activation of caspases, binding to apoptosis-inducing factor (AIF) and inhibiting AlF-induced chromatin
condensation or preventing mitochondrial damage and nuclear fragmentation. It blocks cell morphological
changes caused by tumor necrosis factor-induced apoptosis, and has been found to aid in cell repair of
damage caused by inflammation. The anti-inflammatory effect of iHsp70 is reflected in the fact that it
inhibits the response to lipopolysaccharides and blocks the production of inflammatory mediators such as
tumor necrosis factor alpha (TNF-a), and other mechanisms have been described. The expression of the gene
for the production of Hsp70 has been well studied in ruminants or their cell cultures exposed to high ambient
temperatures, and the multiple increase of iHsp70 in the cells results in a better adaptation to heat stress. The
study of eHsp70 has become relevant due to the availability of diagnostic kits for determining its
concentration, and the latest results show that it is a very useful predictor of mortality in patients with septic
shock. Hsp70 moves to the extracellular space in several ways: after leaving necrotic cells, under the action
of various stress factors and inflammation in undamaged cells, it can be produced in the liver as an acute
phase protein, and transport by exosomes and direct contact with the lipid membrane of cells have also been
described. The pro-inflammatory effect of eHsp70 is realized by inducing immune cells, which further
induces the secretion of inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1B, IL-6), inducible nitric oxide synthase
(iNOS) expression and nuclear translocation of nuclear factor-xB (NF-kB). According to the chaperone
balance theory, the higher the value of eHsp70 compared to iHsp70, the more pronounced its pro-
inflammatory effects. This hypothesis was also confirmed in dairy cows in the periparturient period.

Key words: cow, heat shock proteins, inflammation, metabolism.

DEFINICIJA PROTEINA TOPLOTNOG SOKA sli¢no citokinima, ali i da pobolj§ava nadzor protiv

I NJIHOVA ULOGA

Proteini toplotnog Soka (eng., Heat shock
proteins, Hsp) nazivaju se joS§ i ¢aperoni / Saperoni
predstavljaju proteine koji su neizostavni za pravilno
formiranje polipeptidnog lanca; i imaju ulogu u
njegovoj translokaciji u okviru celije. Hsp70 u
¢elijama pomaze u ponovnom uspostavljanju nativne
konformacije proteina koji su se denaturisali pod
dejstvom razliCitih stresogena, tako S§to sprecava
njihovu agregaciju, Sto za rezultat ima ¢uvanje celije
od apoptoze i imaju antiinflamatorni efekat. Pored
navedenog, mnovija istrazivanja koji se tiCu
ekstracelijskog, cirkuliSsu¢eg Hsp70 govore u prilog
¢injenici da ovaj Saperon ima proinflamatornu ulogu,

tumorskih c¢elija.

Proteini  toplotnog Soka (Hsp) su
molekularni ¢aperoni koji imaju kljuénu ulogu u
odrzavanju homeostaze proteina u ¢eliji (protostaza)
(1). Oni sprecavaju pogresno savijanje i agregaciju
proteina, Sto se postize njihovim delovanjem na
intermedijere savijanja (2-4). Ovi proteini su
klasifikovani na osnovu molekularne mase, a
najznacajniji je heat shock protein 70 (Hsp70)
molekularne mase oko 70 kDa, koji je oznacen kao
“a master player in protein homeostasis” (5).
Koncentracija Hsp znacajno raste prilikom izlaganja
nekom stresoru koji potiCe iz same celije ili iz
spoljasnje sredine. Mnogi Caperoni su indukovani
pod dejstvom visokih ambijentalnih temperatura,
kada se razvija univerzalni odgovor toplotnog Soka
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(HSR), pa je zbog toga definisan naziv heat shock
proteins (6,7). Intracelularni Hsp70 (iHsp70)
pokazuje svoje protektivno i antiinflamatorno
dejstvo. Indukovani iHsp70 stiti ¢eliju od apoptoze
tako Sto redukuje ili blokira aktiviranje kaspaza,
vezuje se za apoptozu-indukujuéi faktor (AIF) i
inhibira AlF-indukovanu kondenzaciju hromatina ili
onemogucuje o$tecenje mitohondrija i fragmentaciju
jedra (8,9). On blokira morfoloske promene kod
¢elije koje su izazvane apoptozom indukovanom
pomoc¢u tumor necrosis faktora, a nadeno je da
pomaze u reparaciji ¢elije prilikom oStecenja koje je
izazvano inflamacijom (10,11). Antiinflamatorni
efekat iHsp70 ogleda se u tome $to inhibira odgovor
na lipopolisaharide i  blokira  produkciju
inflamatornih medijatora kao §to je faktor nekroze
tumora alfa (TNF-a), a opisani su i drugi mehanizmi
(12). Ekspresija gena za produkciju Hsp70 je dobro
izucena kod prezivara ili njihovih ¢elijskih kultura
koje su izlagani  visokim  ambijentalnim
temperaturama, a viSestruki porast iHsp70 u
¢elijama daje bolju adaptaciju na toplotni stres (13-
15).

INTRACELULARNA | EKSTRACELULARNA
ULOGA HSP70

Hsp70 se deketuje u ¢elijama, ali i u krvnom
serumu, a u zavisnosti od lokalizacije on ima
sposobnost da ispolji potpuno drugacije fizioloske
efekte (16). Hsp70 u cirkulaciju dolazi putem dva
mehanizma. Prvi mehanizam podrazumeva pasivan
ulazak Hsp70 u krvotok koji je poreklom od
nekroti¢nih ili stresom opterecenih ¢elija, dok drugi
mehanizam ukljucuje aktivno luc¢enje Hsp u krvotok
od strane razli¢itih celija (17-19). Nema jasnih
saznanja o tome koji deo Hsp u krvotok dolazi
aktivnim, a koji deo pasivnim  putem.
Kontradiktorna uloga i ekspresija Hsp u razli¢itim
patofizioloskim procesima 1 stanjima dodatno
otezava ovu interpretaciju. Naime, njegova
koncentracija raste u razli¢itim bolestima, a sa druge
strane povecanje koncentracije znac¢i 1 bolje
prezivljavanje, dok u odredenim okolnostima
Smanjena produkcija Hsp dovodi do razlicitih
metabolickih poreméaja kod ljudi (20). Hsp70
stimuli$e imuni odgovor, ali i vr$i njegovu inhibiciju
da previse jaka imunoloska stimulacija ne bi dovela
do oStecenja tkiva domacina. Njegova uloga u
patologiji ali i protekciji celija, te razlika u
koncentracijama i ekspresiji u razli¢itim bolestima i
dalje zbunjuje kada pokuSamo da formiramo

jedinstvenu zakonitost o delovanju pa i poreklu
Hsp70 u sistemskoj cirkulaciji.

Intracelularni HSP (iHsp70) ima snaZan
antiinflamatorni efekat, dok ekstracelularni HSP
(eHsp70) ima suprotnu ulogu, indukujuéi aktivaciju
nekoliko proinflamatornih puteva. Ekstracelularni
eHsp70 dolazi u krvotok iz zivih ¢elija koje su
izlozene stresu najverovatnije putem putem
vezikularne sekrecije, egzozoma ili lizozoma i preko
intaktne lipidne membrane koji su nezavisni od
transporta proteina preko sistema endoplazmatski
retikulum-Goldzijev aparat, dok pasivnim putem
dolazi iz oSteCenih i nekroti¢nih ¢Celija (21). Vise
inflamatornih puteva moze biti pokrenuto kao
posledica izlozenosti ekstracelularnom eHsp70,
najverovatnije putem njegovog vezivanja za Toll
receptore na membranama celija (22,23). Sa druge
strane, intracelularni iHsp70 vrsi  blokiranje
aktiviranja nuklearnog faktora kB (NF-kB), ¢ime
postize svoj antiinflamatorni efekat (24). NF-kB je
opsti transkripcioni faktor koji je neophodan za
pokretanje inflamatornih odgovora na razliite
signale, a otkriven je u B-limfocitima (25-27). Kod
inflamatornog odgovora jetre, kao znaCajnog organa
za proizvodnju proteina akutne faze i citokina od
velikog znacaja je povezivanje iHSP70 sa NF-
kB/IKB kompleksom u citosolu hepatocita ¢ime se
sprecava transkripcija TNFa i inducibilnih gena
azot-oksid sintaze, ¢ime se postiZze antiinflamatorni
efekat Saperona (28). Prezivljavanje Ccelija je
omoguceno posle inhibicije c-Jun N-terminal kinase-
(JNK-) transdukcije signala koju vrsi intracelularni
Hsp70 posle njegovog povecanog stvaranja tokom
stresnog odgovora (29). Zastita c¢elija u osnovi ima
inhibiciju apoptoze koja se postize na nekoliko
nac¢ina. 1HSP70 spreCava aktiviranje kaspaza,
povecava ekspresiju Bcl-2 1 inhibira otpustanje
citohroma C, a kod infarkta mozga povecana
ekspresija ovog proteina toplotnog Soka smanjeuje
veli¢inu infarkta i apoptozu (30-33). Hsp70 smanjuje
oksidativni  stres  (34), a ciklopenenonski
prostaglandini  (cp-PGs), koji pod odredenim
okolnostima mogu izazvati ekspresiju Hsp70 i na taj
nacin postaju moc¢ni antiinflamatorni medijatori (35-
37). Intracelijski Hsp70 pokazuje i interferenciju sa
proinflamatornim citokinima, §to se postiZe na nivou
gena gde region gena koji promivise TNF-a sadrzi
HSF1 vezujuée mesto koje potiskuje TNFa
transkripciju, Sto znaci da ¢e aktivacijom HSF1 doci
do smanjene ekspresije TNFa, S§to moze biti
postupak antiinflamatornog delovanja (38,39).
Medutim, ovaj proces je dvosmeran, pa TNFa moze
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zaustaviti aktivaciju HSF1 (40-42). Zbog ovakvih
relacija na genskom nivou indukcija Hsp72
(HSPAZ1A) smanjuje ekspresiju gena za citokine kao
§to su TNFa, IL-1, IL-12, IL-10 i IL-18 (43). Za
razliku od intracelularnih iHsp70, dokazano je da
eHSP70 ima velikog znaCaja u inflamatornim
reakcijama, §to ostvaruje putem transdukcije
MyD88/IRAK/NF-kB signala posle vezivanja sa
Tool-like receptorom 2 (TLR2) i TLR4, putem
CD14-zavisnih reakcija (44,45), ¢ime se promovise
urodena imunoloSka aktivacija (46). eHSP70 ima
parakrinu ulogu u krvotoku (47). eHSP70 indukuje
signale koji daju tipiCan proinflamatorni odgovor uz
povecano stvaranje NO i proinflamatornih citokina
TNF-a i inteleukin 1 beta (IL-18) (48). eHSP70 je u
pozitivnoj  korelaciji sa  klinicki  znacajnim
pokazateljima inflamacije kao §to su CRP,
fibrinogen i broj monocita (49).

Hsp70 ima dvojnu ulogu u organizmu u
zavisnosti od toga da li je lociran intra- ili
ekstracelularno, tako da iHsp70 ima zastitnu ulogu, a
eHsp70 ima proinflamatornu ulogu. Izucavanje
eHsp70 je postalo aktuelno zbog dostupnih
dijagnostickih  kitova za odredivanje njegove
koncentracije, a najnoviji rezultati pokazuju da je on
veoma koristan prediktor mortaliteta kod pacijenata
u septicnom Soku (50). Hsp70 prelazi u
ekstracelularni prostor na nekoliko nacina: izlaskom
iz nekroticnih ¢elija, pod delovanjem razlicitih
stresnih faktora i inflamacije kod neostecenih celija,
moze biti produkovan u jetri kao protein akutne faze,
a opisan je i transport egzozomima i direktan
kontakt sa lipidnom membranom ¢elija (51,52).
Proinflamatorni efekat eHsp70 ostvaruje tako S$to
indukuje imunoloske celije, §to dalje indukuje
sekreciju inflamatornih citokina (TNF-a, IL-1p, IL-
6), inducibilnu azot oksid sintazu (iNOS) ekspresiju
i nuklearnu translokaciju nuklearnog faktora-xB
(NF-kB) (53). Prema teoriji bilansa ¢aperona, $to je
vrednost eHsp70 visa u odnosu na iHsp70, to su
njegova proinflamatorna delovanja izrazenija (54).

HSP70 |
KRAVA

PERIPARTALNI PERIOD KOD

Prvi radovi u odredivanju Hsp70 u krvi kod
mlecnih krava - Kada se radi o mlecnim kravama u
nasim uslovima je ispitivana koncentracija Hsp70
kod krava u peripartalnom periodu (55).
Koncentracija Hsp70 iznosila je 3,2+0,93 ng/mL u
prvoj nedelji posle tenjenja, odnosno 3,7+0,88 u
drugoj, da bi u Cetvrtoj i osmoj nedelji iznosila oko

5,5 ng/mL. Vreme posle teljenja pokazuje znacajan
statisticki uticaj na vrednost ovog Caperona u krvi
(F=15,8; p<0,01). Nadeno je da je koncentracija
Hsp70 statisticki znacajno niZa u prvoj i drugoj
nedelji posle teljenja u odnosu na Cetvrtu i osmu.
Ove vrednosti kao i njihov trend slazu se sa ranijim
rezultatima (56,57). 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. Medutim, koncentracija Hsp72 je znacajno
niza kod krava pred partus i u prvim nedeljama posle
partusa, da bi potom rasla. Ovo ukazuje na
postojanje odredenih specificnosti u regulaciji
ekstracelularnog Hsp72 kod krava u peripartalnom
periodu. Kod mleénih 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. Cincovi¢ i Beli¢ (55) 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 ostale periode.
Koncentracija Hsp70 pozitivno  korelira sa
vrednostima NEFA i BHB. Parcijalna korelacija
pokazuje da su veze jace u prvoj i drugoj nedelji
posle teljenja, Sto je period kada su lipidna
mobilizacija i ketogeneza najizrazenije.
Koncentracija Hsp70 u prve dve nedelje posle
teljenja je zavisna od nivoa lipidne mobilizacije i
ketogeneze. Metaboli¢ki stres koji se odlikuje
lipidnom mobilizacijom i ketogenezom povecava
koncentraciju Hsp70 u krvi tokom rane laktacije.
Promena koncentracije Hsp70 u funkciji
graviditeta i porodaja je opisana u funkciji brojnih
fizioloskih 1 patoloskih faktora koji postoje u
periodu oko porodaja (58). Koncentracija Hsp70 je
niza tokom trudnoce, u odnosu na zene koje nisu
trudne (59). Sam partus indukuje stvaranje Hsp, jer
je kod ovaca utvrdeno da postoji povecana
ekspresija Hsp72 mRNA u miSi¢énom sloju materice
tokom jagnjenja (60). Kod zena u amnionskoj
tecnosti takode raste koncentracija ovog Saperona
kod Zena koje su imale fizioloski porodaj (61). Kada
se radi o mle¢nim kravama, Kristensen i sar. (62) su
pokazali da stadijum laktacije utice na koncentraciju
HSP72 u krnoj plazmi krava. Koncentracija Hsp72 u
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plazmi je bila veéa u ranoj laktaciji u poredenju sa
ostalim delovima laktacije, mada ove razlike nisu
bile statistiCcki signifikantne. Posmatraju¢i prve
postpartalne nedelje nalazimo nizu koncentraciju
eHSP70 u prvih dve nedelje nakon teljenja u odnosu
na 4. i 8. nedelju (63). Jo§ uvek nisu u potpunosti
razjasnjeni mehanizmi koji dovode do razliitog
uticaja perioda laktacije na stvaranje proteina
toplotnog Soka. Jedan od rezultata ukazuje da
smanjen unos hrane u odnosu na potrebe, Sto je
karakteristika peripartalnog perioda kod krava. U
tom periodu se deSavaju promene u metabolizmu
ugljenih hidrata i masti koje mogu uticati na
stvaranje Hsp u razli¢itim tkivima. Nadeno je da
prolongirano uno$enje manje energije nego $to je
potrebno dovodi do povecane produkcije Hsp90,
medutim nisu utvrdene promene u mesendzernoj
RNK u leukocitima, dok je ekspresija Hsp70 u
somatskim celijama bila smanjena. Dostupnost
ugljenih hidrata tokom izlaganja stresu u vidu
fizickog napora smanjuje Hsp70 u cirkulaciji, Sto
ukazuje da dostupnost glukoze kao glavnog
energenta  smanjuje  ekstracelulatne  proteine
toplotnog Soka, pa samim tim i njihovo potencijalni
proinflamatorni efekat (64). Sa druge strane,
povecano stvaranje Hsp72 tokom toplotnog stresa
dovodi do povecanog koris¢enja glukoze u
energetske svrhe i smanjuje akumulaciju lipida u
hepatocitima  (65). Koncentracije Hsp72 u
leukocitima i plazmi brzo rastu posle teljenja i
koreliraju sa koncentracijama NEFA, glukoze i
TNFa (66). Povezanost sa osnovnim metabolickim
procesima i inflamatornim odgovorom dovodi do
razmatranja znaCaja Hsp u procesu nastanka
insulinske rezisitencije, koja se nalazi u oshovi
metabolickih promena kod krava u peripartalnom
periodu. Kod ljudi obolelih od dijabetesa tipa 2
postoji smanjena ekspresija mRNA za intracelularni
Hsp72 u skeletnim miSici dok terapije i
procedure koje podizu nivo ovog $aperona prevenira
nastanak hiperglikemije, hiperinsulinemije,
intolerancije na glukozu i insulinske rezistencije kod
gojaznosti (67-69). Na modelu gojaznosti je ispitan i
uticaj hroni¢ne inflamacije koja prati povecanu
zastupljenost masnog tkiva. Naime, pokazano je da
inflamacija uz stalnu aktivaciju NLRP3 wvrsi
supresiju HSF-1/iHSP70 ose, ¢ime se smanjuje
ekspresija  HSF-1 sa poslediénim povecanim
¢elijskim starenjem i brzim propadanjem. Na osnovu
navedenog zakljuCujemo da intracelularni ptotein
toplotnog Soka Hsp70 ima antiinflamatorno i
proinsulinsko delovanje. Ekstracelularni Hsp70

pokazuje suprotne fizioloske efekte pa je u tesnoj
vezi sa razvojem inflamacije i diabetes mellitus-a
predstavnici  insulin  zavisnog tkiva imaju
redukovane vrednosti iHsp70 tokom dijabetesa, uz
povisene vrednosti eHsp70 (70-73). Kod krava u
ranoj laktaciji postoji nedostatak insulina koji je

posledica zapocinjanja laktacije 1 negativhog
energetskog bilansa pracenog snizenom
koncentracijom glukoze, S§to dalje dovodi do
poveCane lipolize, inflamacije 1 insulinske

rezistencije. Kod krava sa povisenim vrednostima
NEFA i snizenim vrednostima insulina nadena je
visa koncentracija eHsp70 u nedenjama posle
teljenja (74). Sve navedeno govori u prilog nasoj
hipotezi da je Hsp70 znacajno ukljuéen u sve
metabolicke tokove i adaptacije kod krava u ranoj
laktaciji.

Peripartalni period kod mlecnih krava
predstavlja model za izucCavanje metabolickog
stresa. Metabolicki stress kod krava u ranoj laktaciji
nastaje kao posledica teljenja 1 zapocCinjanja
laktacije, kada dolazi do promena u metabolizmu
kako bi se podrzala nadolazeéa laktacija.
Metabolicki  stres se  odlikuje  negativnim
energetskim bilansom, povecanom proizvodnjom
mleka, usmeravanjem glukoze ka mle¢noj zlezdi,
dok se zadovoljavanje energetskih potreba drugih
tkiva omoguéuje kroz lipolizu i ketogenezu, koji
uticu na celokupnu metabolicku adaptaciju krava
(75,76). Povecan dotok masnih kiselina u jetru, uz
pad lipoproteinskog transporta u organizmu dovodi
do razvoja masne jetre kod krava i razvoja ketoze
(75). Jedini lipogeni hormon u organizmu krava je
insulin, ¢ije vrednosti opadaju, a njegovo dejstvo
biva inhibirano pod uticajem izrazene lipolize i
ketogeneze, pa se javlja insulinska rezistencija, koja
dodatno stimulise lipolizu (76). Nastanak lipolize,
masne jetre i insulinkse rezistencije kod mle¢nih
krava je usko povezano sa nastankom inflamacije u
ranoj laktaciji. Naime, povecana lipoliza kod krava
moze dovesti do odavanja vece koliCine
proinflamatornih citokina iz masnog tkiva koji se
nazivaju adipokini, a najvazniji je TNF-a, §to je u
vezi sa razvojem insulinske rezistencije i
povecCanjem aktivnosti lipaza (77). Nadena je
povecéana aktivnost TNF-o, u serumu kod krava sa
umerenim do teskim sindromom masne jetre (78). U
viSe eksperimentalnih studija pokazan je direktni
uticaj neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA) na
inflamatorne procese tako Sto utice na aktivaciju
toll-like receptora (TLR), posebno TLR4. TLR4
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aktivacija moze da dovede do inflamatornog
odgovora uz lucenje proinflamatornih citokina
(79,80). Period laktacije i proizvodnja mleka kod
krava uti¢u na vrednosti eHsp70. Tako je nadeno da
posle partusa u ranoj laktaciji i sa porastom
proizvodnje mleka raste koncentracija eHsp70 u
krvnom serumu i salivi kod krava (81-83).
Dinamicke promene u vrednosti eHsp70 i TNF-a su
gotovo identi¢ne kod krava u prvim nedeljama posle
teljenja kada postoji metabolicki stres, tako da
vrednosti oba parametra rastu. Takode, Hsp70 utice
na mnoge metabolicke tokove koji se ticu
energetskog metabolizma, metabolizma lipida u jetri
i insulinske rezistencije, a svoje dejstvo ispoljava
preko TLR4 (84,85).

Hsp70 ima velik iznaaj u procesu
metabolizma lipida i njegova pozicija je dobro
izuCena u procesima autofagije i lipolize (86,87).
Autofagija je celijski proces u kome se proteini i
organele razgraduju kroz lizozome kako bi se
odrzala adekvatna celijska homeostaza. Postoje tri

nacina kako se ostvaruje autofagija:
makroautofagija, mikroautofagija i autofagija
posredovana  Saperonom.  Makroautofagija i

Saperonima posredovana autofagija zajedno sa
sistemima proteaze ukljuceni su u proces recikliranja
¢elijskih proteina. Na ovaj nadin se reguliSu i
neutraliSu i oni proteini koji mogu da ugroze celiju,
jer su rezultat genskih aberacija i mutacija.
Makroautofagija, ili autofagija u klasi¢cnom smislu,
nastaje posle formiranja autofagozoma, a to je
dvomembranska  vezikularna  struktura  koja
uklju¢uje ono §to je potrebno da se razgradi. Posle
formiranja autofagozoma, on se spaja sa lizozomom,
gde se oslobada proteoliticki materijal kako bi se
formirala autolizozomska struktura koja omogucuje
kona¢nu razgradnju onoga $to je nepotrebno celiji.
Pored proteina, na ovaj nafin se mogu neutralisati
razli¢ite  oSteCene  organele,  endoplazmatski
retikulum, peroksizomi, lipidne kapljice, feritin i
razli¢iti zimogeni enzimi.

Saperonima posredovana autofagija
podrazumeva ucées¢e Hsc70 i LAMP-2A (protein
membrane povezan sa lizozomom 2A). U procesu
makro i mikroautofagije nadeno je da Saperonima
posredovana autofagija vrSi degradaciju citosolnih
proteina koji su prethodno bili vezani za Hsc70-
specifi¢nu sekvencu. Od posebnog znacaja je proces
autofagne degradacije lipidnih kapljica, jer su u vezi
sa metabolizmom lipida i zna¢ajni su u formiranju
linka izmedu poremecaja na nivou lipida i brojnih
metabolickih bolesti. Kapljice lipida u citosolu se

mogu razgraditi pomocu tri autofagna puta kao §to
postoje tri vrste autofagije. U makrofagiji lipidnih
kapljica (makrolipofagija) dolazi do zahvatanja
delova lipidnih kapljica ER membranama zavisnim
od proteina 1A/1B-lakog lanca 3 (LC3-1I)
povezanog sa mikrotubulama da bi se formirali
lipoautofagozomi  koji se zatim spajaju sa
lizozomima u autolizozome. Tokom mikrolipofagije,
proteini vezani za Ras u mozgu (RAB) olaksavaju
protok lipida i proteina od lipidnih kapljica do
lizozoma. Lizozomalna kisela lipaza (LAL) je jedina
poznata lipaza sposobna da hidrolizuje neutralne
lipide u kiselim uslovima. Nezavisno od LAL-a,
autofagija posredovana Saperonom olaksava transfer
posredovan Hsp70 i lizozomsko uzimanje i
degradaciju perilipina zavisnu od lizozoma 2
(LAMP2) kako bi se povecala dostupnost citosolnih
lipaza za lipidne kapljice. Najces¢i stimulans za
aktivaciju Saperonima pokrenute autofagije je
nedostatak hranljivih materija (ili gladovanje), $to je
od posebnog znacaja kada se razmatra peripartalni
period kod krava. Gladovanje aktivira ovaj proces u
in vitro i in vivo uslovima, a smatra se da ovaj
proces zavisi od cirkuliSu¢ih ketonskih tela.

U ranijem delu teksta je izloZzeno da postoji
velika razlika kada se radi o fizioloskim efektima
intra i ekstracelularnih proteina toplotnog Soka i
zbog toga je u jednom od znacajnijih radova u ovoj
oblasti predloZena teorija bilansa ¢aperona, kako bi
se u odnosu na dominaciju intra ili ekstracelularnih
verzija ovih proteina procenio dominantno pro ili
anitiinflamatorni odgovor. Masno tkivo posebno u
pozitivnom energetskom bilansu i kod gojaznih
jedinki je izvor koji  aktivno  oslobada
proinflamatorne citokine i adipokine, ¢ime nastaje
upala niskog stepena uz aktiviranje upalnih puteva
zavisnih od NF-kB koji dalje dovode do: blokade
intracelularnog iHsp70 i insulinske rezistencije,
hroni¢nog oslobadanja proinflamatornog
ekstracelularnog eHsp70 iz imunoloskih ¢elija i1
razvoj  oksidativnog  stresa, koji  rezultira
denaturacijom proteina. eHSP70 se povecava kao
neophodan signal opasnhosti za borbu protiv
oksidativnog oStecenja plazme, ali kada je hroni¢no
povisen on indukuje dalju imunolosku aktivaciju i
proinflamatorni odgovor i aktivira toll-like receptore
(TLR) i inflamatorni put koji dovodi do smanjenja

aktivacije  HSF-1 i na kraju do smanjenog
intracelularnog iHsp70. Nizi iHsp70 uzrokuje
smanjenu insulinsku  osetljivost, intenziviranje

aktivacije i upale NF-kB i smanjeni antioksidativni,
antiapoptoticki 1 antiinflamatorni  kapacitet.
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Dugoroc¢na insulinska rezistencija odreduje pocetak
dijabetesa, upotpunjujuci ovaj mehanizam pozitivne
povratne informacije. Kada  se odnos
eHSP70/iHSP70 hroni¢no menja u korist eHSP70,
,»dugme osetljivosti na insulin“ se isklju¢uje i R
vrednosti  ((eHSP70)/(iHSP70)) rastu; veZbanje
izaziva ekspresiju iHSP70, dok oslobadanje eHSP70
reaguje na suprotan nacin. R vrednosti izmedu 0 i 1
ukazuju na antiinflamatorni status, a izmedu 11 5 na
optimalan status imunoinflamatornog nadzora, dok
vrednosti R iznad 5 ukazuju na nepozeljan hroniéni
proinflamatorni status.

U naSem ogledu je pokazano da visoke
vrednosti eHsp70 imaju dodatni nepovoljni efekat na
metabolicku adaptaciju lipida i izvedenih parametara

Preplitanje puteva, regulatornih mehanizama i
efekata TNF-o i eHsp70 u procesima razvoja
lipidoze jetre, lipolize, insulinske rezistencije i
inflamacije masnog tkiva moze biti razlog za
nastanak dodatnih nepovoljnih efekata eHsp70, Sto
potvrduje pro-inflamatorno delovanje ovog ¢aperona
u ekstracelularnoj sredini. U grupi krava gde postoji
dodatni efekat eHsp70 (TNF-o+eHsp70 grupa)
nadena je koncentracija BHB i NEFA koje su
dovoljno visoke da mogu ispoljiti nepovoljni uticaj
na sve ostale aspekte metabolicke adaptacije krava
(88), sto indirektno implicira potencijalni znacaj
eHsp70 u ukupnoj metabolickoj adaptaciji krava u
ranoj laktaciji.

kod krava sa visokim vrednostima TNF-a.
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