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WYKAZ SKROTOW

ADPN — adiponektyna (ang. adiponectin)

2-D — dwuwymiarowy (ang. two-dimmensional)

2-DE — elektroforeza dwukierunkowa (ang. two-dimensional electrophoresis)

AFP — o -fetoproteina (ang. a - fetoprotein)

AGP — a;-kwasna glikoproteina (ang. a;- acid glycoprotein)

AHSG — glikoproteina a-2-HS (ang. a-2-HS glycoprotein)

ALDO — aldosteron (ang. aldosterone)

ANP — przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ang. atrial natriuretic peptide)

AVP — wazopresyna argininowa (ang. arginine vasopressin)

AQP2 — akwaporyna 2 (ang. aquaporin 2)

BMI — wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

BOF — biatka ostrej fazy (ang. accute phase proteins)

bPAP — bydlgce biatko zwigzane z cigzg (ang. bovine pregnancy-associated protein,
bPAP)

(o] — sktadowa dopetniacza C1(ang. complement component 1)

Bk — fragment Clr pierwszej sktadowej dopetniacza (ang. Clr fragment of the
first component)

Gls — fragment Cls pierwszej sktadowej dopetniacza (ang. Cls fragment of the
first component)

Clq — fragment Clq pierwszej sktadowej dopetniacza (ang. Clq fragment of the
first component)

CHAPS — 3-[(3-cholamidopropylo) dimetyloamonio]-1-propanosulfonian
(ang. 3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate)

DTT — DL-Ditiotreitol (ang. DL-Dithiothreitol)

EGF — nablonkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor)

Fb — fibrynogen (ang. fibrynogen)

GIP — glukozozalezny peptyd insulinotropowy (ang. glucose-dependent insulino-
tropic peptide)

H>0, — nadtlenek wodoru (ang. hydrogen peroxide)

HDL — lipoproteina o duzej ge¢stosci (ang. high density lipoprotein)

HMW — duza masa czgsteczkowa (ang. high molecular weight)

Hp — haptoglobina (ang. haptoblobin)

ICP-OES — spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem w indukcyjnie sprzg¢zonej plazmie
argonowej (ang. inductively coupled plasma optical emission spektrometry)

IgA — immunoglobulina A (ang. immunoglobulin A)

IgG — immunoglobulina G (ang. immunoglobulin G)

IgM — immunoglobulina M (ang. immunoglobulin M)

IGF-1 — insulinopodobny czynnik wzrostu-I (ang. insulin-like growth factor I)

IL — interleukina (ang. interleukin)

IPG — immobilizowany gradient pH (ang. immobilized pH gradients)
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K5EDTA — wersenian tripotasowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid tripotassium)

LC-MS/MS  —chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowg spektrometria mas
(ang. liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry)

LC-ESI-IT- - chromatografia cieczowa sprz¢zona z tandemowg spektrometrig mas z joni-

-MS/MS zacja typu elektrospray (ang. liquid chromatography-ion spray tandem mass
spectrometry)

LDL — lipoproteiny o matej gestosci (ang. low density lipoproteins)

Lf — laktoferyna (ang. lactoferrin)

LMW — mata masa czgsteczkowa (ang. low molecular weight)

MAC — kompleks atakujacy btong (ang. membrane attack complex)

MALDI TOF - desorpcja / jonizacja laserowa wspomagana matrycg z analizatorem czasu
przelotu (ang. matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight)

MGP — biatko Gla macierzy (ang. matrix Gla protein)

MMW — $rednia masa czasteczkowa (ang. middle molecular weight)

mRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy (ang. messenger rybonucleic acid)

MS — spektrometria masowa (ang. mass spectrometry)

MW — masa czgsteczkowa (ang. molecular weight)

ORBITRAP - spektrometr masowy z analizatorem mas typu orbitrap (ang. orbitrap mass
spectrometer)

pl — punkt izoelektryczny (ang. isoelectric point)

rpm — obroty na minut¢ (ang. rotation per minute)

SAA — amyloid surowiczy A (ang. serum amyloid A)

SDS — dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)

SSP — specyficzny spot biatkowy (ang. specific spot protein)

0 — transferyna (ang. transferrin)

TNF — czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor)

a-CHCA —kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy (ang. a-cyano-4-hydroxy-cinnamic

acid)



1. WSTEP I PRZEGLAD PISMIENNICTWA
1.1. Wprowadzenie

Pourodzeniowym procesom adaptacji, wzrostu i dojrzewania towarzyszy nasilenie zacho-
rowan i znaczna $miertelno$¢ zwierzat, ktora w przecigtnych warunkach utrzymania ksztattuje
si¢ u cielgt na poziomie 10-15%, z czego 60-75% przypada na pierwszy miesigc zycia.
Przyczyny $miertelnosci neonatalnej sa ztozone, cz¢sto ma ona podtoze polietiologiczne, u pod-
staw ktorego lezg zaburzenia homeostazy wodno-elektrolitowej. Oszacowanie strat hodowcow
bydta w zwigzku z zaburzeniami gospodarki wodno-elektrolitowej cielat jest trudne. Niemniej
z pismiennictwa wynika, ze w Polsce zachorowalnos¢ cielat moze sigga¢ nawet 60%.

Przyczyna odwodnienia organizmu, na skutek strat wody i elektrolitow droga pokarmowa,
mogg by¢ czynniki niezakazne (np. niewtasciwa higiena zwierzat, nadmierna podaz mleka lub
preparatu mlekozastgpczego) oraz zakazne (np. rotawirusy, koronawirusy, enterotoksyczne
szczepy E. coli). Czgsto wszystkie te czynniki wspotuczestnicza w patogenezie biegunek.
Istotnym czynnikiem sprzyjajgcym utracie wody i elektrolitow wraz z katem jest gromadzenie
si¢ w przewodzie pokarmowym niestrawionych dwucukrow (laktozy). Z pismiennictwa wia-
domo, ze przekroczenie 55% udziatu laktozy w preparacie mlekozastgpczym istotnie zwigk-
sza prawdopodobienstwo wystapienia biegunki ze wzgledu na jej wiasciwosci osmotyczne.

Migdzy stanem gospodarki wodno-elektrolitowej a czynnos$cig nerek istnieje wzajemna
zalezno$¢. Mimo wielu badan nie sg w petni poznane mechanizmy nerkowej regulacji bilansu
wodno-elektrolitowego u cielgt nowo narodzonych w stanie odwodnienia. Pomimo ze nerki
noworodkéw sa czynnosciowo wydolne, ich ,,rezerwa” czynnosciowa jest bardzo ograniczo-
na. Ponadto sprawno$¢ regulacji hormonalnej czynnosci nerek cielagt, w poréwnaniu z osobni-
kami dorostymi, jest mniejsza. Wiadomo, Zze w regulacji czynnosci nerek cielgt istotng role
odgrywajg hormony: przedsionkowy peptyd natriuretyczny, wazopresyna oraz sktadowe
uktadu renina-angiotensyna-aldosteron.

Okreslenie zmian jakosciowych i ilosciowych sktadu peptydowo-biatkowego ptynow ustro-
jowych, ktory ulega nieustannym zmianom w odpowiedzi na czynniki wewnatrzustrojowe lub
$rodowiskowe (w tym doswiadczalne), pozwala na scharakteryzowanie biatek wskaznikowych
charakterystycznych dla okreslonego stanu fizjologicznego, w tym takze patologicznego.

Metody badawcze, stosowane dotychczas w ocenie zmian proceséw fizjologicznych i ich
zaburzen, opieraly si¢ na analizie biochemicznej krwi i moczu. Wykorzystanie metod prote-
omicznych umozliwi doktadniejsze poznanie przebiegu proceséw metabolicznych, mechaniz-
mow regulacji ekspresji biatek na poziomie translacji. Ponadto potaczenie technik proteo-
micznych z analiza parametréw biochemicznych osocza krwi i moczu umozliwi poznanie
mechanizmow reakcji organizmu cielat na dodanie laktozy do preparatu mlekozastepczego.

Podjete badania miaty na celu okreSlenie wzoru zmian profili biatkowych badanych pty-
néw ustrojowych oraz hormonoéw i wskaznikéw biochemicznych osocza krwi cielagt w pierw-
szym tygodniu ich Zycia w odpowiedzi na krétkotrwate dodawanie laktozy do preparatu
mlekozastgpczego. Znajomos¢ charakteru zmian badanych wskaznikow (biatkowych, humo-
ralnych i biochemicznych) w ptynach ustrojowych, wynikajacych z nadmiernego udziatu
laktozy w diecie, moze przyspieszy¢ znalezienie przyczyn (lub przyczyny) zaburzen wodno-
elektrolitowych obserwowanych u cielgt w tym okresie zycia.
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1.2. Proteomika

Termin ,,proteomika” po raz pierwszy zostal wprowadzony w 1994 roku; oznacza badanie
ogotu biatek obecnych w organizmie. Proteomika zajmuje si¢ okreslaniem struktury, w tym
izoform i modyfikacji potraslacyjnych biatek, badaniem ich funkcji, lokalizacji oraz analizg
interakcji zachodzacych pomigdzy biatkami.

Badania proteomiczne tacza metody biochemiczne, fizykochemiczne i bioinformatyczne,
co daje mozliwos$¢ rownoczesnej analizy wszystkich biatek obecnych w komérce, tkance oraz
ptynach ustrojowych. Calosciowa analiza proteomu rézni si¢ od klasycznie stosowanych
technik biochemicznych, umozliwiajacych identyfikacj¢ i charakterystyke jedynie pojedyn-
czych biatek. Proteom ulega nieustannym zmianom w odpowiedzi na czynniki wewnatrzustro-
jowe lub srodowiskowe, dlatego wyniki analiz proteomicznych danego systemu biologicznego
dostarczaja informacji o poziomie ekspresji i aktywnosci biatek w okreslonym czasie.

Wysokospecjalistyczne techniki wykorzystywane w proteomice daja mozliwo$¢ komplek-
sowej analizy ilosciowe]j polipeptydéw i ich identyfikacj¢. Do najpopularniejszych narzedzi
wykorzystywanych w analizach proteomicznych nalezy elektroforeza dwukierunkowa
(rozdziat biatek) w polaczeniu ze spektrometria mas (identyfikacja biatek). Wyzej opisane
techniki analityczne sg stosowane w badaniach z zakresu proteomiki ekspresyjnej, w ktérych
analizuje si¢ obecno$¢ biatek wystepujacych w danym uktadzie biologicznym oraz zmian ich
ekspresji pod wptywem okreslonych czynnikéw, w tym doswiadczalnych.

[stotg badan proteomicznych jest poszukiwanie réznic w profilach biatkowych (komorek,
tkanek, ptynow ustrojowych) na przyktad pomi¢dzy osobnikami zdrowymi i chorymi. Analiza
zmian wystepujgcych w proteomach pod wptywem dziatania okre$lonego czynnika (np. leku,
zmodyfikowanej diety, stresu, zmiany $rodowiska) umozliwia wyodr¢bnienie biatek kluczo-
wych dla badanych proceséw biologicmycﬁ. Analizy proteomiczne umozliwiajg rowniez
wyszukiwanie biatek roznigcych si¢ ekspresja, ktére moga stanowi¢ wskazniki zmian proce-
sow zachodzacych w organizmie.

1.3. Proteomika w badaniach zootechniczno-weterynaryjnych bydla

Narzgdzia proteomiczne w badaniach fizjologii zwierzat gospodarskich sg coraz czesciej
stosowane, czego wyrazem jest wzrost liczby publikacji dotyczacych zmian profili biatko-
wych komorek, tkanek oraz pltynow ustrojowych tych zwierzat. Badania proteomiczne
umozliwiajg utworzenie referencyjnych map biatkowych okreslonych uktadéw biologicznych
lub okreslenie roznic w profilach biatkowych, przejawiajacych si¢ w postaci zmian w sktadzie
ilosciowym i jakosciowym polipeptydoéw, zachodzacych w warunkach fizjologicznych lub
patologicznych oraz pod wptywem dziatania réznych czynnikéw, w tym do$wiadczalnych.

W ostatnich latach utworzono mapy biatkowe tkanek i plynéw ustrojowych bydta, w tym
nerek, watroby, mig$ni poprzecznie prazkowanych, osocza (surowicy) krwi, ptynu mozgo-
wo-rdzeniowego, a takze erytrocytow i neutrofilow (Wait i in. 2002; Talamo i in. 2003;
Lippolis i in. 2006; Brenn i in. 2009; Skrzypczak i in. 2011). Okreslono profil biatkowy
osocza nasienia buhajow (Kelly i in. 2006) oraz ptynu owodniowego we wezesnym okresie
cigzy u krow (Riding i in. 2008). Poréwnano profile biatkowe siary oraz mleka krow
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(Reinhardt i Lippolis 2008). Okreslono proteom otoczki biatkowej thuszczu mleka krowiego
(Reinhardt i Lippolis 2006).

Jednym z kierunkéw badan proteomicznych jest poszukiwanie biatkowych wskaznikow
odzwierciedlajgcych stan fizjologiczny lub patologiczny organizmu. Poréwnywano proteomy
osocza krwi zdrowych kréw mlecznych z krowami, u ktérych stwierdzono gorgczke mleczng
(Xia i in. 2012). U chorych krow zidentyfikowano biatka, ktére wykazywaty zwickszong
ekspresjg, m.in.: angiotensyny, uczestniczacej w regulacji cisnienia krwi i utrzymaniu
homeostazy wodno-elektrolitowej, endopiny 2B, zaangazowanej w regulacj¢ uktadu nerwo-
wego oraz bialek wykazujacych zmniejszong ekspresje, takich jak albumina osoczowa
(transporter biatek), tancuch a fibrynogenu (zaangazowany w proces krzepnigcia krwi),
a takze staty region cigzkiego tancucha immunoglobuliny G biorgcy udzial w odpowiedzi
immunologicznej (Xia i in. 2012).

Poréwnanie proteomow osocza krwi zdrowych krow z osoczem krwi kréw z klinicznymi
objawami mastitis pozwolito na wskazanie haptoglobiny oraz biatka SCGB 2A1 jako przy-
puszczalnych wskaznikow zapalenia wymienia (Yang i in. 2009). LiLi i in. (2013), uzywajac
narzedzi proteomicznych, wskazali na glikoproteing o-2-HS, obecng w osoczu krwi krow
typu mlecznego, jako na nowy czynnik diagnostycznego zapalenia wymienia.

U bydta mlecznego analiza proteomiczna stluszczonych watrob pozwolita na wyodrebnienie
nowych czgsteczek sygnatowych uczestniczacych w utrzymaniu homeostazy energetycznej
(Kuhla i in. 2009). Badanie korelacji pomi¢dzy poziomem ekspresji biatek watroby a ekspresja
biatek osocza krwi pozwolito na wytypowanie we krwi potencjalnych biomarkeréw, umozli-
wiajacych wezesne wykrycie sthuszczenia watroby u kréw mlecznych (Sejersen i in. 2012).

W ptynie moézgowo-rdzeniowym krow chorych na. ggbczastg encefalopatic bydta
wykazano 10-krotny wzrost koncentracji apolipoproteiny E (Hochstrasser i in. 1997). U cielat
z infekcjg drog oddechowych, wywotang przez bydlecy syncytialny wirus oddechowy (ang.
bovine respiratory syncytial virus, BRSV), obserwowano wzrost st¢zenia w osoczu krwi
surowiczego amyloidu A, haptoglobiny oraz biatka wigzacego lipopolisacharyd (Heegaard
i in. 2000; Orro i in. 2011).

Narzedzia proteomiczne sg stosowane w badaniach jako$ci produktow pochodzenia
zwierzgcego oraz w wykrywaniu niedozwolonych promotoréw wzrostu stosowanych
w chowie zwierzat gospodarskich. Okreslano zmiany ekspresji biatek miesni post mortem
u bydta, a takze wptyw czasu przechowywania mig¢sa na jego profil biatkowy (Jia i in. 2007
Morzel i in. 2008). U cielat ras migsnych ocenie poddano zmiany ekspresji biatek osocza krwi
i moczu podczas stosowania $rodkéw steroidowych (Draisci i in. 2007).

1.4. Proteom osocza lub surowicy krwi bydla

Krew, docierajgc do wszystkich komérek organizmu, staje si¢ rezerwuarem biatek oraz
metabolitow wydzielanych przez tkanki ustroju. Sktad ilogciowy i jakosciowy biatek osocza
(surowicy) krwi ulega dynamicznym zmianom w zaleznosci od stanu organizmu, obrazujac
zaréwno jego zmiany fizjologiczne, jak i patologiczne. Wspotczesne techniki proteomiczne
pozwalaja na poréwnanie profili biatkowych osocza (surowicy) krwi zdrowych zwierzat
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i po zadziataniu czynnika (zywieniowego, patogennego) oraz poszukiwanie biatek r6znigcych
si¢ ekspresjg, mogacych stanowi¢ wskazniki zmian proceséw zachodzgcych w organizmie.

Obecnie jedynie w dwoch pracach zostat opisany profil biatkowy osocza (surowicy) krwi
dorostych krow (Wait i in. 2002; Talamo i in. 2003). W badaniach Wait i in. (2002) w celu
utworzenia mapy biatkowej surowicy krwi dorostego bydta wykorzystano potaczenie elektro-
forezy 2-D ze spektrometrig masowg typu MALDI-TOF oraz chromatografii cieczowej sprzg-
zonej z tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS). Za pomocg tych technik proteomi-
cznych zidentyfikowano 28 biatek, wérod ktorych znalazty si¢ m.in.: bydlecy czynnik H,
staty region cig¢zkiego tancucha immunoglobuliny G1, a-1-antychymotrypsyna, oksydaza
aminowo-miedziowa, gelsolina, staty region cigzkiego tancucha immunoglobuliny M, sero-
transferyna, kininogen, glikoproteina a-2-HS, o-1-antyproteinaza, albumina surowicza,
apolipoproteina A-IV, bogata w leucyn¢ glikoproteina a,, oj-kwasna glikoproteina, klaste-
ryna, osoczowe biatko wigzgce retinol, transtyretyna, apolipoproteina C-III, tancuch  hapto-
globiny, a,-makroglobulina. Natomiast Talamo i in. (2003) w osoczu krwi dorostego bydta
zidentyfikowali 165 spotow biatkowych, ktore stanowity 22 rézne biatka. Byty wsrdd nich te,
ktorych wezesniej nie zidentyfikowali Wait i in. (2002), migdzy innymi: apolipoproteina A-I,
fancuch P fibrynogenu, tancuch cigzki immunoglobuliny 2y, tancuch cigzki immunoglobuliny
1y, plasminogen, a;-antytrypsyna, protrombina, tancuch cigzki immunoglobuliny p, taficuch
y fibrynogenu, tancuch o fibrynogenu, fancuch lekki immunoglobuliny y, o;-antychymotry-
psyna. W wigkszosci byly to biatka, ktére zwigzane sg z procesem krzepnigcia krwi, zaanga-
zowane w odpowiedZz immunologiczng oraz niskoczasteczkowe biatka transportujace
(D'Ambrosio i in. 2005).

W dostgpnym pismiennictwie niewiele jest prac z zakresu analiz proteomu osocza krwi
cielgt nowo urodzonych. Talukder i in. (2002), wykorzystujac elektroforez¢ dwukierunkowa
w polgczeniu z technika Western blott, obserwowali wzrost ekspresji laktoferyny (Lf), trans-
feryny (Tf), immunoglobuliny G (IgG) oraz nablonkowego czynnika wzrostu (EGF) w osoczu
krwi cielat po podaniu siary. Inni autorzy (Draisci i in. 2007; Della Donna i in. 2009)
analizowali zmiany ekspresji biatek osocza (surowicy) krwi cielat ras migsnych pod wplywem
stosowania niedozwolonych substancji wspomagajacych wzrost zwierzat. Draisci i in. (2007),
stosujac potaczone techniki proteomiczne: 2-DE, MALDI-TOF-MS oraz LC-ESI-IT-MS/MS,
wykazali, ze wskaznikiem uzycia steroidow anabolicznych moze by¢ biatko apolipoproteina
A-l. Wykorzystanie przez Della Donna i in. (2009) techniki MALDI-TOF MS pozwolito
na wyodrgbnienie w surowicy krwi cielat potencjalnego biomarkera wskazujacego na stosowa-
nie niedozwolonych $rodkéw podczas odchowu cielat — B-2- glikoproteiny I.

Obecnie dostgpna jest jedna publikacja opisujaca profil biatkowy osocza krwi cielat
(Skrzypczak i in. 2011). Badacze, stosujac elektroforez¢ dwukierunkowsa sprz¢zong ze spektro-
metrig mas typu MALDI-TOF, spos$réd 178 spotéw biatkowych zidentyfikowali 79, ktére
reprezentowaty 23 biatka osoczowe. Byly to biatka uczestniczace w procesie krzepnigcia krwi
(faficuch o fibrynogenu, fancuch y-B fibrynogenu, biatko 1 podobne do fibrynogenu, czynnik
von Willebranda), biatka zwigzane z metabolizmem i/lub transportem lipidéw (apolipoproteina
A-1, apolipoproteina A-IV, apolipoproteina E), biatka zwigzane z odpornoscig — czynniki dopet-
niacza (subkomponent ukfadu dopetiacza Cls, podjednostka B subkomponentu uktadu dopel-
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niacza Clq), biatka transportowe lub wigzace (albumina surowicza, serotransferyna, biatko
wigzgce witaming D, gelsolina), inhibitory proteaz (o-1-antyproteinaza), biatka strukturalne
(aktyna cytoplazmatyczna, tancuch o-3 tropomiozyny, tancuch a-4 tropomiozyny, tancuch
a-4-A tubuliny, fancuch f 1 tubuliny, biatko 38 podobne do kinazy serynowo-treoninowej)
oraz inne: klusteryna, 78 kDa biatko regulowane st¢zeniem glukozy.

1.5. Proteom moczu zwierzat gospodarskich

Mocz jest ptynem ustrojowym, ktorego duze ilosci mozna pozyskaé w sposéb nieinwa-
zyjny. Od wielu lat jest on wykorzystywany w diagnostyce weterynaryjnej do oceny zdrowia
zwierzat.

Wraz z moczem wydalana jest niewielka ilo$¢ biatek, ktéra w fizjologicznym moczu
nie przekracza 150 mg na dobg. W 30% sg to biatka pochodzace z osocza krwi, a 70% z nich
pochodzi z uktadu wydalniczego (Thongboonkerd i Malasit 2005). Niskoczasteczkowe biatka
osocza krwi, przefiltrowane w kigbuszkach nerkowych, sg obligatoryjnie resorbowane w ka-
naliku proksymalnym nefronu, dlatego tylko niewielka ich cze$¢ trafia do moczu ostatecz-
nego. Oprocz biatek przefiltrowanych w moczu obecne sg biatka aktywnie wydzielane przez
komérki $rodbtonka naczyn krwionosnych nerek, podocyty kigbuszkow nerkowych, komorki
nablonkowe kanalikow nerkowych i dréog moczowych. Gléwnymi biatkowymi sktadnikami
fizjologicznego moczu ostatecznego sg albuminy, ktére stanowia 30-40% catkowitego biatka
moczu, IgG (5-10%), mono- i dimery lekkich taficuchow immunoglobulin (5%), IgA (3%).
Sposrod pozostatych biatek najwigkszy udzial ma uromodulina (Lisowska-Myjak i in. 2008).

Analiza ilosciowa i jako$ciowa bialek moczu wykorzystywana jest w opisie fizjologii
czynnosci nerek i drog moczowych. Wydalane z moczem biatka niskoczasteczkowe, takie jak:
N-acylo-glukozamidaza, aminopeptydaza alaninowa, a-1-mikroglobulina, B-2-mikroglobulina,
biatko wigzgce retinol, endopeptydaza, zostaly opisane przez Forterre i in. (2004) jako markery
diagnostyczne oceny funkcji kanalikow proksymalnych. Ponadto, zdaniem ww. autoréw,
biatko wigzgce retinol moze postuzy¢ jako biomarker proceséw metabolicznych zachodzacych
w komorkach kanalikow proksymalnych. Natomiast uromodulina, w zwigzku z tym, Ze jest
syntetyzowana wylacznie przez komorki kanalikow dystalnych nerek, nazywana jest biatkiem
wskaznikowym funkcji tego odcinka nefronu (Forterre i in. 2004).

W diagnostyce biomedycznej w moczu poszukuje si¢ biatkowych markerow prawidtowe;j
funkcji nerek, szczegolnie klgbkow i kanalikow nerkowych. Ponadto analiza proteomiczna
moczu wykorzystywana jest w diagnostyce procesow patologicznych, takich jak przewlekta
niewydolno$¢ nerek, nefropatia zaporowa, rak nerkowokomorkowy, rak pecherza moczowego
(Decramer i in. 2008). W moczu wykazano réwniez obecno$¢ biatek, ktore moga postuzyé
jako wskazniki wykorzystywane w diagnostyce chorob niezwigzanych z uktadem wydalni-
czym, takich jak choroba: przeszczep przeciwko gospo@arzowi, choroba wiencowa, uszko-
dzenie mozgu oraz rak zotadka (Berger i Kochanek 2066; Hong i in. 2007; Weissinger i in.
2007; Zimmerli i in. 2008).

Do tej pory w moczu ludzkim scharakteryzowano ponad 2300 biatek (Kentsis i in. 2009).
W moczu szczuréw Thongboonkerd i in. (2003) zidentyfikowali 111 biatek. W niepublikowa-
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nych materiatach na podstawie badan witasnych (Dratwa-Chatupnik i in. 2014) opisano
692 biatka wystgpujace w moczu szesciodniowych cielgt.

Mimo ze mocz jest stosunkowo tatwo pozyskiwanym materiatem badawczym, niewiele
jest prac z zakresu proteomiki moczu zwierzat gospodarskich. Wykorzystanie przez Pyo i in.
(2003) elektroforezy 2D sprzgzonej z MALDI-TOF MS pozwolito na wyodr¢bnienie w mo-
czu krow, wiarygodnego wskaznika cigzy: bydlece biatko zwigzane z cigzg (bPAP).

Alhaider i in. (2012), wykorzystujac elektroforez¢ 1D oraz LC-MS/MS, zidentyfikowali
w moczu samic wielbtadow biatka charakterystyczne dla osocza krwi, migdzy innymi: albu-
ming surowiczg, serotransferyng, biatko wigzgce witaming D, a-1-kwasng glikoproteing, gli-
koproteing o-1-B, biatko AMBP oraz globuling wigzaca tyroksyne. Ponadto autorzy ci
wykazali obecno$¢ biatek, ktorych duzg ekspresj¢ obserwuje si¢ w nerkach, na przyktad: biat-
ko 2 zwigzane z receptorem LDL, nabtonkowy czynnik wzrostu oraz uromodulina. Analiza
proteomiczna moczu pozwolita na wskazanie réznic w proteomach moczu jatowek, ci¢zar-
nych oraz laktujacych wielbladow. W moczu tych zwierzat stwierdzono obecno$¢ biatek
zaangazowanych w odpowiedZ immunologiczna: tancuchy ci¢zkie i lekkie immunoglobulin,
receptor polimerycznych immunoglobulin, serotransferyne¢, uromoduling, o-1-kwasng gliko-
proteing, lipokaling 2, lizozym C i protegryng 5. W moczu samic wielbtadéw obecne byty
takze biatka, ktore w sposob posredni lub bezposredni uczestnicza w reakcji obronnej
organizmu przed bakteriami: peptyd PMAP-23, B-2-mikroglobulina, laktotransferyna, fibro-
nektyna, receptor 1 interferonu vy, przeciwbakteryjny peptyd 2 ulegajgcy ekspresji w watrobie,
biatko 1 rozpoznajgce peptydoglikan, biatko S100-A8 oraz receptor 2 toll-podobny. Na pod-
stawie uzyskanych wynikow Alhaider i in. (2012) wnioskuja, ze u wielbtagdéw, podobnie jak
u ludzi, drogi moczowe sg sterylne.

Niektore zwierzgta gospodarskie wykorzystywane sg jako modele badawcze do opisu
proceséw fizjologicznych i patofizjologicznych zachodzacych u ludzi. Badania Palviainen
iin. (2012), prowadzone na owcach z ostrg niewydolno$cig nerek, pozwolity na wskazanie
kalbindyny-D28k, biatka 4 wigzacego retinol oraz biatka CD1d jako potencjalnych biomar-
keréw, ktére moga by¢ przydatne we wczesnej diagnostyce tej choroby u ludzi.

Nalezy doda¢, ze u noworodkéw zwierzat oraz ludzi, w zwigzku ze zwigkszong przepusz-
czalnodcig bariery filtracyjnej kigbkow oraz ograniczong wydolnoscia resorpeji w kanalikach
nerkowych, obserwuje si¢ zwigkszone wydalanie bialek z moczem — proteinuri¢ neonatalng
(Schéfer-Somi i in. 2005; Ojala i in. 2006; Ozgo i in. 2009). Z nieopublikowanych badan
(Boniecka 2005), przeprowadzonych na cielgtach w pierwszych 7 dniach ich zycia w Kate-
drze Fizjologii Cytobiologii i Proteomiki Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technolo-
gicznego (ZUT), wynika, ze wraz z wiekiem zwierzat zmniejsza si¢ ilo$¢ biatka catkowitego
wydalanego z moczem. W pierwszym dniu zycia ilos¢ wydalonego z moczem biatka catkowi-
tego wynosila 6,19 mg/min/m’, a w kolejnych dniach stopniowo si¢ zmniejszata, osiggajac
w 7. dniu zycia 3,96 mg/min/m?. Nastg¢pujacy wraz z wiekiem cielat wzrost wydalania biatek
0 duzej masie czasteczkowej (HMW) moze wskazywa¢ na pojawienie si¢ biatek pochodzenia
nerkowego. Zrodlem tych biatek mogg by¢: komérki przebudowujacych si¢ nefrondw,
ztuszczone nabtonki drog moczowych, sekrecja kanalikowa biatek (urodylatyna). Natomiast
zaobserwowane u starszych zwierzat zmniejszanie si¢ wydalania z moczem biatek o malej
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masie czgsteczkowej (LMW) moze wskazywac na uszczelnianie bariery filtracyjnej ktebkow
oraz wzrost sprawnosci procesow resorpcji w kanalikach nerkowych.

W okresie pourodzeniowym zachodzg istotne zmiany, zarbwno morfologiczne, jak i czyn-
nosciowe nerek, co odzwierciedla si¢ w profilu biatkowym moczu. Z badan wykonanych na
szczurach (Lee i in. 2008) wynika, ze proteom moczu noworodkéw rézni si¢ od proteomu
dorostych osobnikéw. Jedynie w moczu noworodkéw szezuréw wykazano obecno$¢ biatek
strukturalnych oraz zaangazowanych w proces przylegania mi¢dzykomorkowego, proliferacji
i roznicowania komorkowego. Natomiast biatka wskazujace na dojrzatos¢ plciowa samcow
(biatka prostaty i pecherzyka nasiennego) obecne byty jedynie w moczu dorostych osobnikdw.

W nieopublikowanych materiatach na podstawie badan wtasnych (Dratwa-Chatupnik i in.
2014), zaprezentowanych na Kengresie Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego 18-20 wrzes$-
nia 2014 r. w Szczecinie, w wyniku potgczenia dwoéch technik proteomicznych (elektroforezy
dwukierunkowej (2-DE) ze spektrometrig masowg typu MALDI-TOF-TOF oraz elektroforezy
jednokierunkowej (1-DE) ze spektrometrem ORBITRAP) w moczu sze$ciodniowych cielat
zidentyfikowano biatka, ktorych obecno$¢ wykazano rowniez w osoczu (surowicy) krwi u by-
dta: 78 kDa — biatko regulowane stgzeniem glukozy, aktyng cytoplazmatyczng 1, a-1-antypro-
teinaze, glikoproteing a-2-HS, apolipoproteing A-I, apolipoproteing A-IV, apolipoproteing CIII,
apolipoproteine E, klusteryng, taficuch a fibrynogenu, taficuch B fibrynogenu, biatko 1 podobne
do fibrynogenu, gelsoling, haptoglobing, staty tancuch y 1 immunoglobuliny, kininogen-1, kini-
nogen-2, plazminogen, protrombing, biatko wigzace retinol 4, serotransferyng, serping A3-1,
albuming osoczowg, transtyretyng oraz biatko wigzace witamine D.

Ponadto w moczu zidentyfikowano biatka, ktérych obecno$é¢ wykazano w nerkach bydta:
tioesterazg acylo-biatkowa 1, dehydrogenaze alkoholows, reduktaze aldozy, apolipoproteing
A-I, kalbindyng, anhydraz¢ weglanowg 2, transferaze¢ S glutationu P, dehydrogenaze aldehydu
3-fosfoglicerynowego, pokrewne biatko szoku cieplnego 71 kDa, peroksyredoksyne-2, kina-
z¢ 1 fosfoglicerynianowa, albuming surowiczg, dysmutaz¢ ponadtlenkows (Cu-Zn), izome-
raz¢ triozofosforanowg i wimentyng.

W moczu badanych cielgt wykazano obecnos¢ biatka Delta, ktore po zwigzaniu z biatkiem
receptorowym Notch uczestniczy, mi¢dzy innymi, w procesie nefrogenezy. Ponadto w moczu
obecne byly biatka strukturalne oraz zaangazowane w proces przylegania mi¢dzykomor-
kowego, proliferacji i réznicowania komorkowego, ktore obserwuje si¢ jedynie w moczu
noworodkow zwierzat (Lee i in. 2008): aktyna, tancuch a-1 kolagenu, gelsolina, oksydaza
lizylowa, nidogen 1, osteopontyna i plazminogen. W proteomie moczu tych cielgt wykazano
obecnoéé biatek zwigzanych zrozwojem embrionalnym ssakow, ktérych nie stwierdzono
u osobnikow dorostych: ameloblastyny, o-fetoproteiny, wariantu trankryptu specyficznej
fibronektyny ptodowej 1, homologu biatka Indian hedgehog. W moczu obecne byly réwniez
biatka zwigzane z nerkowg regulacja bilansu wodno-elektrolitowego: angiotensynogen,
enzym konwertujacy angiotensyng, akwaporyna 1, ezryna, uromodulina.

Ponadto w proteomie moczu tych cielgt wykazano obecno$¢ biatek niezwigzanych z ukta-
dem wydalniczym, a charakterystycznych dla innych tkanek (narzadéw, uktadéw), m.in. dla
uktadu nerwowego (biatka 14-3-3 epsilon, midkiny, biatka NAGLU), uktadu sercowo-naczy-
niowego (angiogeniny, angiopoetyny, efryny-al, aminopeptydazy glutamylowej, laktad-
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heryny (BP47), lizosomalnej a-glukozydazy) oraz uktadu kostnego (tancucha kolagenu a-1(i),
biatka CTHRC1, glipikanu 3, wydzielniczej fosfoproteiny 24, tripeptydylo-peptydazy 1).

1.6. Biatka osocza krwi cielat w okresie pourodzeniowym

Sktad biatkowy osocza krwi wielu gatunkow zwierzat gospodarskich we wezesnym okresie
pourodzeniowym rdzni si¢ istotnie od obserwowanego u osobnikoéw dorostych. Najmniejsze
stgzenia biatka catkowitego w osoczu krwi noworodkow zwierzat gospodarskich obserwuje sie
bezposrednio po urodzeniu; utrzymuja si¢ one w granicach od 10 mg-l’I do 41,1 mg1" (Abe
iin. 1976; Knowles i in. 2000; Talukder in. 2002). Podaz siary powoduje istotne zwig¢kszenie
stezenia biatka catkowitego w osoczu krwi tych zwierzat (Knowles i in. 2000; Talukder in.
2002). Po 10 godzinach od podania siary st¢zenie biatka w osoczu krwi wynosi $rednio
64,2 mg/ml (Talukder in. 2002). Knowles i in. (2000) wykazali, ze w ciggu pierwszych 10 dni
zycia cielat stezenie biatka miesci si¢ w dolnych granicach zakresu wartosci referencyjnych dla
dorostego bydta (od 61 do 81 g1, a od 13. dnia zycia zmniejsza si¢ i do 70. dnia Zycia jest
mniejsze od zakresu wartos$ci referencyjnych.

Mniejsze st¢zenie biatka catkowitego w osoczu krwi cielat w ciggu pierwszych 7 dni zycia
obserwowali Nussbaum i in. (2002). Podaja oni, ze st¢zenie bialka catkowitego w osoczu
krwi cielgt w 1. dniu ich zycia ksztaltuje si¢ na poziomie 40,9 g:I"', nastgpnie wzrasta,
osiggajac warto$¢ 46,2 g-I"'w 2. dniu zycia oraz 47,0 g w 3. dniu zycia. W 7. dniu zycia
odnotowano zmniejszenie stgzenia biatka we krwi badanych zwierzat do wartosci 44,8 g1
(Nussbaum i in. 2002).

Biatkami osocza krwi, ktérych stezenie zmienia si¢ w okresie noworodkowym, sg albumi-
na oraz o,-fetoproteina (AFP). Oba biatka wykazujg zblizone wiasciwosci fizykochemiczne
oraz znaczng homologi¢ w sekwencji aminokwasowej (Mizejewski 2001). Pelnig takze zbli-
zone funkcje biologiczne. Glownym ich zadaniem jest transport bilirubiny, miedzi oraz
kwasow tluszczowych w osoczu krwi, a takze udziat w utrzymaniu ci$nienia onkotycznego
krwi (Liao i in. 1980; Thomas i Schreiber 1985). al-fetoproteina uznawana jest za ptodowy
analog albuminy osoczowej (Mizejewski 2001). Stgzenie AFP w osoczu krwi cielgt bezpo-
srednio po urodzeniu jest mate i wynosi srednio 0,034 mg/ml, a nastepnie zmniejsza sic
w kolejnych dniach Zycia, osiggajac w 14. dniu Zycia cielgt wartos¢ uniemozliwiajgca jej
detekcj¢ (Abe i in. 1976). Odmienng tendencj¢ obserwuje si¢ w stgzeniu albuminy osoczowej
we krwi noworodkéw (Abe i in. 1976; Knowles i in. 2000; Nussbaum i in. 2002). Knowles
i in. (2000) podaja, ze stgzenie albuminy w osoczu krwi cielgt bezposrednio po urodzeniu jest
mate — wynosi okoto 26 mg'ml” i maleje w pierwszej dobie ich zycia do wartosci okoto
24 mg'ml”', po czym w kolejnych dniach zycia postnatalnego obserwuje si¢ wzrost st¢zenia
albuminy. Wedtug Knowles i in. (2000) w osoczu krwi cielat osigga ono wartosci referen-
cyjne dopiero po 9. dniu ich zycia. Wigksze st¢zenie tego biatka we krwi cielat obserwowali
Nussbaum i in. (2002). Autorzy wykazali, ze w 1. dniu zycia stezenie albuminy w osoczu
krwi cielat wynosi 28,5 g1, w 7. dniu zycia — 29,1 g/, w 14. dniu zycia — 322 g1,
w 21. dniu zycia — 33,8 '), aw 28. dniu zycia — 35,4 g-I"' (Nussbaum i in. 2002). Wedlug
badan Jezek i in. (2006) wzrost stgzenia tego biatka w osoczu krwi cielat nastepuje do 8. tygo-
dnia zycia. W kolejnych tygodniach st¢zenie albuminy we krwi nie zmienia si¢ — do 24. tygo-
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dnia zycia utrzymuje si¢ na wzglgdnie stalym srednim poziomie wynoszacym okoto 33,0 g1’
(Jezek i in. 2006).

Biatkami charakteryzujgcymi si¢ najbardziej dynamicznymi zmianami st¢zenia we krwi
noworodkdéw nastgpujagcymi wraz z ich wiekiem sg osoczowe immunoglobuliny. Budowa
tozyska krow uniemozliwia przechodzenie immunoglobulin do krwiobiegu ptodu, dlatego
w osoczu krwi cielgt bezposrednio po urodzeniu obserwowane sg jedynie ich §ladowe ilosci.
W momencie urodzenia cielgt stezenie immunoglobuliny G (IgG) jest bardzo mate — wynosi
0d 0,015 do 0,220 mg'ml" (Abe i in. 1976; Talukder i in. 2002; Nussbaum i in. 2002).
Wyniki badan Talukder i in. (2002) wykazaty, ze po 8 godzinach po pobraniu siary przez
cielgta stgzenie tego biatka moze wzrosngé do wartosci okoto 4,61 mg'ml™, ktéra jest bardzo
zblizona do odnotowanej po 24 godzinach od pojenia siarg i wynosi 4,90 mgml”
(Nussbaum i in. 2002). W kolejnych dniach obserwuje si¢ stopniowe zmniejszanie si¢
stezenia IgG we krwi cielat do $redniej wartosci wynoszacej 3,80 mg:ml™', notowanej w 14.
dniu ich zycia (Nussbaum i in. 2002).

Niezaleznie od rasy tendencja zmian stgzenia tego biatka we krwi cielat jest taka sama.
Wykazano natomiast dwukrotnie wigksze st¢zenie IgG we krwi cielat typu migsnego niz we
krwi cielagt typu mlecznego (Suh i in. 2003). Stgzenie immunoglobulin M (IgM) oraz A (IgA)
w osoczu krwi cielat bytlo mniejsze niz st¢zenie immunoglobuliny G. Ponadto do 6. dnia zycia
obserwuje si¢ roznice w stezeniu obydwu biatek w zaleznosci od rasy. Wykazano, ze st¢Zenie
tych biatek, m.in. IgG, znacznie wzrasta w pierwszej dobie po pojeniu zwierzat siarg. W osoczu
krwi cielgt typu migsnego stezenie IgM w pierwszej dobie zycia wynosito $rednio 2,5 mg~ml'1,
natomiast w przypadku cielat typu mlecznego — 1,5 mg-ml'l (Suh i in. 2003). Srednie stezenie
IgA w osoczu krwi cielgt typu migsnego w tym samym czasie wynosito 0,9 mg-ml'l, a w 0Soczu
krwi cielgt typu mlecznego — 0,4 mgml” (Suh i in. 2003). Nastepnie stezenie obydwu biatek
w osoczu krwi zmniejszato sig, osiggajgc w 8. dniu zycia u obydwu ras zwierzat wartosci
zblizone, ktore w przypadku IgM wynosity 1 mgml’, a w przypadku IgA - 0,3 mgml”.
Do 14. dnia zycia stezenie IgM i IgA utrzymywato si¢ na statym poziomie (Suh i in. 2003).

Kolejng grupg biatek, ktorych stezenie w osoczu krwi cielgt ulega zmianom wraz z ich
wiekiem, sg biatka wigzgce zelazo — transferryny i ferrytyny. Najmniejsze stgzenie transferyny
w osoczu krwi cielgt obserwowano bezposrednio po ich urodzeniu (7,35 mg-ml"), nastepnie
stezenie to istotnie si¢ zwigkszato, osiggajac w 3. dniu zycia warto$¢ okoto 10,05 mg-ml",
ktora utrzymywata si¢ do 14. dnia zycia (Abe i in. 1976). Odmienne obserwacje poczynili
Knowles iin. (2000), ktérzy podajg, ze stgzenie transferryny w pierwszych 3 dniach zycia
cielgt si¢ zmniejsza, a nastgpnie stopniowo roénie, osiggajac w 40. dniu zycia wartos¢, jaka
notowano w pierwszej dobie zycia. Natomiast stgzenie ferrytyny w osoczu krwi cielat zmniej-
sza si¢ wraz z ich wiekiem. Atyabi i in. (2006) wykazali, Ze stg¢zenie ferrytyny w osoczu krwi
cielgt bezposrednio po urodzeniu wynosi $rednio 32,93 ng-ml'I i jest zblizone do st¢zenia
odnotowanego we krwi ich matek. W kolejnych dniach Zycia cielat st¢zenie ferrytyny w oso-
czu krwi zmniejszato si¢, osiagajac w 28. dniu wartos¢ okoto 26,36 ng'ml” (Atyabi i in. 2006).

We wezesnym okresie pourodzeniowym w osoczu krwi cielgt obserwuje si¢ istotne
zmiany w stezeniu biatek ostrej fazy (Orro i in. 2008). Biatka ostrej fazy (BOF) produkowane
s3 w watrobie noworodka i stanowig ,,pierwszg lini¢ obrony” organizmu (Orro i in. 2006).
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Rolg tych biatek jest ograniczanie wtérnego uszkodzenia tkanek w czasie stanu zapalnego,
eliminacja produktéow rozpadu tkanek, udziat w procesie krzepnigcia krwi i fibrynolizy,
wigzanie oraz transport zelaza i miedzi, a takze modulacja odpowiedzi immunologicznej,
migdzy innymi przez aktywacj¢ uktadu dopetniacza i regulacje aktywacji leukocytow (Biatka
ostrej fazy u zwierzat 2003).

Uwaza sig, ze biatka ostrej fazy umozliwiaja szybsza adaptacj¢ mtodego organizmu do $ro-
dowiska pozamacicznego, poniewaz aktywuja mechanizmy obronne noworodka. Jedng z przy-
czyn obserwowanych zmian st¢zenia BOF w osoczu krwi nowo narodzonych cielgt moze by¢
stres zwigzany z porodem. Ponadto cytokiny (IL-1B, IL-6, TNF-a) obecne w siarze $g czynni-
kami stymulujgcymi hepatocyty do syntezy BOF (Orro i in. 2006, 2008).

Wsrod wszystkich biatek ostrej fazy najwigksza dynamike zmian st¢zenia w osoczu krwi
cielat obserwuje si¢ w przypadku a;-kwasnej glikoproteiny (AGP), surowiczego amyloidu A
(SAA) oraz haptoglobiny (Hp). Najwigksze st¢zenie AGP w osoczu krwi cielat notuje si¢
bezposrednio po ich urodzeniu (okofo 1300 pg'ml™), nastgpnie stezenie AGP w kolejnych
3 tygodniach zycia zmniejsza si¢ stopniowo do 900 pg'ml’ w 7. dniu Zycia, 500 pgml’
w 21. dniu zycia i ostatecznie stabilizuje si¢ od 24. dnia Zycia na poziomie wynoszacym
srednio 300 pg'ml”, notowanym we krwi dorostych osobnikéw (Itoh i in. 1993; Orro i in.
2008). Orroiin. (2008) podaja, Ze stezenie surowiczego amyloidu A w osoczu krwi cielat
zaraz po ich urodzeniu jest niewielkie i wynosi $rednio 60 mg1". Pojenie siara wplywa
na wzrost jego stezenia we krwi do wartosci okoto 90 mg1" w 3. dniu zycia cielat oraz do war-
tosci okoto 110 mg1" w 7. dniu zycia. W kolejnych dniach Zycia ww. autorzy obserwowali
stopniowe zmniejszanie si¢ stezenia tego biatka do warto$ci okoto 50 mg:I"' w 14. dniu zycia
oraz 30 mg:1" w21. dniu zycia, natomiast jego stabilizacj¢ — od 4. tygodnia zycia (Orro i in.
2008). Niezaleznie od wyjsciowego stezenia haptoglobiny w osoczu krwi cielat, mierzonego
bezposrednio po urodzeniu, obserwuje si¢ wzrost st¢zenia Hp we krwi cielat po ich pojeniu
siarg (Knowles i in. 2000; Orro i in. 2008). Kolejny wzrost st¢zenia Hp notuje si¢ na poczatku
2. tygodnia zycia, po czym stezenie tego biatka zmniejsza si¢ i w ciggu kolejnych 11 tygodni
zycia utrzymuje si¢ na niskim poziomie (Knowles i in. 2000; Orro i in. 2006, 2008).

1.7. Gléwne hormony regulujace czynno$¢ nerek cielat w okresie postnatalnym

W okresie noworodkowym zmiany przystosowawcze do Srodowiska pozamacicznego
dotyczg catego organizmu, w tym uktadu wydalniczego. Duza $miertelno$é neonatalna obser-
wowana u cielat jest zwigzana migdzy innymi z zaburzeniami homeostazy wodno-elektroli-
towej, ktorej glownym regulatorem sa nerki. Rozwdj nerek zapoczatkowany w okresie
ptodowym jest kontynuowany po urodzeniu, podobnie jak rozwdj kontrolujgcych je uktadow.
Z badan wielu autoréw oraz z badan wiasnych wynika, ze zmiany w funkcjonowaniu nerek
oraz aktywno$ci humoralnych czynnikéw regulujgcych ich funkcje s najbardziej dynamiczne
w pierwszym tygodniu zycia cielat (Dratwa 2006; Ozgo 2009).

Bilans wodno-elektrolitowy kontrolowany jest przez ukiad nerwowy oraz humoralny.
Kluczowa rol¢ w homeostazie ptynow ustrojowych odgrywaja hormony: przedsionkowy
peptyd natriuretyczny, wazopresyna argininowa oraz aldosteron (Blaine 1990; Inoue i in.
2001; Rozansky 2006). Do zadan przedsionkowego peptydu natriuretycznego nalezy przede
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wszystkim regulacja bilansu sodu i wody w organizmie oraz cisnienia hydrostatycznego krwi
(Dratwa 2002). Wazopresyna odgrywa gtowng rol¢ w utrzymaniu bilansu wody i ci$nienia
osmotycznego krwi (Inoue i in. 2001). Natomiast aldosteron jest odpowiedzialny gtownie
za metabolizm sodu i potasu (Rozansky 2006).

W pierwszym tygodniu zycia cielat obserwuje si¢ dynamiczne zmiany w czynnosci nerek,
obserwowane jako wzrost: przeptywu krwi i osocza przez czynny migzsz nerkowy, wielkosci
filtracji kigbkowej, sprawnosci resorpeyjnej i sekrecyjnej elektrolitow w kanalikach nerko-
wych oraz zdolnosci do zaggszczania moczu (Skrzypczak i Drzezdzon 2001; Dratwa 2006;
0zgo 2009).

W regulacji czynno$ci nerek cielat istotng role odgrywajg przedsionkowy peptyd natriu-
retyczny, wazopresyna oraz uktad renina—angiotensyna—aldosteron (Dratwa 2006; Ozgo 2000,
2001 i 2009).

Stezenie przedsionkowego peptydu natriuretycznego w osoczu krwi cielat w okresie
pourodzeniowym waha si¢ od 5,72 do 62,70 pmolI"". Niektérzy autorzy (Amadieu-Farmakis
iin. 1988; Takemura i in. 1994) obserwowali duze stezenie tego hormonu bezpo$rednio
po urodzeniu zwierzat (od 20 do 60 pmol-1™), a takze jego zmniejszanie si¢ wraz z wiekiem
do $redniej wartosci wynoszacej 16,50 pmol-l" w 3. dniu zycia oraz 11,30 pmol~l'l w 10. dniu
zycia. Tulassay i in. (1987) sugerujg, ze ANP, obecny we krwi noworodkéw w pierwszej
dobie ich zycia, moZze by¢ m.in. pochodzenia matczynego. Zaobserwowali niewielkie stezenie
tego hormonu w osoczu krwi cielat w pierwszej godzinie po urodzeniu, jego istotny wzrost
w 3. dniu zycia, a nast¢pnie nieznaczne zmniejszenie w kolejnych dniach pierwszego tygod-
nia zycia (Tulassay i in. 1987). W badaniach wiasnych réwniez wykazano mate stgzenie ANP
w osoczu krwi cielat w pierwszym dniu Zycia, wynoszace srednio 5,72 pmoll”, a takze jego
istotne zwigkszenie w 2. dniu zycia (9,39 pmol-I"") i w 3. dniu (10,28 pmol1"") oraz dalszy
stopniowy wzrost do 7. dnia zycia (Dratwa 2006). Ozgo (2009) wykazata, ze stezenie przed-
sionkowego peptydu natriuretycznego w osoczu krwi cielat w 1. dniu zycia bylo niewielkie
T3 pmol-]']), istotnie zwigkszyto si¢ (do 12,12 pmol'l") w 2. dniu zycia, a nastepnie
utrzymywato si¢ w zakresie 11,41-14,37 pmol-1" do konca 1. tygodnia zycia.

Bezposrednio po urodzeniu cielgt w osoczu ich krwi obserwuje si¢ duze stezenie wazopre-
syny (Amadieu-Farmakis i in. 1988; Kati-Coulibaly i in. 1989; Ozgo 2000). Amadieu-
Farmakis i in. (1988) najwigksze st¢zenie tego hormonu obserwowali zaraz po urodzeniu
zwierzat. Ponadto autorzy ci wykazali, ze zmiany st¢zenia wazopresyny w kolejnych 3 tygod-
niach zycia cielgt byty skorelowane ze zmianami molalnosci osocza krwi. Ozgo (2000)
rowniez obserwowata wysokie stg¢zenie wazopresyny w osoczu krwi cielgt bezposrednio
po ich urodzeniu (0,86 pg'ml™"). W pierwszej dobie zycia zwierzat stezenie tego hormonu
wosoczu krwi zmniejszyto si¢ do wartosci 0,62 pg-ml", a nastgpnie wzrosto, osiggajgc
wartos¢ 0,92 pg~ml'l w 72. godzinie zycia oraz 1,35 pg-ml’l w 7. dniu zycia (Ozgo 2000).
Zmniejszanie si¢ stgzenia wazopresyny Ww 0Soczu krwi cielat w pierwszych godzinach
po urodzeniu obserwowali réwniez Kati-Coulibaly i in (1989). Odnotowali oni wysokie
stezenie AVP w osoczu krwi cielat bezposrednio po ich urodzeniu (20-30 pmol-1™") oraz
istotne jego zmniejszenie w 8. godzinie Zycia (do poziomu 4-5 pmol-1™); w 10. dniu zycia
stezenie wazopresyny wynosito 4 pmol-1”.
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0Ozgo (2009) wykazata, ze stezenie aldosteronu w osoczu krwi cielgt w kolejnych dniach
1. tygodnia zycia jest niskie i waha si¢ w zakresie 18,87-30,62 pmol‘l"'. Najwigksza warto$¢
autorka ta odnotowata w 1. dniu zycia, a najmniejszg — w 2. dniu; niewielkie st¢zenie tego
hormonu utrzymywato si¢ réwniez w 3. dniu zycia (19,12 pmol-l"). Wicksze stezenie
aldosteronu odnotowali Riad i in. (1986) — u 10-dniowych cielat wynosito ono 28,9 pg'ml™.
Itoh i in. (1985) odnotowali wysokie stezenie tego hormonu bezposrednio po urodzeniu zwie-
rzat (Srednio 166,30 pg'ml™) oraz wzrost stezenia w 14. godzinie zycia do $redniej wartosci
173,60 pg'ml™, a nastepnie w 7. dniu Zycia zmniejszenie — do warto$ci 67,00 pg'ml™. Safwate
(1985) odnotowat istotne zmniejszenie stezenia aldosteronu z wartosci 150 pg'ml” bezposred-
nio po urodzeniu cielat do 50 pg'ml” w 12. godzinie zycia. W 48. i 72. godzinie po urodzeniu
stezenie aldosteronu wynosito 75 pg-ml'l, po czym stopniowo obnizato si¢ do 15 pg'ml’
w 7. dniu zycia. W badaniach Amadieu i in. (1989) st¢zenie aldosteronu w osoczu krwi
4-dniowych cielat wynosito 6070 pg-ml™.

1.8. Hormonalna regulacja czynno$ci nerek w zaburzeniach wodno-elektrolitowych

Nerki noworodkoéw wykazuja wiele odrgbnosci — zarowno morfologicznych, jak i czyn-
nosciowych, w poréwnaniu z osobnikami dorostymi, co sprawia, ze ,,rezerwa” czynnosciowa
tego narzadu jest bardzo niewielka. Ograniczone mozliwosci czynnosciowe nerek cielat oraz
mniejsza, w porownaniu z nerkami osobnikoéw dorostych, sprawnosé¢ ich hormonalnej regula-
cji sprawiajg, ze stosunkowo tatwo dochodzi do zaburzen réwnowagi wodno-elektrolitowe;.

Podczas odwodnienia wzrasta ci$nienie osmotyczne krwi (Bahner i in. 2007). U cielat
w wieku 3—7 dni po wywotaniu biegunki odnotowano wzrost wartosci hematokrytu z 28%
do 37% (Walker i in. 1998). U cielat z biegunkami w wieku od 1. do 30. dnia zycia Ulutas
i Sahal (2005) obserwowali zmniejszenie frakcji wydalonego sodu (FEn,= 0,16%) i potasu
(FEx=15,07%) z moczem, w porownaniu z frakcjg u zdrowych cielat (FEn,=0,39%,
FEk = 29,26%).

Utrata soli i wywolane przez nig odwodnienie organizmu stymuluje system hormonalny
regulujgcy bilans wodno-elektrolitowy. Hayashi i in. (2006) wykazali, ze u zwierzat odwod-
nionych gléwnym czynnikiem pobudzajgcym uwalnianie wazopresyny jest zmniejszenie
objetosci kragzacej krwi; mniejszy wptyw ma wzrost cisnienia osmotycznego osocza krwi.
Napojenie wodg zwierzat wezesniej odwodnionych przyczynia si¢ do zahamowania sekrecji
wazopresyny (Stricker i Hoffmann 2005). U zwierzat, ktorym ograniczono dostgp do wody,
zaobserwowano zmniejszenie objgtosci osocza krwi i jej ci$nienia hydrostatycznego, wzrost
ci$nienia osmotycznego moczu oraz zwigkszenie we krwi stezenia hormonéw uktadu RAA
zaangazowanych w zatrzymywanie wody i elektrolitow w ustroju (Salas i in. 2004). Wykaza-
no réwniez, ze u zwierzat odwodnionych wzrasta ste¢zenie angiotensyny II i wazopresyny oraz
obniza si¢ st¢zenie ANP w osoczu krwi (Bahner i in. 2007). Kierunek dziatania angiotensyny
I i wazopresyny jest zbiezny, a ponadto angiotensyna II stymuluje sekrecj¢ wazopresyny
(Coleman i in. 2009). Zmniejszenie stgzenia ANP we krwi odwodnionych zwierzat ma
na celu ograniczenie utraty wody i elektrolitow z moczem. Wykazano bowiem, Ze przedsion-
kowy peptyd natriuretyczny, oprocz tego, ze hamuje sekrecj¢ wazopresyny i angiotensyny II,
ogranicza wbudowywanie AQP2 (z udziatem ktorej AVP zwicksza wchlanianie zwrotne
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wody w kanalikach nerkowych) w btong¢ komoérkows kanalikow zbiorczych nerek (Klokkers
iin. 2009; Patel 2009). W badaniach Safwate i in. (1991) wykazano 10—15 razy wigksza
aktywnos¢ reninowg osocza, a takze wigksze st¢zenie aldosteronu i wazopresyny argininowej
w osoczu krwi cielat z biegunkami, w poréwnaniu ze st¢zeniem u zdrowych cielat.

1.9. Zmiany parametréw krwi cielat podczas zaburzen wodno-elektrolitowych

U nowo narodzonych cielat procesom adaptacji, wzrostu i dojrzewania towarzyszg nasi-
lenie zachorowan i znaczna $miertelnos¢, w przypadku ktorej najwigkszy udziat przypisuje
si¢ zaburzeniom wodno-elektrelitowym na skutek utraty wody i elektrolitow zaréwno drogg
nerkowa, jak i pozanerkows. Szacuje si¢, ze utrata wody i elektrolitow podczas ostrych
biegunek stanowi w Polsce 50% przyczyn upadkéw cielgt w pierwszych 3 tygodniach ich
zycia (Wernicki 1996). Przyczyng biegunek mogg by¢ czynniki niezakazne (np. niewtasciwa
higiena zwierzat, nadmierna \podaz mleka lub preparatu mlekozastepczego) oraz zakazne
(np. rotawirusy, koronawirusy, enterotoksyczne szczepy E. coli) — Quigley i in. (2006),
Dratwa-Chatupnik i in. (2012). Gromadzenie si¢ w przewodzie pokarmowym niestrawionej
laktozy jest istotnym czynnikiem sprzyjajacym utracie wody i elektrolitow wraz z katem.

W zalezno$ci od wieku cielgt oraz od stopnia odwodnienia podczas utraty wody
i elektrolitow poprzez uktad pokarmowy obserwuje si¢ wiele zmian w stezeniu elektrolitow
w osoczu krwi. U cielgt 3—7-dniowych z wywotang biegunkg Walker i in. (1998) nie obserwo-
wali zmian w stgzeniu sodu w surowicy krwi, natomiast obserwowali wzrost stezenia potasu
i zmniejszenie stgzenia chlorkéw. Réwniez u dwutygodniowych cielgt z biegunkami Seifi i in.
(2006) nie obserwowali zmian stgzenia sodu, natomiast wykazali istotnie wicksze stezenie
potasu oraz znacznie mniejsze st¢zenie chlorkéw w surowicy krwi, w poréwnaniu ze stezeniami
u zwierzat zdrowych. Dopiero w p6zniejszym okresie Zycia obserwowano zmiany stezenia sodu
w osoczu krwi cielat z biegunkami (Lorenz i in. 1998; Guzelbektes i in. 2007). U cielat z bie-
gunkami w wieku do 45. dnia zycia Guzelbektes i in. (2007) wykazali zmniejszenie stgzenia
sodu oraz wzrost stgzenia potasu w surowicy krwi, przy czym obserwowane zmiany stezenia
obydwu elektrolitow dodatnio korelowaty ze stopniem odwodnienia zwierzat. Natomiast
obnizenie st¢zenia chlorkow we krwi autorzy ci zaobserwowali jedynie u osobnikéw bardzo
odwodnionych. Roussel (1992) zauwaza, ze wzrost stg¢zenia potasu we krwi cielgt podczas
biegunek jest wynikiem przemieszczenia si¢ tego pierwiastka z ptynu wewngtrzkomoérkowego
do ptynu zewnatrzkomoérkowego w odpowiedzi na kwasicg metaboliczna, ktora powstaje
w wyniku jelitowej utraty weglowodanow oraz zoladkowej lub jelitowej fermentacji laktozy
i glukozy do mleczanow. W odpowiedzi na kwasicg zostaje uruchomiona pompa wodorowo-
potasowa, ktora powoduje transport potasu przez btong komorkowa do krwi.

We krwi cielgt majagcych biegunki obserwuje si¢ zmjany w stgzeniu mikro- i makroele-
mentéw we krwi istotnych dla wlasciwego funkcjonowania rozwijajacego si¢ organizmu.
Tajik i in. (2013) u cielagt z biegunkami wykazali hipokalcemig; srednie stgzenie wapnia
w surowicy krwi tych zwierzat wynosito 1,297 mmol-I"'. Ponadto zaobserwowano u zwierzt
z krwawg biegunka znacznie wyzsze st¢zenie wapnia we krwi niz u cielgt z biegunka bez krwi
w kale. U cielgt 3—7-dniowych z biegunkami zmniejszeniu st¢zenia wapnia zjonizowanego
w osoczu krwi towarzyszyta hiperfosfatemia (Walker i in. 1998). Guzelbektes i in. (2007)
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wykazali, ze st¢zenie fosforu w surowicy krwi zwigksza si¢ wraz ze stopniem odwodnienia
organizmu cielgt. Nie obserwowano natomiast statystycznie istotnych zmian w stgzeniu
magnezu w osoczu cielgt z objawami biegunki (Michell i in. 1992; Tajik i in. 2013). Ranjan
iin. (2006) u cielat z biegunkami, w wieku od 15. do 30. dnia zycia, zaobserwowali istotnie
nizsze st¢zenie cynku oraz istotnie wyzsze st¢zenie miedzi we krwi niz we krwi cielgt
zdrowych. Odnotowane przez Tajikiego i in. (2013) stezenie Zzelaza u cielgt majacych
biegunki byto mniejsze niz odnotowane przez Mohriego i in. (2007) u zdrowych zwierzat.

U cielgt z biegunkami obserwowano zmiany st¢zenia réznych zwigzkéw biochemicznych
w osoczu (surowicy) krwi. U dwutygodniowych cielgt majgcych biegunki Seifi i in. (2006)
obserwowali istotnie wigksze st¢zenie azotu mocznikowego i znacznie mniejsze stgzenie
glukozy w surowicy krwi niz w surowicy krwi zwierzat zdrowych. Guzelbektes i in. (2007)
u cielgt z biegunkami wraz ze wzrostem stopnia odwodnienia organizmu stwierdzili wzrost
stezenia mocznika i glukozy w osoczu krwi. Ponadto w osoczu krwi cielagt odwodnionych na
skutek biegunki odnotowano wysokie st¢zenie kreatyniny (Walker i in. 1998; Seifi i in. 2006).

Podczas biegunek nast¢puja rowniez zmiany profilu biatkowego krwi. U cielat majacych
biegunki wykazano, mig¢dzy innymi, wigksze st¢zenie biatka catkowitego i albumin oraz
mniejsze stezenie globulin w surowicy krwi niz w surowicy krwi zwierzat zdrowych (Walker
iin. 1998; Seifi i in. 2006; Guzelbektes i in. 2007).

1.10. Czynnik do$wiadczalny — laktoza

Laktoza jest disacharydem, ktory stanowi 95% weglowodanow mleka krowiego. Przewod
pokarmowy ssacych cielat ma ograniczone mozliwosci trawienia innych weglowodanow,
poza laktoza, dlatego gtéwnymi cukrami stosowanymi w preparatach mlekozastgpczych sg
wiasnie laktoza i glukoza.

U cielgt aktywno$¢ laktazy jest najwigksza w proksymalnym odcinku jelita cienkiego
(Toofanian i in. 1973). Badania Coombe i Smith (1973) na cielgtach wykazaty, ze hydroliza
laktozy nastgpuje duzo wezesniej niz resorpcja sktadowych tego dwucukru. Po pobraniu przez
cielgta laktozy produkty jej rozpadu — glukoza i galaktoza gromadza si¢ w proksymalnym
odcinku jelita cienkiego. Oba cukry proste sa sprawnie wchianiane podczas ich pasazu przez
cale jelito cienkie. Przy czym w proksymalnym odcinku jelita cienkiego wchtanianie galakto-
zy, przy duzym stgzeniu glukozy, jest ostabione. Natomiast w dystalnym odcinku jelita cien-
kiego, przy zmniejszonej koncentracji glukozy, nast¢puje intensywne wchtanianie galaktozy.

Zdolno$¢ trawienia laktozy przez cielgta zalezna jest od aktywnosci laktazy, ktéra zmniej-
sza si¢ wraz z wiekiem. W pierwszych 3 dniach zycia cielgt $rednia aktywno$¢ laktazy
w sluzowece jelita czczego jest najwigksza — wynosi $rednio 180 [U, po czym istotnie zmniej-
sza si¢ w 5. dniu zycia, osiggajac wartos¢ ok. 100 IU, natomiast od 7. do 21. dnia zycia utrzy-
muje si¢ na wzglednie statym poziomie — w przedziale od 40 do 80 IU (St. Jean i in. 1991).

Wykazano, ze ze wzgledu na whasciwosci osmotyczne laktozy przekroczenie 55% jej
udziatu w preparacie mlekozastgpczym istotnie zwigksza prawdopodobiefistwo wystapienia
biegunki u cielgt (Gorka i Kowalski 2007). Ponadto prog nerkowy dla glukozy u noworodkow
jest-nizszy, co moze doprowadzi¢ do diurezy osmotycznej, z nastgpezg utratg wody i elektro-
litbw droga nerkows. Straty wody i elektrolitow, zaréwno droga pokarmowa, jak i droga
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nerkowg, przyczyniaja si¢ do odwodnienia organizmu noworodka i zaburzenia rownowagi
wodno-elektrolitowej, ktora jest glowna przyczyna duzej $miertelnosci obserwowanej
w pierwszym miesigcu zycia cielat.

U cielat, podobnie jak u noworodkéw ludzkich, wykazano przypadki nietolerancji laktozy,
ktora byta przyczyng obserwowanej u tych zwierzat biegunki (Olchowy i in. 1993).

Keller i in. (1998) stwierdzili, ze podaz 40 g laktozy bezposrednio po urodzeniu cielgt
zwigksza stgzenie glukozy we krwi, ktore utrzymuje si¢ przez 29 godzin. Nappert i in. (1993)
u ssgcych cielat z biegunkami wywotanymi przez czynniki zakazne obserwowali stopniowg
absorpcj¢ glukozy po podaniu laktozy; u osobnikéw zdrowych po godzinie od podania laktozy
wazrost stgzenia glukozy w osoczu krwi byl wyrazniejszy. Mimo to $rednia glikemia po podaniu
laktozy byta zblizona w obu grupach. W kolejnych 6 godzinach zycia cielat stezenie glukozy
w osoczu krwi w obydwu grupach stopniowo si¢ zmniejszato, przy czym w grupie cielgt
z biegunkami byto nieznacznie wigksze od odnotowanego w grupie zdrowych cielat.

Cielgta, ktorym od 1. do 16. tygodnia Zycia podawano preparat mlekozastgpezy z 1,5 raza
wigkszg zawarto$cig laktozy, niz w przypadku cielat z grupy kontrolnej, charakteryzowaty si¢
pod koniec do$wiadczenia mniejszg masg ciata (Hugi i in. 1997). Réwniez pod koniec
do$wiadczenia st¢zenie mocznika w osoczu krwi cielgt, ktére otrzymywaty wiecej laktozy,
bylo mniejsze niz w grupie kontrolnej. Ponadto cielgta zywione preparatem mlekozastepczym
ze zwigkszong ilo$cig laktozy charakteryzowaty si¢ zwigkszong popositkowsa hiperglikemig.
Nie obserwowano natomiast pomigdzy obiema grupami cielgt réznic w stezeniu zelaza
i hemoglobiny oraz insuliny, glukozozaleznego peptydu insulinotropowego, kortyzolu, insuli-
nopodobnego czynnika wzrostu I oraz hormonu wzrostu w osoczu krwi.
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2. CEL PRACY

U nowo narodzonych cielat procesom adaptacji, wzrostu i dojrzewania towarzyszy nasile-
nie zachorowan i znaczna $miertelno$¢, w ktorej najwigkszy udzial przypisuje si¢ zaburze-
niom wodno-elektrolitowym. W Polsce szacuje si¢, ze utrata wody i elektrolitow podczas
ostrych biegunek jest przyczyng potowy upadkow cielat w pierwszych 3 tygodniach zycia.

Wigkszo$¢ autorow opisuje zmiany we wskaznikach hematologicznych oraz biochemicz-
nych krwi i moczu u cielat z biegunkami wywotanymi przez czynniki zakazne. Wsrdd czynni-
kow niezakaznych, bedacych przyczyng utraty wody i elektrolitow droga pokarmowa, wymie-
nia si¢ btedy zywieniowe wynikajagce m.in. z nadmiernej podazy mleka lub preparatu mleko-
zastgpezego. Powoduje to nagromadzenie si¢ w przewodzie pokarmowych niestrawionej
laktozy bedacej istotnym czynnikiem sprzyjajacym utracie wody i elektrolitow wraz z katem.

Metody badawcze, stosowane dotychczas w ocenie zmian procesow fizjologicznych
i ich zaburzen, opieraty si¢ na analizie biochemicznej krwi i moczu. Wykorzystanie w prezen-
towanych badaniach metod proteomicznych umozliwi doktadniejsze poznanie przebiegu
proceséw metabolicznych, mechanizméw regulacji ekspresji biatek na poziomie translacji.
Ponadto potgczenie technik proteomicznych z analizg parametréw biochemicznych osocza
krwi i moczu umozliwi poznanie mechanizmow reakcji organizmu cielat na dodawanie lakto-
zy do preparatu mlekozastgpczego. Metody proteomiczne mogg by¢ stosowane np. w diagno-
styce zaburzen wodno-elektrolitowych i przyczyni¢ si¢ do wskazania kierunkéw dziatan
prewencyjnych i profilaktycznych podczas chowu nowo narodzonych cielat.

W zwigzku z powyzszym podjeto badania majace na celu:

a) identyfikacj¢ réznic w profilach biatkowych osocza krwi oraz moczu cielat przed krétko-
trwatym dodawaniem laktozy do preparatu mlokozastgpczego i po jej dodawaniu oraz
odniesienie roznic w ekspresji biatek do procesow fizjologicznych, w ktére biatka te s
zaangazowane,

b) ocen¢ udziatu przedsionkowego peptydu natriuretycznego (ANP), aldosteronu (ALDO)
i wazopresyny (AVP) w regulacji bilansu wodno-elektrolitowego przed podaniem prepara-
tu mlekozastgpczego z laktozg i po jego podaniu;

¢) analize stezenia wybranych parametrow biochemicznych krwi (ANP, ALDO, AVP, biatka
catkowitego, albuminy, Na', K*, CI', Zn"*, Cu*?, Fe'?, P}, Mg, Ca'?, glukozy, mocznika,
kreatyniny) przed zastosowaniem diety z dodatkiem laktozy i po jej zastosowaniu;

d) poszukiwanie u tygodniowych cielgt po zastosowaniu dodatku laktozy ewentualnych zalez-
nosci pomigdzy biatkami osocza krwi i moczu wykazujacych zmiany w ekspresji a wybra-
nymi wskaznikami biochemicznymi osocza krwi.
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3. MATERIAL

Badania przeprowadzono na 8 cielgtach — buhajkach rasy polskiej holsztyno-fryzyjskiej
odmiany czarno-biatej, w wieku od 6. do 9. dnia zycia. Prezentowane badania na zwierzgtach
posiadaty zgode Lokalnej Komisji Etycznej ds. Do$wiadczen na Zwierzetach (nr 3/2010
zdnia 14.01.2010 roku)'. Zwierzeta przebywaly w ujednoliconych kontrolowanych warun-
kach $rodowiskowych, podczas doswiadczenia nie wykazywaty zadnych symptomoéw choro-
by. Masa ciata cielat w 6. dniu zycia wynosita $rednio 38 kg.

Od 1. do 3. dnia Zycia cielgta otrzymywaty siar¢, a od 4. dnia Zycia — preparat mlekoza-
stepczy w ilosci 10% masy ciata (zgodnie z masa ciala, jakg mialty w danym dniu zycia)
na dzien. Zwierzgta zywione byly preparatem mlekozastgpeczym (Mlekovit Imupr0®) o sktadzie:
23% biatka surowego, 16% thuszczu surowego, 0,1% widkna surowego, 45% laktozy, 7,5% po-
piolu surowego, 1,7% lizyny, 0,42% metioniny, 0,9% wapnia i 0,7% fosforu. Cielgta karmione
byty dwukrotnie — okoto godziny 5.00 i godziny 17.00. W trakcie do§wiadczenia dzienna dawka
preparatu mlekozastgpczego byla wyliczana dla kazdego osobnika osobno, w przeliczeniu
na masg ciafa, jaka mial pierwszego dnia do$wiadczenia. W 6. dniu zycia (podczas wieczornego
karmienia) oraz w 7. dniu zycia (podczas porannego karmienia) do preparatu mlekozastepczego
dodano laktoze jednowodng (Pharma Cosmetic) w ilosci 1 g'kg™” masy ciata (ryc. 1).

| Przed podaniem laktozy J 12 h po podaniu laktozv—l Iis h po podaniu laktozy ] l 60 h po podaniu laktozy |
! I I 1 I 1 I 1
5.00 17.00 5.00 17.00 5.00 17.00 5.00 17.00
laktoza laktoza
1. dzien 2. dziert 3. dzier 4. dzien
doswiadczenia doswiadczenia doswiadczenia do$wiadczenia

Ryc. 1. Schemat do$wiadczenia. Laktozg¢ do preparatu mlekozastgpczego dodawano o godzinie 17.00
(pierwszego dnia do$wiadczenia) i5.00 (drugiego dnia doswiadczenia) — strzatki wskazujg jednora-
zowg zbiorke krwi i moczu przed podaniem pierwszej dawki laktozy i w 12., 36. oraz 60. godzinie
po podaniu drugiej dawki laktozy

Krew i mocz do badan pobierano jednorazowo — zawsze przed wieczornym karmieniem
zwierzat. Krew pobierana byta z zyly szyjnej zewngtrznej do proboéwek zawierajacych jako
antykoagulant K;EDTA lub heparyng¢. Bezposrednio po pobraniu krew byta odwirowywana
przy 3000 obrmin”', w temperaturze 4°C, przez 15 min. W uzyskanym osoczu okre$lono
wielko$¢ cisnienia osmotycznego. Pozostate osocze krwi zamrozono w temperaturze —80°C
do czasu wykonania analiz. Zbiérka moczu trwata 3 godziny poprzedzajace wieczorne kar-
mienie. Zebrany mocz wymieszano i zlano do probowek (o objetosci 50 ml), natychmiast
odwirowano przy 3000 obr-min™', w temperaturze 4°C, przez 15 min. Mocz do analiz proteo-
micznych zageszczono przy uzyciu filtrow AmiconUltra (Millipore), z punktem odcigcia
3 kDa. Zaggszczony mocz umieszczono w temperaturze —80°C do czasu wykonania analiz.

' Badania wykonano w ramach projektu badawczego MNiSW (grant nr N N311 016239).






4. METODY

Przygotowanie prob osocza krwi

Przed przystapieniem do dwukierunkowego rozdziatu bialek osocza krwi w badanych
probach ograniczano obecnosé biatek wysokokopijnych za pomocg zestawu ProteoMiner™™,
Enrichment Kits, firmy Bio-Rad, wedtug instrukcji producenta.

Przygotowanie prob moczu

W celu dwukierunkowego rozdziatu biatek badane proby moczu poddawano odsalaniu
oraz oczyszczaniu za pomocg zestawu ReadyPrep™ 2-D Cleanup Kit (Bio-Rad), wedlug
instrukcji producenta.

Elektroforeza dwukierunkowa

W przygotowanych, wedlug powyzszego opisu, probach ptynow ustrojowych oznaczono
stezenie biatka catkowitego, uzywajac zestawu analitycznego Protein Assay Dye Reagent
Concentrate (Bio-Rad). Po okresleniu st¢zenia biatka proby zmieszano z buforem rehydra-
tacyjnym o nastgpujacym skladzie: mocznik (54% w/v), CHAPS (4% w/v), dithiotreitol
(1,54% w/v), amfolit (0,2% v/v), o pH 3—10, oraz bigkit bromofenolu w niewielkiej ilo$ci.

Probki osocza krwi i moczu naktadano na paski o immobilizowanym gradiencie pH
i nieliniowym gradiencie pH 4-7. W przypadku probek osocza krwi na 24-centymetrowe
paski IPG naktadano 650 pg biatka rozpuszczonego z buforem rehydratacyjnym do objetosei
800 pl. Poniewaz probki moczu zawieraty biatko w matym stg¢Zzeniu, naktadano je na krotsze
paski IPG. Na 11-centymetrowe paski PG naktadano 100 pug biatek moczu zawieszonych
w 200 pl buforu rehydratacyjnego.

Paski umieszczono w aparacie PROTEAN IEF (Bio-Rad) w celu rehydratacji. Proces
rehydratacji przebiegat dwuetapowo. Pierwszym etapem tego procesu byta rehydratacja
pasywna, ktora trwata 7 godzin, w temperaturze 20°C, bez udziatu napigcia. Drugim etapem
byta rehydratacja aktywna, ktéra trwata 12 godzin (20°C, 50V).

Po zakonczonym procesie rehydratacji paski IPG poddano procesowi ogniskowania izoelekt-
rycznego w temperaturze 20°C, przy zmiennym napigciu elektrycznym — w przypadku prob:
—osocza krwi: 250 V przez 300 Vh, 500 V przez 850 Vh, 1000 V przez 1500 Vh przy

liniowym wzroscie do 5000 V przez 2 godziny i 30 min, 5000 V przez 90 000 Vh;
—moczu: 250 V przez 250 Vh, 500 V przez 500 Vh, 1000 V przez 750 Vh, przy liniowym
wzroscie do 3000 V przez godzing i 30 min, 3000 Vh przez 35 000 V.

Rozdzielone w pierwszym wymiarze biatka poddano dwuetapowemu procesowi réwno-
wazenia, co miato na celu nadanie biatkom ujemnego tadunku oraz utrzymanie ich w stanie
zdenaturowanym. W pierwszym etapie paski inkubowane byty przez 15 min w buforze skta-
dajgcym si¢ z: mocznika (36% w/v), 0,5 mol-I"" Tris-HCF(3,4% v/v) o pH 6,8, 10% roztworu
SDS (20% v/v), glicerolu (30% v/v) oraz DTT (1% w/v). W drugim etapie paski byty
inkubowane przez 20 min w buforze skladajacym si¢ z: mocznika (36% w/v), 0,5 moll”
Tris-HC1 (3,4% v/v) opH 6,8, 10% roztworu SDS (20% v/v), glicerolu (30% v/v) oraz
jodoacetamidu (2,5% w/v).
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Po zakonczonym procesie rownowazenia paski umieszczono na szczycie 12-procento-
wych zeli poliakrylamidowych. Zele wykonywano w kasetach do jednoczesnego wylewania
12 zeli (PROTEAN Plus Multi-Casting Chamber firmy Bio-Rad). W celu okre$lenia masy
molekularnej rozdzielonych biatek zastosowano marker mas molekularnych Precision Plus
Protein™ Standard Plugs (Bio-Rad). Nastepnie paski umocowano do 12-procentowych zeli
poliakrylamidowych za pomocg 0,5-procentowego zelu agarozowego zabarwionego niewiel-
ka iloscig biekitu bromofenolu.

Zele umieszczono w aparacie PROTEAN Plus Dodeca Cell (Bio-Rad) wypetionym bufo-
rem migracyjnym o temperaturze 10°C i o skfadzie: 25 mM Trizma Base, 192 mM glicyny,
SDS (0,1% w/v). Nastgpnie przeprowadzono rozdzial bialek ze wzgledu naich masg
molekularng wg parametrow: 40 V w czasie 2,5 godziny w przypadku osocza krwi oraz
1,5 godziny w przypadku probek moczu, a nastgpnie 100 V przez 17 godzin w przypadku
osocza krwi oraz 13 godzin w przypadku prébek moczu.

Barwienie zZeli 2D

Po zakonczonym dwukierunkowym rozdziale biatek zele wybarwiono bigkitem Coomassie
(Coomassie Brilliant Blue G-250), wedtug zmodyfikowanej metody Kanga (Pink i in. 2010),
w komorze do barwienia 12 wielkoformatowych zeli Dodeca™ Stainner large (Bio-Rad).

Barwienie bigkitem Coomassie przebiegato w 5 etapach. Pierwszym z nich byto trzykrot-
ne ptukanie kazdego zelu w wodzie destylowanej przez 5 min. Kolejnym etapem byto utrwa-
lanie zeli przez 12 godzin w buforze sktadajgcym si¢ z: alkoholu etylowego (50%), kwasu
fosforowego (2%) oraz wody destylowanej. Nastgpnie zele barwiono w buforze sktadajgcym
si¢ z: siarczanu glinu (5% w/v), alkoholu etylowego (10%), 5% Coomassie brilliant blue
G-250 (0,02% w/v), kwasu fosforowego (10%) oraz wody destylowanej. Po 12 godzinach
zele odbarwiano przez godzing w buforze sktadajgcym si¢ z: alkoholu etylowego (10%), kwa-
su fosforowego (2%) oraz wody destylowanej. Po tym czasie zele ptukano woda destylowang
przez 12 godzin.

Wybarwione zele zarchiwizowano za pomocg kalibrowanego densytometru laserowego
GS-800 Imaging Densitometer (Bio-Rad).

Analiza bioinformatyczna Zeli

Zarchiwizowane zele poddano ilosciowej i jakosciowej analizie bioinformatycznej, uzy-
wajgc  specjalistycznego oprogramowania komputerowego PDQuest 8.0.1 Advanced
(Bio-Rad). W pierwszym etapie analizy dokonano obrécenia, wyréwnania oraz wycigcia
analizowanego fragmentu Zelu. Nast¢pnie Zele podzielono na 2 grupy obrazujace proby przed
podaniem laktozy i po jej podaniu. W drugim etapie poréwnano réznice w ekspresji spotow
biatkowych oraz okreslono obecnos¢ lub brak spotéw na zarchiwizowanych zelach. Dokona-
no pomiaru wielkosci spotow biatkowych na podstawie sumy wartoéci pikseli w obrgbie
zdefiniowanego obszaru znormalizowanego spotu biatkowego. Normalizacji spotow doko-
nano przy uzyciu modelu lokalnej analizy regresji, ktora pozwolita na skorygowanie réznic
w wybarwieniu poszczegolnych spotéw biatkowych niebgdacych wynikiem réznic wich
ekspresji, a moggcych wynika¢ z bledéw analitycznych. W ostatnim etapie przeprowadzono
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statystyczng analize¢ roznic w ekspresji poszczegdlnych spotow biatkowych z wykorzystaniem
testu T-Studenta zintegrowanego z programem PDQuest 8.0.1 Advanced.

Spektremetria mas

Spoty biatkowe identyfikowane byly za pomocag spektrometrii mas typu MALDI-TOF.
Przygotowanie spotéw biatkowych do identyfikacji odbywa si¢ w 6 etapach. Pierwszym
z nich jest wycigcie spotow biatkowych z 12-procentowego zelu poliakrylamidowego.

Wiycigte spoty podlegaty w kolejnym etapie dekoloryzacji. W tym celu inkubowano je
przez 20 min w buforze sktadajagcym si¢ z: 25 mM dwuweglanu amonu (95% w/v) oraz
acetonitrylu (5% v/v). Nastgpnic spoty biatkowe dwukrotnie ptukano przez 20 min w buforze
sktadajgcym si¢ z: 25 mM dwuweglanu amonu (50% w/v) oraz acetonitrylu (50% v/v).

Trzecim etapem byta dehydratacja spotow biatkowych, ktéra odbywata si¢ w sonifikatorze
przez 10 min i polegata na inkubacji spotow biatkowych w acetonitrylu (100%). Po tym
czasie acetonitryl usunigto, a jego pozostatos¢ odparowywano za pomocg systemu Concen-
trator 5301 (Eppendorf).

W kolejnym etapie dokonano hydrolizy biatek trypsyng (Promega) w ilosci od 100
do 400 ng, w zaleznosci od wielkosci spotu biatkowego. Roztwor trypsyny przygotowywano,
rozpuszczajac zliofilizowang trypsyng w dwuweglanie amonu — 40 mM (w/v). Spoty biatko-
we inkubowano z roztworem trypsyny w temperaturze 37°C przez minimum 5 godzin. Po tym
czasie proby wirowano z predkoscig 3000 obr-min” w czasie minuty.

W celu ekstrakeji peptydow kazda z préb wymieszano dokladnie z 10 pl acetonitrylu
(100%), po czym inkubowano w temperaturze 37°C przez I'> min. Nastgpnym krokiem byto
przygotowanie matrycy o skladzie: 5 mg-ml’l a-CHCA (kwas o-cyjano-4-hydroksycynamo-
nowy), kwas trifluorooctowy (0,1% v/v), acetonitryl (50% v/v). Tak przygotowang miesza-
nin¢ wirowano z predkoscig 3000 obrmin” przez 2 min.

Nastepnie 1 pl proby wymieszano z 1 ul matrycy na ptytce MSP AnchorChip 600/96
(Bruker Daltonics). Na powierzchni ptytki proba ulegata krystalizacji, po czym poddawana
byta jonizacji oraz detekcji w spektrometrze mas Microflex™ MALDI-TOF (Bruker
Daltonics), w trybie z odbiciem. Na ptytke naniesiono rowniez kalibrant — Peptide Calibration
Standard II (Bruker Daltonics), ktéry stanowit mieszaning peptydow w zakresie masy mole-
kularnej 700-4000 Da. Przygotowano go do natozenia, mieszajgc 5 pl kalibrantu z 50 pl
matrycy a-CHCA.

W celu wygenerowania mapy peptydowej poszczegélnych biatek na podstawie liczb
bedacych stosunkiem ich mas czasteczkowych do tadunku (m/z), a tym samym w celu
uzyskania widm masowych wykorzystano specjalistyczne oprogramowanie komputerowe
flexControl oraz flexAnalysis. Tak utworzone listy m/z poréwnywano z zapisanymi masami
czgsteczkowymi w bazie danych NCBI lub SWISS«PROT za pomoca wyszukiwarki
MASCOT. Analiz¢ widm przeprowadzono, zaznaczajac w tym programie nastgpujgce opcje:
trypsyne jako enzym fragmentujacy lancuch polipeptydowy, karbamidometylacj¢ cysteiny,
oksydacje metioniny, tolerancjg réznicy mas wynoszacg 150 ppm, jedno opuszczone miejsce
cigcia. W wyniku tego uzyskano warto$¢ punktowg odzwierciedlajaca wiarygodnosc
identyfikacji, procent pokrycia odnalezionych fragmentéw sekwencji aminokwasowych dla



30 4. Metody

analizowanych biatek, liczby fragmentéw dopasowanych do sekwencji aminokwasowe;j
biatka. Na tej podstawie dokonano identyfikacji analizowanych biatek.

Oznaczanie koncentracji hormonéw

Stezenie przedsionkowego peptydu natriuretycznego oznaczono metodg radioimmunolo-
giczng ze znakowanym '>J ANP (zestaw ANP, alpha 1-28, firmy Phoenix Pharmaceuticals
Inc. USA). Krzywa standardowa miescita si¢ w zakresie 10-1280 pg:ml™. Catkowita radio-
aktywno$¢ mierzono licznikiem promieniowania gamma (Wizard 5) firmy HVD Vertrierss.

Stezenie wazopresyny oznaczono metoda radioimmunologiczng ze znakowanym '**J AVP
(zestaw Vasopressin AVP [Arg8] firmy Phoenix Pharmaceuticals Inc. USA). Krzywa
standardowa miescita si¢ w zakresie 101280 pg'ml™”. Catkowity radioaktywno$¢ mierzono
licznikiem promieniowania gamma (Wizard 5) firmy HVD Vertrierss.

Stezenie aldosteronu oznaczono, uzywajac zestawu Aldosterone ELISA, firmy Labor
Diagnostika Nord, Niemcy. Krzywa standardowa miescita si¢ w zakresie 0-1000 pg-ml™.

Analizy stezen hormonéw wykonano w laboratorium Katedry Fizjologii i Endokrynologii
Zwierzat Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie.

Oznaczanie biochemiczne osocza krwi

Pierwiastki w osoczu krwi oznaczano metoda spektrometrii emisyjnej, ze wzbudzeniem
w indukcyjnie sprz¢zonej plazmie argonowej (ICP-OES), za pomocg aparatu Optima
2000 DV (Perkin Elmer). Ze wzglgdu na mozliwos¢ uzyskania niejednorodnosci probek mocz
mineralizowano w systemie mikrofalowym Microwave (Anton Paar). Probki o objetosci 1 ml
przenoszono do cisnieniowych naczyn kwarcowych, do ktérych nastgpnie dodawano 2,0 ml
65-procentowego HNO; i 0,25 ml 30-procentowego H,O,. Po zamknigciu uszczelnieniami
teflonowymi naczynia umieszczano w piecu mikrofalowym, wyposazonym w uklad stalej
kontroli temperatury i ci$nienia w kazdym z naczyn kwarcowych. Mineralizacj¢ prowadzono
wedtug integralnéj procedury proponowanej przez producenta sprzgtu: 0-5 min — gradient
mocy od 100 do 600 W, 6-10 min — 600 W (izoenergetycznie), 11-20 min — 1000 W lub
mniej w przypadku osiagnigcia wartosci granicznych bezpiecznej pracy aparatu (75 MPa
lub 300°C), 21-35 min — schtadzanie.

Schtodzony mineralizat rozcienczano do objgtosci koncowej wynoszacej 10 ml. W tak
przygotowanych roztworach oznaczano: sod, potas, fosfor, wapi, magnez, cynk, miedZ oraz
zelazo. Wzorzec macierzysty stanowil certyfikowany standard wielopierwiastkowy ICP
Multielement Standard IV (Merck). Roztwory wzorcéw roboczych uzupeiano, dodajac
kwas azotowy, ktory byl wykorzystywany do mineralizacji, w takiej ilosci, jaka pozostawata
w prébkach po mineralizacji. Dazac do zminimalizowania mozliwych interferencji typu
fizycznego w plazmie argonowej, analizy wykonywano metoda wzorca wewnetrznego,
poprzez wprowadzanie itru (Y) do roztworéw probek oraz wzorcéw, do uzyskania st¢zenia
0,5 mgl"'. Wszystkie pomiary intensywnosci emitowanego promieniowania wykonywano,
wybierajac dhuzszg, aksjalng (osiows), droge optyczng w spektrometrze.

W osoczu krwi stgzenie chlorkéw oznaczono metoda potencjometryczng, przy uzyciu
Chlorimetru 50cl (Trident), oraz wielkos¢ cisnienia osmotycznego, metoda krioskopowa, przy
uzyciu osmometru firmy Knauer.
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Ponadto w probkach osocza krwi oznaczono stgzenia:

— kreatyniny — metodg kinetyczng bez odbiatczania, uzywajac zestawu odczynnikowego firmy
BioMaxima;

—mocznika — kinetyczng metodg enzymatyczng z ureazg i dehydrogenazg glutaminianows,
uzywajac zestawu odczynnikowego firmy BioMaxima;

— glukozy — metoda kinetyczng bez odbiatczania, uzywajac zestawu odczynnikowego firmy
BioMaxima;

—albuminy — metodg punktu koncowego z zielenia bromokrezolowsa, uzywajac zestawu
odczynnikowego firmy BioMaxima.

Oznaczono réwniez stgzenie biatka catkowitego zmodyfikowang metodg Bradforda, z wy-
korzystaniem zestawu odczynnikowego Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad),
uzywajac spektrometru mikroptytkowego Power Wave XS firmy Bio-Tek Instruments.

Na podstawie szczegotowych wynikéw wskaznikow biochemicznych obliczono wartosci
$rednie i odchylenia standardowe. Na potrzeby oceny istotnosci roznic przeprowadzono analize
wariancji z powtarzanymi pomiarami, z uzyciem testu Tukeya w programie Statistica 8.0™.
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5. WYNIKI

Podczas badaf wykonano rozdziat elektroforetyczny biatek osocza krwi cielat. Uzyskano
12 zeli 2-D odzwierciedlajacych profile biatkowe osocza krwi cielat przed podaniem pierw-
szej dawki laktozy i po 12 godzinach od dodania drugiej dawki laktozy do preparatu mleko-
zastgpczego.

Zarchiwizowane zele poddano analizom bioinformatycznym za pomocg programu
PDQuest 8.0 Advanced firmy BioRad. Lgcznie analizom jako$ciowym i ilosciowym podda-
no 600 spotow, wsrod ktorych 488 obecnych bylo na wszystkich analizowanych zelach
obrazujgcych profile biatkowe osocza krwi cielgt zardbwno przed podaniem preparatu
mlekozastepczego z dodatkiem laktozy, jak i po jego podaniu. Sposrod nich 15 wykazywato
statystycznie istotne réznice w ekspresji. Trzy spoty wykazywaty zwigkszong ekspresje,
natomiast pozostalych 12 — zmniejszong. Spoty, ktére wykazywaty réznice w ekspresji,
reprezentowaty 7 biatek.

Przykladowy zel, na ktorym przedstawiono spoty biatkowe réznigce si¢ ekspresja, zapre-
zentowano na ryc. 2. Na rycinie przedstawiono zakres pl (odpowiadajacy pH paska IPG 4-7),
a takze masg¢ molekularng mieszczaca si¢ w zakresie od 20 do 259 kDa. W tabeli 1 oraz na
ryc. 3 podano szczegotowe informacje, dotyczace spotow biatkowych roznigeych sig relatyw-
ng ekspresja (wzglgdnym poziomem ekspresji), po przeanalizowaniu ich za pomocg opro-
gramowania PDQuest.

Charakterystyke biatek osocza krwi (nazwa, punkt izoelektryczny — pl, masa czasteczko-
wa — MW, numer akcesyjny), na podstawie bazy danych SWISS-PROT oraz NCBI, zamiesz-
czono w tab. 2. Wyniki obejmujg rowniez wartos¢ punktowg odzwierciedlajacg wiarygodnos¢
identyfikacji (tzw. SCORE), procent pokryeia odnalezionych fragmentéw sekwencji amino-
kwasowych dla analizowanych biatek oraz liczb¢ fragmentéw dopasowanych do sekwencji
aminokwasowej biatka.

Podczas badan wykonano rozdzial elektroforetyczny biatek moczu cielat. Uzyskane zele
2-D odzwierciedlaty profile biatkowe moczu cielgt przed podaniem pierwszej dawki laktozy
i po 12 godzinach od dodania drugiej dawki laktozy do preparatu mlekozastgpczego.

Zarchiwizowane zele poddano analizom bioinformatycznym z wykorzystaniem programu
PDQuest 8.0 Advanced firmy BioRad. Lacznie analizom jakosciowym i iloSciowym poddano
420 spotéow, wsrod ktorych 127 obecnych bylo na wszystkich analizowanych zelach
obrazujacych profile biatkowe moczu cielat zaréwno przed dodaniem laktozy do preparatu
mlekozastgpczego, jak i po jej dodaniu. Sposréd nich 5 wykazywalo statystycznie istotnie
zwickszong ekspresj¢. Spoty te reprezentowaly 3 biatka.

Przyktadowy zel, na ktorym przedstawiono spoty biatkowe roznigce si¢ ekspresjg zamiesz-
czono na ryc. 4. Na rycinie przedstawiono zakres pl (odpowiadajacy pH paska IPG 4-7), a takze
mas¢ molekularng mieszczacg si¢ w zakresie od 20 do 259 kDa. W tabeli 3 oraz na ryc. 5
przedstawiono szczegdtowe informacje, dotyczace spotow biatkowych réznigeych sig relatywng
(wzgledng) ekspresja, po przeanalizowaniu ich za pomocg oprogramowania PDQuest.

Charakterystyk¢ bialek moczu (nazwa, punkt izoelektryczny — pl, masa czgsteczkowa —
MW, numer akcesyjny), na podstawie bazy danych SWISS-PROT oraz NCBI, zamieszczono
w tab. 4.
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Ryc.2. Mapa biatkowa osocza krwi cielat z zaznaczonymi biatkami wykazujacymi statystycznie istotne réznice w ekspresji. Prezentowany zel 2-D

wybarwiono bigkitem Commassie, na paski (o diu,
dokonano na 12-procentowym zelu SDS-PADE. N

gosci 24 cm) IPG o nieliniowym gradiencie pH 4-7 nalozono 650 ug biatka, rozdzial w drugim wymiarze
umery spotéw na zelu 2-D odpowiadaja numerom spotéw podanym w tab. 1 i 2 oraz naryc. 3



Tabela 1. Lista bialek osocza krwi cielat wykazujacych statystyczne réznice w ekspresji

Oszacowana | Srednia relatywna Srednia relatywna et b
I\iuzltzr Nazwa biatka A Nl};ne;i 3 wartos¢ MW ekspresja przed SD ekspresja po podaniu SD Kmetl;(s)s;:ezs:?lan Isrtgglgsc
P syjny [kDa] podaniem laktozy laktozy ey
1 Prekursor glikoproteiny a-2-HS NP_776409 74,8 33924 2859,5 9337,9 2971,8 275 p<0,05
2 |Prekursor glikoproteiny a-1-B | NP_001039708 82,0 1771,9 678,3 6814 236,3 2,60 p <005
Izoforma X2 subkomponentu r
3 | cymaika 1 ktadu dopotniaces | XP_005207186 98,4 12022 316,5 759,5 1484 -1,58 p<0,01
4 I;‘;ffrma X1 faficucha o fibryno- | v 095517404 | 08,6 9799 197,6 4999 70,9 -1,96 p<0,01
§ " [ENPOB X 1 cayoiin NP 001161366 | 89,6 10453 206,8 637,9 89,7 1,64 p<005
krzepnigcia =
Izoforma X1 tancucha XIII B
6 e XP_005217396 88,6 162259 8318.8 6954,7 21332 B 75 p<0,05
7 |SSP 5308* i 39,5 887,9 619,7 25253 9853 2,84 p<0,05
8 |SSP8328* £ 453 4823 1006 2133 157,5 2,26 p<0,05
9 |SSP 4216+ 2 348 90,4 20,4 11182 4213 12,37 p<0,05
10 Ig‘::f”ma X1 taheucha a fibryno-| vp 005217404 | 302 1545,1 4954 891,8 2752 i p <001
11 |Adiponektyna Q3Y5Z3 29,8 3077,7 15343 1187.8 7372 2,59 p<0,05
12 |Adiponektyna Q3Y5Z3 29,2 51353 805,4 84216 21222 1,64 p<0,05
13 |SSP 3220% L 252 600,3 2143 2384 229,6 2,52 p<0,01
14 |SSP6122% £ 2.8 87.9 412 16,9 12,1 5,20 p<0,05
15 |SSP6121* o 20,5 46,7 37,9 12,2 6,0 -3,83 p<0,01

* Numerami SSP (ang. spot specific pattern), nadanymi automatycznie przez program PDQuest 8.0.1, zostaly oznaczone spoty biatkowe, ktére nie zostaly zidentyfikowane,
a ktérych ekspresja ulegata statystycznie istotnym zmianom po dodaniu laktozy do preparatu mlekozastepczego
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Ryc. 3. Srednia relatywna ekspresja poszczegolnych spotéw biatkowych osocza krwi cielat przed dodaniem laktozy do preparatu mlekozastepczego i po jej
dodaniu, z zaznaczonymi odchyleniami standardowymi i istotnosciami réznic. Numery od 1 do 15 odpowiadaja numerom spotéw zaznaczonych na mapie
biatkowej osocza krwi (ryc. 2) oraz opisanych w tab. 1. Ciemnoszare stupki przedstawiaja ekspresj¢ biatek przed podaniem pierwszej dawki laktozy,
a jasnoszare shupki — ekspresje biatek po 12 godzinach od dodania drugiej dawki laktozy do preparatu mlekozastepczego. Duza literg A zaznaczono istotnos¢

roznic na poziomie p < 0,01, mala literg a — istotnos¢ réznic na poziomie p < 0,05 dla danego spotu biatkowego



Tabela 2. Charakterystyka parametréw identyfikacji spotéw biatkowych osocza krwi cielat za pomoca spektrometru mas typu MALDI-TOF

MALDI-TOF MS
: stopien pokrycia )
Nazwa biatka bSIu:)ntzr k Mascot | sekwencji amino- liczba
L numer akcesyjny S kwasowej dopasowanych pl MW [kDa]
fragmentow

[%]
Adiponektyna 11 Q3Y5Z3 65 25 5 5,46 26,23
Adiponektyna 12 Q3Y5Z3 67 34 : 6 5,46 26,23
Izoforma X1 taficucha a fibrynogenu 4 XP_005217494 120 27 17 5,69 95,42
Izoforma X1 tancucha o fibrynogenu 10 XP 005217494 153 28 21 5,69 95,42
R T L s 3 XP_ 005207186 106 31 17 5,87 81,64
1 uktadu dopetniacza
g"f"m?a S Inteuci N 5 Grysuikn 6 XP_005217396 145 38 17 6.41 71,80

zepnigcia

Lancuch XIII A czynnika krzepniecia 5 NP_001161366 119 28 16 %75 83,19
Prekursor glikoproteiny a-1B 2 NP_001039708 134 34 12 5,29 54,09
Prekursor glikoproteiny a-2-HS 3 NP_776409 El2 31 8 5,26 39,19

Prezentowane biatka wykazywaly statystyczne réznice w ekspresji po dodaniu laktozy do preparatu mlekozastepczego. Numery spotow zidentyfikowanych biatek
odpowiadaja numerom spotéw podanym na mapie biatkowej osocza krwi cielat (ryc. 2).
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Tabela 3. Biatka moczu cielat wykazujacych statystyczne roznice w ekspresji

Srednia Srednia
ol relatywna relatywna Krot-
Numer D Wiy ekspresja ekspresja nosc¢ Jobo
Nazwa biatka akcesyjny warto$¢ g SD SD : nosé
e biafka mw | Preed i) Fman | nic
[kDa] podaniem podaniu ekspresji
laktozy laktozy
1 Preproklusteryna | NP 776327 39,0 21,3 18,7 o713 2291 2,69 |p<0,05
Pecherzykowe
2 |integralne biatko | XP_003280552 38,8 10,6 T S0 148 | 3,08 |p<0,05
blonowe VIP36
3 |Preproklusteryna | NP 776409 38,0 9,6 5,8 26,5 ol 2,76 | p<0,01
4. R P02769 36,2 00 | 18| 138 |43 | 1,5 |p<ooi
surowicza
5 |SSP 0201 * - 31,9 8,3 5,4 20,5 4,8 2,47 |p<0,05

* Numerami SSP (ang. spot specific pattern), nadanymi automatycznie przez program PDQuest 8.0.1, zostaty
oznaczone spoty biatkowe, ktore nie zostaty zidentyfikowane, a ktorych ekspresja ulegala statystycznie istotnym
zmianom w wyniku dodania laktozy do preparatu mlekozastgpczego.

Wyniki obejmujg rowniez warto$¢ punktows odzwierciedlajgcg wiarygodnos¢ identyfikacii
(tzw. SCORE), procent pokrycia odnalezionych fragmentow sekwencji aminokwasowych dla
analizowanych biatek oraz liczbe fragmentow dopasowanych do sekwencji aminokwasowej
biatka.
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Ryc. 5. Srednia relatywna ekspresja poszczeg6lnych spotéw biatkowych moczu cielat przed dodaniem
laktozy do preparatu mlekozastgpczego i po jego dodaniu, z zaznaczonymi odchyleniami standardo-
wymi i istotno$ciami réznic. Numery od 1 do 5 odpowiadaja numerom spotéw podanym na mapie
biatkowej moczu (ryc. 4) oraz w tab. 3. Duza literg A zaznaczono istotne roznice na poziomie
p < 0,01, matg literg a — istotne réznice na poziomie p < 0,05 dla danego spotu biatkowego. Pozostate
objasnienia zob. ryc. 3.
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Tabela 4. Charakterystyka parametrow identyfikacji spotow biatkowych moczu cielat przy uzyciu
spektrometru mas typu MALDI-TOF

MALDI-TOF MS
stopien pokrycia |,. L
Nazwa biatka D numer Mascot sekwencji Hoebe:dupese pl i
spotu : § 4 wanych [kDa]
akcesyjny Score | aminokwasowej
%] fragmentéw

Albumina surowicza 4 P02769 71 22 11 5,82 [ 71,24
Pgcherzykowe integralne

biatko blonowe VIP36 2 XP_003280552 | 107 47 12 6,06 32,84

Preproklusteryna 1 NP _776409 97 30 11 8,73 | 51,65

Preproklusteryna 3 NP_776409 120 33 14 5,73 | 51,65

Prezentowane biatka wykazywaly statystyczne réznice w ekspresji w wyniku dodania laktozy do preparatu
mlekozastepczego. Numery spotéw zidentyfikowanych biatek odpowiadaja numerom spotéw podanych na
mapie biatkowej moczu cielgt (ryc. 4).

Uzyskane wyniki analiz badanych parametréw osocza krwi przedstawiono na ryc. 6-9;
podano $rednie warto$ci badanych parametréw z zaznaczeniem odchylen standardowych oraz
istotnosci roznic pomigdzy wartosciami przed podaniem pierwszej dawki laktozy i w 12., 36.
i 60. godzinie po podaniu drugiej dawki laktozy.

Najmniejsze stezenie przedsionkowego peptydu natriuretycznego w osoczu krwi cielgt
zaobserwowano przed podaniem preparatu mlekozastgpczego z dodatkiem laktozy w ilodci
16712 pg-ml'l (ryc. 6).

120,00 6,00
100,00 5,00
— 80,00 . 400 a .
€ €
& 6000 8. 3,00
a ™ a
2 4000 2 200
20,00 1,00
0,00 =
R przed | 12hpo 36 h po 60 h po przed 12 h po 36 hpo 60 h po
podaniem podaniu podaniu podaniu podaniem podaniu podaniu podaniu
laktozy laktozy I Iakl__az_y = llaktmv laktozy laktozy laktozy laktozy
ANP [pgml™] 7612 | 8540 .| 7981 | 8036 [AVP [pg-mi™) 3,71 ' 202 264 2,65
0 | 2000 21,49 1005 2029 D 1,21 1,26 2,15 1,08
90,00
75,00
ab
C
— 60,00
i a,c b
5
6o 45,00
-
Q
g 3000
<
15,00
0,00 _— s —
przed 12 h po 36 h po 60 h po
podaniem podaniu podaniu podaniu
y laktozy laktozy laktozy laktozy
‘ALDO [pg:ml™] 65,69 62,52 52,72 54,44
SP 18,98 19,61 12,37 14,88

Ryc. 6. Srednie stgzenie przedsionkowego peptydu natriuretycznego (ANP), wazopresyny (AVP) oraz
aldosteronu (ALDO) w osoczu krwi cielgt przed podaniem pierwszej dawki laktozy i w 12., 36.
i 60. godzinie po podaniu drugiej dawki laktozy. Istotnos¢ réznic na poziomie p < 0,05 pomiedzy
poszczegblnymi probami zaznaczono tymi samymi matymi literami (a, b, c)
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Stgzenie tego hormonu wzrosto po 12 godzinach od podania laktozy do wartosci
85,40 pg'ml”' (zmiana nie byla istotna statystycznie). Nast¢pnie obnizyto si¢ i w 3. oraz 4. dniu
doswiadczenia; wynosito odpowiednio 79,81 pg'ml™ oraz 80,36 pg'ml”. Zaobserwowano duze
roznice osobnicze w stgzeniu tego hormonu w osoczu krwi badanych zwierzat.

Najwigksze stezenie wazopresyny w osoczu krwi cielat (3,71 pgrml™) wykazano w pierw-
szym dniu doswiadczenia (ryc. 6). Po 12 godzinach od podania preparatu mlokozastgpczego
z dodatkiem laktozy stwierdzono statystycznie istotne (p <0,05) zmniejszenie stezenia tego
hormonu do wartosci 2,02 pg'ml”', a nastepnie jego nieznaczny wzrost do wartosci 2,64 pgml”,
obserwowanej w 3. dniu doswiadczenia oraz do 2,65 pg'ml™” w ostatnim dniu do§wiadczenia.
Zaobserwowano duze réznice osobnicze stgzenia wazopresyny w osoczu krwi zwierzat.

Przed dodaniem laktozy do preparatu mlekozastgpczego stezenie aldosteronu (ALDO)
w osoczu krwi badanych cielat byto najwyzsze — wynosito 65,69 pg'ml™ (ryc. 6). Po podaniu
laktozy stezenie ALDO zmniejszyto si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05), osiggajac w 3. dniu
do$wiadczenia najmniejszg wartos¢ (52,72 pg'ml™"). Zaobserwowano duze réznice osobnicze
stgzenia tego hormonu w osoczu krwi zwierzat.

Srednie stgzenie sodu w osoczu krwi cielat przed dodaniem laktozy do preparatu mlekoza-
stgpczego wynosito 129 mmol:I"! (ryc. 7).

150 5,00
a Aab b &
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przed 12 h po 36 h po 60 h po przed 12 h po 36 h po ’— 60 h po
laktozy laktozy laktozy laktozy v laktozy laktozy laktozy laktozy
Na+ [mmol™"] 129 125 129 131 ,K+ [mmol-I"] 4,16 4,06 4,17 4,14
SD 2,30 3,98 3,07 4,60 SD 0,31 0,24 0,09 0,29
125,00 300
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<] Do
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przed 12 h po 36 h po 60 h po przed 12 h po 36 h po 60 h po
podaniem podani podani dani podaniem podaniu podaniu podaniu
laktozy laktozy laktozy laktozy laktozy laktozy laktozy laktozy
[cr- (mmol | 92,86 93,64 94,22 94,17 [mOsmkg™" H20 277 277 277 279
[sp 1,3 1,15 1,70 175 [s0 gl ’ 8

Ryc. 7. Srednie stezenie jonéw sodu, potasu, chlorkéw w osoczu krwi oraz wartos$é cisnienia osmo-
tycznego osocza krwi cielat przed podaniem pierwszej dawki laktozy i w 12., 36. i 60. godzinie
po podaniu drugiej dawki laktozy. Istotno$¢ réznic na poziomie p < 0,01 pomigdzy poszczegdlnymi
probami zaznaczono tymi samymi duzymi literami (A, B, C). Istotno$¢ réznic na poziomie p < 0,05
pomigdzy poszczegdlnymi probami zaznaczono tymi samymi matymi literami (a, b, c)



42 5. Wyniki

Po 12 godzinach od podania drugiej dawki laktozy zaobserwowano statystycznie istotne
(p<0,05) zmniejszenie si¢ stezenia tego elektrolitu w osoczu krwi badanych cielat
(125 mmol-I"). W kolejnych dniach badan st¢zenie sodu w osoczu krwi zwigkszato sig, osig-
gajgc odpowiednio 129 mmol-I" i 131 mmol-I”.

W prezentowanych badaniach nie obserwowano statystycznie istotnych zmian st¢zenia
potasu w osoczu krwi (ryc. 7). Srednie stgzenie tego elektrolitu przed dodaniem laktozy
wynosito 4,16 mmol-1”", a w 12., 36. oraz 60. godzinie po dodaniu laktozy wynosito odpo-
wiednio 4,06, 4,17 oraz 4,14 mmol-I™".

Dodatek laktozy nie spowodowat rowniez zmian w stezeniu chlorkow w osoczu krwi
badanych cielat. Stgzenie tego elektrolitu w kolejnych 4 dniach doswiadczenia wynosito:
92,86, 93,64, 94,22 i 94,17 mmol-I"* (ryc. 7).

Nie zaobserwowano statystycznie istotnych zmian w wartosci ci$nienia osmotycznego
osocza krwi u badanych cielat zarowno przed dodaniem laktozy do preparatu mlekozastep-
czego, jak i po jej dodaniu (ryc. 7). Srednia wartos¢é cignienia osmotycznego osocza krwi tych
zwierzat przed podaniem laktozy oraz w 12., 36. i 60. godzinie po dodaniu laktozy wynosita
odpowiednio: 277 oraz 277, 277 i 279 mOsm-kg™' H,0.

Najwigksze stgzenie wapnia w osoczu krwi cielat (2,88 mmol‘I"") odnotowano przed poda-
niem laktozy; byta to wartos¢ istotnie statystycznie wigksza (p < 0,01) od wartosci odnoto-
wanych w 12., 36. i 60. godzinie po dodaniu laktozy do preparatu mlekozastgpczego — odpo-
wiednio 2,69, 2,68 i 2,74 mmol-l"' (ryc. 8).

Stezenie fosforu nieorganicznego w osoczu krwi badanych cielat zaréwno przed podaniem
laktozy, jakipo 12 godz. od jej dodania bylo bardzo zblizone i wynosito odpowiednio
3,53 oraz 3,51 mmol I (ryc. 8). W 36. i 60. godzinie po dodaniu laktozy wartosci tego
makroelementu byly istotnie statystycznie wigksze (p < 0,05) i w obu przypadkach wynosity
3,70 mmol-I".

Wyjsciowe st¢zenie magnezu w osoczu krwi cielagt wynosito 0,94 mmoll”, nastgpnie wzro-
sto istotnie statystycznie w 36. godzinie po dodaniu laktozy do wartosci 1,02 mmol-l” (ryc. 8).
W ostatnim dniu do$wiadczenia st¢zenie magnezu w osoczu krwi wynosito 0,99 mmol-1",

Podczas badan zaobserwowano istotne statystycznie zmniejszenie (p < 0,05) stgzenia cyn-
ku (17,56 pmol~1") w osoczu krwi w 12. godzinie po dodaniu laktozy do preparatu mlekoza-
stepczego (ryc. 8). Zaréwno przed podaniem laktozy, jak i w 36. oraz 60. godzinie po jej
podaniu wartodci stgzenia tego mikroelementu byly bardzo zblizone i wynosity odpowiednio:
21,07 oraz 21,15 i 21,35 pmol-I".

Srednie ste;zénie miedzi w osoczu krwi badanych cielgt przed dodaniem laktozy wynosito
13,89 umol-l‘l, a w 12. godzinie po jej dodaniu — 14,12 umoH" (ryc. 8). Istotnie statystycznie
(p <0,05) wigksze stezenie tego mikroelementu odnotowano w 36. godzinie po dodaniu
laktozy (15,25 pmol-I"") i 60. godzinie (15,46 pmol-1™).

U badanych cielat st¢zenie zelaza w osoczu krwi przed dodaniem laktozy do preparatu
mlekozastepczego wynosito 27,00 umoH", a po jej dodaniu w 2., 3. i 4. dniu do$wiadczenia
stopniowo zmniejszato sig, ale na poziomie nieistotnym statystycznie i wynosito odpowied-
nio: 28,20, 26,32 i 24,25 umol1" (ryc. 8).
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Ryc. 8. Srednie stezenie jonéw wapnia, fosforu, magnezu, cynku , miedzi oraz zelaza w osoczu krwi
cielgt przed podaniem pierwszej dawki laktozy i w 12., 36. i 60. godzinie po podaniu drugiej dawki
laktozy. Istotno$é réznic na poziomie p < 0,01 pomigdzy poszczeg6lnymi probami zaznaczono tymi
samymi duzymi literami (A, B, C). Istotno$¢ réznic na poziomie p < 0,05 pomigdzy poszczeg6lnymi
prébami zaznaczono tymi samymi matymi literami (a, b, ¢)

U badanych cielat najwyzsze rednie stgzenie biatka catkowitego w osoczu krwi (4,87 g-dI™)
odnotowano przed podaniem laktozy (ryc. 9). Po dodaniu laktozy do preparatu mlekozastep-
czego obserwowano istotne statystycznie (p <0,01) zmniejszenie st¢zenia tego parametru do
wartosci 4,55 g-dI”! odnotowanej w ostatnim dniu do§wiadczenia.

Srednie wyjsciowe stezenie albuminy w osoczu krwi cielat wynosito 3,16 gdl” (rye. 9).
W 12. godzinie po podaniu laktozy zaobserwowano istotne statystycznie (p < 0,01) zmniej-
szenie stgZenia tego parametru do wartosci 3,03 g-dl”. Do korica doswiadczenia obserwowano
statystycznie istotny wzrost stezenia albuminy, ktéra w ostatnim dniu osiggnela wartosé
zblizong do odnotowanej przed dodaniem laktozy do preparatu mlekozastepczego.
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Ryc. 9. Srednie stezenie biatka catkowitego, albuminy, glukozy, mocznika oraz kreatyniny w osoczu
krwi cielgt przed-podaniem pierwszej dawki laktozy i w 12., 36. i 60. godzinie po podaniu drugiej
dawki laktozy. Istotnos¢ réznic na poziomie p < 0,01 pomiedzy poszczeg6lnymi probami zaznaczono
tymi*samymi duzymi literami (A, B, C). Istotnos¢ réznic na poziomie p < 0,05 pomigdzy poszcze-
g6lnymi probami zaznaczono tymi samymi matymi literami (a, b, ¢)

Najwicksze stgzenie glukozy w osoczu krwi badanych cielgt (4,76 mmol-I"") odnotowano
przed dodaniem laktozy do preparatu mlekozastgpczego (ryc.9). Stezenie tego parametru
istotnie statystycznie (p < 0,01) zmnigjszyto si¢ w 36. i 60. godzinie po dodaniu laktozy — odpo-
wiednio 4,55 oraz 4,56 mmoll".
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Nie zaobserwowano statystycznie istotnych zmian st¢zenia mocznika w osoczu krwi cielgt
po podaniu laktozy (ryc. 9). Srednie st¢zenie tego parametru w osoczu krwi cielgt w kolej-
nych dniach dogwiadczenia wynosito: 2,42, 2,50, 2,56 i 2,52 mmol-I™".

Wyniki badan nie wykazaty réwniez zmian st¢zenia kreatyniny w osoczu krwi cielat
podczas doswiadczenia (ryc.9). Przed dodaniem laktozy do preparatu mlekozastgpczego
stezenie kreatyniny w osoczu krwi wynosito 110,94 pmol-l”, a po dodaniu laktozy w kolej-
nych dniach — odpowiednio 108,11, 109,10 oraz 110,70 pmol-l".






6. DYSKUSJA

W okresie pourodzeniowym szybka adaptacja organizmu jest warunkiem przezycia
i prawidtowego rozwoju. Adaptacja dotyczy wszystkich narzadow i uktadéw, zwtlaszcza tych,
ktorych czynnosci byly odmienne lub ograniczone w okresie zycia ptodowego. Bezposrednio
po urodzeniu nastgpuje bardzo szybkie przystosowanie uktadow oddechowego i sercowo-
naczyniowego do podjgcia czynnosci oraz stopniowy rozwoj uktadéw pokarmowego, neuro-
hormonalnego, wydalniczego, immunologicznego oraz termoregulacyjnego.

Rozw6j organizmu cielgt w pierwszym tygodniu Zycia postnatalnego pocigga za sobg
istotne zmiany w profilu biatkowym osocza krwi (Herosimezyk i in. 2013). Do biatek, ktore
wykazujg dynamiczne zmiany w okresie noworodkowym cielat, nalezg biatka zaangazowane
w metabolizm ttuszczy (apolipoproteina. A-I, A-IV), transport metabolitow i w utrzymanie
ci$nienia onkotycznego (albumina osoczowa), transport zelaza (transferyna, ferrytryna),
w odpowiedz immunologicztig (immunoglobuliny, biatka ostrej fazy), a takze w proces
krzepnigcia krwi (Knowles i in. 2000; Nussbaum i in. 2002; Suh i in. 2003; Atyabi i in. 2006;
Orro i in. 2008; Herosimczyk i in. 2013).

W prezentowanych badaniach, wykorzystujac elektroforez¢ 2D sprz¢zong ze spektro-
metrig masowg typu MALDI-TOF, zidentyfikowano w organizmie cielat 7 biatek osocza krwi
oraz 3 biatka moczu, ktérych ekspresja zmienita si¢ pod wptywem laktozy dodanej do diety.

Obserwowano, ze teoretyczna masa czasteczkowa zidentyfikowanych biatek osocza krwi
i moczu, obecnych na zelach 2D, r6zni si¢ od oszacowanej na podstawie markera masy
czasteczkowej. Bouley i in. (2004) sugeruja, ze réznice te wynikaja z modyfikacji potrans-
lacyjnych, takich jak: fosforylacja, glikozylacja oraz proteolityczny rozpad biatek. Biatka
o wigkszej oszacowanej masie czasteczkowej od masy teoretycznej (np. glikoproteina a-1B,
subkomponent Clr, biatko VIP36) sa najprawdopodobniej wynikiem procesu glikozylacji,
a te 0 mniejszej masie (klusteryna) powstaty na skutek obrobki proteolityczne;.

Do zidentyfikowanych biatek osocza krwi, wykazujgcych zmiany ekspresji po podaniu
laktozy, nalezy adiponektyna. Adiponektyna jest hormonem syntetyzowanym glownie przez
adipocyty. Jest ona takze uwalniana w niewielkich ilosciach.z komoérek migsni szkieletowych,
kardiomiocytow i osteoblastow (Pineiro i in. 2005; Shinoda i in. 2006; Krause i in. 2008).

Wykazano, ze stezenie adiponektyny w osoczu krwi jest odwrotnie proporcjonalne do
wskaznika masy ciata, st¢zenia insuliny i triglicerydéw, a wprost proporcjonalne do st¢zenia
lipoprotein o wysokiej gestosci (Chan i in. 2004). Adiponektyna oddziatuje na komérki docelo-
we za posrednictwem swoistych receptorow btonowych Adipo-R1 lub Adipon-R2 (Yamauchi
i in. 2003). Receptor Adipo-R1 jest zlokalizowany gtéwnie w komorkach migsni szkieletowych,
natomiast Adipo-R2 — gltéwnie w hepatocytach. Ponadto mRNA dla obu receptorow wykryto
w komérkach f wysp Langerhansa (Kharroubi i in. 2003; Chen i in. 2013). Zwigzane adipo-
nektyny z receptorem Adipo-R1 lub Adipo-R2 uruchamia wewnatrzkomorkowy szlak sygna-
lizacyjny, wyzwalajacy syntezg enzyméw zwigkszajacych oksydacje kwasow thuszczowych
(w mig$niach i watrobie), zwigkszajacych pobieranie i utlenianie glukozy w migsniach szkiele-
towych, spowalniajagcych glukoneogenez¢ w watrobie, co ostatecznie prowadzi do zwigkszenia
wrazliwosci tkanek na insuling (Karbowska i Kochan 2006).
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Nalezy dodac, ze adiponektyna w chorobach metabolicznych (cukrzycy, otytosci, zespole
metabolicznym, miazdzycy) wykazuje dzialanie przeciwzapalne, natomiast w chorobach
zwigzanych z przewlektym zapaleniem autoimmunologicznym ma wiasciwoscei prozapalne
(Ouchi i Walsh 2008).

Adiponektyna wystepuje w osoczu krwi w réznych wariantach molekularnych: o matej
masie czgsteczkowej (LMW), o sredniej masie czasteczkowej (MMW), o duzej masie czgste-
czkowej (HMW) oraz globularnej C-koncowej domeny (Kadowaki i Yamauchi 2005). Efekt
biologiczny adiponektyny zalezy od jej formy czasteczkowej, ktora wigze si¢ ze swoistym
receptorem komoérkowym (Karbowska i Kochan 2006). Tlumaczy to, dlaczego w prezento-
wanym doswiadczeniu w przypadku roéznych spotéw tego samego biatka (adiponektyny)
obserwowano ich odmienna ekspresj¢. Przypuszczalnie kazdy ze spotéw stanowi inng
izoformg adiponektyny, ktéra ulegta zréznicowanej ekspresji, aby izoformy adiponektyny nie
znosity wzajemnie swojego dzialania.

Stezenie adiponektyny we krwi noworodkow ludzkich jest wysokie i duzo wyzsze niz
obserwowane u dzieci lub dorostych i ulega szybkiemu obnizeniu w pierwszym roku zycia
(Kamoda i in. 2004; Mantzoros i in. 2004; Hytinantti i in. 2008; Bozzola i in. 2010). Badania
przeprowadzone na szczuptych osobach wykazaty, ze pobieranie glukozy zmniejsza st¢zenie
leptyny w osoczu ich krwi, nie wplywa natomiast na zmiany stezenia adiponektyny oraz
rezystyny (Wurm i in. 2007). Mozna wnioskowac¢, ze obserwowane zmiany ekspresji adipo-
nektyny w osoczu krwi badanych cielat wynikajg z posredniego wptywu dodatku laktozy
do preparatu mlekozastgpczego. Wykazano, ze u oséb z przewlekly niewydolno$cig serca
przedsionkowy peptyd natriuretyczny zwigksza produkcje adiponektyny w adipocytach
(Tsukamoto i in. 2009). Z badan na cielgtach w pierwszym tygodniu ich zycia wynika,
ze stezenie ANP w osoczu ich krwi jest wysokie (Dratwa 2006; Ozgo 2009). W prezentowa-
nych badaniach po dodaniu laktozy do preparatu mlekozastepczego obserwowano wzrost
stezenia tego hormonu w osoczu krwi cielat. Wydaje si¢, ze zmiany ekspresji adiponektyny
moga mie¢ zwigzek ze zmianami stgzenia ANP w osoczu krwi. Adiponektyna odgrywa
réwniez istotng rolg w regulacji metabolizmu glukozy. Biatko to zwigksza pobieranie glukozy
przez mig$nie poprzecznie prazkowane oraz hamuje syntezg glukozy w watrobie, przyczynia-
jac si¢ do zmniejszenia stezenia tego weglowodanu we krwi (Karbowska i Kochan 2006).
W prezentowanych badaniach obserwowano stopniowe zmniejszanie si¢ stezenia glukozy
w osoczu krwi cielat w kolejnych dniach do$wiadczenia, jednak wykazane zmiany nie sg
wynikiem wptywu adiponektyny, a raczej dojrzewania organizmu noworodka.

W prezentowanych badaniach wykazano réwniez zmiang ekspresji w osoczu krwi cielat
prekursora glikoproteiny a-2-HS. Glikoproteina a-2-HS (AHSG), znana réwniez jako fetuina
A, jest syntetyzowana przez hepatocyty i uwalniana do krwi. Bialko to charakteryzuje si¢
szerokim spektrum aktywnosci biologicznej. Zaangazowane jest m.in. w transport lipidow,
formowanie tkanki kostnej, ponadto hamuje aktywnos¢ trypsyny i proteaz cysteinowych oraz
wykazuje dziatania ochronne i przeciwzapalne (Jahnen-Dechent i in. 2011). Poza oddzialywa-
niem na gospodarke wapniowo-fosforanowg glikoproteina -2-HS zmniejsza fosforylacje
receptora insuliny, co prowadzi do wzrostu insulinooporno$ci (Mathews i in. 2000; Heiss i in.
2008). Wykazano rowniez zalezno$¢ pomigdzy stezeniem glikoproteiny o-2-HS we krwi
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a wystepowaniem zespotu metabolicznego (Ix i in. 2006). Biatko to jest silnym inhibitorem
kalcyfikacji $cian naczyn krwiono$nych i innych zwapnien ekotopowych (Jahnen-Dechent
iin. 2011). Tworzy kompleksy z fosforanem wapnia i biatkiem Gla macierzy (MGP), przez
co zapobiega wytrgcaniu si¢ soli wapnia (Price 1 Lim 2003).

U cielat stezenie glikoproteiny a-2-HS zmniejsza si¢ do 14. dnia zycia. Zmiany te sg zwig-
zane z obserwowanym w tym czasie wzrostem st¢zenia albumin osoczowych. Zmniejszanie
stezenia tego biatka we krwi cielgt zwigzane jest ze zmiang metabolizmu i dojrzewaniem
watroby (Lai i in. 1981). W prezentowanych badaniach obserwowano wzrost ekspresji gliko-
proteiny a-2-HS po dodaniu laktozy do preparatu mlekozastepczego, ktéremu towarzyszyto
zmniejszenie stezenia osoczowej albuminy we krwi cielat. Nalezy zaznaczy¢, ze albumina
nalezy do bialek ostrej fazy, ktorej stezenie zmniejsza si¢ w odpowiedzi na bodziec zapalny
(Don i Kaysen 2004).

W prezentowanych badaniach, po dodaniu laktozy do preparatu mlekozast¢pczego,
zaobserwowano zmniejszenie ekspresji bialek zaangazowanych w utrzymanie hemostazy
organizmu: izoformy X1 tancucha a fibrynogenu, izoformy X1 tancucha XIII B czynnika
krzepnigcia, tancucha XIII A czynnika krzepnigcia.

Fibrynogen (Fb) jest glikoproteing produkowang przez parenchymalne komorki watroby
i uwalniang do krwiobiegu w postaci dimeru. Kazdy monomer fibryny zbudowany jest
z 3 tancuchow polipeptydowych: Ao, BB oraz y, potaczonych ze sobg wigzaniami dwusiarcz-
kowymi (Mosesson 2005). Fibrynogen pehi funkcje¢ hemostatyczna, poza tym zaliczany jest
do bialek ostrej fazy. Synteza watrobowa fibrynogenu i jego uwalnianie do krwiobiegu
zwigksza si¢ istotnie pod wptywem czynnikéw prozapalnych (Nazifi i in. 2009).

W konicowej fazie procesu krzepnigcia krwi fibrynogen ulega konwersji do fibryny.
Po czym nastepuje stabilizowanie si¢ polimeréw utworzonej z fibrynogenu fibryny poprzez
wstawianie wigzafn kowalencyjnych, co w konsekwencji prowadzi do wzmocnienia wiasci-
wosci mechanicznych skrzepu. W ten ostatni etap kaskady krzepnigcia krwi zaangazowany
jest czynnik XIII. Obecny w osoczu krwi czynnik XIII jest tetramerycznym biatkiem, sktada-
jacym si¢ z 2 katalitycznych podjednostek A oraz 2 podjednostek B peigcych funkcje
regulatorowe (Ariéns i in. 2002).

W dostgpnym pismiennictwie brakuje- danych na temat wptywu stosowania dodatku
laktozy w zywieniu zwierzat na zmiany st¢zenia fibrynogenu we krwi. St¢zenie tego biatka
w osoczu krwi cielgt zwigksza si¢ w pierwszych 9 dniach zycia (Knowles i in. 2000). Mozna
wige przypuszczaé, ze zmniejszenie si¢ ekspresji fibrynogenu oraz biatek, zaangazowanych
w stabilizacje skrzepu, bylo wynikiem dodatku laktozy do preparatu mlekozastgpczego
podawanego badanym cielgtom.

Analiza bioinformatyczna wykazala zmniejszenie ekspresji izoformy X2 subkomponentu r
czynnika 1 uktadu dopehiacza po spozyciu przez cielgta preparatu mlekozastepczego z dodat-
kiem laktozy. Subkomponent C1r wchodzi w sktad komponentu C1 sktadajacego si¢ z czaste-
czki C1q i zwigzanych z nig proteaz serynowych Clr i Cls. Jest to pierwszy skiadnik klasycz-
nej drogi aktywacji uktadu dopetniacza.

Uktad dopetniacza peini wazng funkcj¢ w nieswoistej i swoistej odpowiedzi immunologi-
cznej; jego dziatanie wyraza si¢ poprzez: bezposrednig liz¢ komorek bakteryjnych i wirusow,
chemotaksje komorek fagocytarnych, ulatwianie procesu fagocytozy (opsonizacj¢ drobno-
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ustrojow), eliminacj¢ zmodyfikowanych lub uszkodzonych komorek gospodarza, inicjacje
reakcji zapalnej, hamowanie precypitacji komplekséw immunologicznych antygen—przeciw-
ciato (Klaska i Nowak 2007).

Aktywacja uktadu dopetniacza moze nastgpowac 3 drogami: klasyczng, alternatywng
i lektynowa, w ktore zaangazowanych jest ponad 30 biatek osocza krwi. Aktywacja uktadu
dopetniacza zachodzi w sposob kaskadowy, co oznacza, ze kazdy kolejny sktadnik aktywuje
nastgpny. Klasyczna droga aktywacji uktadu dopetniacza rozpoczyna si¢ w chwili potgczenia
kompleksu antygen—przeciwciato z obecng w surowicy czasteczka Clq dopehiacza, co pro-
wadzi do aktywacji proteaz serynowych (Clr, Cls), ktére uruchamiajg kolejne sktadniki ukta-
du dopetniacza. Dochodzi do powstania kompleksu atakujgcego btone (MAC), co ostatecznie
prowadzi do lizy komorki (Klaska i Nowak 2007; Smykat-Jankowiak i Niemir 2009).

Kolejnym biatkiem osocza krwi, ktorego ekspresja zmniejsza sic w odpowiedzi na
dodanie laktozy do preparatu mlekozastgpczego, jest glikoproteina o-1-B (A1BG). Funkcja
tego biatka jest wcigz nieznana. Nalezy ono do rodziny immunoglobulin, jest biatkiem uwal-
nianym do osocza krwi (Ishioka i in. 1986). Wykazano, ze ekspresja tego biatka w osoczu
krwi jednodniowych noworodkéw ludzkich jest 3,7-krotnie wigksza niz u osobnikéw doro-
stych (Ignjatovic i in. 2011). Wzrost ekspresji glikoproteiny a-1-B w surowicy krwi obserwo-
wano u bydla i owiec podczas zapalenia drég oddechowych (Seth i in. 2009; Chiaradia i in.
2012). Poza krwia obecno$¢ tego biatka wykazano réwniez w moczu pacjentéw z dziecigcym
steroidoopornym zespotem nerczycowym (Piyaphanee i in. 2011). W niepublikowanych
badaniach wiasnych (Dratwa-Chatupnik i in. 2014) wykazano obecnos¢ tego biatka w moczu
sze$ciodniowych cielat.

Wydaje sig, ze zwigkszona ilos¢ laktozy w diecie obniza ekspresje biatek osocza krwi
uczestniczacych w procesach wrodzonej odpornosci immunologicznej (subkomponentu Clr)
oraz zaangazowanych w odpowiedz ostrej fazy (fibrynogenu), a takze wptywa na zmiang eks-
presji biatek dziatajacych ochronnie i przeciwzapalnie, powodujac wzrost ekspresji glikopro-
teiny a-2-HS i powodujgc wzrost oraz zmniejszenie ekspresji adiponektyny w zaleznosci
od izoformy tego biatka, ponadto zmniejsza ekspresj¢ glikoproteiny a-1-B — przypuszczalnie
biatka ostrej fazy. :

Do odpowiedzi ostrej fazy w organizmie dochodzi pod wptywem réznych bodzeéw, w tym
zaburzef metabolicznych wynikajacych z bledéw zywieniowych. Zmiany stezenia poszczegdl-
nych biatek ostrej fazy zaleza od bodzca, ktéry je wywotat (Horadagoda i in. 1999). W prezento-
wanym doswiadczeniu uruchomienie odpowiedzi ostrej fazy i biatek zaangazowanych w ten pro-
ces (fibrynogenu, glikoproteiny a-2-HS, glikoproteiny «-1-B i albuminy) bylo prawdopodobnie
reakcja na zwigkszong ilos¢ laktozy w preparacie mlekozastgpezym podawanym cielgtom.

Analizie bioinformatycznej poddano réwniez zele 2D obrazujace profil biatkowy moczu
cielat. Wykorzystanie spektrometru masowego typu MALDI-TOF pozwolito na zidentyfikowa-
nie 3 biatek, ktorych ekspresja zmienita si¢ pod wptywem zwigkszonej ilosci laktozy: albuminy
surowiczej, preproklusteryny oraz pecherzykowego integralnego biatka blonowego VIP36.

Obecnos¢ albuminy surowiczej w moczu potwierdzaja badania proteomiczne wykonane
na ludziach (Nagaraj i Mann 2011), szczurach w okresie postnatalnym (Lee i in. 2008),
wielbtadach (Alhaider i in. 2012) i bydle (Pyo i in. 2003).
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W prezentowanych badaniach dodatek laktozy do diety spowodowat wzrost ekspresji
albuminy surowiczej w moczu cielat. W nieopublikowanych badaniach Katedry Fizjologii
i Cytobiologii Akademii Rolniczej w Szczecinie (Boniecka 2005) wykazano, ze do 5. dnia
zycia istotnie zwigksza si¢ wydalanie tego biatka z moczem. W ostatnich dwoch dniach
pierwszego tygodnia zycia cielgt nie obserwowano zmian w ilosci albuminy wydalonej z mo-
czem. Mozna wigc wnioskowa¢, ze wykazany w 7. dniu zycia wzrost ekspresji tego biatka
w moczu badanych zwierzat byt wynikiem dodania laktozy do preparatu mlekozastgpczego.

Nalezy dodaé, ze u noworodkéw obserwuje si¢ zwigkszone wydalanie albuminy z mo-
czem, wynikajgce z niedojrzatosci kanalikow proksymalnych (Fell i in. 1997). U dzieci
w pierwszym miesigcu ich zycia obserwuje si¢ duze st¢zenie albuminy w moczu i stopniowe
jego zmniejszanie wraz z wiekiem (Hjorth i in. 2000).

Klusteryna, zwana réwniez apolipoproteing J, jest glikoproteing syntetyzowang przez
rozne tkanki i zaangazowang w wiele fizjologicznych i patologicznych proceséw. Wystepu-
je w dwoch formach — egzogennej (w ptynach ustrojowych) oraz endogennej (w cytoplazmie
i jadrze komérkowym). Wydzielana do ptynéw klusteryna powstaje z preklusteryny i ma
wlasciwosei antyapoptyczne i antyangiogeniczne. Natomiast forma endogenna jest silnym
stymulatorem apoptozy. Klusteryna zaangazowana jest w regulacj¢ procesow odpornos-
ciowych, transport lipidow, dojrzewanie plemnikéw, ochrong blony komoérkowej (Rosenberg
i Silkensen 1995).

Obecnosé tego biatka stwierdzono w moczu zdrowych ludzi (He i in. 2012). W patofizjo-
logii ilo$¢ usuwanej wraz z moczem klusteryny moze postuzy¢ do ustalenia stopnia uszkodze-
nia kanalikow nerkowych, ponadto biatko to wykorzystuje si¢ do okreslenia typu biatkomo-
czu (klgbuszkowego lub kanalikowego) — Hidaka i in. (2002). Badania wskazuja rowniez na
dodatnig korelacj¢ pomigdzy stezeniem klusteryny a iloscig biatka catkowitego w moczu
(Solichowa i in. 2007). Z nieopublikowanych badaf, przeprowadzonych w Katedrze Fizjo-
logii i Cytobiologii (Boniecka 2005), wynika, ze wydalanie biatka catkowitego z moczem
zmniejsza si¢ w ciaggu kolejnych 7 dni zycia cielat. Sugeruje to, ze stezenie klusteryny
wmoczu réwniez zmniejsza si¢ wraz z wiekiem zwierzat. Mozna wigc przypuszczac,
ze zaobserwowany wzrost ekspresji tego biatka w moczu zwierzat byt wynikiem dodatku
laktozy do preparatu mlekozast¢pczego.

Bialko blonowe VIP36 jest glikoproteina nalezacg do grupy lektyn, zaangazowang
w transport wewngtrzkomorkowy. Wykazano, ze wewnatrz komorki biatko to jest zloka-
lizowane w pecherzykach transportowych oraz sekrecyjnych (Shimada 2003a, b). Po zsynte-
tyzowaniu ulega ono glikozylacji w strukturach Golgiego (Fiillekrug i in. 1999); jest to biatko
transbtonowe. Jego obecno$¢ wykazano w wielu narzadach: watrobie, nerkach, $ledzionie,
jelicie, ptucach, sercu (Fiedler i Simons 1996).

Hara-Kuge i in. (2002) stwierdzili, ze biatko VIP36 moze by¢ odpowiedzialne za transport
wewngtrzkomorkowy i sekrecje klusteryny w nerkach psowatych. W prezentowanych bada-
niach obserwowano wzrost ekspresji biatka VIP36 oraz klusteryny w moczu cielat w odpo-
wiedzi na zwigkszona ilo$¢ laktozy w pokarmie, co potwierdza fakt, ze w sekrecj¢ klusteryny
zaangazowane jest pecherzykowe integralne biatko blonowe VIP36.

W moczu badanych cielat, w odpowiedzi na dodatek laktozy, wykazano wzrost ekspresji
biatek (albuminy surowiczej, klusteryny), ktore wykorzyftuje si¢ jako wskazniki okreslajace
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sprawnos¢ dziatania kanalikow nerkowych. W pierwszym tygodniu Zycia cielgt obserwuje si¢
wzrost sprawnosci resorpcyjnej i sekrecyjnej kanalikow nerkowych, a takze dynamiczne
zmiany aktywnos$ci humoralnych czynnikéw zaangazowanych w regulacje tych procesow
(Dratwa i in. 2004; Ozgo 2009; Dratwa-Chatupnik i in. 2011). Wydaje si¢, ze wykazane
zmiany ekspresji bialek moczu po podaniu laktozy potwierdzajg zmniejszong sprawnos$é
kanalikow nerkowych u nowo narodzonych cielat.

Podanie cielgtom laktozy, w dawce 1 g'kg' masy ciala, wraz z preparatem mlekozastgp-
czym nie wywotato biegunki, a jedynie u 4 cielat pojawit si¢ lekko kwasny zapach stolca.
W niepublikowanych badaniach wtasnych u dwu- oraz trzytygodniowych cielat dodanie do
preparatu mlekozastepczego lg laktozy na lkg masy ciata spowodowato lekkg biegunke.
Najprawdopodobniej duza aktywno$¢ laktazy w jelicie badanych cielat skutecznie zapobiegta
pojawieniu si¢ biegunki osmotycznej, wywotanej przez niestrawiong laktoze, jaka obserwo-
wano u starszych cielat. St. Jean i in. (1991) wykazali duzo wigkszg aktywnos¢ laktazy
w $luzéwee jelita czczego cielat w 1..tygodniu Zycia od obserwowanej w 2. czy 3. tygodniu.

Gltéwnym regulatorem gospodarki wodno-elektrolitowej jest nerka. Istotng rolg w regulacji
czynno$ci nerek cielat w 1. tygodniu zycia odgrywa przedsionkowy peptyd natriuretyczny,
uktad renina-angiotensyna—aldosteron oraz wazopresyna. Analiza zmian badanych parametréw
wskazuje na duza sprawnos¢ uktadéw regulujacych czynnoéci nerek cielat, co stwierdzono
réwniez w badaniach innych autoréw przeprowadzonych zaréwno na cielgtach zdrowych,
jak i z objawami biegunki (Safwate i in. 1991; Dratwa 2006; Ozgo 2009).

Srednie stezenie przedsionkowego peptydu natriuretycznego w osoczu krwi badanych
cielat wynosito 80,42 pg'ml™ i bylo wigksze od notowanego u osobnikéw dorostych (Acosta
iin. 2000). Wykazane w doswiadczeniu réznice osobnicze w koncentracji ANP we krwi
obserwowali rowniez Takemura i in. (1994) u cielat oraz Ito i in. (1990) i Gemelli i in. (1991)
u noworodkéw ludzkich. Takemura i in. (1994) najwicksze stezenie tego hormonu obserwo-
wali po urodzeniu cielat (62,7 pmol-"), a najnizsze — w 10. dniu ich zycia (11,3 pmol-I™").
Wedlug ww. autorow istnieje zwigzek pomigdzy stezeniem we krwi hormonéw dziatajacych
natriuretycznie i diuretycznie a st¢zeniem hormonéw dziatajgcych antynatriuretycznie i anty-
diuretycznie. )

U badanych cielgt nie obserwowano statystycznie istotnych zmian w stezeniu ANP po
zwigkszeniu ilodci laktozy w preparacie mlekozast¢pezym. Niemniej jednak po 12 godzinach
od podania laktozy obserwowano wzrost stezenia tego hormonu w osoczu krwi cielat.
We wezesniejszych badaniach whasnych (Dratwa 2006; Ozgo 2009) wykazano wzrost
stezenia ANP w osoczu krwi cielat wraz z wiekiem. Przy czym w 6. i 7. dniu zycia stezenie
tego hormonu utrzymywalo si¢ na wzglednie stabilnym poziomie. Przypuszczalnie wzrost
stezenia ANP we krwi badanych cielat nastapit w odpowiedzi na zwigkszone wchtanianie
sodu z przewodu pokarmowego. Zwigkszona podaz laktozy oraz duza aktywno$¢ laktazy
u tygodniowych cielat mogly wplynaé na zwigkszenie stezenia glukozy w przewodzie
pokarmowym, co uruchomito dodatkowe wchtanianie sodu poprzez kotransporter glukozy
i sodu. W celu utrzymania statej ilosci sodu we krwi nastapito zwigkszenie stezenia ANP,
ktorego zadaniem jest zwigkszenie wydalania sodu z moczem, a takze zahamowanie dalszego
wehtaniania sodu z przewodu pokarmowego. Przedsionkowy peptyd natriuretyczny reguluje
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resorpej¢ sodu i wody nie tylko w nerkach, ale réwniez w nabtonku Zotadkowo-jelitowym
(Godellas i in. 1991). W konsekwencji obserwowano zmniejszenie stezenia sodu w osoczu
krwi po 12 godzinach od dodania laktozy do preparatu mlekozastepczego.

Wykazang w prezentowanych badaniach zmiennos¢ osobnicza stgzenia wazopresyny
w osoczu krwi obserwowali weze$niej Wong i in. (2008) u zrebigt. Podczas badan $rednie
stezenie wazopresyny w osoczu krwi cielagt wynosito 2,75 pg'ml™ i byto wigksze od stwierdzo-
nego przez Ozgo (2000) u 7. dniowych cielat (1,35 pg'ml™). Z wezeéniejszych badan prowa-
dzonych w Katedrze (Ozgo 2000) wynika, Ze stgzenie tego hormonu w osoczu krwi cielat
zwigksza si¢ do 7. dnia zycia. W drugiej potowie 1. tygodnia zycia nie obserwuje si¢ tak dyna-
micznych zmian st¢zenia wazopresyny, jakie majg miejsce w pierwszych godzinach po urodze-
niu oraz podczas pierwszych 3 dni Zycia cielagt (Amadieu-Farmakis i in. 1988; Kati-Coulibaly
iin. 1989; Ozgo 2000). U badanych cielagt zaobserwowano zmniejszanie si¢ st¢zenia AVP
w osoczu krwi po 12 godzinach od podania preparatu mlekozastepczego z dodatkiem laktozy.
Na podstawie wczesniejszych badan Katedry (Ozgo 2000) mozna wnioskowa¢, ze dodanie
laktozy do preparatu mlekozastgpczego mogto by¢ przyczyng zmniejszenia si¢ stgzenia AVP
w osoczu krwi badanych cielat.

W badaniach wilasnych obserwowano przeciwstawne tendencje zmian st¢zenia wazo-
presyny oraz ANP w osoczu krwi cielgt. Czynnikami, ktore wplywaja na zmiany st¢zenia
obydwu hormonéw we krwi, sa objetos¢ krazacej krwi oraz molalnos¢ osocza krwi (Deloof
iin. 1999; Buemi i in. 2000). W prezentowanych badaniach nie obserwowano zmian w molal-
nosci osocza krwi cielat po dodaniu laktozy. Wykazane istotne statystycznie zmniejszenie
stezenia wazopresyny w osoczu krwi badanych cielgt po 12 godzinach od podania laktozy
najprawdopodobniej wynikato ze zwigkszonego stezenia ANP wtym czasie. Wiadomo,
ze diuretyczne dziatanie przedsionkowego peptydu natriuretycznego odbywa si¢ bezposrednio
poprzez ograniczanie wbudowywania AQP2 w blon¢ komoérkowa kanalikéw zbiorczych
nerek, ale réwniez posrednio — poprzez hamowanie sekrecji wazopresyny (Klokkers i in.
2009; Patel 2009). W kolejnych dniach do$wiadczenia wzrostowi stezenia wazopresyny
towarzyszyto zmniejszenie st¢zenia ANP w osoczu krwi cielat. Moze to wskazywac na wza-
jemne interakcje pomigdzy tymi dwoma hormonami w regulacji bilansu wody w organizmie
tygodniowych cielat. Nalezy zaznaczy¢, ze wazopresyna poprzez AQP2 stymuluje resorpcje
wody nie tylko w nerkach, ale réwniez w okreznicy (Mobasheri i in. 2005; Cristia i in. 2007).

W prezentowanych badaniach $rednie st¢zenie aldosteronu w osoczu krwi 6-9-dniowych
cielagt wynosito 58,84 pg~ml" i byto zblizone do odnotowanego przez Itoh i in. (1985) u 7-dnio-
wych cielat (67,00 pg-ml™) oraz przez Amadieu i in. (1989) u 4-dniowych cielat (60-70 pgml™).
Duzo mniejsze stezenie tego hormonu odnotowali natomiast Riad iin. (1986) u 10-dniowych
cielat (28,90 pg'ml™). Ponadto inni badacze stwierdzili, ze st¢zenie aldosteronu w osoczu krwi
cielat w pierwszym tygodniu zycia jest nizsze niz u ich matek w okresie okofoporodowym
(Safwate i in. 1991; Ozgo 2001).

Aldosteron jest hormonem odpowiedzialnym za regulacj¢ bilansu sodu w organizmie,
ktora odbywa si¢ zaréwno poprzez nerki, jak i okr¢znicg (Jenkins i in. 1990; Palmer i Frindt
2000). Aldosteron reguluje resorpcj¢ sodu oraz nasila wydalanie potasu w okreznicy (Jenkins
i in. 1990; Singh i in. 2012). Jenkins i in. (1990) wykazali, ze rozw6j mechanizméw odpowie-
dzialnych za transport sodu w okreznicy nastgpuje duzo wezesniej niz w nerkach, co zdaniem
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tych autoréw moze wskazywac, ze gtéwnym organem odpowiedzialnym za regulacj¢ sodu
u wezesniakow noworodkow ludzkich jest okre¢znica. Badania Martinerie i in. (2009 i 2011)
wykonane na noworodkach ludzkich i mysich wskazuja na fizjologiczng oporno$¢ nerek na
aldosteron, zwigzang ze zmniejszona ekspresja receptorow tego hormonu w nerkach
w momencie urodzenia. Ponadto ww. autorzy stwierdzili, ze u noworodkéw ludzkich przez
okres okoto roku naste¢puje dojrzewanie receptorow aldosteronu, co zbiega si¢ z uzyskaniem
dojrzatoéci czynno$ciowej nerek. Odmienne obserwacje poczynit Safwate (1985) u 3-dnio-
wych cielgt. Autor ten wykazat, ze kanaliki nerkowe tych zwierzat reaguja na wlew aldoste-
ronu. W badaniach wiasnych wykazano istotne zmniejszenie st¢zenia aldosteronu w osoczu
krwi cielat w 36. godzinie po podaniu laktozy. Zmniejszone st¢zenie tego hormonu utrzymy-
wato si¢ do 60. godziny po podaniu drugiej dawki laktozy. Z weczesniejszych badan Katedry
(Ozgo 2009) wynika, ze stezenie ALDO w osoczu krwi cielgt stopniowo si¢ zwigksza
w okresie od 2. do 7. dnia zycia.

Przypuszczalnie zmniejszenie stg¢zenia aldosteronu w odpowiedzi na podanie laktozy
miato za zadanie ograniczenie wchfanianie sodu i usuwanie potasu w okr¢znicy, a tym samym
utrzymanie statego stezenia elektrolitow we krwi cielat. Potwierdza to stabilne stgzenie potasu
i chlork6éw w osoczu krwi badanych cielat oraz powrdt w ostatnich dwdch dniach do$wiad-
czenia stezenia sodu do poziomu odnotowanego przed podaniem laktozy.

Srednie wartosci stezenia wapnia, magnezu oraz zelaza w osoczu krwi badanych cielat
miescity si¢ w zakresie wartosci referencyjnych dla bydta wedtug Winnickiej (2008).

Srednia warto$¢ stezenia wapnia we krwi badanych cielat wynosita 2,75 mmol-1".
Wigksze stezenie wapnia we krwi cielat w pierwszym tygodniu zycia odnotowali Birgele
i lgaza (2003) — 2,9 mmol-I"" oraz Herosimezyk i in. (2011) — 3,10 mmol-I"", mniejsze nato-
miast Jain i in. (2007) — 2,34 mmol‘l" oraz Mohri i in. (2007) — ponizej 2,5 mmol-1™".

W prezentowanych badaniach stwierdzono istotne obniZenie st¢zenia wapnia w 0soczu
krwi cielat po podaniu laktozy, ktére utrzymywato sig¢ na istotnie nizszym poziomie do kofica
do$wiadczenia. W pierwszym tygodniu zycia cielgt obserwuje si¢ wzrost stezenia wapnia
we krwi (Birgele i Ilgaza 2003; Herosimezyk i in. 2011), co moze potwierdzaé wplyw
dodatku laktozy, a nie wieku, na wykazane w doswiadczeniu zmiany warto$ci stezenia tego
parametru. Obnizone st¢zenie wapnia (na poziomie 1,297 mmol1") we krwi cielat z biegun-
kami obserwowali Tajik i in. (2013). Natomiast Guzelbektes iin. (2007) nie obserwowali
statystycznie istotnych zmian st¢zenia wapnia w surowicy krwi cielgt odwodnionych
na skutek biegunki. Jony wapnia uczestnicza w wielu procesach biochemicznych i fizjologi-
cznych zachodzacych w komorkach (tkankach), a przede wszystkim s3 istotne dla mineraliza-
cji kosci (Hunt i in. 2008). Utrzymywanie niskiego st¢zenia wapnia we krwi podczas diugo-
trwatego podawania laktozy moze miec niekorzystny wplyw na rozwijajacy si¢ organizm.

Fosfor odpowiada za utrzymywanie prawidtowej struktury kosci i zebéw. Odgrywa takze
wazng rolg w procesie wzrostu i odbudowy uszkodzonych tkanek, ponadto wchodzi w sktad
zwigzkéw bogatoenergetycznych. Sredme stezenie fosforu catkowitego w osoczu krwi
badanych cielat wynosﬂo 3,61 mmol-l" i byto wicksze od wartogci referencyjnych dla bydta
(od 1,81 do 2,10 mmol: I'"), co jest charakterystyczne dla miodych zwierzat (Winnicka 2008).
U krow, w zaleznosci od wydajnosci mlecznej, stgzenie tego makroelementu miesci sig
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w zakresie od 1,35 do 3,65 mmol-I"" (HadZimusi¢ i Krni¢ 2012; Nazad i in. 2012). Mniejsze
stezenie tego wskaznika (2,49 mmoll") odnotowali Birgele i Ilgaza (2003) we krwi
tygodniowych cielgt. W badaniach Jagos i in. (1981) stezenie fosforu nieorganicznego
w osoczu krwi cielgt w wieku od 5. do 7. dnia zycia wynosito 2,69 mmol‘1"'i byta to wartosé
wigksza od stwierdzonej u ich matek.

Nalezy zwrdci¢ uwage na odwrotng tendencj¢ zmian stg¢zenia wapnia oraz fosforu
w osoczu krwi badanych cielat po podaniu laktozy. W prezentowanych badaniach wykazano
zwigkszenie stgzenia fosforu w osoczu krwi cielat w 36. godzinie po podaniu laktozy.
Zwigkszenie to utrzymywato si¢ w kolejnej dobie zycia cielat. Walker i in. (1998) obserwo-
wali podwyzszone stezenie fosforanow w surowicy krwi 3—7-dniowych cielat z biegunkami.
Ponadto Guzelbektes i in. (2007) wykazali, ze stgzenie fosforu w surowicy krwi cielgt
zwigksza si¢ wraz ze stopniem odwodnienia ich organizmu.

Magnez jest aktywatorem wielu enzymow oraz jest istotny w procesie rozwoju uktadu
kostnego i wzrostu organizmu. W osoczu krwi badanych cielgt srednie st¢zenie tego makroele-
mentu wynosito 0,98 mmol-I"'. Herosimezyk i in. (2011) odnotowali nieco wigksze stezenie
magnezu w osoczu krwi tygodniowych cielat zywionych mlekiem matek (1,09 mmol-1™).
Istotnie wigksze stezenie tego parametru (na poziomie 5,64 mmol-l") odnotowali Jain i in.
(2007) w pierwszych 6 dniach zycia cielat. Natomiast nizsze st¢zenie magnezu we krwi cielgt
w 1. tygodniu ich zycia odnotowali Jago$ i in. (1981) oraz Eshratkhah i in. (2010).

Dodanie laktozy spowodowato wzrost st¢zenia magnezu w osoczu krwi badanych cielat.
Stezenie tego makroelementu w pierwszym tygodniu zycia zdrowych cielat jest stabilne albo
zmniejsza si¢ wraz z wiekiem (Jago$ i in. 1981; Jain i in. 2007; Herosimczyk i in. 2011),
dlatego mozna przypuszczaé, ze obserwowane zmiany sa wynikiem dodawania laktozy
do preparatu mlekozastgpczego. We krwi cielgt z biegunkami nie obserwowano znaczgcych
zmian w st¢zeniu tego makroelementu (Michell i in. 1992; Tajik i in. 2013).

Cynk odpowiedzialny jest za prawidtowe funkcjonowanie skory, uktadu odpornosciowego,
enzymOw oraz odgrywa istotng rol¢ w metabolizmie biatek, lipidow i cukrow. Srednie stezenie
cynku w osoczu krwi badanych cielat wynosito 20,28 umol~l'l i bylo wigksze niz $rednia
warto$¢ referencyjna dla bydta wynoszaca 15,30 pmol-l”" (Winnicka 2008). Podobne stezenie
tego mikroelementu odnotowali Herosimezyk i in. (2011) w osoczu krwi cielat migdzy 3.
a 7. dniem ich zycia. Duzo wigksze st¢zenie cynku, niz w prezentowanym doswiadczeniu,
wykazali Jago$ i in. (1981) — zar6wno we krwi cielat w wieku od 5. do 7. dnia Zycia
(39,42 pmol1™"), jak i we krwi ich matek (26,70 umol-1™), atakze Jain i in. (2007) we krwi
cielagt w pierwszych 6 dniach zycia (56 pmol-I"") oraz u ich matek (52 umol-1™).

W dwunastej godzinie po podaniu laktozy wraz z preparatem mlekozastepczym stwierdzo-
no istotne zmniejszenie stezenia cynku w osoczu krwi cielat, ktére w kolejnych dniach
do$wiadczenia wrécito do poziomu obserwowanego przed podaniem laktozy. Ranjan i in.
(2006) odnotowali mate stezenie tego mikroelementu we krwi cielat z biegunkami, thumaczac
to zmniejszong resorpcja i stratami tego pierwiastka w przewodzie pokarmowym oraz
zwigkszonym zapotrzebowaniem ukltadu immunologicznego na cynk, atakze wykorzy-
staniem jego zasobow tkankowych do syntezy enzymow antyoksydacyjnych. Male stezenie
cynku obserwowano we krwi cielgt z zahamowanym wzrostem i przy réznych zaburzeniach
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stanu zdrowia, takich jak zwigkszona s$miertelno$¢ okotoporodowa, biegunki, powiktania
poszczepienne, miopatia i wady serca (Enjalbert i in. 2006).

Miedz jest kofaktorem wielu enzymow uczestniczacych m.in. w biosyntezie hemoglobiny,
metabolizmie zelaza, odpowiedzi immunologicznej, ochronie przed wolnymi rodnikami.
Srednie stgzenie miedzi w osoczu krwi cielat (14,68 pmol1"") byto mniejsze niz $rednia wartosé
referencyjna dla tego mikroelementu podana przez Winnicka (2008), wynoszaca 18,84 pmol-1",
zblizone natomiast do odnotowanego we krwi cielat migdzy 5. a 7. dniem zycia (Jagos i in.
1981; Herosimezyk i in. 2011). Wigksze stezenie tego mikroelementu w surowicy krwi cielat
wykazali Jain i in. (2007) w ciagu pierwszych 6 dni zycia; wynosito srednio 37 umol-1™",

W kolejnych dniach do$wiadczenia obserwowano stopniowy wzrost st¢zenia miedzi
wosoczu krwi cielat. Zwigkszenie stezenia tego mikroelementu w osoczu krwi cielat
w pierwszym tygodniu zycia odnotowali Skrzypczak i in. (2010) oraz Herosimczyk i in.
(2011). Dlatego wydaje sig, ze wzrost stgzenia miedzi w osoczu krwi u cielagt w badaniach
wiasnych nie byt wynikiem podawania laktozy.

Stwierdzone w prezentowanych badaniach stosunkowo duze st¢zenie cynku i mate steze-
nie miedzi w osoczu krwi jest zgodne z wynikami weczesniejszych badan prowadzonych
w naszej katedrze (Lepczynski i in. 2011) zarowno na cielgtach karmionych mlekiem matek,
jak i preparatem mlekozastgpczym. Powyzsze obserwacje mozna wyjasni¢ konkurencjg
podczas wchlaniania tych mikroelementow w jelicie (Oestreicher i Cousins 1985). Ponadto
stwierdzona niska zawarto$¢ miedzi w osoczu krwi moze by¢ zwigzana ze znacznym jej
wykorzystaniem w nasilonych procesach metabolicznych, mi¢dzy innymi w hemopoezie oraz
ograniczonej zdolnosci wchtaniania tego mikroelementu z preparatow mlekozastgpezych
(Jagod i in. 1981; Dérner i in. 1989; Lonnerdal 1996).

Zelazo jest istotnym skfadnikiem biatek (hemoglobiny, mioglobiny) biorgcych udziat
w transporcie i magazynowaniu tlenu, a takze elementem skladowym wielu enzymow
odpowiedzialnych m.in. za metabolizm, wytwarzanie energii oraz sprawne funkcjonowanie
uktadu odpornosciowego. Srednia warto$¢ stezenia zelaza w osoczu krwi cielat w okresie
badan wynosita 26,44 pmol-l". Wigksze stezenie zelaza w osoczu krwi cielat, niz wykazane
w prezentowanych badaniach, stwierdzili Jagos i in. (1981), mniejsze natomiast — Knowles
iin. (2000), Mohri i in. (2007) oraz Skrzypczak i in. (2010). Zblizone stezenie zelaza
w surowicy krwi cielat w pierwszych 6 dniach Zycia, ktore wynosito srednio 25,54 pmol 1",
odnotowali Jain i in. (2007). Zaréwno Knowles i in. (2000), Jain i in. (2007), jak i Skrzypczak
i in. (2010) obserwowali wzrost stgzenia tego mikroelementu w okresie od 3. do 7. dnia zycia
cielat. Ponadto Jagos i in. (1981), Knowles i in. (2000) oraz Mohri i in. (2007) stwierdzili
stopriiowe zwigkszanie st¢zenia tego mikroelementu w kolejnych tygodniach zycia cielat.

W prezentowanych badaniach nie obserwowano istotnych zmian st¢zenia zelaza w osoczu
krwi cielat po podaniu laktozy. Rowniez Hugi i in. (1997) nie obserwowali nizszego stezenia
tego mikroelementu we krwi cielat, ktorym podawano laktozg. Nalezy jednak zwréci¢ uwage
na male st¢zenie zelaza w 60. godzinie po podaniu laktozy. Tajik i in. (2013) obserwowali
niskie stezenie tego mikroelementu we krwi cielat majacych biegunke (10,03 pmol-I™).

Srednia warto$¢ stezenia biatka catkowitego w osoczu krwi badanych cielat wynosita
4,68 g-dI”" i miedcila sig w zakresie wartosci referencyjnych podanych przez Winnickg (2008)
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dla dorostego bydta (od 5,1 do 7,1 g-dl"). Dwukrotnie wicksze stezenie tego parametru
wykazali Herosimezyk i in. (2011) w osoczu krwi cielat Zywionych siarg i mlekiem matek
w pierwszym tygodniu zycia. Zblizone do obserwowanego stezenia bialka catkowitego
wosoczu krwi cielat w pierwszym tygodniu zycia odnotowali Hammon i Blum (1999),
Rauprich i in. (2000), Bittrich i in. (2002) oraz Nussbaum i in. (2002).

Po podaniu laktozy wykazano istotne zmniejszenie stezenia biatka catkowitego w osoczu
krwi tygodniowych cielat. Knowles i in. (2000) obserwowali stopniowe zmniejszanie si¢
st¢zenia tego parametru we krwi cielat w okresie od 6. do 27. dnia Zycia. Ponadto od 3. do 7.
dnia zycia obserwuje si¢ zmniejszanie stezenia biatka catkowitego we krwi cielat zywionych
preparatem mlekozastgpczym, natomiast we krwi cielat zywionych mlekiem matek nie obser-
wuje si¢ zmian stezenia tego parametru (Knowles i in. 2000; Rauprich i in. 2000;
Herosimezyk i in. 2011). Nieco inne obserwacje poczynili Hammon i Blum (1999), ktérzy
odnotowali wigksze stgzenie biatka catkowitego w osoczu krwi cielat Zywionych preparatem
mlekozastepczym w 7. dniu zycia (46,3 g'1"") niz we krwi cielat w 2. dniu zycia (43,5 g™,
Jednak srednie st¢zenie tego wskaznika w osoczu krwi cielgt karmionych jedynie preparatem
mlekozastgpczym bylo istotnie mniejsze niz we krwi cielat, ktore otrzymywaty siar¢ w pierw-
szych dniach Zzycia. W nieopublikowanych materiatach na podstawie badan wtasnych
u dwutygodniowych cielgt rowniez odnotowano zmniejszenie st¢zenia tego wskaznika
po 12 godzinach od dodania laktozy do preparatu mlekozast¢pczego, a nastgpnie zwigkszenie
jego stezenia. Ponadto pobieranie krwi na czczo wyeliminowalo wptyw pobrania pokarmu
na zmiang st¢zenia biatka catkowitego w osoczu krwi badanych cielgt. W 2. dniu zycia cielat
nie obserwowano popositkowych zmian st¢zenia biatka catkowitego we krwi, natomiast
w 7. dniu Zycia spozycie preparatu mlekozastgpczego przyczyniato si¢ do obnizenia stezenia
biatka catkowitego notowanego do 7 godzin po pobraniu preparatu (Hammon i Blum 1999;
Bittrich i in. 2002). Guzelbektes i in. (2007) nie obserwowali istotnych statystycznie zmian
st¢zenia tego parametru w surowicy krwi cielat odwodnionych na skutek biegunki, co moze
wskazywa¢ na wptyw laktozy na zmniejszenie si¢ st¢zenia biatka catkowitego w osoczu krwi
tygodniowych cielat.

Srednia wartos¢ stezenia albuminy w osoczu krwi badanych cielat wynosita 3,11 g-dl”
i byla niewiele mniejsza od dolnych wartosci referencyjnych dla dorostego bydta, wynoszacych
od 3,2 do 4,9 g-dl'I (Winnicka 2008). Wigksze st¢zenie tego parametru we krwi tygodniowych
cielat (3,43 g-dl'") odnotowali Herosimezyk i in. (2011), mniejsze (2,74 g-dl") — Birgele i ligaza
(2003), zblizone natomiast Rauprich i in. (2000) oraz Ciechanowicz i in. (2010). Rauprich i in.
(2000) w 7. dniu zycia cielgt wykazali mniejsze stgzenie albuminy we krwi cielat Zywionych
preparatem mlekozastgpczym niz we krwi cielat zywionych mlekiem matek. Natomiast
Hammon i Blum (1999) juz od 1. dnia zycia obserwowali nieco wigksze st¢zenie albuminy we
krwi cielgt zywionych preparatem mlekozastgpczym niz we krwi cielat, ktére otrzymaty
w pierwszych dniach zycia siarg.

W prezentowanych badaniach wykazano zmniejszenie st¢zenia albuminy w osoczu krwi
cielagt po 12 godzinach od podania laktozy. W ostatnim dniu doswiadczenia stezenie tego
parametru osiggneto wartos¢ odnotowang przed podaniem laktozy. W pierwszym tygodniu
zyeia cielgt obserwuje si¢ stopniowy wazrost lub brak istotnych zmian st¢zenia albuminy wraz
zich wiekiem (Hammon iBlum 1999; Rauprich i in. 2000; Ciechanowicz i in. 2010;
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Herosimcezyk i in. 2011). Mozna wnioskowaé, ze zaobserwowane zmniejszenie st¢zenia albu-
miny w osoczu krwi cielgt byto wynikiem podania laktozy. Ponadto w tym samym czasie
w odpowiedzi na podanie laktozy zaobserwowano wzrost ekspresji tego biatka w moczu.
Mozna wigc sadzi¢, ze zmniejszenie st¢zenia albuminy we krwi cielagt wynikato z jej zwigkszo-
nego wydalania z moczem. Hammon i Blum (1999) oraz Bittrich i in. (2002) odnotowali
popositkowe zmniejszenie stezenia albuminy we krwi tygodniowych cielat Zywionych prepa-
ratem mlekozastepczym. Zbiorka krwi na czczo po 12 godzinach od ostatniego positku wyeli-
minowata bezposredni wptyw pobrania pokarmu na zmiany st¢zenia tego wskaznika w osoczu
krwi. Guzelbektes i in. (2007) wykazali, ze st¢zenie albuminy we krwi cielagt odwodnionych
na skutek biegunki zwigksza si¢ wraz ze stopniem odwodnienia organizmu.

[stnigje Scista zaleznos¢ pomigdzy osoczowym stezeniem albuminy a st¢zeniem wapnia
catkowitego w osoczu krwi. Poniewaz jony wapnia w osoczu krwi sg zwigzane w 50% z albu-
ming, zmiany stezenia tego biatka powodujg zmiany st¢zenia Ca”. W prezentowanych bada-
niach po 12 godzinach od podania laktozy zaobserwowano zmniejszenie stgzenia albuminy
i wapnia w osoczu krwi badanych cielqt. Jony wapnia oraz magnezu wspotzawodniczg o miej-
sca wigzace na powierzchni albuminy. Obnizanie stgzenia wapnia w osoczu krwi w kolejnych
dniach do$wiadczenia po podaniu laktozy wraz z preparatem mlekozastgpczym przypuszczalnie
umozliwito jonom magnezu zwigzanie si¢ z albuminami. W ostatnich 3 dniach do$wiadczenia
stopniowemu zwigkszaniu si¢ stgzenia osoczowej albuminy towarzyszylo zwigkszanie si¢
stezenia magnezu w osoczu krwi badanych cielat.

Srednia warto$¢ stezenia glukozy w osoczu krwi badanych cielagt w okresie do$wiad-
czenia wynosita 4,63 mmol-1™" i byta nieco wigksza od gérnej granicy warto$ci referen-
cyjnych dla bydta, wynoszacych od 2,20 do 4,50 mmol-1” (Winnicka 2008). Zblizone
stezenia tego parametru u tygodniowych cielgt odnotowali Rauprich i in. (2000), wieksze
(ok. 6,5 mmol-l")— Knowles i in. (2000), a mniejsze (3,78 mmo]-l") — Birgele i Ilgaza
(2003). Knowles i in. (2000) odnotowali najwigksze stgzenie glukozy we krwi cielat
w 3. dniu zycia, ktére nastgpnie zmniejszalo si¢ do 9. dnia zycia. Natomiast Rauprich i in.
(2000) u cielagt zywionych preparatem mlekozastgpczym nie obserwowali zmian stezenia
tego parametru od 2. do 7. dnia Zycia. Ponadto u cielagt w wieku od 2. do 7. dnia zycia
srednio po 2 godzinach od pobrania positku obserwuje si¢ zwigkszanie stezenia glukozy we
krwi, ktore w kolejnych godzinach utrzymuje si¢ na wzglednie stabilnym poziomie
(Rauprich i in. 2000; Bittrich i in. 2002). U odwodnionych cielat z biegunkami obserwowa-
no wzrost stezenia glukozy we krwi wraz ze wzrostem stopnia odwodnienia organizmu
(Guzelbektes iin. 2007). Hugi i in. (1997) nie obserwowali réznic w stezeniu glukozy
w osoczu krwi cielat zywionych preparatem mlekozastgpezym 2z dodatkiem laktozy,
w poréwnaniu z osoczem krwi cielat Zywionych samym preparatem mlekozastepczym.
Trudno jednoznacznie stwierdzi¢, czy obserwowane stopniowe istotne statystycznie obniza-
nie si¢ st¢zenia glukozy w osoczu krwi badanych cielat w kolejnych godzinach po podaniu
laktozy byto wynikiem dodania tego dwucukru do preparatu mlekozastgpezego czy raczej
wynikato z fizjologicznego zmniejszania si¢ tego parametru wraz z wiekiem.

Stezenia mocznika oraz kreatyniny w osoczu krwi sg wykorzystywane do oceny i monitoro-
wania natezenia przemian zwigzkow azotowych. Birgele i Ilgaza (2003) wskazujg na oba para-
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metry biochemiczne, ktérych zmiany stgzenia w osoczu krwi cielat moga stuzy¢ do okreslania
przebiegu procesdéw adaptacyjnych zachodzacych we wezesnym okresie noworodkowym.

Zblizong $rednig warto$¢ stezenia mocznika we krwi do uzyskanej w doswiadczeniu
(2,50 mmol-l") odnotowali Herosimezyk i in. (2011) we krwi cielagt w wieku od 5. do 7. dnia
zycia, zywionych mlekiem matek (2,63 mmol-I""). Dwukrotnie wigksze stezenie tego para-
metru we krwi odnotowali Birgele i Ilgaza (2003) u tygodniowych cielat zywionych siarg
lub mlekiem matek. Srednie stezenie mocznika we krwi badanych cielat miescito si¢ w gra-
nicach wartosci referencyjnych podanych przez Winnicka (2008) dla dorostego bydta, wyno-
szacych od 1,66 do 7,47 mmoll"'. Najwigksze st¢zenie mocznika obserwuje si¢ w pierw-
szych 2-3 dniach zycia zwierzat, nastgpnie zmniejsza si¢ do 7. dnia zycia (Knowles i in.
2000; Herosimezyk i in. 2011). We krwi cielgt w pierwszym tygodniu zycia zmniejszanie si¢
stezenia mocznika wraz z wiekiem notowali réwniez Bittrich i in. (2002). Natomiast
Rauprich i in. (2000) nie obserwowali zmian w st¢zeniu tego parametru u cielat Zywionych
preparatem mlekozastgpczym.

W badaniach wiasnych nie obserwowano istotnych zmian st¢zenia mocznika w osoczu
krwi cielgt po podaniu laktozy. Natomiast Hugi i in. (1997) wykazali mniejsze st¢zenie tego
parametru we krwi cielat zywionych preparatem mlekozastgpczym ze zwigkszong iloscig
laktozy, w odniesieniu do krwi cielat z grupy kontrolne;j.

Srednie stezenie kreatyniny w osoczu krwi badanych cielat wynosito 109,71 pmol-1”!
i miegcito si¢ w granicach wartosci referencyjnych dla bydta, wynoszacych od 88,40 do
183,00 pmoll" (Winnicka 2008). Jest to warto$¢ mniejsza od odnotowanej przez
Herosimezyk i in. (2011) we krwi cielat w pierwszych 7 dniach Zycia Zywionych mlekiem
matek (123,61 pmol-l"), wigksza od odnotowanej przez Bittrich i in. (2002) u 7-dniowych
cielgt zywionych siarg z preparatem mlekozastgpczym (87 umol-1") oraz Rauprich i in.
(2000) u cielgt (w wieku od 3. do 7. dnia Zycia) zywionych jedynie siarg (91,4 pmol-1™).
Poréwnywalne stezenie tego parametru odnotowali Rauprich i in. (2000) w osoczu krwi
cielgt 3-7-dniowych zywionych preparatem mlekozastgpczym (119 pmol-1™).

W prezentowanych badaniach nie wykazano istotnego wplywu dodatku laktozy na
stezenie kreatyniny w osoczu krwi cielat. Wielu autorow obserwowato zmniejszanie sig stgze-
nia kreatyniny we krwi cielat w pierwszym- tygodniu zycia (Knowles i in. 2000; Bittrich i in.
2002; Birgele i Ilgaza 2003; Herosimezyk i in. 2011).
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7. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1. Krétkotrwate podawanie tygodniowym cielgtom laktozy, w ilosci 1g-kg™ masy ciata, do
preparatu mlekozastgpczego powoduje istotne zmiany profilu biatkowego osocza krwi
i moczu.

2. Do biatek osocza krwi, ktore zmienity swoja ekspresj¢ w odpowiedzi na dodatek laktozy
do preparatu mlekozastgpezego, naleza: adiponektyna, prekursor glikoproteiny o-1-B
i prekursor glikoproteiny a-2-HS, izoforma X2 subkomponentu Clr oraz biatka zaanga-
zowane w utrzymanie hemostazy organizmu nowo narodzonych cielat: izoforma X1
fancucha a fibrynogenu, izoforma X1 tancucha XIII B czynnika krzepnigcia, fancuch XIII
A czynnika krzepnigcia.

3. Dodatek laktozy do preparatu mlekozast¢pczego u tygodniowych cielat powoduje zmniej-
szenie ekspresji biatek osocza krwi uczestniczacych w procesach wrodzonej odpornosci
immunologicznej (subkomponentu Clr) oraz zaangazowanych w odpowiedz ostrej fazy
(fibrynogenu, glikoproteiny a-1-B), a takze wptywa na zmiang ekspresji biatek dziataja-
cych ochronnie i przeciwzapalnie — zwigksza ekspresj¢ glikoproteiny o-2-HS i zwigksza
oraz zmniejsza ekspresj¢ adiponektyny w zaleznosci od izoformy tego biatka; zmniejsza
rowniez ekspresje glikoproteiny o-1-B.

4. U tygodniowych cielat, w odpowiedzi na dodanie laktozy do preparatu mlekozastepczego,
obserwuje si¢ zmniejszenie ekspresji bialek zaangazowanych w utrzymanie hemostazy
organizmu: izoformy X1 fafcucha o fibrynogenu, izoformy X1 tancucha XIII B czynnika
krzepnigcia, tancucha XIII A czynnika krzepnigcia.

5. Uruchomienie odpowiedzi ostrej fazy i biatek zaangazowanych w ten proces (fibryno-
genu, glikoproteiny a-2-HS, glikoproteiny o-1-B i albuminy) byto prawdopodobnie reak-
cjg na zwigkszong ilos¢ laktozy podawanej cielgtom.

6. Dodanie do preparatu mlekozastgpczego laktozy, w dawce 1g na 1kg masy ciata, przyczy-
nito si¢ do zwigkszenia ekspresji nastgpujacych biatek moczu: albuminy surowiczej,
preproklusteryny oraz pecherzykowego integralnego biatka btonowego VIP36 zwigzane-
go z sekrecjg klusteryny, ktore sa wskaznikami sprawnoéci kanalikow nerkowych.

7. Duze st¢zenie przedsionkowego peptydu natriuretycznego i jego zmiany w osoczu krwi
cielat, w odpowiedzi na dodatek laktozy do preparatu mlekozastgpczego, mogty mie¢
zwigzek ze zmianami ekspresji izoform adiponektyny w osoczu krwi.

8. Pomigdzy przedsionkowym peptydem natriuretycznym, wazopresyna i aldosteronem
istnieje wspoizalezno$¢ czynno$ciowa, ktora skutecznie reguluje bilans wodno-elektroli-
towy tygodniowych cielat w odpowiedzi na dodatek laktozy (1g na 1kg m.c.) do prepa-
ratu mlekozastgpczego. Dziatanie hormonéw potwierdza stabilne st¢zenie potasu i chlor-
kéw w osoczu krwi cielgt oraz powr6t w ostatnich 2 dniach doswiadczenia st¢zenia sodu
do poziomu notowanego przed dodaniem laktozy do preparatu mlekozast¢pczego, a takze
stabilna warto$¢é ci$nienia osmotycznego osocza krwi w czasie doswiadczenia.

9. Po pobraniu przez cielgta preparatu mlekozastepczego z dodatkiem laktozy obserwowano
réwniez zmiany stezenia niektérych mikro- i makroelementéw osocza krwi. Dodanie lakto-
zy zwigkszylo stezenie we krwi fosforu nieorganicznego i magnezu, zmniejszyto natomiast
stezenie wapnia i cynku. Nie wykazano wptywu podania laktozy na st¢zenie zelaza i miedzi.



62

7. Podsumowanie i wnioski

10.

11.

U tygodniowych cielat podanie laktozy, w ilosci 1g na 1kg masy ciata wraz z preparatem
mlekozastepczym, powoduje zmiany st¢zenia parametrow biochemicznych istotnych dla
rozwijajgcego si¢ cielgcia noworodka. Wykazano zmniejszenie st¢zenia biatka catkowi-
tego oraz albuminy (biatka ostrej fazy) w osoczu krwi w odpowiedzi na podanie laktozy
wraz z preparatem mlekozastgpczym. Mniejsze stezenie albuminy w osoczu krwi wyni-
kato ze zwigkszenia wydalania tego parametru wraz z moczem, wykazane jako wzrost
ekspresji tego biatka wmoczu cielat po podaniu laktozy. Nie obserwowano zmian
stezenia parametrow biochemicznych wskazujgcych na przemiany zwigzkéw azotowych
i odzwierciedlajacych czynno$¢ nerek, czyli mocznika i kreatyniny. Trudno jednoznacz-
nie okresli¢, czy istotne zmniejszanie si¢ st¢zenia glukozy w osoczu krwi badanych cielat
w kolejnych dniach do$wiadczenia bylo wynikiem dodania laktozy do preparatu mleko-
zastgpezego czy raczej zmian fizjologicznych zwigzanych z dojrzewaniem zwierzat.
Wykorzystane w prezentowanych badaniach metody proteomiczne umozliwity doktadniej-
sze poznanie przebiegu proceséw metabolicznych oraz oceng zmian procesow fizjologicz-
nych zachodzacych w organizmie cielat poddanych dziataniu preparatu mlekozastgpezego
z dodatkiem laktozy. Wyniki zaprezentowanych badaf mogg stanowi¢ wsparcie diagno-
styczne i prognostyczne w profilaktyce i (lub) prewencji zootechniczno-weterynaryjne;.
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Summary

The impact of lactose addition to milk replacer on protein profiles of blood plasma and
urine and the renal mechanisms to regulate the balance of water and electrolytes in
calves

Among the main causes of significant mortality in neonatal calves, the disorders of water
and electrolyte homeostasis are mentioned. Excessive amount of lactose in milk replacer, or an
oversupply of milk substitute preparation to calves contributes to the loss of water and
electrolytes in faeces. Kidneys and hormone system are responsible for maintaining the
balance of water and electrolytes. Proteomic analyses are helpful to study accurately metabolic
processes that allow to search proteins essential for the examined biological processes.

Therefore, studies were undertaken with the main objective to find relationships, if any,
between proteins of blood plasma and urine, showing a change in the expression of selected
biochemical parameters of blood plasma (ANP, ALDO, AVP, total protein, albumin, Na', K",
CI, Zn"?, Cu'?, Fe'?, P;, Mg"?, Ca'?, glucose, urea, creatinine) in one week old calves after a
short-lived lactose addition to milk replacer.

The study was conducted on 8 calves aged from 6 to 9 days. The calves were fed on milk-
replacer formula twice a day at an amount corresponding to 10% of body weight per day. On
the 6" day of life (during evening feeding) and on the 7" day (during morning feeding)
lactose monohydrate was added to the milk replacer at an amount of 1 g'kg'l of body weight.
Blood and urine samples were collected once - always before the evening feeding of animals.
The proteomic analysis of blood plasma and urine was performed, using 2-D electrophoresis
in combination with mass spectrometry of MALDI-TOF type. In blood plasma, the
concentration of ANP, ALDO, AVP, and of electrolytes along with chosen biochemical
parameters were denominated, furthermore osmotic pressure was set out.

The results showed that a short-lived lactose addition at an amount of 1 g-kg’l body weight
to milk replacer designated for one week old calves causes significant changes in the protein
profile of the blood plasma and urine.

The lactose addition to milk replacer of a week old calves reduces the expression of blood
plasma proteins, involved in the processes of innate immune response (Clr subcomponent)
and involved in the acute phase response (fibrinogen, glycoprotein a-1-B), and also affects the
change in the expression of proteins, acting protectively and anti-inflammatorily - increases
the expression of glycoprotein a-2-HS, increases and decreases the expression of adiponectin
depending on its isoform, also reduces the expression of glycoprotein o-1-B.

In a week old calves, in response to the addition of lactose to milk replacer, the reduced
expression of proteins involved in maintaining body hemostasis is observed — Xlisoform of a
fibrinogen chain, Xlisoform of XIII B coagulation factor chain, XIII A coagulation factor
chain.

Adding lactose to milk replacer led to increased urine protein expression: albumin serum,
preproclusterine and follicular integral membrane protein VIP36 associated with the secretion
of clusterine, which indicate the efficiency of renal tubules.
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High concentrations of atrial natriuretic peptide and its changes in blood plasma of calves,
in response to the addition of lactose to milk replacer, could be related to changes in the
expression of adiponectin isoforms in blood plasma.

There exists a functional interdependence between atrial natriuretic peptide, vasopressin
and aldosterone, which effectively regulates the balance of water and electrolytes of one week
old calves in response to the addition of lactose (1 g per 1 kg of body weight) to milk replacer.
The activity of hormones is confirmed by stable levels of potassium and chlorides in blood
plasma of calves and the return of sodium concentration to that observed before the
administration of lactose in the last two days of the experiment as well as a stable value of the
osmotic pressure of blood plasma during the experiment.

After the calves had milk replacer with lactose, changes in the concentration of some
micro- and macro-elements of blood plasma were also observed. The addition of lactose
increased levels of inorganic phosphorus and magnesium in blood, decreased, however, the
concentration of calcium and zinc. No impact of lactose on the concentration of iron and
copper was proved.

Adding lactose in an amount of 1 g per 1 kg of body weight to the milk replacer for one
week old calves causes changes in biochemical parameters concentration crucial to the
developing neonate. A reduction of total protein concentration and albumin (acute phase
protein) in blood plasma in response to lactose administration with milk replacer was
demonstrated. Lower levels of albumin concentration in blood plasma resulted from its
increased excretion in the urine due to increased expression of this protein in calves urine
after lactose administration. There were no changes in the concentration of biochemical
parameters, indicating the transformation of nitrogen compounds and reflecting renal
function, ie. urea and creatinine.

Proteomic methods used in the present study allowed to learn more on the metabolic
processes and to evaluate changes in physiological processes in calves, having a diet,
containing lactose. The results of the presented study can be a diagnostic and prognostic
support in prophylaxis and (or) prevention in animal husbandry and veterinary medicine.



Zusammenfassung

Einfluss des Laktosezusatzes zum Milchersatzpriparat auf Blutplasma- wund
Urinproteinprofil sowie Nierenmechanismen der Regulierung des Wasser-Elektrolyt-
Haushalts bei Kélbern

Zu den Hauptgriinden der Mortalitiit von Kélbern im Neonatalalter werden Stoérungen der
Wasser-Elektrolyt-Homdoostase gezihlt. Ein zu hoher Laktosegehalt im Milchersatzpréparat
bzw. eine zu hohe Zufuhr von Milchersatzpréiparaten stellen bei Kilbern Faktoren dar, die den
Wasser- und Elektrolytenverlust mit Stuhl begiinstigen. Fiir die Aufrechterhaltung des
Wasser-Elektrolyt-Gleichgewichts sind die Nieren und das Hormonsystem verantwortlich.
Bei der Erforschung des Ablaufs metabolischer Prozesse erweisen sich proteomische
Analysen als behilflich, denn sie lassen Proteine herausfinden, die fiir die erforschten
biologischen Prozesse von Bedeutung sind.

Angesichts des Obigen wurden Untersuchungen angestellt, deren Hauptzweck es war,
eventuelle Zusammenhinge zwischen in ihrer Expression verinderten Blutplasma- und
Urinproteinen und ausgewihlten biochemischen Parametern des Blutplasmas (ANP, ALDO,
AVP, GesamteiweiB, Albumin, Na', K', CI', Zn?, Cu™, Fe'?, P, Mg™, Ca®, Glukose,
Harnstoff, Kreatinin) bei einwdchigen Kélbern nach einem kurzfristigen Laktosezusatz zum
Milchersatzpriparat zu eruieren.

Die Untersuchungen wurden an 8 Kilbern zwischen dem 6. und 9. Lebenstag durch-
gefithrt. Die Kilber wurden zweimal téglich mit einem Milchersatzpriparat in einer
Tagesmenge gefiittert, die 10% ihres Korpergewichts entsprach. Im 6. Lebenstag (wéhrend
der Abendfiitterung) und im 7. Lebenstag (wihrend der Morgenfiitterung) wurde dem
Milchersatzpriiparat Laktosemonohydrat in einer Menge von 1 gkg! des Korpergewichts
zugesetzt. Die Blut- und Urinprobenentnahmen erfolgten einmal téglich jeweils vor der
Abendfiitterung,.

Die proteomische Blutplasma- und Urinanalyse wurde mittels 2-D-Elektrophorese in
Verbindung mit der MALDI-TOF-Massenspektrometrie durchgefiihrt. Im Blutplasma wurden
Konzentrationen von ANP, ALDO, AVP, Elektrolyten und ausgewihlten biochemischen
Parametern sowie der osmotische Druck bestimmt.

Die ermittelten Werte zeigten, das ein kurzfristiger Laktosezusatz zum Milchersatz-
préparat in einer Menge von lg-kg'l des Korpergewichts zu relevanten Anderungen des
Blutplasma- und Urinproteinprofils bei einwdchigen Kilbern fiihrt.

Der Laktosezusatz zum Milchersatzpriparat fiihrt bei einwdchigen Kilbern zur
Reduzierung der Expression der Blutplasmaproteine, die an Prozessen der angeborenen
Immunantwort (Subkomponente Clr) und an der Akute-Phase-Antwort (Fibrinogen, a-1-B-
Glykoproteine) beteiligt sind, sowie zur Anderung der Expression schiitzender und
antiinflammatorischer Proteine —er steigert die Expression des a-2-HS-Glykoproteins, steigert
bzw. reduziert die Expression des Adiponektins (je nach seiner Isoform) und reduziert die
Expression des a-1-B-Glykoproteins.

Bei einwdchigen Kélbern wird in Reaktion auf den Laktosezusatz zum Milchersatzpréparat
eine Reduzierung der Expression von Proteinen beobachtet, die an der Aufrechterhaltung der



78 Zusammenfassung

K&rper-Homoostase beteiligt sind —X1-Isoformen der o-kette des Fibrinogens, X1-Isoform der
XIII-B-Kette des Gerinnungsfaktors und der XIII-A-Kette des Gerinnungsfaktors.

Der Laktosezusatz zum Milchersatzpriparat trug zur Steigerung der Expression von
Indikatoren der Leistungsfahigkeit der Nierentubili bildenden Urinproteinen wie Serum-
albumin, Preproklusterin und vesikuldrem integralem Membranprotein VIP36, das mit der
Sekretion des Klusterins zusammenhéngt, bei.

Eine hohe Konzentration des atrialen natriuretischen Peptids und ihre Anderungen im
Blutplasma der Kilber als Reaktion auf den Laktosezusatz zum Milchersatzpréiparat konnen mit
den Anderungen der Expression der Adiponektin-Isoformen im Blutplasma zusammenhingen.

Zwischen dem atrialen natriuretischen Peptid, Vasopressin und Aldosteron besteht eine
funktionelle Abhéngigkeit, die den Wasser-Elektrolyt-Haushalt bei einwdchigen Kilbern in
Reaktion auf den Laktosezusatz (1g pro lkg KG) wirksam reguliert. Die Wirkung der
Hormone wird durch die stabile Konzetration von Kalium und Chloriden im Blutplasma und
das Wiederreichen der Natriumkonzentration von vor der Laktosezufuhr in den letzten zwei
Tagen des Versuchs sowie den -stabilen Wert des osmotischen Drucks des Blutplasmas im
Laufe des Experimets nachgewiesen.

Nach Verzehr des Milchersatzpriparats mit Laktosezusatz durch Kélber wurden auch
Anderungen der Konzentration mancher Spuren- und Makroelemente im Blutplasma
beobachtet. Der Laktosezusatz steigerte die Blutkonzentration von anogranischem Phosphor
und Magnesium und reduzierte die Calcium- und Zinkkonzentration. Der Laktosezusatz
beeinflusste die Eisen- und Kupferkonzentration nicht.

Der Laktosezusatz zum Milchersatzpriparat in einer Menge von 1g pro lkg des
Korpergewichts fiihrt bei einwdchigen Kélbern zu Anderungen biochemischer Parameter, die
fiir die Entwicklung der Neugeborenen relevant sind. Nachgewiesen werden konnte die
Reduzierung des GesamteiweiBes und Albumins (Akute-Phase-Protein) im Blutplasma als
Reaktion auf die Laktosezufuhr mit dem -Milchersatzpréiparat. Die reduzierte Albumin-
konzentration im Blutplasma ergab sich aus der gesteigerten Ausscheidung des Indikators mit
der Urin infolge der gesteigerten Expression dieses Proteins im Urin der Kilber nach
Laktosezufuhr. Anderungen biochemischer Parameter, die auf Umwandlung von Stickstoff-
verbindungen hinweisen und Nierenfunktion widerspiegeln wiirden, d.i. von Harnstoff und
Kreatinin wurden nicht beobachtet.

Die in den prisentierten Untersuchungen angewandten proteomischen Methoden
ermdglichten eine genauere Erforschung der metabolischer Prozesse und Beurteilung der
Anderungen physiologischer Prozesse, zu denen es bei Kilbern unter Einfluss der Fiitterung
mit Laktosezusatz kommt. Ergebnisse der présentierten Untersuchungen konnen eine
diagnostische wie prognostische Unterstiitzung fiir die die zootechnische und tieriirztliche
Prophylaxe und (oder) Privention bilden.
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