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1. WPROWADZENIE

Z przegladu piSmiennictwa 1 badan wilasnych wynika,
ze najintensywniejsze zmiany adaptacyjne cielat do ,,nowego”
srodowiska zachodza w pierwszym tygodniu zycia. Na szczegdlna
uwage zastuguje dynamiczny wzrost 1 dojrzewanie uktadu
pokarmowego, umozliwiajacy samodzielne pobieranie, trawienie
i wchianianie pokarmu, ktorego sktad ilosciowy 1 jakoSciowy
W pierwszym tygodniu zycia jest istotnie zmienny.

Ze  wzgledu na  charakterystyczna  budowe  lozyska
uniemozliwiajagcego  efektywny  transfer matczynych  bialek
osoczowych do krwi plodu, a takze na przepuszczalno$¢ nabtonka jelit
cielat noworodkow dla biatek, s3 one doskonatymi modelami
badawczymi pozwalajacymi na okreslenie dynamicznych zmian
profilu biatkowego osocza krwi w tym okresie zycia.

Biorgc pod uwagg fakt, iz liczba gendéw jest znacznie mniejsza niz
ilo$¢ jego produktow, do pelnego zrozumienia przebiegu wigkszosci
procesow fizjologicznych niezbedna jest znajomos$¢ poziomu ekspresji
i struktury bialek. Proteomika daje mozliwos¢ jednoczesnej,
kompleksowej analizy i identyfikacji wielu tysiecy biatek obecnych
w dowolnym materiale biologicznym np. osoczu krwi.

Badania z wykorzystaniem narzedzi proteomicznych na cielgtach
noworodkach sa nieliczne. Dotychczas okre$lono jedynie zmiany
ekspresji kilku najwiekszych biatek osocza krwi cielgt w pierwszym
dniu zycia. Brak jest zwlaszcza informacji dotyczacych zmian
ekspresji  biatlek  drobnoczasteczkowych,  ktdre  precyzyjniej
odzwierciedlajag stan i stopien rozwoju organizmu. Ich identyfikacja
moze by¢ przydatna w poszukiwaniu specyficznych markerow
$wiadczacych o zmianach czynnosciowych organizmu cielat
zachodzacych w pierwszym tygodniu zycia postnatalnego.




2. CEL PRACY

Glownym celem pracy bylo okreslenie profilu biatkowego
(proteomu) osocza krwi cielgt i przeanalizowanie jego zmian
w kolejnych godzinach i dniach pierwszego tygodnia zycia
postnatalnego.  Kolejnym celem badan bylo  stworzenie
referencyjnych, dwuwymiarowych map biatkowych
charakterystycznych dla osocza krwi cielat w pierwszym tygodniu
zycia. Aby zrealizowal wyzej wymienione cele zaplanowano:
a) rozdzial biatek osocza krwi (elektroforeza dwukierunkowa — 2DE),
ich detekcje, archiwizacje (w postaci cyfrowego zapisu
elektroforeograméw) oraz analize¢ bioinformatyczna ekspresji biatek;
b) identyfikacje wybranych bialek, rézniacych si¢ istotnie poziomem
ekspresji (spektrometria mas).

Celem pracy bylo réwniez poszukiwanie zwigzkow i zalezno$ci
pomiedzy funkcja zidentyfikowanych wczesniej bialek o zmiennej
ekspresji, a zmianami wybranych wskaznikow biochemicznych
osocza krwi. Warunkiem zrealizowania tego celu bylo wykonanie
badan  analitycznych ~ wybranych  wskaznikéw,  zwiazanych
Z metabolizmem azotowym 1 przemiang mineralng (biatka
catkowitego, albumin, mocznika, kreatyniny endogennej, sodu,
chlorkow, magnezu, wapnia catkowitego, cynku i miedzi, wielkos$¢
ciSnienia osmotycznego) oraz przesledzenie dynamiki zmian ich
stezenia, w celu poszukiwania potencjalnych markerow wskazujacych
na zmiany czynno$ciowe organizmu noworodkow.

3. MATERIAL 1 METODY

Badania przeprowadzono na 7 buhajkach, rasy czarno-bialej
(z ponad 85% udzialem genotypu HF), od momentu urodzenia do 7
dnia zycia. W trakcie doswiadczenia zwierzeta nie wykazywaly
zadnych klinicznych objawow choréb. Cieleta rodzily si¢ na terenie
fermy, pod nadzorem pracownikéw obstugi. Bezposrednio po
urodzeniu od cielat pobierano krew, ktéra stanowita probg zerowsa
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i odpajano je siara (1 1). Nastepnie cieleta przewozone byly do
zwierzetarni  Katedry Fizjologii Zwierzat i Cytobiologii, gdzie
przebywaly do konca okresu badaf, w indywidualnych klatkach.
W trakcie pierwszych trzech dni zycia cielgta zywione byty siarg
matek (4 razy dziennie, w ilosci 4 1), a od 4 do 7 dnia, mlekiem matek
(3 razy na dobeg, w iloéci 6 1). Pokarm przed podaniem cielgtom
podgrzewany byl do temperatury 38°C, a nastgpnie podawany przy
uzyciu wiadra ze smoczkiem.

Krew do badan pobierano z zyly szyjnej zewngtrznej bezposrednio
po urodzeniu (przed pierwszym podaniem siary), a nastgpnie w 3, 6,
12, 24, 36, 48 1 72 godzinie zycia. Kolejne cztery pobrania krwi miaty
miejsce w odstepach 24-godzinnych do 168 godziny zycia (7 dzien),
zawsze 3 godziny po karmieniu. Krew zabezpieczano przed
krzepnigciem przy uzyciu wersenianu potasowego — EDTA K3
(2 mg/ml krwi).

Bezposrednio po pobraniu krew wirowano z predkoscig
3000 rpm., w temperaturze 4°C przez okres 15 minut. W uzyskanym
osoczu okreSlono wielko$¢ ci$nienia osmotycznego metoda
krioskopowa przy uzyciu osmometru firmy Knauer. Pozostata czes¢
osocza przechowywano w temperaturze (-80)°C do momentu
wykonania analiz.

W zebranym osoczu krwi dokonano:

= rozdziatu  bialeck z  wykorzystaniem  elektroforezy

dwukierunkowej,

= identyfikacji biatek wykazujacych statystyczne istotne rdznice

w ekspresji (metoda tzw. ,,odcisku palca”).
Ponadto w osoczu krwi okre$lono koncentracje:
= biatka catkowitego — zmodyfikowang metodg Lowry’ego
(zestaw diagnostyczny DC Protein Assay ze standardem BSA
firmy BioRad)

= albumin - metoda end point (zestaw diagnostyczny firmy
Cormay)

= Kkreatyniny — metoda kinetyczng (zestaw odczynnikowy firmy
Hydrex)




* mocznika — metodg kinetyczng z ureazg (zestaw odczynnikowy

firmy Hydrex)
= chlorkéw — metodg potencjometryczng (chlorimetr 50 cl firmy
Trident)

= wapnia catkowitego, magnezu, sodu, cynku, miedzi — metoda
absorpcji atomowej (spektrometr absorpcji atomowej AAnalyst
400 firmy Perkin Elmer)

Na podstawie wynikéw szczegdtowych wyliczono wartosci
srednie 1 odchylenie standardowe. W celu oceny istotnosci
zaobserwowanych roznic, uzyskane wyniki poddano obliczeniom
statystycznym: metoda analizy wariancji z powtarzalnymi pomiarami
z zastosowaniem testu Tukeya (program Statistica 8.0™).

Wyniki do$wiadczenia przedstawiono w formie tabelarycznej
i graficznej.

4. WYNIKI

W doswiadczeniu dokonano elektroforetycznego rozdziatu biatek
84 prob osocza krwi cielat. Uzyskano 84 zele 2-D, odzwierciedlajace
profile bialkowe osocza krwi cielat bezposrednio po urodzeniu
(godzina zero) oraz w 3, 6, 12, 24, 36, 48, 72, 96, 120, 144 i 168
godzinie zycia. Wstgpna analiza bioinformatyczna zarchiwizowanych
zeli, z wykorzystaniem programu PDQuest 8.0 Advanced firmy
BioRad, umozliwita wybor - do dalszych analiz - Zeli
reprezentujacych profile biatkowe osocza krwi cielat w 0, 6, 12, 24,
48, 72 oraz 168 godzinie zycia. Selekcji w/w zeli dokonano na
podstawie dynamicznych zmian ekspresji biatek odnotowanych
w tych punktach czasowych. Na kazdym z 49, wyselekcjonowanych
zeli, w wyniku dalszych analiz, odnotowano obecnos¢ od 300 do 312
spotow biatkowych. Dalszym analizom jako$ciowym i ilo$ciowym
poddano 74 spoty, ktorych obecno$¢ odnotowano na wszystkich
analizowanych zelach.

Sposrod wszystkich uzyskanych w doswiadczeniu zeli 2-D,
wybrano zel reprezentatywny, odzwierciedlajacy profil biatkowy




osocza krwi cielat w pierwszym tygodniu zycia (ryc. 1). Na rycinie tej
przedstawiono wszystkie zidentyfikowane w doswiadczeniu biatka
wystepujace w zakresie pl od 5,30 do 7,87 oraz masie mieszczacej si¢
w granicach od 30 do 86 kDa. Informacje dotyczace biatek, uzyskane
w oparciu o bazg danych SWISS-PROT, umieszczono w tabeli 1.
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Ryc. 1. Referencyjna mapa biatkowa osocza krwi cielat.




Tab. 1. Charakterystyka zidentyfikowanych biatek.

Nr Nazwa biatka pl ('\k/ll:\)l: ) Nr akcesyjny biatka
la,b | prekursor albuminy osoczowej 5,82 71,24 P02769

2 prekursor taficucha gamma-B fibrynogenu | 5,54 50,84 P12799

3 prekursor apolipoproteiny A-1V 5,30 42,99 Q32PJ2

4 prekursor apolipoproteiny A-1 571 30,26 P15497

5 apolipoproteina A-I 571 30,26 P15497

6 haptoglobina 7,83 45,63 Q2TBUO_BOVIN
7 prekursor as-antytrypsyny 6,05 46,42 P34955

8 fetuina-A 5,26 39,19 P12763

9 prekursor czynnika B 7,87 86,74 P81187

10 | prekursor fancucha alfa-fibrynogenu 6,73 67,48 P02672

11 prekursor tancucha beta-fibrynogenu 8,45 53,93 P02676

Analiza profili bialkowych osocza krwi cielat w pierwszym
tygodniu Zzycia pozwolita na wyodrebnienie obecnosci 74 spotow
biatkowych na wyselekcjonowanych zelach 2-D. Sposrod nich 11
wykazywato statystycznie istotne roznice w ekspresji w czasie
pierwszych siedmiu dni zycia postnatalnego (tab. 2). Cztery spoty
biatkowe, ktorych nie zidentyfikowano przy uzyciu MALDI TOF MS
0znaczono numerem SSP nadanym im w trakcie analizy w programie

PDQuest 8.0 Advanced.




Tab. 2. Lista biatek wykazujacych statystycznie istotne rdznice
ekspresji.

z

Nazwa biatka

prekursor taficucha gamma-B fibrynogenu
prekursor albuminy osoczowej
prekursor albuminy osoczowej
prekursor apolipoproteiny A-1V,
prekursor apolipoproteiny A-1V
apolipoproteina A-l¢,
apolipoproteina A-lq

SSP 5101

SSP 5106

SSP 5301

SSP 5302
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Ekspresja  prekursora  tancucha  gamma-B  fibrynogenu,
bezposrednio po urodzeniu, byta relatywnie niska i nie wykazywata
istotnych zmian w trakcie pierwszych 24 godzin zycia. Dopiero w 48
godzinie stwierdzono statystycznie istotny (p<0,01) wzrost ekspres;ji
tego biatka, ktory utrzymywat si¢ do 72 godziny zycia (ryc. 2).

Ryc. 2. Statystyczne istotne (p<0,01) zmiany w ekspresji prekursora
tancucha gamma-B fibrynogenu.

Podobny kierunek zmian odnotowano w przypadku prekursora
albuminy osoczowej. Biatko to wykazywalo niskg ekspresje
bezposrednio po urodzeniu natomiast od 48 godziny zycia az do konca
okresu badawczego stwierdzono jej statystycznie istotny (p<0,05)
wzrost (ryc. 2).




(U 48h

Ryc. 2. Statystyczne istotne (p<0,05) zmiany w ekspresji prekursora
albuminy osoczowej.

Prekursor apolipoproteiny A-1V (Apo A-IV) wykazywal najnizsza
ekspresje zaraz po urodzeniu. Regulacje ,,w gore¢” tego biatka
odnotowano w 12, 48, 72 oraz 168 godzinie zycia (ryc. 3). Zmiany te
byty statystycznie istotne (p<0,05).
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Ryc. 3. Statystyczne istotne (p<0,05) zmiany w ekspresji prekursora
apolipoproteiny A-1V.

Rowniez apolipoproteina A-l (apo A-I) wykazywata dynamiczne
zmiany ekspresji w trakcie pierwszego tygodnia zycia. Intensywnos¢
wybarwienia spotu, odpowiadajaca ilosci tego biatka, w momencie
urodzenia byla bardzo niska. Ekspresja apo A-l statystycznie istotnie
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(p<0,01) wzrastata od 12 godziny zycia i tendencja ta utrzymywala si¢
do 168 godziny (ryc. 4).
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Ryc. 4. Statystyczne istotne (p<0,01) zmiany w ekspresji

apolipoproteiny A-l.

Odwrotny kierunek zmian ekspresji wykazano w przypadku biatka
SSP 5101. Najwicksza jego ekspresje odnotowano bezposrednio po
urodzeniu. Od 6 godziny zycia az do konca okresu badawczego
stwierdzono statystycznie istotng (p<0,01) regulacj¢ ,,w dot” tego
biatka (ryc. 5).
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Ryc. 5. Statystyczne istotne (p<0,01) zmiany w ekspresji biatka SSP
5101.
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Istotnym zmianom w pierwszym tygodniu zycia cielat ulegata
rowniez ekspresja biatka SSP 5106. Najwigksza stwierdzono po
urodzeniu, a nastegpnie, od 6 do 72 godziny, odnotowano intensywna
regulacje ,,w dof” (ryc. 6). Zmiany te znalazly potwierdzenie
statystyczne na poziomie p<0,05.

-
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Ryc. 6. Statystyczne istotne (p<0,05) zmiany w ekspresji biatka SSP

5106.

Biatko SSP 5301 wykazywato najwyzsza ekspresj¢ bezposrednio
po urodzeniu. Od 6 godziny zycia az do konca okresu badawczego
odnotowano statystycznie istotng (p<0,05) regulacje ,,w dot” tego
biatka (ryc. 7).
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Ryc. 7. Statystyczne istotne (p<0,05) zmiany w ekspresji biatka SSP

5301.
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Rowniez biatko SSP 5302 wykazywato najwyzsza ekspresje
bezposrednio po urodzeniu. Regulacje w dot tego biatka odnotowano
w 12, 48, 72 oraz 168 godzinie zycia (ryc. 8). Zmiany te byly
statystycznie istotne (p<0,05).
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Ryc. 8. Statystyczne istotne (p<0,05) zmiany w ekspresji biatka SSP
5302.

Koncentracja biatka catkowitego w osoczu krwi cielat w trakcie
pierwszych siedmiu dni zZycia postnatalnego ksztaltowata si¢ w
zakresie od 7,51 do 10,78 g/dl (tab. 3). Najnizsza warto$¢
obserwowano bezposrednio po urodzeniu, a nastgpnie odnotowano
dynamiczny wzrost stezenia biatka catkowitego w pierwszych 24
godzinach zycia. Zmiany te byly statystycznie istotne (p<0,01).
W kolejnych godzinach do konca okresu badan koncentracja biatka
catkowitego w osoczu krwi zmiany
w granicach 10,35 do 10,41 g/dl.

Stezenie albuminy w osoczu krwi w trakcie pierwszego tygodnia
zycia ksztattowalo sie¢ w granicach od 2,95 do 3,47 g/dl (tab. 3).
Koncentracja tego biatka bezposrednio po urodzeniu ksztaltowata si¢
na poziomie 3,17 g/dl, a nastgpnie odnotowano jej nieznaczne
obnizenie w 6 godzinie zycia do wartosci 3,00 g/dl. Zmiany te nie
byly statystycznie istotne. Od 12 godziny do konca okresu badan
odnotowano istotny wzrost (p<0,05) stezenia albuminy w osoczu krwi
do wartosci 3,43 g/dl w 168 godzinie.

wykazywata niewielkie
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Rowniez koncentracja mocznika w osoczu krwi cielgt w badanym
okresie ulegla istotnym zmianom (tab. 3). W pierwszych 12 godzinach
Zycia jego stezenie bylo stabilne (3,11 - 3,24 mmol/l). W drugiej dobie
zycia obserwowano istotny (p<0,01) wzrost koncentracji mocznika
(3,84 mmol/l), po czym do konca pierwszego tygodnia Zzycia
stwierdzono statystycznie istotne (p<0,01) obnizanie koncentracji tego
wskaznika w osoczu krwi do warto$ci 2,31 mmol/l.

Stezenie  kreatyniny endogennej w osoczu krwi cielat
W pierwszych 3 godzinach Zzycia ksztaltowalo si¢ na wysokim
poziomie: 234,91 pmol/l bezposrednio po urodzeniu oraz 235,65
pmol/l w 3 godzinie zycia (tab.3). Od 3 do 24 godziny zycia
obserwowano  statystycznie istotnie (p<0,01) obnizanie si¢
koncentracji kreatyniny w osoczu krwi do wartosci 146,01 pmol/l, po
czym od 2 dnia do konca okresu badawczego stgzenie tego wskaznika
pozostawato na stabilnym poziomie.
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Tab. 3. Koncentracja biatka calkowitego, albumin, mocznika oraz
kreatyniny endogennej w osoczu krwi cielat w pierwszym

tygodniu zycia.
Badany wskaznik
zGc?:chg . C:;Egi(v?te albumina mocznik kreatynina
Yy [h] 4 [g/dl] [o/d] [mmol/I] [umol/1]
X | so| x [ so| x | so| X | sp
0 7,51 0,60 | 3,17 | 0,32 | 3,11 | 0,99 | 234,91 | 50,26
3 7,91 054 | 3,16 | 0,29 | 3,17 | 1,01 | 235,65 | 33,35
6 8,87 0,99 | 3,00 | 0,26 | 3,31 | 1,10 | 210,32 | 26,06
12 9,74 1,13 | 295 | 0,18 | 3,20 | 1,24 | 183,45 | 27,19
24 10,38 | 1,28 | 2,99 | 0,31 | 3,84 | 1,61 | 146,01 | 16,52
36 10,35 | 1,31 | 3,21 | 0,33 | 4,68 | 2,38 | 140,74 | 13,57
48 10,50 1,26 | 3,21 | 0,32 | 4,65 | 2,17 | 128,05 14,80
72 10,56 1,27 | 3,39 | 0,31 | 406 | 1,98 | 122,47 18,84
96 10,78 | 1,67 | 347 | 0,35 | 343 | 0,86 | 115,01 | 17,51
120 10,56 143 | 3,41 | 0,41 | 293 | 0,69 | 113,74 16,23
144 10,58 1,09 | 3,47 | 0,33 | 2,65 | 0,82 | 112,86 15,02
168 10,41 1,05 | 3,43 | 055 | 2,31 | 0,36 | 115,94 18,73

X — warto$¢ srednia
SD — odchylenie standardowe
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Stezenie sodu w osoczu krwi cielat w pierwszym tygodniu zycia
byto stabilne (tab. 4). Bezposrednio po urodzeniu koncentracja tego
elektrolitu wynosita 142,93 mmol/l, po czym obnizala si¢ do warto$ci
135,79 mmol/l w drugiej dobie zycia. Do 72 godziny zycia
obserwowano niewielki wzrost stezenia sodu (143,05 mmol/l),
a nastgpnie do konca 7 dnia zycia jego koncentracja obnizata si¢ do
wartosci 134,68 mmol/l. Obserwowane zmiany nie uzyskaty
potwierdzenia statystycznego.

Koncentracja chlorkow w osoczu krwi cielat w pierwszym
tygodniu zycia ksztattowata si¢ w granicach od 88,38 do 92,91 mmol/l
(tab. 4). Najwyzsze stezenie obserwowano bezposrednio po
urodzeniu. Miedzy pierwszym, a siddmym dniem Zycia obserwowano
obnizenie koncentracji tego elektrolitu, przy czym najnizsza warto$¢
odnotowano w 4 dniu zycia. Zmiany te nie byly statystycznie istotne.

Cisnienie osmotyczne w badanym okresie wahato si¢ w zakresie
od 292,14 do 300,93 mmol/kg H,O. Najwyzsza warto$¢ odnotowano
bezposrednio po urodzeniu, natomiast najnizsza w 168 godzinie zycia
(tab. 4). Pomimo, ze obserwowane zmiany molalnosci osocza krwi nie
znalazty potwierdzenia statystycznego nalezy zwr6ci¢ uwagg, ze byly
zbiezne ze zmianami koncentracji sodu.

Koncentracja wapnia catkowitego w pierwszej dobie zycia
pozostawata na poziomie 3,06 mmol/l (tab. 5). Od 48 do 96 godziny
zycia cielat odnotowano niewielki wzrost stezenia tego elektrolitu
W osoczu krwi do wartoéci 3,22 mmol/l. Po tym czasie odnotowano
nieznaczne obnizenie Kkoncentracji wapnia do 3,02 mmol/l
(120 godzina zycia). Do kofica okresu badawczego stwierdzono
stopniowy wzrost stezenia tego pierwiastka w osoczu krwi. Zadne
Z obserwowanych zmian nie byty statystycznie istotne.

W pierwszym tygodniu zycia stwierdzono dynamiczne zmiany
koncentracji magnezu w osoczu krwi cielat (tab. 5). Najwyzsza
warto$¢ jego stgzenia odnotowano w 1 dniu zycia (1,25 mmol/l),
natomiast najnizsza w 6 dniu (1,00 mmol/l). Na szczegdlna uwage
zastuguje fakt, ze od 24 godziny, az do konca pierwszego tygodnia
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zycia cielat, obserwowano statystycznie istotne (p<0,01) obnizenie
koncentracji tego elektrolitu w osoczu krwi.

W pierwszym tygodniu zycia stwierdzono dynamiczne zmiany
koncentracji magnezu w osoczu krwi cielat (tab. 5). Najwyzszg
warto$¢ jego st¢zenia odnotowano w 1 dniu zycia (1,25 mmol/l),
natomiast najnizszag w 6 dniu (1,00 mmol/l). Na szczegdlng uwage
zastuguje fakt, ze od 24 godziny, az do konca pierwszego tygodnia
zycia cielat, obserwowano statystycznie istotne (p<0,01) obnizenie
koncentracji tego elektrolitu w osoczu krwi.

Koncentracja cynku w osoczu krwi cielat ksztaltowata sie¢
w granicach od 11,05 do 23,17 pmol/l (tab. 5). Najnizsza wartos$¢
stwierdzono w 24 godzinie zycia (11,05 pmol/l), po czym,
W kolejnych dwoch dniach zycia, stezenie tego pierwiastka istotnie
wzrosto (p<0,01). W 96 godzinie wynosito 21,98 pmol/l, i na
zblizonym poziomie ($rednio 21,33 umol/l) utrzymywato si¢ do 7
dnia zycia.

W trakcie pierwszych siedmiu dni zycia cielat stwierdzono
dynamiczne zmiany w koncentracji miedzi w osoczu krwi (tab. 5).
Bezposrednio po urodzeniu stezenie tego mikroelementu ksztalttowato
si¢ na poziomie 5,62 umol/l. W kolejnych dniach pierwszego tygodnia
zycia odnotowano statystycznie istotny (p<0,01) wzrost koncentracji
miedzi do wartos$ci 14,78 pmol/l (168 godzina zycia).
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Tab. 4. Koncentracja sodu, chlorkow oraz wielko$¢ cisnienia
osmotycznego w osoczu krwi cielat w pierwszym tygodniu

zycia.
Badany wskaznik
Godziny s6d chlorki ci$nienie

ZYCl?hc]lelat [mmol/] [mmol] |y

X |so| x |so| x | sp

0 142,93 | 8,75 | 9291 | 2,97 | 30093 | 542
24 13579 | 3,32 | 9164 | 450 | 29250 | 1394
48 14020 | 501 | 9167 | 653 | 29521 | 652
72 14305 | 977 | 9002 | 621 | 29528 | 749
96 137,95 | 4,38 | 8838 | 6,34 | 29257 | 8,99
120 13850 | 7,07 | 91,92 | 3,62 | 29364 | 9,00
144 13824 | 671 | 90,76 | 394 | 29593 | 7,47
168 13468 | 513 | 9140 | 482 | 29214 | 10,43

X — wartos$¢ $rednia
SD - odchylenie standardowe
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Tab. 5. Koncentracja wapnia catkowitego, magnezu, cynku oraz
miedzi w osoczu krwi cielat w pierwszym tygodniu zycia.

Godziny

Badany wskaznik

L wapn magnez cynk miedz

ZYCl?hc]lelqt meol/ 1] meol/ ] _[umol/l] _[umol/l]
X SD X SD X SD X SD
0 3,06 | 0,27 | 1,16 | 0,05 | 1590 | 7,66 5,62 0,69
24 294 | 015|125 | 0,16 | 11,05 | 2,93 7,69 0,73
48 314 | 019 | 1,11 | 0,22 | 17,26 | 4,10 9,86 0,98
72 3,20 | 0,30 | 1,06 | 0,08 | 22,56 | 6,78 | 11,53 | 1,64
96 3,22 | 0,24 | 1,01 | 0,07 | 21,98 | 4,63 | 12,40 | 2,00
120 3,02 | 0,21 | 1,06 | 0,11 | 19,43 | 3,79 | 13,21 | 2,58
144 3,07 | 0,45 | 1,00 | 0,06 | 1952 | 490 | 14,28 | 2,51
168 318 | 0,24 | 1,05 | 0,07 | 23,17 | 522 | 14,78 | 2,61

X — wartos$¢ $rednia
SD - odchylenie standardowe

5. STWIERDZENIA I WNIOSKI

1. Pofaczenie elektroforezy dwukierunkowej ze spektrometrig mas i
zastosowanie kompatybilnych programow bioinformatycznych

stanowi

wiarygodne

narzedzie

badawcze,

umozliwiajace

kompleksowa analiz¢ bialek osocza krwi cielat noworodkéw,
ocene roznic w ich ekspres;ji, identyfikacj¢ biatek oraz tworzenie
referencyjnych map biatkowych.
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. Utworzona referencyjna mapa biatkkowa, odzwierciedlajaca
charakterystyczny proteom osocza krwi cielat, w pierwszym
tygodniu zycia, uzupetnia istniejace, ogoélnodostepne bazy danych,
zawierajace referencyjne zele 2-D osocza krwi bydta.

. Profil biatkowy osocza krwi cielat w pierwszym tygodniu zycia
ulega istotnym zmianom ilo§ciowym, zarowno ,w gore” jak
i ,wdot”. Najbardziej dynamiczne zmiany ekspresji biatek
zachodza w pierwszych trzech dniach zycia, zwlaszcza w czasie
po pierwszym pobraniu siary.

. W kolejnych godzinach pierwszego tygodnia zycia cielat,
zachodza intensywne przemiany azotowe, o charakterze nie tylko
anabolicznym, ale réwniez katabolicznym. Wskazuja na to
zarowno zmiany ekspresji bialek jak i zmiany koncentracji
organicznych sktadnikow osocza krwi. Procesy te, szczegodlnie
nasilone w pierwszych 24-48 godzinach zycia, mogg wskazywaé
na intensywna przebudowe tkanek, w tym uszczelnianie bariery
jelitowej dla makroczasteczek.

. Pierwsze pobranie siary jest istotnym czynnikiem zwigkszajacym
intensywno$¢ przemian metabolicznych, zwtaszcza lipidowych.
Wzrost ekspresji  biatek, uczestniczacych w regulacji tych
procesoOw w czasie rozwoju postnatalnego, wskazuje na aktywne
ich uczestnictwo w utrzymywaniu roéwnowagi metabolicznej
noworodka.

. Obecno$¢ Dbiatek ostrej fazy (stanowiacych  wigkszos¢
zidentyfikowanych biatlek na referencyjnej mapie 2-D), moze
wskazywaé na pourodzeniowa aktywacje mechanizméw
rekompensujacych, niedojrzaty funkcjonalnie, uktad
immunologiczny cielat.

. Organizm zdrowych cielat noworodkéw sprawnie reguluje
homeostaze wodno-elektrolitows. Nalezy sadzi¢, ze zwigkszajace
si¢ z wiekiem wchianianie jelitowe sktadnikow mineralnych
stanowi istotne ogniwo regulacji bilansu makro-i mikroelementow.
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