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ALT — aminotransferaza alaninowa

ALP — fosfataza alkaliczna

AST — aminotransferaza asparaginianowa

ATP — adenozynotrifosforan

BASO — bezwzgledna liczba granulocytow zasadochtonnych

BCS - body condition score, kondycja ciata w skali

BFT — backfat thickness, grubos¢ podskornej tkanki thuszczowej okolicy zadu
BHB — B-hydroksymaslan

CHOL - cholesterol

CK — kinaza kreatynowa

CKet — ang. clinical ketosis, ketoza kliniczna

DMI — dry matter intake, pobranie suchej masy

EOS — bezwzgledna liczba granulocytow kwasochtonnych

GLUC — glukoza

GSH-Px — peroksydaza glutationowa

HCT — hematokryt

HDW — miara zr6znicowania wysycenia krwinek czerwonych hemoglobing
HGB — ste¢zenie hemoglobiny

LDH — dehydrogenaza mleczanowa

LUC — bezwzglegdna liczba niedojrzatych komorek peroksydazoujemnych
LYMPH —bezwzgledna liczba limfocytow

MCH — $rednia masa hemoglobiny w krwince czerwonej

MCHC — $rednie stezenie hemoglobiny w krwince czerwonej

MCV - érednia objeto$¢ krwinki czerwonej

MONO — bezwzgledna liczba monocytow

MPV — $rednia objetos$¢ ptytki krwi

NEB — negative energy balance, ujemny bilans energetyczny

NEFA — nonestrified fatty acids, niezestryfikowane kwasy thuszczowe
NEUT — bezwzgledna liczba granulocytéw obojetnochtonnych

PLT — liczba ptytek krwi

p.p. — post partum; po porodzie
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gRT-PCR - reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja w czasie
rzeczywistym

RBC — liczba krwinek czerwonych

RDW — miara zr6znicowania wielko$ci krwinek czerwonych

RFT — reaktywne formy tlenu

SCK — subclinical ketosis, ketoza podkliniczna

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

TG — trojglicerydy

WBC - liczba krwinek biatych

%BASO — wzgledna liczba granulocytéw zasadochtonnych wsrod wszystkich krwinek
biatych

%EOS — wzgledna liczba granulocytow kwasochtonnych wsréd wszystkich krwinek
biatych

%LUC — wzgledna liczba niedojrzatych leukocytow wsroéd wszystkich krwinek biatych

%LYMPH — wzgledna liczba limfocytow wsrod wszystkich krwinek biatych

%MONO — wzgledna liczba monocytow wsrod wszystkich krwinek biatych

%NEUT — wzgledna liczba granulocytow obojetnochtonnych wsrdd wszystkich krwinek
biatych
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Kluczowym momentem dla zdrowia i produkcyjnosci bydta mlecznego jest tzw.
okres przejsciowy trwajacy od 3. tygodnia przed do 3. tygodnia po porodzie. Pomimo
przeprowadzenia wielu badan nad odpowiednimi strategiami monitorowania zdrowia i
dobrostanu krow w tym okresie, czgstotliwo$é wystepowania negatywnych nastepstw
ujemnego bilansu energetycznego oraz hiperketonemii pozostaje wysoka.

Celem pracy byla ocena zmian wybranych wskaznikow hematologicznych i
biochemicznych krwi krow rasy Holsztynsko-Fryzyjskiej oraz okreslenie stopnia
thuszczowego nacieczenia watroby i zmian poziomu ekspresji genéw kodujacych
dysmutaze ponadtlenkowa 1 peroksydaze glutationowa w watrobie krow z
podwyzszonym poziomem [-hydroksymaslanu (BHB) w surowicy.

Badania zostaly przeprowadzone w Stacji Dydaktyczno-Badawczej Baldy —
gospodarstwie hodujacym bydto rasy Holsztynsko-Fryzyjskiej, nalezacym do
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Do udzialu w eksperymencie
zakwalifikowano 23 krowy bedace po drugiej laktacji, charakteryzujace si¢ wysoka
wydajno$cia mleczng w poprzednich laktacjach ($rednio 9500 kg mleka).
Wyselekcjonowane krowy podzielono na dwie grupy: kontrolng - CONT (n=11) -
zwierzgta zdrowe, ktore w okresie od tygodnia przed do trzech tygodni po porodzie nie
wykazywaly podwyzszonego stezenia BHB w surowicy oraz doswiadczalng - EXP
(n=12) - zwierzgta, u ktorych co najmniej raz w tym przedziale czasowym stezenic BHB
znajdowato si¢ w przedziale od 0,9 do 1,4 mmol/l, a $rednie stgzenie tego zwigzku W
trzech tygodniach po porodzie wynosito ponad 0,8 mmol/I.

Poczawszy od 1. tygodnia przed porodem do 9. tygodnia po porodzie pobierano
material badawczy, ktory stanowily: krew petna (co tydzien) i uzyskana z krwi petne;j
surowica (co tydzien), obrazy ultrasonograficzne watroby (4. tydzien po porodzie, 7.
tydzien po porodzie) i podskornej tkanki thuszczowej okolicy zadu (co tydzien) oraz
wycinki watroby uzyskane w wyniku biopsji gruboigtowej pod kontrolg USG (4. tydzien
po porodzie, 7. tydzien po porodzie).

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w badaniu morfologicznym krwi
pomiedzy grupami zwierzat tydzien przed porodem oraz w 4. 1 7. tygodniu po porodzie.
Stwierdzono natomiast szereg zmian we wskaznikach biochemicznych. Stezenie glukozy

réznito si¢ istotnie pomiedzy grupami w czasie trwania eksperymentu (P<0,05). Stezenie
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jonoéw wapnia w 9. tygodniu po porodzie rdznito si¢ istotnie pomigdzy grupami i w grupie
doswiadczalnej bylo ono nizsze (P<0,05), natomiast miescito si¢ przez caty okres
eksperymentu w zakresie wartosci referencyjnych. Po wycieleniu u zwierzat z obu grup
nastapit spadek stezenia trgjglicerydow, ktoéry w 2. tygodniu p.p. byt istotnie nizszy u
zwierzat z grupy doswiadczalnej (P<0,05). W 7. tygodniu p.p. zwierz¢ta z grupy
kontrolnej miaty istotnie wyzsze stgzenie TG w surowicy (P<0,05). U zwierzat z grupy
doswiadczalnej wysokie stezenie BHB utrzymywalo si¢ przez 3 tygodnie p.p. na istotnie
wyzszym poziomie niz w grupie kontrolnej (P<0,05). Zmiany stezenia BHB w czasie
byly istotnie réozne pomiedzy grupami (P<0,05).Stezenie NEFA wykazywato istotne
réznice w czasie (P<0,05), natomiast nie réznilo si¢ istotnie pomiedzy grupami.
Aktywnos¢ ALT po porodzie spadata u zwierzat z grupy doswiadczalnej, natomiast rosta
w grupie kontrolnej. Od 6. do 9. tygodnia p.p. byly to rdznice statystycznie istotne
(P<0,05). W 5. i 6. tygodniu p.p. aktywno$¢ AST w grupie doswiadczalnej byta istotnie
nizsza niz w grupie kontrolnej (P<0,05). Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej byta
wyzsza w grupie do§wiadczalnej, przyjmujac w 6. 1 7. tygodniu p.p. wartos¢ istotnie
roznigcg si¢ w porownaniu z grupg kontrolng (P<0,05). Aktywno$¢ ALP wykazywata
istotne roznice w czasie (P<0,05), natomiast nie roznila si¢ istotnie pomie¢dzy grupami.
Nie stwierdzono istotnych réznic w stezeniu cholesterolu oraz aktywnosci CK, LDH i
GSH-Px pomigdzy grupami.

Nie wykazano rowniez statystycznie istotnych réznic w grubosci podskornej
tkanki thuszczowej pomiedzy grupami przez caty czas trwania eksperymentu, natomiast
parametr ten wykazywat istotne zmiany w czasie (P<0,05).

W badaniu ultrasonograficznym watroby kroéw w grupie kontrolnej w 4. tygodniu
po porodzie nie stwierdzono cech 2. i 3. stopnia stluszczenia tego narzadu w
przeciwienstwie do grupy do$wiadczalnej. Odsetek krow z prawidlowym obrazem
ultrasonograficznym watroby byl wyzszy w grupie kontrolnej w 4. i 7. tygodniu po
porodzie, aczkolwiek wartosci te byty zblizone.

Ekspresja SOD2 w watrobie roznita si¢ istotnie pomigdzy grupami w 4. tygodniu
po porodzie (P<0,05) i byla istotnie skorelowana z ekspresja SOD3 (P<0,05). Poziomy
ekspresji SOD 1, SOD 3 i GPX3 nie roznity si¢ istotnie ani pomiedzy grupami ani
pomiedzy 4. a 7. tygodniem po porodzie.

Uzyskane wyniki dowodza, ze krowy z utrzymujacym si¢ wyzszym stezeniem
BHB po porodzie (powyzej 0,8 mmol/l) wykazuja podobny poziom mobilizacji rezerw

thuszczowych do kréw niewykazujacych takich zmian. Aktywno$¢ ALT moze by¢
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przydatnym wskaznikiem réznicujagcym krowy niewykazujace podwyzszenia st¢zenia
BHB tradycyjnie uznawanego za towarzyszace podklinicznej ketozie, a narazone na
negatywne skutki hiperketonemii. Ponadto, wyniki analiz molekularnych wskazuja na
mozliwos¢ wykorzystania oceny poziomu transkrypcji genéw, w szczegolnosci SOD2
jako biomarkera stopnia ketozy. Analiza ekspresji genéw moze by¢ rowniez pomocna do
okreslenia potencjatu regeneracyjnego watroby u kréw po wystapieniu ketozy, w
szczegblnosci w odniesieniu do stanow zaburzenia metabolizmu, ktérego wynikiem moze

by¢ stres oksydacyjny.
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The key moment for the health and productivity of dairy cattle is the period from
the 3™ week before to the 3™ week after calving called transition period. Despite research
on appropriate strategies for monitoring the cattle’s health and welfare during this time,
the incidence of negative consequences of negative energy balance and hyperketonaemia
remains high.

The aim of the study was to evaluate changes in blood morphology and
biochemistry, and to determine the degree of hepatic fatty infiltration as well as changes
in the level of hepatic expression of selected genes (SOD1, SOD2, SOD3, GPX3) in
Holstein-Friesian cows with elevated serum B-hydroxybutyrate (BHB) levels.

The study was conducted at the Batdy Teaching and Research Centre - a Holstein-
Friesian cattle farm of the University of Warmia and Mazury in Olsztyn. Twenty three
cows after the second lactation, characterized by high milk yield in previous lactations
(average 9500 kg of milk) were qualified to participate in the experiment. The selected
cows were divided into two groups: control - CONT (n=11) - healthy animals, which did
not show increase in serum BHB concentration from one week prepartum to three weeks
postpartum, and experimental - EXP (n=12) - animals with BHB concentration in the
range of 0,9 to 1,4 mmol/l at least once in this period, and the average concentration of
this compound in three weeks after calving at over 0,8 mmol/I.

The research material was collected from the 1% week prepartum to the 9" week
postpartum: whole blood (weekly) and whole blood serum (weekly), ultrasonograms of
the liver (4" week postpartum, 7" week postpartum) and backfat thickness (weekly), and
liver biopsy specimen obtained by ultrasound-guided core needle biopsy (4" week
postpartum, 71 week postpartum).

There were no statistically significant differences in blood morphology between
the groups one week prepartum, 4 and 7 weeks postpartum. However, a number of
changes in blood biochemistry were found. Serum glucose concentration differed
significantly between the groups during the time of the experiment (P<0,05). Ca
concentration at 9 weeks postpartum differed significantly between the groups and was
lower in the EXP animals (P<0,05), but remained within the reference range throughout
the entire experiment. There was a decrease in triglycerides concentration in both groups

after calving. Triglycerides level was significantly lower in EXP group (P<0,05) during
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the 2" week postpartum and significantly higher in CONT animals 7 weeks postpartum
(P<0,05). BHB concentration in EXP group remained significantly higher for 3 weeks
postpartum (P<0,05). Moreover, changes in BHB levels over time were significantly
different between the groups (P<0,05). NEFA levels showed significant differences over
time (P<0,05), but were not significantly different between the groups. ALT activity
decreased in EXP animals after calving, while it increased in the CONT group. From 6
to 9" week postpartum these differences were statistically significant (P<0,05). AST
activity in the EXP group was significantly lower than in the control group (P<0,05)
during the 5™ and 6™ week postpartum. Superoxide dismutase activity was higher in the
study group, from 6™ and 7" week postpartum compared to the control group (P<0,05).
ALP activity showed significant differences over time (P<0,05), but was not significantly
different between groups. There were no significant differences in cholesterol level and
CK, LDH and GSH-Px activity between groups.

There were no statistically significant differences in the backfat thickness between
the groups throughout the experiment, while this parameter showed significant changes
over time (P<0,05).

No ultrasonographic signs typical to the 2" or 3" degree of fatty infiltration of the
liver were found in the CONT group, contrary to the EXP group. The percentage of cows
with a normal hepatic ultrasonograms was higher in the CONT group in the 4™ and 7
week after parturition, however those levels were similar.

Hepatic SOD2 expression differed significantly between groups at 4 weeks
postpartum (P<0,05) and was significantly correlated with SOD3 expression (P<0,05).
Expression levels of SOD 1, SOD 3 and GPX3 did not differ significantly between groups
nor between 4 and 7 weeks postpartum.

The obtained results prove that cows with persistently higher BHB concentration
after parturition (above 0,8 mmol/l) show a similar level of mobilization of fat reserves
to cows not showing such changes. ALT activity may be a useful indicator differentiating
cows that do not show an increase in BHB levels traditionally considered as SCK but are
at risk of the negative effects of hyperketonaemia. In addition, the results of molecular
analyses indicate the possibility of using the level of gene transcription, in particular
SOD?2, as a biomarker of the degree of ketosis. Gene expression analysis can also be
helpful in determining the hepatic regenerative potential in cows after ketosis, in relation

to impaired metabolism causing oxidative stress in particular.
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6.1. METABOLICZNE MECHANIZMY ADAPTACYJNE W OKRESIE PRZEJSCIOWYM

Czas przechodzenia z okresu zasuszenia w laktacje, ktory rozpoczyna si¢ na trzy
tygodnie przed porodem (prepartum) i konczy trzy tygodnie po porodzie (postpartum) w
literaturze naukowej i1 weterynaryjnej nazywany jest okresem przejsciowym (ang.
transition period) (GRUMMER 1995). Jest to kluczowy moment dla dobrostanu, produkcji
mleka oraz zdrowia kréw mlecznych, poniewaz towarzyszy mu szereg zmian
fizjologicznych, immunologicznych i metabolicznych. (MULLIGAN i DOHERTY 2008).

W okresie przejsciowym krowa musi dostosowac swoj metabolizm w taki sposob,
aby poradzi¢ sobie ze wzrostem zapotrzebowania na energi¢ i sktadniki odzywcze, ktore
sg niezbedne do prawidtowego rozwoju ptodu, produkcji siary oraz mleka. Nie bez
znaczenia sg rowniez stres 1 wysilek zwigzane z porodem. Selekcja hodowlana i
intensyfikacja produkcji mleka sprawity, ze wysokowydajne krowy mleczne staly si¢
zwierzetami o ogromnym obcigzeniu metabolicznym, a trwajacy szes$¢ tygodni okres
przejSciowy wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia takich chorob jak:
hipokalcemia poporodowa, zatrzymanie tozyska, mastitis, metritis, przemieszczenie
trawienca, ketoza czy sthuszczenie watroby (KELTON i wsp. 1998, BEZERRA i wsp. 2014).

W okresie przejsciowym organizm krowy uruchamia mechanizmy adaptacyjne
majace na celu przystosowanie do zmieniajacego si¢ zapotrzebowania na energi¢ i
sktadniki odzywcze, ktore sa niezbedne do zwigkszajacej si¢ produkcji mleka w
wymieniu oraz odpowiednie zaopatrzenie matki i ptodu w sktadniki odzywcze.
Zaliczamy do nich m.in.: nasilenie procesu glukoneogenezy, mobilizacj¢ rezerw
thuszczowych i zmniejszenie obwodowej wrazliwosci na insuling. Nalezy pamietac, ze
zmiany te majg charakter fizjologiczny, natomiast ich nasilenie moze przyczyni¢ si¢ do
rozwoju wyzej wymienionych schorzen (SUNDRUM 2015).

Najwazniejszymi narzgdami shuzagcymi adaptacji organizmu krowy do
zwiekszajacej si¢ laktacji sg:

e 7wacz — miejsce syntezy prekursoréw glukozy (krotkotancuchowych
kwasow tluszczowych),

e watroba — koordynacja metabolizmu glukozy, lipidow i cial ketonowych,

e tkanka tluszczowa — rezerwa ttuszczow,

e krew — transport substancji pomi¢dzy narzadami.
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Przezuwacze sa niemal catkowicie zalezne od prawidlowego przebiegu procesu
glukoneogenezy, poniewaz glukoza z weglowodanow pochodzenia roslinnego prawie nie
dociera do jelita cienkiego z powodu zachodzacej przy udziale drobnoustrojow
fermentacji w zwaczu, w wyniku ktorej powstaja krotkotancuchowe — lotne — kwasy
thuszczowe — LKT (CECILIANI i wsp. 2018). LKT, do ktorych zaliczamy migdzy innymi
kwas propionowy i kwas izomastowy, s3a najwazniejszymi prekursorami glukozy dla
krow i substratami w procesie glukoneogenezy (ASCHENBACH i wsp. 2011, ZEBELI i wsp.
2015). Wydajno$¢ tego procesu zalezy od wielu czynnikow takich jak: dostepnosé
prekursoréw glukozy, status hormonalny (najistotniejsze hormony to: glukagon, hormon
wzrostu i insulina) oraz zdolno$¢ komorek watroby do przeprowadzenia glukoneogenezy,
czyli tzw. pojemnos¢ metaboliczna hepatocytéw (ASCHENBACH i wsp. 2010).

U przezuwaczy, w przeciwienstwie do zwierzat monogastrycznych, proces
glukoneogenezy jest najbardziej nasilony po karmieniu i przy wysokiej podazy energii,
poniewaz produkcja i wchtanianie kwasu propionowego w tych okresach sg rowniez na
wysokim poziomie, co zapobiega spadkowi apetytu (YOUNG 1977, DEODATO i wsp.
2004, ALLEN i wsp. 2005, ASCHENBACH i wsp. 2010). Krowy w laktacji dostosowujg si¢
do zwickszonego zapotrzebowania na glukozg wykorzystywanag do produkcji laktozy
mleka poprzez mobilizacje endogennych substratow dla procesu glukoneogenezy i
zwigkszong ekspresje karboksylazy pirogronianowej w watrobie (WHITE i wsp. 2011).

Tkanka thuszczowa Stanowi u ssakow miejsce magazynowania energii. Adipocyty
przechowuja i uwalniajg niezestryfikowane kwasy tluszcze (NEFA) w postaci
trojglicerydow (TG) w procesie nazywanym mobilizacjg thuszczow, na ktory sktadajg sie
lipogeneza i lipoliza. (CONTRERAS i wsp. 2018). Kilka tygodni przed porodem tempo
lipolizy przewyzsza tempo lipogenezy ze wzgledu na zmiany hormonalne towarzyszace
zblizajacym si¢ porodowi 1 laktacji, a w pozniejszym okresie deficyty energetyczne
wynikajace ze zwigkszajacej si¢ produkcji mleka 1 ograniczone spozycie suchej masy po
porodzie (BRADFORD i wsp. 2015). Zwigkszone nasilenie lipolizy prowadzi do
przebudowy tkanki tluszczowej, ktorej towarzyszy reakcja zapalna, migracja komoérek
uktadu immunologicznego oraz proliferacja komodrek i przebudowa macierzy
zewnatrzkomorkowej (CONTRERAS i wsp. 2015). Zintensyfikowany proces lipolizy, cho¢
zapewnia odpowiednig podaz energii w okresie okotoporodowym, ogranicza zdolno$¢
tkanki tluszczowej do buforowania energii i przyczynia si¢ do podwyzszonego st¢zenia

NEFA we krwi. Predysponuje to organizm krowy do rozwoju stanow zapalnych i choroéb
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metabolicznych (CONTRERAS i SORDILLO 2011, CONTRERAS i wsp. 2018, ESPOSITO i Wsp.
2020, MARKANTONATOS | VARGA 2017).

Watroba, obok tkanki thuszczowej i mi¢$ni szkieletowych, uczestniczy w regulacji
szeregu procesOw metabolicznych, kluczowych dla prawidlowego funkcjonowania
organizmu ssaka (FRAYN i wsp. 2006). Odgrywa ona gtéwna rol¢ w metabolizmie bialek,
glukozy, lipidow, ketogenezie czy gospodarce mineralno-witaminowej. Zdrowie krowy
w okresie przejsciowym jest $ci§le zwigzane ze zdolnoscig tego narzadu do koordynacji
tych procesow, radzenia sobie ze zmianami podazy sktadnikow odzywczych i
zmieniajacymi si¢ wymaganiami metabolicznymi towarzyszacymi pojawieniu si¢
laktacji.

Watroba odgrywa kluczowa rol¢ w metabolizmie tluszczoéw. Jest centralnym
miejscem utleniania 1 przemian metabolicznych niezestryfikowanych kwasow
thuszczowych. Ponadto posiada zdolnos¢ do lipogenezy de novo, syntezy kwasow
thuszczowych z glukozy i innych nielipidowych prekursorow (NGUYEN i wsp. 2008).
Kolejng wazng funkcja watroby w metabolizmie lipidow jest gromadzenie trojglicerydow
w hepatocytach. Jednak u przezuwaczy ich eksport do krwioobiegu jest ograniczony ze
wzgledu na niski poziom syntezy lipoprotein o bardzo niskiej gestosci — VLDL (ang. very
low density lipoproteins) — tacznika pomiedzy watrobg a krwioobiegiem (RABOISSON i
wsp. 2014).

Najwazniejszym aspektem udzialu watroby w metabolizmie glukozy u
przezuwaczy jest proces glukoneogenezy, czyli syntezy glukozy ze zwiazkéw nie
bedacych cukrami tj. kwasu propionowego, kwasu izomastowego 1 niektérych
aminokwasow (LARSEN i KRISTENSEN 2013).

Proces utleniania kwaséw tluszczowych dostarcza acetylo-CoA, ktory jest
nastepnie kondensowany ze szczawiooctanem tworzac cytrynian, ktéry wchodzi do cyklu
Krebsa. Jednakze, gdy zapotrzebowanie na glukozg jest wysokie, szczawiooctan jest
coraz czesciej wykorzystywany w procesie glukoneogenezy, a zatem acetylo-CoA nie
moze zosta¢ catkowicie utleniony i1 przeksztalcany jest w ciata ketonowe, do ktérych
zaliczamy: kwas acetooctowy, aceton i beta-hydroksymaslan (BHB) (ESPOSITO i wsp.
2014, RABOISSON i wsp. 2014).
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6.2. HIPERKETONEMIA KROW MLECZNYCH | JEJ SKUTKI

Zachodzace okoloporodowo zmiany behawioralne, hormonalne i metaboliczne
sprawiaja, ze krowy wykazuja w tym czasie wyrazny spadek spozycia suchej masy - DMI
(ang. dry matter intake) (GRUMMER i wsp. 2004, ALLEN i wsp. 2005). Skutkiem
zwigkszonego zapotrzebowania energetycznego idacego w parze ze zmniejszonym
pobraniem paszy jest ujemny bilans energetyczny - NEB (ang. negative energy balance),
ktory moze by¢ poglebiany przez fakt, ze transport sktadnikow odzywczych do wymienia
staje si¢ priorytetem (LUCY i wsp. 2009, ROCHE i wsp. 2017). W odpowiedzi organizm
krowy aktywnie uruchamia rezerwy ttuszczowe, a niedobdr prekursorow glukozy nasila
syntezg cial ketonowych, co moze doprowadzi¢ do hiperketonemii, czyli podwyzszonego
stezenia BHB w ptynach ustrojowych uznawanego za wskaznik zbyt duzego NEB u krow
mlecznych (DUFFIELD i wsp. 2009).

Wielu autoréw traktuje hiperketonemi¢ jako synonim stanu podklinicznej ketozy
(SCK — ang. subclinical ketosis), czyli stezenia BHB we krwi obwodowej we wczesnej
laktacji na poziomie rownym lub wyzszym niz 1,2-1,4 mmol/l bez towarzyszacych temu
stanowi wyraznych objawow klinicznych (DUFFIELD i wsp. 2009, OSPINA i wsp. 2010,
RABOISSON i wsp. 2014). Natomiast kliniczng ketozg (CKet- ang. clinical ketosis) okresla
si¢ stezenie BHB na poziomie wyzszym niz 2,4-3 mmol/l z wyrazng utratg apetytu i
ostabieniem. W ostatnich latach pojawily si¢ jednak wzmianki o przypadkach CKet przy
stezeniu BHB >1,1 mmol/l (SUTHAR i wsp. 2013, SONG i wsp. 2016, BENEDET i wsp.
2019). Ponadto niektorzy autorzy diagnozowali SCK 7-10 dni po porodzie u krow ze
stezeniem BHB >1,0 mmol/l (WALSH i wsp. 2007, PUPPEL i KUCZYNSKA 2016).

Takie doniesienia potwierdzajg potrzebg ponownego zdefiniowania podklinicznej
ketozy 1 hiperketonemii w literaturze, oddzielnego rozpatrywania tych dwoch pojec oraz
konieczno$¢ traktowania wszystkich przypadkéw podwyzszenia stezenia ciat
ketonowych jako potencjalne zagrozenie negatywnymi skutkami hiperketonemii. Z tego
tez wzgledu niniejsza praca porusza zagadnienia zwigzane z hiperketonemig/
podwyzszonym stezeniem BHB.

Podwyzszonemu stgzeniu ciat ketonowych towarzyszy nizsza wydajno$¢ mleczna
krow, stabsze wyniki w rozrodzie, zwigkszona czgstotliwo$¢ wystgpowania innych
chorob okresu przejSciowego oraz czestsze brakowanie zwierzat ze stada, co pociagga za
sobg ogromne straty finansowe wérod hodowcow (MCART K i wsp. 2012, SUTHAR i wsp.

2013). RABOISSON i wsp. (2015) oszacowali, ze $rednie straty wynikajace z jednego
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przypadku SCK wynosza okoto 257 euro. SCK powoduje znacznie wigksze straty niz
CKet, poniewaz wystepuje czesciej i jest znacznie trudniejsza do zdiagnozowania bez
wdrozenia odpowiednich programéw diagnostycznych w stadzie (GEISHAUSER I Wsp.
2000). Dlatego tez poszukiwanie i wdrazanie skutecznych strategii monitorowania stad
w kierunku diagnozowania hiperketonemii zyskuje coraz wigksze znaczenie w
srodowisku naukowym i wérod hodowcow bydta mlecznego (PRYCE i wsp. 2016).

Podwyzszone stezenie BHB u bydta mlecznego jest nie tylko waznym czynnikiem
prowadzacym do wystagpienia ketozy. Istniejg bowiem badania potwierdzajace udziat
BHB w nasilaniu reakcji zapalnych, apoptozy komoérek 1 powstawaniu stresu
oksydacyjnego powodujacego uszkodzenia narzadéw, migdzy innymi watroby (FU i wsp.
2014, DENG i wsp. 2015, BICALHO i wsp. 2017).

Stres oksydacyjny mozna zdefiniowac¢ jako zachwianie rownowagi pomiedzy
powstawaniem RFT (reaktywnych form tlenu) a majacymi neutralizowaé ich dziatanie
antyoksydantami (MARTINDALE i HOLBROOK 2002, HE i wsp. 2017). Negatywne skutki
tego zjawiska mozna podzieli¢ na bezposrednie - peroksydacja lipidéw i posrednie -
wplyw na btony komérkowe i modyfikacja szlakoéw metabolicznych (DAVIES 2000). RFT
powstajace podczas stresu oksydacyjnego sa eliminowane poprzez dzialanie szeregu
enzymow antyoksydacyjnych i tzw. nieenzymatycznych mechanizméw obronnych (m.in.
witamina E i selen) (GoONG i XIA0 2016). Do enzymow antyoksydacyjnych, ktorych
aktywnos¢ jest czegsto oznaczana jako marker zdolnosci antyoksydacyjnej organizmu,
zaliczamy m.in. dysmutaz¢ ponadtlenkowsa (SOD) i peroksydaze glutationowa (GSH-Px)
(CHENG i wsp. 2019, SHARMA i wsp. 2011). GSH-Px glownie katalizuje reakcje redukcji
nadtlenkow wodoru i nadtlenkéw organicznych (np. lipidow), natomiast SOD jest
glownym zmiataczem rodnikéw ponadtlenkowych (ang. superoxide radical scavenger) i
tworzy pierwszg lini¢ obrony przed utleniaczami (CeLI 2011). BUHLER i wsp. (2018)
sugeruja, ze u krow wielorodek w okresie okotoporodowym wystepuje zwigkszone
obcigzenie oksydacyjne niz u pierwiastek, co mozna wyttumaczy¢ wigksza wydajnoscia
mleczng tych zwierzat (TIENKEN i wsp. 2015a, TIENKEN i wsp. 2015b). U krow tych
wykazano takze wyzsze aktywnosci GSH-Px w surowicy i wyzsza ekspresje GPX1 i
SOD2 w leukocytach (BUHLER i wsp. 2018).

Zagadnienia dotyczace wydajnos$ci, zdrowia, zywienia oraz zarzadzania stadami
bydta mlecznego w okresie przejsciowym byly przedmiotem setek badan naukowych
przeprowadzonych w ostatnich trzydziestu latach, poczawszy od lat 90. ubiegtego wieku,

kiedy to termin ,,okres przejsciowy” zaczat pojawia¢ si¢ w miedzynarodowe;j literaturze
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naukowej (GRUMMER 1995, DRACKLEY 1999, PROUDFOOT i wsp. 2009, ATKINSON 2016,
REDFERN 1 wsp. 2021). Pomimo tak duzego zainteresowania naukowcow i
przeprowadzenia tak wielu badan w zakresie odpowiednich strategii postepowania w celu
poprawy zdrowia i dobrostanu krow w okresie przejsciowym, czestotliwosé
wystepowania chordb i brakowania zwierzat w tym okresie pozostaje nadal wysoka.

Obecnie zakres wiedzy na temat hiperketonemii, SCK i CKet u bydta mlecznego
jest do$¢ szeroki — znane sg ogdlnoustrojowe mechanizmy I konsekwencje dla zdrowia,
produkcyjno$ci i dobrostanu bydta, rosnie §wiadomo$¢ strat finansowych, a lekarze
weterynarii dysponuja szeregiem mozliwosci diagnostycznych. Jednak pomimo wielu
badan na przestrzeni ostatnich kilkudziesigciu lat, temat hiperketonemii i jej skutkéw u
bydta mlecznego jest nadal aktualny i1 kazdego roku publikowane sa nowe materialy w
renomowanych czasopismach naukowych (HA i wsp. 2017, SHAHzAD i wsp. 2019,
STURM i wsp. 2020, SOARES i wsp. 2021).

Majac na uwadze ogromne obcigzenie metaboliczne krow mlecznych w okresie
przejSciowym zasadne jest ciagle podejmowanie tematyki badawczej zwigzanej z
hiperketonemia, mechanizméw jej powstawania na poziomie molekularnym,
konsekwencji jakie za sobg pociaga na poziomie stad, poszczegolnych kréw, narzadow i
komorek. Takie badania s3 pomocne w odnalezieniu markeréw genetycznych i
biochemicznych pozwalajacych na wykrycie jeszcze przed porodem krow zagrozonych
hiperketonemia i ztagodzenie skutkéw tego stanu, a tym samym przyczyni¢ si¢ do
zmniejszenia odsetka brakowania zwierzat.

Poniewaz wigkszos$¢ naukowcow, ktorzy badali problem zaburzen zdrowotnych i
towarzyszacych im zmian na poziomie molekularnym u kréw mlecznych, koncentrowata
si¢ na wykrywaniu nieprawidtowos$ci u kréw z podkliniczng ketoza, identyfikowang jako
podwyzszenie surowiczego st¢zenia BHB >1,2 mmol/l, w niniejszej pracy zostala podjeta
proba okreslenia stopnia nasilenia zmian u krow z nizsza koncentracja BHB siegajaca

poziomu 0,8-1,2 mmol/Il.
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7. CEL PRACY

Celem pracy byla ocena zmian wybranych wskaznikow hematologicznych i
biochemicznych krwi krow rasy Holsztynsko-Fryzyjskiej oraz okreslenie zmian poziomu
ekspresji wybranych genéow w watrobie w przebiegu podwyzszonego surowiczego

stezenia BHB.

Cele szczegdtowe obejmowaty:

e ocen¢ ogodlnego stanu klinicznego zwierzat na podstawie zmian wskaznikow
morfologicznych i biochemicznych krwi;

e ocen¢ obecnosci cech thuszczowego nacieczenia hepatocytow w badaniu
ultrasonograficznym watrobys;

e izolacje RNA w celu okreslenia poziomu ekspresji genow kodujacych dysmutaze
ponadtlenkow3 i peroksydaze glutationowa;

e okreslenie wplywu podwyzszonego stezenia P-hydroksymaslanu w surowicy
krow rasy Holsztynsko-Fryzyjskiej na poziom ekspresji genow kodujacych

dysmutazg ponadtlenkows i peroksydaze glutationowa w watrobie.
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8.1. ZWIERZETA WYKORZYSTANE W EKSPERYMENCIE | SCHEMAT POBIERANIA

MATERIALU BADAWCZEGO

Dos$wiadczenie zostalo przeprowadzone w stadzie bydta mlecznego rasy
Holsztynsko-Fryzyjskiej (HF) liczacego 189 krow mlecznych znajdujacym si¢ na terenie
wojewodztwa warminsko-mazurskiego w Stacji Dydaktyczno-Badawczej Baldy
nalezacej do Uniwersytetu-Warminsko Mazurskiego w Olsztynie. Zwierzgta byly
utrzymywane w oborze wolnostanowiskowej, spelniajgcej wymogi dla dobrostanu
zwierzat gospodarskich zgodnie z Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i1 Rady
2010/63/UE z dnia 22 wrzesnia 2010 r. W pomieszczeniach, gdzie przebywaty zwierzgta
byla wentylacja grawitacyjna i naturalne os$wietlenie. W czasie trwania catego
eksperymentu wszystkie zwierzeta przebywaty w gospodarstwie i tam pobierano materiat
badawczy. Krowy mialy staly dostep do wody, karmione byty dwukrotnie w ciggu doby
przy uzyciu TMR (z ang. total mixed ration) w dawce ad libitum, ktorego sktad
przedstawiony jest w Tabeli 1. D6j w gospodarstwie odbywat si¢ dwukrotnie w ciggu
dnia, na hali udojowej. Stado znajduje si¢ pod stata opiekg lekarsko-weterynaryjng
Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej w Olsztynie.

Przez okres 6 miesigcy monitoringowi podlegaly wszystkie krowy w stadzie
bedace co najmniej 3 tygodnie przed planowanym porodem. Czynnikami
wykluczajagcymi udziat zwierzecia w eksperymencie byly schorzenia wymagajace
leczenia farmakologicznego i/lub chirurgicznego w przedziale: tydzien przed porodem —
3 tygodnie po porodzie. Ponadto wykluczono wszystkie pierwiastki i jatowki.

Do udzialu w doswiadczeniu zakwalifikowano 23 krowy bedace po drugiej
laktacji, charakteryzujace si¢ wysoka wydajnosciag mleczng w poprzednich laktacjach
(Srednio 9500 kg mleka). Do celow badawczych wyselekcjonowane krowy podzielono
na dwie grupy: kontrolng - CONT (n=11) oraz do$wiadczalng - EXP (n=12). Grupe
CONT stanowily zwierzeta zdrowe, ktore w okresie od tygodnia przed i do trzech tygodni
po porodzie nie wykazywaly podwyzszonego stezenia BHB w surowicy. Grupge EXP
stanowily zwierzgta, u ktorych co najmniej raz w tym przedziale czasowym st¢zenie BHB
znajdowato si¢ w przedziale od 0,9 do 1,4 mmol/l, a $rednie stgzenie tego zwiazku W

trzech tygodniach po porodzie wynosito ponad 0,8 mmol/I.
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Przeprowadzenie procedur do§wiadczalnych uzyskato aprobate Lokalnej Komisji

Etycznej ds. do§wiadczen na zwierzetach (Uchwata Nr 28/2020 z dnia 22.04.2020).

Material badawczy od zwierzat z obu grup stanowity: krew pelna, surowica,

wycinki watroby, obrazy ultrasonograficzne watroby i1 podskoérnej tkanki thuszczowe;j

okolicy zadu — BFT (ang. backfat thickness). Byl on pobierany wedlug schematu

przedstawionego na Rycinie 1.

Tabela 1. Sktad dawki pokarmowe;j

Sktadnik paszy Dawka dla krowy w
laktacji na dzien (kg)
kiszonka z kukurydzy 25
sianokiszonka 9
stoma 0,5
pszenzyto 2
Rzepmix® ($ruta rzepakowa) 2
Milkor 38® (korektor biatkowo-energetyczny) 3
olej palmowy 0,25
glikol 0,23
Repromax® (dodatek mineralny) 0,23
kwasny weglan 0,48
Killacid® (drozdze) 0,1
kreda 0,05
Somifix® (premiks witaminowo-mineralny) 0,1
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Rycina 1. Og6lny schemat przebiegu doswiadczenia

krowa
| ]
krew watroba ko.ndijf'al
zwierzecia
e I \ I | |
badanie badanie . omiar
biochemiczne morfologiczne - ba-danle USG/ po%sk()rnej
N | J | biopsja pod kontrola tkanki
; . ) . SG thiszczowej
. 1. tydzien
co tydzien od 1. przed
tygocfjnla %rz%d porodem |
p?;gogma 80 : 4. tydzien po co tydzien od
porodzie porodzie (21.-28. 1. tygodnia
4 tvdzief dzien p.p.) przed
\ y, . tydzien porodem do
po porodzie | 9. tygodnia
(21.-28. po porodzie
dzien p.p.)

7. tydzien po
| porodzie (42.-49.
dzien p.p.)

7. tydzien po
porodzie
(42.-49.

dzien p.p.)

—
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8.2. BADANIA BIOCHEMICZNE | MORFOLOGICZNE KRWI

Krew obwodowg do badan biochemicznych 1 morfologicznych pobierano z zyty
posrodkowej ogona (tac. vena coccygea mediana) za pomoca proézniowego systemu BD
VACUTAINER (Becton Dickinson, USA). Do wklucia uzyto igiet iniekcyjnych BD
VACUTAINER 20G 0,9x38 mm (Becton Dickinson, USA). Miejsce pobrania krwi
najpierw oczyszczano suchym rg¢cznikiem papierowym, a nastepnie dezynfekowano
wacikiem nasgczonym alkoholem. W celu uzyskania surowicy krew pobierano do trzech
9 ml probowek z aktywatorem wykrzepiania (Becton Dickinson, USA), natomiast aby
uzyska¢ krew pelng pobierano ja do dwoch 4 ml proboéwek z KoEDTA (Becton
Dickinson, USA). Uzyskang krew przechowywano w lodowce transportowej o
temperaturze okoto 5°C i w ciggu godziny od pobrania przewozono jg do laboratorium
Katedry Choréb Wewngtrznych z Klinika Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej w
Olsztynie.

Pobrany materiat postuzyt do wykonania nastgpujacych oznaczen:

e badanie morfologiczne krwi — wykonywano bezposrednio po przywiezieniu krwi
do laboratorium w celu okreslenia ogdlnego stanu zwierzgcia. Krew pozostata po
wykonaniu badania byta odwirowana w celu uzyskania krwinek i przechowywana
w zamrazarce w temperaturze -80°C. Krwinki postuzyly do oznaczenia
aktywnosci peroksydazy glutationowej 1 dysmutazy ponadtlenkowej;

e Dbadanie aktywnosci peroksydazy glutationowej 1 dysmutazy ponadtlenkowej -
wykonano po uzyskaniu materiatu badawczego od wszystkich zwierzat;

e badanie biochemiczne surowicy — wykonywano bezposrednio po uzyskaniu
surowicy poprzez odwirowanie krwi pelnej pobranej do probowek z aktywatorem
wykrzepiania. Krew wirowano przez 10-15 minut z szybkoscig 1500 obr./min. Po
oddzieleniu surowicy do 4 czystych, szklanych probéwek materiat wykorzystano
do wykonania oznaczen biochemicznych (lista oznaczanych parametrow

przedstawiona jest w Tabeli 2.);

Oznaczenia poszczeg6lnych parametrow we krwi obwodowej wykonano metodami

przedstawionymi w Tabeli 2.
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Tabela 2. Metody wykonania oznaczen we krwi obwodowej

Parametr/Badanie

Materiat badawczy

Metoda

Analizator

I odczynniki

morfologia krwi
(CBC+DIFF)
WBC
%NEUT
%LYMPH
%MONO
%EOS
%BASO
%LUC
NEUT
LYMPH
MONO

EOS

BASO

LUC

RBC

HGB

HCT

MCV

krew pelna pobrana na

K:EDTA

- odczyt cytometryczno-laserowy z zestawami:

zestaw optyczny perox — pomiar $wiatla

rozproszonego i  pochlonigtego  przez

pojedyncze komdrki z  wykorzystaniem
hydrodynamicznego ogniskowania strumienia
komoérek w kuwecie przeptywowej

laserowy zestaw optyczny — wysoko i nisko
katowy pomiar $wiatla rozproszonego i
pochtanianego przez poszczegélne komorki,
ktorego zrodtem jest dioda lasera — pomiar
wykorzystywany do oceny uktadu
czerwonokrwinkowego 1 plytkowego oraz
okreslajacy ptatowos¢ jadra komorkowego w
uktadzie biato krwinkowym

zestaw kolorymetryczny hemoglobinowy —
warto$ci napigcia na lampie hemoglobinowe;j
odpowiadajg ilosci transmitowanego $wiatta
zestaw odczynnikow PEROX i BASO -

wykorzystuje reakcje cytochemiczne do DIFF

-analizator hematologiczny ADVIA
2120i (Siemens, Niemcy)
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MCH

MCHC

RDW

HDW

PLT

MPV

stgzenie glukozy | surowica - metoda oksydazowa, pomiar kolorymetryczny przy | -analizator biochemiczny ACCENT-
(GLUC) dtugosci fali 510 nm/670 nm 200 (Cormay, Polska)

-odczynniki firmy Cormay (Polska)
aktywno$¢é surowica - metoda kinetyczna IFCC bez aktywacji fosforanem | -analizator biochemiczny ACCENT-
aminotransferazy pirydoksalu, pomiar kolorymetryczny przy dlugosci | 200 (Cormay, Polska)
asparaginianowej fali 340 nm/450 nm -odczynniki firmy Cormay (Polska)
(AST)
aktywno$¢ surowica - metoda kinetyczna IFCC bez aktywacji fosforanem | -analizator biochemiczny ACCENT-
aminotransferazy pirydoksalu, pomiar kolorymetryczny przy dlugosci | 200 (Cormay, Polska)
alaninowej (ALT) fali 340 nm/450 nm -odczynniki firmy Cormay (Polska)
aktywno$¢  kinazy | surowica - metoda kinetyczna IFCC z fosforanem kreatyny, | -analizator biochemiczny ACCENT-
kreatynowej (CK) pomiar kolorymetryczny przy dtugosci fali 340 nm/450 | 200 (Cormay, Polska)

nm -odczynniki firmy Cormay (Polska)
aktywnos$¢ surowica - metoda kinetyczna DGKC z pirogronianem, pomiar | -analizator biochemiczny ACCENT-
dehydrogenazy kolorymetryczny przy dtugosci fali 340 nm/450 nm 200 (Cormay, Polska)

-odczynniki firmy Cormay (Polska)
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mleczanowej

(LDH)
aktywno$¢ fosfatazy | surowica - metoda kinetyczna IFCC, kolorymetryczny pomiar | -analizator biochemiczny ACCENT-
alkalicznej (ALP) szybko$ci powstawania p-nitrofenolu przy dtugosci fali | 200 (Cormay, Polska)

405 nm/670 nm -odczynniki firmy Cormay (Polska)
stezenie cholesterolu | surowica - metoda kolorymetryczna z esterazag i oksydaza | -analizator biochemiczny ACCENT-
(CHOL) cholesterolu — CHOD/PAP, pomiar kolorymetryczny | 200 (Cormay, Polska)

przy dtugosci fali 510 nm/670 nm -odczynniki firmy Cormay (Polska)
stezenie surowica - metoda enzymatyczna z oksydaza | -analizator biochemiczny ACCENT-
trojglicerydow (TG) glicerofosforanowa, pomiar kolorymetryczny przy | 200 (Cormay, Polska)

dhugosci fali 546 nm/670 nm -odczynniki firmy Cormay (Polska)
stezenie Ca surowica - metoda kolorymetryczna Arsenazo Ill, pomiar | -analizator biochemiczny ACCENT-

kolorymetryczny przy dtugosci fali 670 nm 200 (Cormay, Polska)

-odczynniki firmy Cormay (Polska)
stezenie surowica - metoda kolorymetryczna WAKO, pomiar | -analizator biochemiczny ACCENT-
niezestryfikowanych kolorymetryczny przy dtugosci fali 546 nm/670 nm 200 (Cormay, Polska)
kwasow -odczynniki firmy Wako Chemicals
thuszczowych GmbH (Niemcy)

(NEFA)
stezenie surowica - metoda kolorymetryczna WAKO), pomiar | -analizator biochemiczny ACCENT-

B-hydroksymaslanu
(BHB)

kolorymetryczny przy dtugosci fali 546 nm

200 (Cormay, Polska)
-odczynniki firmy DiaSys (USA)

35



8. MATERIAL I METODY

aktywnos$¢ krew petna/krwinki - metoda Paglia i Valentine z kumenem ), pomiar | -analizator biochemiczny ACCENT-
peroksydazy kolorymetryczny przy dtugosci fali 340 nm 200 (Cormay, Polska)
glutationowej -odczynniki Ransel firmy Randox
(GSH-Px) (Wielka Brytania)

aktywnos¢ krew petna/ krwinki - metoda z oksydaza ksantynowa XOD, pomiar | -analizator biochemiczny ACCENT-
dysmutazy kolorymetryczny przy dtugosci fali 505 nm 200 (Cormay, Polska)

ponadtlenkowej
(SOD)

-odczynniki RANSOD firmy
Randox (Wielka Brytania)
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8.3. OCENA KONDYCJI KROWY

Ocen¢ ogolnej kondycji krowy oraz stopien utraty masy ciala po porodzie
oceniano poprzez pomiar BFT wykonany przy pomocy aparatu ultrasonograficznego 4
Vet Slim (Draminski, Polska). Pomiar wykonywany byl w polowie linii taczacej guz
biodrowy z guzem kulszowym uzywajac takich samych ustawien aparatu (czgstotliwosé
— 7 MHz, zakres — 80 mm) za pomocg glowicy liniowej rektalnej. Uzyskany obraz
zapisywano, zgrywano na dysk i przy pomocy programu MicroDicom viewer
(MicroDicom Ltd, Bulgaria) mierzono grubos¢ podskornej tkanki ttuszczowej (BFT)
zgodnie ze schematami przedstawionymi na Rycinie 2. Kazdy z pomiaréw (pomiar 1 —
uwzgledniajacy samg tkanke tluszczowa i pomiar 2. — do ktérego wiaczono grubosc
skory) wykonywano trzykrotnie i wyciggano S$rednig, ktora uzyto w analizie

statystycznej.

Rycina 2. Schemat pomiaru BFT — pomiar 1 i 2.

tkanka thuszczowa .
_ pomiar 1. pomiar 2.

tkanka miesniowa
é
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8.4. ULTRASONOGRAFICZNA OCENA OBRAZOW WATROBY

Materiat do ultrasonograficznej oceny obecnosci cech tluszczowego nacieczenia
hepatocytow stanowily obrazy uzyskane za pomoca aparatu 4 Vet Slim (Draminski,
Polska) z wykorzystaniem gltowicy typu convex (czestotliwos¢ — 3,5 MHz, zakres — 250
mm) w wygolonym obszarze umiejscowionym 10 cm dobrzusznie od wyrostkow
poprzecznych kregow o wielkosci okoto 20cm x 20cm doglowowo od ostatniej
przestrzeni mi¢gdzyzebrowej (Ryc. 4). Uzyskane obrazy zapisywano, zgrywano na dysk i
analizowano przy pomocy programu MicroDicom viewer (MicroDicom Ltd, Butgaria).

Obrazy watroby oceniano pod katem obecnosci cech nacieczenia tluszczowego
tego narzadu opisanych przez KOMEILIAN i wsp. (2011) i przedstawionych na Rycinie 3.
— zwigkszona echogeniczno$¢ migzszu watroby (ang. brightness pattern), rozmycie
naczyn watrobowych (ang. vessel blurring), obecnosé¢ glebokiego ttumienia echa (ang,

deep attenuation) oraz widoczno$¢ przepony (ang. diaphragm visibility).
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Rycina 3. Cechy tluszczowego nacieczenia hepatocytow wg KOMEILIAN i wsp. (2011)

A, B - prawidlowy obraz watroby; C - stluszczenie watroby 1. stopnia (lagodne) -
zwigkszona echogeniczno$¢ miazszu watroby, rozmycie Scian naczyn
watrobowych; D - stluszczenie watroby 2. stopnia (umiarkowane) - zwiekszona
echogenicznos¢ miazszu watroby, rozmycie $cian naczyn, obecnos¢ glebokiego
tlumienia echa, przepona widoczna, rozmyta; E, F - stluszczenie watroby 3.
stopnia (zaawansowane) - zwigkszona echogeniczno$¢ migzszu watroby,
niewidoczne naczynia watrobowe, glebokie tlumienie echa, przepona
niewidoczna
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8.5. BIOPSJA GRUBOIGLOWA POD KONTROLA USG

Materiat do reakcji tfancuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcjg w czasie
rzeczywistym (gRT-PCR), stuzacej do iloSciowej oceny poziomu ekspresji gendéw
kodujacych SOD i GSH-Px, stanowily wycinki watroby pobrane pod kontrola aparatu
ultrasonograficznego (4 Vet Slim, Draminski, Polska) z wykorzystaniem glowicy typu
convex.

Tkanke¢ watrobowa pobierano przy uzyciu automatycznego aparatu do biopsji
gruboigtowej Pro-mag Ultra 765016200 (Argon Medical Devices, USA) i igiet do biopsji
gruboigtowej o $rednicy 1,6 mm i dtugosci 20 cm (Argon Medical Devices, USA)
zgodnie z ponizszg procedurg (Rycina 4.):

- wygolenie obszaru umiejscowionego 10 cm dobrzusznie od wyrostkéw
poprzecznych kregéw o wielkosci okoto 20cm x 20cm doglowowo od ostatniej
przestrzeni migdzyzebrowej o wielkosci okoto 10 cm x 20 cm dogtowowo od ostatniej
przestrzeni mi¢dzyzebrowe;j,

-wykonanie badania USG watroby (4 Vet Slim, Draminski, Polska) i wybranie
miejsca pobrania materiatu,

-znieczulenie miejscowe nasickowe - POLOCAINUM HYDROCHLORICUM
5% (Biowet Drwalew) - 5 ml,

-naci¢cie skory 1 tkanki podskornej o dlugosci okoto 1 cm wykonane za pomoca
jednorazowego skalpela,

-wprowadzenie igly biopsyjnej pod kontrolg USG i pobranie fragmentu watroby
poprzez zwolnienie blokady; przy kazdej biopsji igle wprowadzano 4 razy w celu
pobrania 4 wycinkéw watroby, Uzyty automatyczny aparat do biopsji gruboiglowe;j
umozliwil pobieranie jednakowych wycinkéw za kazdym razem;

-zabezpieczenie rany preparatem antybiotykowym w sprayu (Cyclo Spray,
Dechra, Wielka Brytania); tak male nacigcie nie wymagato zatozenia szwow;

Wycinki watroby pobierano do opisanych (oborowy numer identyfikacyjny
krowy/numer pobrania) jatlowych probéwek odpornych na przechowywanie w niskich
temperaturach (Eppendorf Safe-Lock Tubes, 1,5 ml, PCR clean, Eppendorf Poland) i
transportowano w szczelnym pojemniku wypetlionym ciektym azotem. Tkanki do czasu

wykonania oznaczen przechowywane byly w zamrazarce w temperaturze -80°C.
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Rycina 4. Przebieg biopsji watroby

(A-wygolony obszar, B-znieczulenie miejscowe, C-naciecie skory skalpelem, D-biopsja
pod kontrolg USG)
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8.6. lzoLAaciA RNA

Izolacja RNA zostata przeprowadzona po zakonczeniu cze$ci terenowej
doswiadczenia, gdy wycinki watroby od wszystkich kréw biorgcych udzial w
eksperymencie zostaty juz zebrane i przechowywane w temperaturze — 80°C do momentu
izolacji.

Wszystkie etapy izolacji RNA wykonano zgodnie z protokotem PureLink™ RNA
Mini Kit (ThermoFisher Scientific, USA) i przy uzyciu odczynnikéw z tego zestawu.
Proboéwki z wycinkami po wyjeciu z zamrazarki przenoszono do styropianowego
pojemnika wypelnionego kruszonym lodem, tak jak zaleca producent odczynnikéw do
izolacji RNA. Homogenizacji dokonano stosujac kulki ze stali nierdzewnej przeznaczone
do lizy tkanek migkkich o $rednicy Smm (Qiagen, GmbH, Niemcy) i wytrzasajac je przez
2 minuty w homogenizatorze TissueLyser LT (Qiagen, GmbH, Niemcy), po uprzednim
dodaniu do kazdej probowki odpowiedniej ilosci buforu lizujacego z dodatkiem 2-
merkaptoetanolu (Sigma-Aldrich, USA). Po uzyskaniu lizatu postgpowano zgodnie z
wyzej wymienionym protokotem, az do uzyskania produktu koncowego w postaci RNA.
Ilos¢ 1 czysto$¢ uzyskanego RNA analizowano spektrofotometrycznie za pomoca
urzadzenia NanoDrop ND1000 (Thermo Scientific, USA). Natomiast jakos¢ uzyskanych
preparatow RNA reprezentowang jako warto$¢ RIN (ang. RNA integrity number)
analizowano za pomocg elektroforezy kapilarnej w urzadzeniu Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, USA) i zestawu odczynnikowego Agilent RNA 6000 Nano Kit
(Agilent Technologies, USA) zgodnie z procedurg producenta.

W celu zabezpieczenia RNA przed degradacja probowki przechowywano w

temperaturze — 80°C do czasu wykonania odwrotnej transkrypcji.
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8.7.qRT-PCR

1000 ng catkowitego RNA (ang. Total RNA) poddano odwrotnej transkrypcji przy
uzyciu zestawu odczynnikowego Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche,
Szwajcaria) zgodnie z instrukcja producenta. Uzyskane cDNA rozcieficzano 100-krotnie
i do czasu przeprowadzenia reakcji qRT-PCR przechowywano w temperaturze -20°C.

Reakcja amplifikacji Real Time (w czasie rzeczywistym) zostata przeprowadzona
w aparacie LightCycler LC 480 II (Roche, Szwajcaria) na ptytkach 96-cio dotkowych
(LightCycler 480 Multiwell Plate 96, white, Roche, Szwajcaria). Mieszanina reakcyjna
sktadata si¢ z: 5 pl 100-krotnie rozcienczonego cDNA, 10 pmol kazdego ze starteréw
(Tabela 3.), 3 ul wody (PCR-Grade Water Roche, Szwajcaria) i 10 pl LightCycler 480
SYBR Green | Master (Roche, Szwajcaria). Kazda reakcja byta wykonana w 2
powtdrzeniach, natomiast kontrola negatywna (zawierajagca wodg¢ zamiast cDNA)
wykonywana byla w potréjnym powtodrzeniu dla kazdego z genow. Profil termiczny
reakcji przedstawia Tabela 4.

Dla kazdego amplikonu szacowano wydajnos¢ reakcji oraz error value — $redni
btad kwadratowy dopasowania pojedynczych punktow do linii regresji uzywajac 6-Cio
punktowej krzywej standardowej opartej 0 4-krotne rozcienczenia. Wartos¢ Cq byta
okreslona przez oprogramowanie aparatu LightCycler 480 SW 1.5 software w oparciu o
domyslne ustawienia i metode maksimum drugiej pochodnej (ang. second derivative

maximum method).
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Tabela 3. Charakterystyka amplikonéw wykorzystanych w reakcji qRT-PCR

Symbol genu i nazwa genu Sekwencja startera forward m Dt Acc. No”.
Sekwencja startera reverse amplikon | amplikon
u* u
°C) (p2)

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3- 5’GTCTTCACTACCATGGAGAAGG3’ 86,22 197 NM_001034034.2

fosfoglicerynowego’ 5 TCATGGATGACCTTGGCCAG3’

RPL32 — biatko rybosomalne L32" 5’AAAGAGGACCAAGAAGTTCATTAGG 78,90 66 NM_001034783.2
3’
5’CGCCAGTTCCGCTTGATTT3’

GPx3 — peroksydaza glutationowa 3 5’GTCAACGTGGCCAGCTACTGAY’ 83,77 93 NM_174077.5
5’CAGAATGACCAGACCAAATGGTT3’

SOD1 - dysmutaza ponadtlenkowa 1 S’TGTTGCCATCGTGGATATTGTAG3’ 80,13 102 NM_174615.2
5’CCCAAGTCATCTGGTTTTTCATG3’

SOD2 — dysmutaza ponadtlenkowa 2 5’CGCTGGAGAAGGGTGATGTT3’ 82,68 99 NM_201527.2
5’GATTTGTCCAGAAGATGCTGTGAT3’

SOD3 - dysmutaza ponadtlenkowa 3 5’GCAGCAGATGGGCTCCAAY’ 85,26 80 XM_024993274.1

5’GCATCATCTCCTGCCAGATCTC3’

*Acc. No (ang. accesion number) - numer identyfikacyjny genu wg NCBI
+ temperatura topnienia amplikonu

~ gen referencyjny
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Tabela 4. Profil termiczny reakcji qRT-PCR

Etap reakcji

Temperatura (°C)

Czas

Preinkubacja

95

5 minut

Amplifikacja (45 | Denaturacja 95 10 sekund 10x
cykli) Przytaczanie 60 10 sekund 10x
starterow
Amplifikacja i odczyt | 72 10 sekund 10x
fluorescencyjny
Krzywa topnienia (z ang. melting curve) 95 5 sekund
Chtodzenie do 65 1 minuta
Podgrzanie i staty odczyt fluorescencyjny od 65— 97 0,11°C/sek.
Chtodzenie do 45
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8.8. ANALIZA STATYSTYCZNA

Dane zgromadzone do analizy byly przechowywane w plikach tekstowych oraz
arkuszach kalkulacyjnych EXCEL. Nast¢pnie, analize statystyczng przeprowadzono za
pomoca dwoch jezykow programowania: Python 3.10.0 (VAN Rossum i DRAKE 2009)
oraz R 4.3.1 (R CoRe TEAM 2020). Statystyki opisowe, uwzglgdniajace Srednie wartosci
1 odchylenia standardowe dla poszczegolnych zmiennych oraz punktow czasowych,
zostaly przedstawione w formie tabelarycznej. W celu weryfikacji zalozenia o
normalnosci rozktadu danych, uzyto testu Shapiro-Wilka (ROYSTON 1995). Jednorodnos¢
wariancji pomi¢dzy grupami sprawdzono za pomocg testu Levene'a (LEVENE 1960). Z
uwagi na charakterystyke proby oraz niespelnienie zatozen normalno$ci rozktadu,
wybrano metodyke analizy nieparametrycznej dla poréwnan migdzy grupami
badawczymi w kazdym dniu dos§wiadczenia. W tym celu wykorzystano test U Manna-
Whitneya (MANN i WHITNEY 1947). Do przeprowadzenia analizy efektow wewnatrz oraz
migdzygrupowych zastosowano analiz¢ wariancji dla pomiaréw powtarzanych (Repeated
Measures Analysis of Variance, RM ANOVA). Dla testu RM ANOVA badano réwniez
zatozenie sferycznosci danych przy uzyciu testu Mauchly'ego, a w przypadku naruszenia
zatozenia, do korekty stopni swobody zastosowano procedure Greenhouse-Geissera. Do
oceny wzajemnej zaleznosci ekspresji genéw uzyto metody Spearmana Wizualizacja
wynikow zostata zrealizowana za pomoca wykreséw liniowych oraz stupkowych,

skonstruowanych przy uzyciu biblioteki Matplotlib (Hunter, 2007).
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WYNIKI

9.1. BADANIE MORFOLOGICZNE KRWI

Wyniki badan morfologicznych krwi zostaly przedstawione w Tabeli 5. Nie
stwierdzono statystycznie istotnych roznic (P<0,05) we wskaznikach uktadu
czerwonokrwinkowego, biatokrwinkowego 1 wskaznikéw plytkowych pomigdzy

grupami tydzien przed porodem oraz w 4. i 7. tygodniu po porodzie.
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Tabela 5. Wyniki badan morfologicznych krwi kréw z grupy kontrolnej i doswiadczalne;j

EXP tydzien CONT tydzien EXP 4. tyg, CONT 4. tyg,po | EXP 7. tyg, po CONT 7. tyg, po

przed porodem | przed porodem przed porodem | porodzie porodzie porodzie

Srednia | SD Srednia | SD Srednia | SD Srednia | SD Srednia | SD Srednia | SD
WBC (x10%1) 8,18 2,034 | 8,36 1,613 | 8,01 2,255 |8,24 2,457 7,55 2,386 | 7,13 1,943
%NEUT 46,34 7,734 | 44,54 5,981 44,77 10,805 | 46,17 13,814 | 42,02 10,833 | 43,31 11,895
%LYMPH 40,78 8,862 |41,11 5,295 42,94 11,650 | 43,83 12,318 | 46,11 11,707 | 46,06 10,213
%MONO 5,14 1,605 | 4,81 0,939 6,05 1,575 | 5,13 1,843 5,47 1,573 5,23 2,144
%EOS 6,54 3,293 | 8,29 1,942 | 4,87 3,888 | 3,81 2,836 | 5,37 4,702 | 4,22 3,417
%BASO 0,59 0,202 | 0,75 0,245 | 0,63 0,195 | 0,68 0,335 | 0,61 0,285 | 0,66 0,332
%LUC 0,59 0,373 | 0,53 0,306 | 0,69 0,470 | 0,37 0,250 | 0,39 0,260 | 0,52 0,315
NEUT (x10%1) | 3,79 1,191 | 3,76 1,023 | 3,64 1,601 | 3,99 2,102 | 331 1,597 | 3,24 1,596
LYMPH (x1091) | 3,30 1,002 | 3,43 0,742 3,35 1,002 | 3,39 0,796 3,34 0,822 3,19 0,689
MONO (x10%1) | 0,42 0,181 | 0,40 0,095 0,47 0,153 | 0,40 0,147 0,39 0,134 0,35 0,090
EOS (x10%/1) 0,56 0,322 | 0,67 0,099 0,43 0,388 | 0,31 0,274 0,43 0,410 0,27 0,176
BASO (x10%1) 0,05 0,021 | 0,06 0,021 0,05 0,019 | 0,05 0,024 0,05 0,019 0,04 0,025
LUC (x10%1) 0,05 0,040 | 0,04 0,030 | 0,05 0,030 | 0,03 0,023 | 0,03 0,027 | 0,04 0,029
RBC (x10*/1) 577 0,405 | 5,88 0,378 5,70 0,473 | 5,73 0,447 5,42 0,624 5,58 0,434
HGB (g/l) 10,72 0,371 | 10,40 0,705 10,50 0,530 | 10,24 0,783 | 9,95 0,728 | 9,81 0,621
HCT (%) 27,89 1,079 | 27,04 1,630 27,40 1,406 | 26,58 1,865 25,70 2,258 25,50 1,544
MCV (fl) 48,47 3,034 | 46,03 1,822 48,21 2,975 | 46,41 2,118 47,57 2,977 45,81 1,793
MCH (pg) 18,67 1,131 | 17,70 0,756 18,50 1,165 | 17,88 0,876 18,46 1,111 17,60 0,876
MCHC (g/1) 38,52 1,093 | 38,48 0,471 38,37 0,904 | 38,54 1,044 38,82 0,939 38,43 0,650

49



9. WYNIKI

RDW (%) 17,30 1,056 | 18,28 1,965 17,04 0,799 | 18,09 1,707 17,02 0,722 17,81 1,652
HDW (%) 2,10 0,161 | 2,24 0,140 2,05 0,129 | 2,15 0,107 2,07 0,119 2,13 0,107
PLT (x10%1) 310,55 | 93,473 | 275,38 | 108,750 | 334,40 | 91,686 | 296,78 | 142,904 | 363,30 | 148,900 | 391,67 | 77,018
MPV (fl) 6,72 0,958 | 6,61 0,757 6,58 0,801 | 6,60 1,513 6,73 1,466 5,72 0,418
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9.2. BADANIE BIOCHEMICZNE KRWI

Wyniki badan biochemicznych krwi zwierzat z grupy kontrolnej i do§wiadczalnej
zostaly przedstawione w Tabelach 6, 7 i 8. Cotygodniowe zmiany stgzenia/aktywnosci
oznaczanych wskaznikow u zwierzat z obu grup przedstawione zostaty na Rycinach 5-
17.

Stezenie GLUC u zwierzat z grupy kontrolnej tydzien przed i1 tydzien po porodzie
byto podwyzszone (zakres referencyjny laboratorium - 2,20—4,50 mmol/I). Po wycieleniu
stezenie GLUC spadto w obu grupach, natomiast w 7. tygodniu po porodzie byto ono
istotnie wyzsze w grupie doswiadczalnej (P<0,05). Ponadto zmiany tego wskaznika w
czasie trwania eksperymentu roznily si¢ istotnie pomiedzy grupami (P<,05).

Stezenie Ca w 9. tygodniu po porodzie rdznito si¢ istotnie pomigdzy grupami i w
grupie doswiadczalnej byto ono nizsze (P<0,05), natomiast miescilo si¢ przez caly okres
eksperymentu w zakresie warto$ci referencyjnych (2,25-3,03 mmol/l).

Po wycieleniu u zwierzat z obu grup nastapit spadek st¢zenia TG, ktory w 2.
tygodniu p.p. byl istotnie nizszy u zwierzat z grupy doswiadczalnej (P<0,05). W 7.
tygodniu p.p. zwierzeta z grupy kontrolnej miaty istotnie wyzsze stezenie TG w surowicy
(P<0,05).

Stezenie BHB zmieniato si¢ w czasie w sposob istotnie rdzny pomiedzy grupami
(P<0,05). U zwierzat z grupy do$wiadczalnej wysokie stezenie BHB utrzymywato si¢
przez 5 tygodni p.p., aczkolwiek przez pierwsze 3 tygodnie p.p. byla to rdznica
statystycznie istotna pomiedzy grupami (P<0,05). Ponadto w pierwszym tygodniu przed
porodem zwierzeta z grupy doswiadczalnej miaty wyzsze stezenie tego zwiazku, lecz ta
roznica nie byta statystycznie istotna.

Stezenie NEFA wykazywalo istotne roznice w czasie (P<0,05), natomiast nie
roznito si¢ istotnie pomigdzy grupami.

Aktywnos¢ ALT po porodzie spadata u zwierzat z grupy do$wiadczalnej,
natomiast rosta w grupie kontrolnej. Od 6. do 9. tygodnia p.p. byly to rdznice
statystycznie istotne (P<0,05).

W 5.1 6. tygodniu p.p. aktywnos¢ AST roznila si¢ istotnie pomiedzy grupami
(P<0,05). W grupie doswiadczalnej byta ona nizsza niz w grupie kontrolne;.

Aktywnos$¢ ALP wykazywala istotne réznice w czasie (P<0,05), natomiast nie

roznito si¢ istotnie pomigdzy grupami.

51



9. WYNIKI

Aktywnos¢ SOD byla wyzsza w grupie doswiadczalnej, przyjmujac w 6. 1 7.
tygodniu p.p. wartos¢ istotnie réznigcg si¢ w poréwnaniu z grupg kontrolng (P<0,05).
Nie stwierdzono istotnych réznic (P<0,05) w stezeniu CHOL oraz aktywno$ci

CK, LDH i GSH-Px pomiedzy grupami.
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Tabela 6. Wyniki badan biochemicznych krwi krow z grupy kontrolnej i doswiadczalne;j

czas w stosunku -1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
do porodu (tyg.)
GLUC (mmol/l)

EXP Srednia | 4,125 3,503 3,873 3,605 3,563 3,865 3,940 4,168 4,145 4,393
+SD +1,317 +0,607 +1,094 +1,035 +0,224 +0,570 +0,744 +0,652 +0,931 +0,818

SEM 0,365 0,175 0,316 0,299 0,065 0,165 0,215 0,188 0,269 0,236

CONT Srednia | 5,018 4,885 3,778 3,397 3,466 3,641 3,837 3,474" 3,866 3,988
+SD +2,896 +2.751 +0,672 +0,495 +0,470 +0,542 +1,110 +0,630 +0,765 +0,762

SEM 0,916 0,829 0,203 0,149 0,142 0,164 0,335 0,190 0,231 0,230

Ca (mmol/l)

EXP Srednia | 0,718 0,904* 0,818" 0,888" 0,821 0,839 0,758 0,753 0,747 0,692
+SD +0,266 +0,201 +0,252 +0,116 +0,109 +0,192 +0,086 +0,076 +0,072 +0,244

SEM 0,074 0,058 0,073 0,034 0,032 0,055 0,025 0,022 0,021 0,070

CONT Srednia | 0,648 0,642* 0,578" 0,560 0,738 0,691 0,778 0,808 0,874 0,807
+SD +0,242 +0,279 +0,240 +0,198 +0,167 +0,130 +0,142 +0,161 +0,194 +0,154

SEM 0,077 0,084 0,072 0,060 0,050 0,039 0,043 0,048 0,058 0,047

TG (mmol/l)

EXP Srednia | 0,495 0,119 0,127" 0,134 0,115 0,136 0,114 0,091" 0,120 0,104
+SD +0,779 +0,090 +028 +0,095 +0,102 +0,105 +0,052 +0,035 +0,071 +0,048

SEM 0,216 0,026 0,008 0,027 0,030 0,030 0,015 0,010 0,021 0,014

CONT Srednia | 0,427 0,309 0,280" 0,215 0,162 0,154 0,154 0,246" 0,163 0,155
+SD +0,560 +0,337 +0,247 +0,194 +0,120 +0,097 +0,105 +0,261 +0,096 +0,014
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SEM 0,177 0,102 0,074 0,059 0,036 0,029 0,032 0,079 0,029 0,034
BHB (mmol/l)

EXP Srednia | 0,718 0,904* 0,818" 0,888" 0,821 0,839 0,758 0,753 0,747 0,692
+SD +0,266 +0,201 +0,252 +0,116 +0,109 +0,192 +0,086 +0,076 +0,072 +0,244
SEM 0,074 0,058 0,073 0,034 0,032 0,055 0,025 0,022 0,021 0,070

CONT Srednia | 0,648 0,642* 0,578" 0,560 0,738 0,691 0,778 0,808 0,874 0,807
+SD +0,242 +0,279 +0,240 +0,198 +0,167 +0,130 +0,142 +0,161 +0,194 +0,154
SEM 0,077 0,084 0,072 0,060 0,050 0,039 0,043 0,048 0,058 0,047

NEFA (mmol/l)

EXP Srednia | 0,444 0,691 0,841 0,627 0,600 0,602 0,448 0,313 0,291 0,313
+SD +0,714 +0,616 +0,645 +0,599 +0,516 +0272 +0,244 +0,203 +0,147 +0,181
SEM 0,198 0,178 0,186 0,173 0,149 0,079 0,070 0,059 0,042 0,052

CONT Srednia | 0,379 0,510 0,702 0,532 0,543 0,525 0,451 0,435 0,503 0,355
+SD +0,269 +0,287 +0,374 +0,226 +0,286 +0,313 +0,301 +0,225 +0,352 +0,263
SEM 0,085 0,087 0,113 0,068 0,086 0,094 0,091 0,068 0,106 0,079

CHOL (mmol/l)

EXP Srednia | 2,265 1,650 2,496 3,321 3,797 4,257 4,483 4,673 4,957 5,143
+SD +0,778 +0,484 +0,860 +0,809 +0,900 +0,913 +1,159 +1,206 +1,163 +1,356
SEM 0,216 0,140 0,248 0,234 0,260 0,263 0,335 0,348 0,336 0,391

CONT Srednia | 2,396 2,252 2,657 3,206 3,705 4,065 4,288 4,588 4,954 5,052
+SD +1,004 +0,909 +0,680 +0,580 +0,612 +0,870 +1,064 +1,118 +1,272 +1,273
SEM 0,318 0,274 0,205 0,175 0,185 0,262 0,321 0,337 0,384 0,384
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ALT (UN)
EXP Srednia | 48,15 50,00 44,83 37,42 33,67 31,92 29,42" 29,50 27,42° 26,58"
+SD +34,307 | £26,978 | £25,743 | £14,969 | £14,773 | £15,710 | £13,420 | £9,239 +7,292 +7,669
SEM 9,515 7,788 7,431 4,321 4,265 4,535 3,874 2,667 2,105 2,214
CONT Srednia | 39,600 48,727 42,455 46 49,364 49,727 51,727" 52,727" 48,636" 48,273"
+SD +20,195 | £38 +24.897 | £25,334 | £36,702 | £28,727 | £27,335 | £30,796 | £28,218 | £23,230
SEM 6,386 11,458 7,507 7,638 11,066 8,661 8,242 9,285 8,508 7,004
AST (U/l)
EXP Srednia | 101,692 | 103,917 | 101,750 | 89,792 85,167 78,333" 81,000" 95,667 100,083 | 94,250
+SD +59.458 | £27,298 | £25,392 | £21,786 | £24,132 | £22,223 | £26,371 | £37,869 | £36,768 | £30,416
SEM 16,491 7,880 7,330 6,289 6,996 6,415 7,613 10,932 10,614 8,780
CONT Srednia | 79,700 106,909 | 97,182 90,364 94,182 103,273 | 105,636 | 113,455 | 116,182 | 123,182
+SD +16,872 | £35,492 | £25918 | £13,056 | +22,221 | +24,183 | +23,838 | +31,998 | £37,989 | +40,593
SEM 5,336 10,701 7,815 3,936 6,700 7,291 7,187 9,648 11,454 12,239
ALP (U/l)
EXP Srednia | 58,769 53,833 49,167 47,708 47,083 45,500 47,333 48,583 48,883 47,333
+SD +19,383 | £20,591 | 11,559 | £10,015 | 4,055 19,327 +6,020 +14,860 | £12,467 | £16,244
SEM 5,376 5,944 3,337 2,891 1,171 2,693 1,738 4,290 3,599 4,689
CONT Srednia | 67,900 55,818 53,455 50,273 50,545 49,182 50,636 48,182 43,364 46,545
+SD +18,747 | £13,029 | £9,417 +8,707 +6,362 +7,125 +6,392 +9,516 +10,698 | £10,967
SEM 5,928 3,928 2,839 2,625 1,918 2,148 1,927 2,869 3,226 3,307
CK (UM
EXP Srednia | 195,615 | 204,042 | 134,692 | 160,021 | 171,150 | 93,417 105,133 | 125,917 | 156,542 | 201,867
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+SD +314,807 | £202,502 | £55,407 | £122,682 | £189,590 | +24,534 | +£53,126 | £53,247 | £140,166 | £216,987
SEM 87,312 58,457 15,995 35,415 54,730 7,082 15,336 15,371 40,462 62,639

CONT Srednia | 118,260 | 321,664 | 125791 | 120,691 | 126,482 | 114,355 | 108,545 | 176,200 | 204,473 | 154,927
+SD +100,863 | £500,280 | +61,897 | £46,783 | +£36,312 | £34,104 | £28,913 | £147,998 | £241,246 | £94,016
SEM 31,896 150,840 | 18,663 14,106 10,948 10,283 8,717 44,623 72,738 28,347

LDH (mmol/l)

EXP Srednia | 2999,923 | 3172,000 | 3196,500 | 3014,000 | 2976,917 | 2921,750 | 3084,833 | 2979,417 | 3112,250 | 2868,083
+SD +355,815 | £558,135 | £517,175 | £541,225 | £507,721 | £149,007 | £355,801 | £349,731 | £405,536 | £361,420
SEM 98,685 161,120 | 149,296 | 156,238 | 146,566 | 43,015 102,711 | 100,959 | 117,068 | 104,333

CONT Srednia | 2893,900 | 3073,818 | 3070,545 | 2988,182 | 2959,818 | 2904,364 | 3027,000 | 3140,091 | 3060,364 | 3144,727
+SD +265,043 | £477,850 | £515,281 | £238,433 | £286,279 | £371,152 | £326,838 | £339,965 | +£440,360 | +468,179
SEM 83,814 144,077 | 155,363 | 71,890 86,316 111,906 | 98,545 102,503 | 132,774 | 141,161

* - statystycznie istotna roznica pomiedzy grupami (P<0,05)
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Rycina 5. Zmiany stgzenia GLUC w surowicy zwierzat z grupy kontrolnej

I doswiadczalnej

grupa P=0,999
@ kontralna czas P= 0,065
A doswiadczalna grupa x czas P=0,021

6 4

GLUC - mmol/l

1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tygodnie po porodzie

Rycina 6. Zmiany stezenia Ca w surowicy zwierzat z grupy kontrolnej i doswiadczalnej

grupa P= 0,461
® kontrolna czas P= 0,017
A doswiadczalna grupa x czas P= 0,477

Ca - mmol/I
N
=Y
o

2.32

2.28 1

2.24 4

1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tygodnie po porodzie
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Rycina 7. Zmiany stgzenia TG w surowicy zwierzat z grupy kontrolnej i doswiadczalnej

grupa P=0,047
® kontrolna czas P= 0,025

A dodwiadczalna grupa x czas P= 0,535

0.72

0.64

TG - mmal/l
5

0.16

0.08

1 1 2 3 4 5 6 7 B 9
tygodnie po porodzie

Rycina 8. Zmiany stezenia BHB w surowicy zwierzat z grupy kontrolne;

i doswiadczalnej

grupa P= 0,016
® kontrolna czas P= 0,584
A dodwiadczalna grupa x czas P= 0,0001

0.96 1
0.90 1
0.84 4
0.78
0.72 1

0.66

BHB -mmol/I

0.60 1

0.54

0.48

11 2 3 4 5 6 7 8 9
tygodnie po porodzie
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Rycina 9. Zmiany stgzenia NEFA w surowicy zwierzat z grupy kontrolnej

I doswiadczalnej

grupa P=10,883
@ kontrolna czas P= 0,003
A doswiadczalna grupa x czas P= 0,412

1.0

e
©

o
o]

<
~I

e
o

NEFA - mmol/I
=

e
»

o
W

1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tygodnie po porodzie

Rycina 10. Zmiany st¢zenia CHOL w surowicy zwierzat z grupy kontrolnej

I doswiadczalnej

grupa P=0,776
czas P= 0,241

@® kontrolna
grupa x czas P= 0,654

A doswiadczalna

CHOL -mmol/l

1 1 2 3 4 5 6 1 8 9
tygodnie po porodzie
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Rycina 11. Zmiany aktywnosci ALT w surowicy zwierzat z grupy kontrolnej
I doswiadczalnej

grupa P=0,04
® kontrolna czas P=0, 71

A dodwiadczalna grupa x czas P= 0,01

1 1 2 3 4 5 6 71 8 9
tygodnie po porodzie

Rycina 12. Zmiany aktywnosci AST w surowicy zwierzat z grupy kontrolne;j
I doswiadczalnej

® kontrolna czas P= 0,022
A doswiadczalna grupa x czas P= 0,004

136 1

128 {

1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tygodnie po porodzie
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Rycina 13. Zmiany aktywnosci ALP w surowicy zwierzat z grupy kontrolne;j

I doswiadczalnej

@®  kontrolna
A doswiadczalna

721
68 1

64 1

ALP - U/l

48 1

44 1

40 1

60 1

56 1

521

.

grupa P=10,435
czas P= 0,001
grupa x czas P=0,560

3 4 5 6 7 8 9
tygodnie po porodzie

Rycina 14. Zmiany aktywnosci CK w surowicy zwierzat z grupy kontrolne;

I doswiadczalnej

® kontrolna
A doswiadczalna

450 1
400

350 1

CK - u/l

200 1

150 1

100 1

300 1

250 1

grupa P= 0,795
czas P= 0,207
grupa x czas P= 0,705

3 4 5 6 7 8 9
tygodnie po porodzie
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Rycina 15. Zmiany aktywnosci LDH w surowicy zwierzat z grupy kontrolnej

I doswiadczalnej

grupa P=0,951
® kontrolna czas P= 0,283
A dodwiadczalna grupa x czas P= 0,734

3360 1
3280 1
3200 1
3120 1

3040 1

LDH - U/l

2960 1

2880 |

2800 1

1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tygodnie po porodzie
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Tabela 7. Wyniki pomiaru aktywno$ci GSH-Px w surowicy (U/I)

czas w stosunku

do porodu (tyg.) -1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
EXP Srednia | 1366,846 | 1398,667 | 1430,708 | 1446,667 | 1468,250 | 1367,000 | 1435,333 | 1490,500 | 1318,917 | 1384,583
+SD +379,165 | £352,567 | £329,395 | £289,624 | £324,141 | £374,783 | £394,763 | £277,609 | £408,435 | £253,982
SEM 105,162 | 101,777 | 95,088 83,607 93,571 108,190 | 113,958 | 80,139 117,905 | 73,318
CONT Srednia | 1229,800 | 1296,864 | 1326,500 | 1303,909 | 1408,364 | 1368,909 | 1389,818 | 1251,364 | 1322,455 | 1288,091
+SD +345,409 | £211,914 | £301,309 | £353,010 | £254,207 | £291,801 | +£342,521 | £344,319 | £281,174 | £378,857
SEM 109,228 | 63,895 90,848 106,436 | 76,646 87,981 103,274 | 103,816 | 84,777 114,230
Tabela 8. Wyniki pomiaru aktywnosci SOD w surowicy (U/I)
czas w stosunku
do porodu (tyg.) -1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
EXP Srednia | 460,384 | 456,203 | 458,966 | 466,361 | 468,713 | 434,207 | 464,099" | 446,940" | 435,478 | 440,343
+SD +76,735 | £70,812 | £76,532 | £75,871 | £94,766 | £57,303 | £62,590 | £32,731 +55,800 | +£32,168
SEM 21,282 20,442 22,093 21,902 27,357 16,542 18,068 9,449 16,108 9,286
CONT Srednia | 408,464 | 424,800 |415,081 |409,706 | 425228 |415278 |412,837" |392,122" | 409,973 | 409,544
+SD +47,961 | £40,933 | £52,525 | £54,033 | £53,877 | £33,036 | £41,877 | +£44,988 | £38,665 | £46,945
SEM 15,167 12,342 15,837 16,292 16,245 9,961 12,626 13,564 11,658 14,154

* - statystycznie istotna réznica pomigdzy grupami (P<0,05)
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Rycina 16. Zmiany aktywnosci GSH-Px we krwi zwierzat z grupy kontrolne;j

i doswiadczalnej

grupa P=0,225
@® kontrolna czas P= 0,586
A doswiadczalna grupa x czas P= 0,694

1550 1
1500
1450

1400 1

1350 1

1300 1

1250 4

GSH-Px - U/

1200

1150

1100

1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tygodnie po porodzie

Rycina 17. Zmiany aktywnosci SOD we krwi zwierzat z grupy kontrolnej

I doswiadczalnej

grupa P=0,036
® kontrolna czas P=0,313
A doswiadczalna grupa x czas P= 0,790

495 1
480 1

465 |

SOD - U/I

-1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tygodnie po porodzie
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9.3. KONDYCJA KROWY NA PODSTAWIE GRUBOSCI PODSKORNEJ TKANKI
TLUSZCZOWEJ

Wyniki pomiaréw grubosci podskornej tkanki tluszczowej (BFT) zostaty
przedstawione w Tabelach 9 i 10.

Tygodniowe zmiany w grubosci podskoérnej tkanki tluszczowej zostaly
przedstawione na Rycinach 18.1i 19.

Nie wykazano statystycznie istotnych roznic w grubosci podskornej tkanki
thuszczowej pomiedzy grupami przez caly czas trwania eksperymentu zarowno przy
pomiarze 1. (sama podskorna tkanka ttuszczowa) jak i 2. (skora i podskorna tkanka

thuszczowa) natomiast w czasie byty to roznice statystycznie istotne (P<0,05).
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Tabela 9. Wyniki 1. pomiaru grubo$ci podskornej tkanki thuszczowej (BFT)

czas w stosunku

do porodu (tyg.) -1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
EXP Srednia | 27,917 | 28,147 | 26,594 | 23,761 | 23,868 | 23,268 | 23,949 | 23,388 | 21,113 | 22,819
+SD +4,524 | £4,770 | +4,347 | £3,423 | £2,221 | +4,172 | £5,316 | £5,661 | £4,198 | £3,666
SEM 1,255 1,377 1,255 0,988 0,641 1,204 1,535 1,634 1,212 1,058
Srednia | 26,962 | 24,973 | 23,296 | 23,064 | 22,281 | 21,879 | 22,448 | 22,830 | 22,784 | 24,884
CONT +SD +8,293 | £6,802 | +6,211 | +6,157 | 4,478 | +4,542 | £4,196 | 4,669 | +4,548 | £8,688
SEM 2,622 2,051 1,873 1,856 1,350 1,370 1,265 1,408 1,371 2,620
* _ statystycznie istotna rznica pomigdzy grupami (P<0,05)
Tabela 10. Wyniki 2. pomiaru grubosci podskornej tkanki thuszczowej (BFT)
czas w stosunku
do porodu (tyg.) -1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
EXP Srednia | 33,634 | 34,172 | 32,225 | 29,264 | 29,348 | 28,815 | 29,603 | 29,161 | 26,746 | 28,406
+SD +4,796 | £5,232 | +4,584 | £3,870 | £2,683 | £4,244 | £5,529 | £6,091 | +£4,583 | £3,878
SEM 1,330 1,510 1,323 1,117 0,774 1,225 1,596 1,758 1,323 1,119
Srednia | 32,503 | 30,566 | 29,003 | 29,101 | 27,958 | 27,570 | 28,168 | 28,327 | 28,408 | 30,511
CONT +SD +8,188 | £6,490 | +6,358 | +6,218 | +4,640 | +£4,582 | £4,277 | £4,872 | £4,857 | £9,077
SEM 2,589 1,957 1,917 1,875 1,399 1,382 1,289 1,469 1,464 2,737

* - statystycznie istotna r6znica pomigdzy grupami (P<0,05)
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Rycina 18. Zmiany grubosci BFT zwierzat z grupy kontrolnej i doswiadczalnej — pomiar
1.

° K | grupa P= 0,561
ontrolna

czas P= 0,002
A doswiadczalna grupa x czas P= 0,282

301

N
[o4]
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S

N
~

221

201

1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tygodnie po porodzie

Rycina 19. Zmiany grubo$ci BFT zwierzat z grupy kontrolnej i doswiadczalnej — pomiar
2.

grupa P= 0,589
@® kontrolna

czas P= 0,002
A doswiadczalna grupa x czas P= 0,265

36 1

BFT 2 (mm)
8§ %

w
(=)

28 1

26 1

A 1 2 3 4 5 6 1 8 9
tygodnie po porodzie
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9.4. OBRAZY ULTRASONOGRAFICZNE WATROBY

Odsetek krow wykazujacych cechy tluszczowego nacieczenia hepatocytow w
grupie kontrolnej i doswiadczalnej przedstawione sg w Tabeli 11.

W grupie kontrolnej w 4. tygodniu po porodzie nie stwierdzono cech 2. i 3. stopnia
stluszczenia tego narzadu w przeciwienstwie do grupy doswiadczalnej. Odsetek krow z
prawidlowym obrazem ultrasonograficznym watroby byt wyzszy w grupie kontrolnej w
4.17. tygodniu po porodzie, aczkolwick wartosci te byty do siebie zblizone.

Przyktadowe ultrasonogramy przedstawiajace prawidtowa watrobe oraz watrobe
z cechami tluszczowego nacieczenia hepatocytow u zwierzat w grupie kontrolnej i
doswiadczalnej w 4. tygodniu po porodzie sg umieszczone na Rycinie 20.

Przyktadowe ultrasonogramy przedstawiajace prawidtowa watrobe oraz watrobe
z cechami tluszczowego nacieczenia hepatocytow u zwierzat w grupie kontrolnej i

doswiadczalnej w 7. tygodniu po porodzie sg umieszczone na Rycinie 21.

Tabela 11. Odsetek krow w cechami thuszczowego nacieczenia hepatocytow w badaniu

ultrasonograficznym watroby

prawidtowy obraz | stluszczenie 1. sthuszczenie 2. sthuszczenie 3.
watroby (%) stopnia (%) stopnia (%) stopnia (%)
4. tydzien po porodzie
CONT 63,64 (n=7) 36,36 (n=4) 0 0
EXP 50,00 (n=6) 33,33 (n=4) 8,33 (n=1) 8,33 (n=1)
7. tydzien po porodzie
CONT 54,55 (n=6) 36,36 (n=4) 9,09 (n=1) 0
EXP 41,67 (n=5) 41,67 (n=5) 16,66 (n=2) 0
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Rycina 20. Przyktadowe obrazy ultrasonograficzne watroby zwierzat z grupy kontrolnej
I doswiadczalnej w 4. tygodniu po porodzie

A- przyktadowy prawidlowy obraz watroby u krowy z grupy kontrolnej; B- przyktadowy obraz
tagodnego stluszczenia watroby u krowy z grupy kontrolnej; C- przyktadowy prawidlowy obraz
watroby u krowy z grupy do$wiadczalnej; D- przyktadowy obraz tagodnego sttuszczenia
watroby u krowy z grupy doswiadczalnej; E- przyktadowy obraz umiarkowanego stluszczenia
watroby u krowy z grupy dos§wiadczalnej; F- przyktadowy obraz zaawansowanego sttuszczenia
watroby u krowy z grupy do$wiadczalnej
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Rycina 21. Przyktadowe obrazy ultrasonograficzne watroby zwierzat z grupy kontrolnej
I doswiadczalnej w 7. tygodniu po porodzie

A- przyktadowy prawidlowy obraz watroby u krowy z grupy kontrolnej; B- przyktadowy obraz
fagodnego sttuszczenia watroby u krowy z grupy kontrolnej; C- przyktadowy obraz
umiarkowanego stluszczenia watroby u krowy z grupy kontrolnej; D- przyktadowy prawidtowy
obraz watroby u krowy z grupy do$wiadczalnej; E- przyktadowy obraz tagodnego stluszczenia
watroby u krowy z grupy doswiadczalnej; F- przykladowy obraz umiarkowanego sttuszczenia
watroby u krowy z grupy doswiadczalnej;
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9.5. Izolacja RNA i gRT-PCR

Wykorzystane w analizie proby RNA nie roznity si¢ istotnie pod wzgledem
jakosci 1 czystosci wyizolowanego materiatu pomiedzy grupami zwierzat i pobraniami
wycinkéw watroby, co przedstawia Tabela 12.

Poziom ekspresji wybranych genéw u krow z grupy kontrolnej i doswiadczalne;j
w 4.1 7. tygodniu zostal przedstawiony na Rycinie 29. Wyniki testu U Manna-Whitneya
dla porownania ekspresji wybranych genow miedzy grupami w 4. tygodniu po porodzie
zostaty przedstawione w Tabeli 13., a w 7. tygodniu w Tabeli 14. Wzajemna zalezno$¢
ekspresji genéw w oparciu o wynik korelacji metoda Spearmana zostata przedstawiona
w Tabeli 15.

Ekspresja SOD2 roznita si¢ istotnie pomigdzy grupami w 4. tygodniu po porodzie
(P<0,05) 1 byta istotnie skorelowana z ekspresja SOD3 (P<0,05).

Poziomy ekspresji SOD 1, SOD 3 i GPX3 nie rdznily si¢ istotnie ani pomi¢dzy

grupami ani pomi¢dzy 4. a 7. tygodniem po porodzie.

Rycina 22. Zestawienie ekspresji GPX3, SOD 1, SOD 2, SOD 3

2.0 1 B kontrolna 4. tydz. p.p.
W kontrolna 7. tydz. p.p.
B doswiadczalna 4. tydz. p.p.
B doswiadczalna 7. tydz. p.p.

Fold Change (2 2ACt)

SOD1 SOD2 SOD3 GPX3
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Tabela 12. Parametry jako$ci wyizolowanego RNA

CONT CONT EXP 4. tydzien | EXP 7. tydzien | P-

4. tydzien p.p. | 7.tydzien p.p. | p.p. p.p. value
Srednia | SD Srednia | SD Srednia | SD Srednia | SD
A260/A280" | 2,053 | 0,034 | 2,069 | 0,049 | 2,067 | 0,019 | 2,058 | 0,031 | 0,703
RIN* 9,11 0,694 | 9,13 0,694 | 9,35 0,576 | 9,24 0,305 | 0,673
28S/18S+ 1,779 | 0,400 | 1,702 | 0,567 | 1,638 | 0,581 | 1,739 | 0,459 | 0,922

* miara czystosci RNA # RIN miara integralnosci RNA + rRNA Ratio (28s/18s) miara integralno$ci RNA

Tabela 13. Wynik testu U Manna-Whitneya dla poréwnania ekspresji wybranych genow

migdzy grupami w 4. tygodniu po porodzie

GPX3|SOD1|S0OD2| SOD3
Istotnos¢ asymptotyczna (dwustronna) 806 ,498| ,031 424
Istotnos¢ doktadna [2*(jednostronna)] ,833| ,525°| ,032 ,449
Istotno$¢ Monte Carlo | Istotno$¢ ,833| ,526°| ,032 ,449
(dwustronna) 99% Dolna granica | ,830| ,522| ,030 ,445
przedziat Goérna granica
) ,836| ,530| ,033 ,453
ufnosci

réoznice statystycznie istotne (P<0,05)

Tabela 14. Wynik testu U Manna-Whitneya dla poréwnania ekspresji wybranych genow

miedzy grupami w 7. tygodniu po porodzie

GPX3 | SOD1 | SOD2 | SOD3

Istotnos¢ asymptotyczna (dwustronna) 510 ,218| ,742| 712
Istotnos$¢ doktadna [2*(jednostronna)] 539| ,235°| 771| ,740
Istotnos¢ Monte Carlo | Istotno$¢ ,539¢| ,235¢| ,770| ,741
(dwustronna) 99% Dolna granica ,535| ,232| ,766| ,737

przedziat | Gorna granica
) ,543| ,239| ,773| 744
ufnosci
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Tabela 15. Wzajemna zalezno$¢ ekspresji gendw w oparciu o wynik korelacji metoda

Spearmana

Warto$¢ korelacji

GPX3 SOD1 SOD2 SOD3
GPX3 1 -0,257 0,008 -0,272
SOD1 -0,257 1 0,283 0,198
SOD2 0,0089 0,283 1 0,455
SOD3 -0,272 0,198 0,455 1
Istotnos¢ korelacji p-value

GPX3 SOD1 SOD2 SOD3
GPX3 0 0,084 0,952 0,066
SOD1 0,084 0 0,056 0,186
SOD2 0,952 0,056 0 0,001
SOD3 0,066 0,186 0,001 0

réznice statystycznie istotne (P<0,05)
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OMOWIENIE WYNIKOW

Rozpoznanie danej jednostki chorobowej rzadko opiera si¢ tylko i wylgcznie na
analizie wynikow badania morfologicznego krwi. Jednak jest ono pomocne w procesie
diagnostycznym oraz pozwala na uzupetienie oceny stanu ogdlnego pacjenta i oceny
dalszego przebiegu choroby (ROLAND i wsp. 2014). Z tego wzgledu zdecydowano si¢
umiesci¢ w niniejszej pracy wyniki badania morfologicznego krwi zwierzat pobranej w
kluczowych momentach eksperymentu — tydzien przed porodem oraz w dniach
pobierania wycinkow watroby (4. 1 7. tydzien po porodzie).

Badania przeprowadzone przez CHol i wsp. (2023) u krow w okresie
okotoporodowym wykazaty istotnie wyzszg warto§¢ HGB i HCT 5 tygodni przed
porodem oraz istotnie wyzsze MCV 1 MCH przez caly okres przedporodowy u krow
wielorddek dotknietych ketoza po porodzie. Ponadto krowy wielorddki z ketoza po
porodzie charakteryzowaly si¢ nizszg liczba PLT. W niniejszej pracy nie wykazano
istotnych roznic pomiedzy grupami w badaniu morfologicznym krwi, co moze
wskazywa¢ na fakt, ze BHB ma wptyw na wskazniki morfologiczne krwi jedynie przy
stezeniach typowych dla klinicznej ketozy.

Ze wzgledu na zmiany metaboliczne spowodowane zwigkszonym
zapotrzebowaniem energetycznym i ryzykiem wystapienia chorob metabolicznych,
badania dotyczace wskaznikow krwi w okresie przejsciowym u bydta mlecznego skupiaja
si¢ glownie na analizie parametrow biochemicznych (IMHASLY i wsp. 2015, LUKE i wsp.
2019, GONZALEZ i wsp. 2011, PAIANO i wsp. 2020, HA i wsp. 2022). Wykazano, ze BHB,
CHOL i NEFA odzwierciedlajg bilans energetyczny bydta mlecznego, a ich wysokie
stezenia w suUrowicy sg zwigzane z cz¢stszym wystepowaniem chordb metabolicznych w
okresie okotoporodowym (KIDA 2003, BOBE i wsp. 2004, OeTzeL 2007, STENGARDE i
wsp. 2008). W badaniach wiasnych krowy z grupy EXP mialy istotnie wyzsze st¢zenie
BHB przez 3 tygodnie p.p. (P<0,05). W trakcie do$wiadczenia stezenie BHB zmieniato
si¢ takze pomigdzy pobraniami (P<0,05), co odzwierciedla zmiany w bilansie
energetycznym badanych zwierzat po porodzie. Stgzenie NEFA wykazywalo istotne
réznice w czasie (P<0,05), natomiast nie roznilo si¢ istotnie pomigdzy grupami i nie
stwierdzono istotnych réznic pomiedzy grupami w stezeniu CHOL. Fakt ten mozna
wytlumaczy¢ podobnym stopniem mobilizacji rezerw tluszczowych w obu grupach

potwierdzony brakiem istotnych zmian w pomiarze BFT pomigdzy grupami i istotnymi
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zmianami grubosci podskornej w czasie u obu grup zwierzat (P<0,05). Badanym
czynnikiem bioragcym udziat w mobilizacji rezerw tluszczowych, ktoremu towarzyszyty
istotne zmiany bylo stezenie TG. Po wycieleniu u zwierzat z obu grup nastapit spadek
stezenia tych zwigzkéw, ktory w 2. tygodniu p.p. byl istotnie nizszy w grupie
doswiadczalnej w poréwnaniu z grupg kontrolng (P<0,05). Stan ten mogt by¢ zwigzany
z transportem thuszczow do watroby i nieco wigkszym odsetkiem zwierzat w grupie
doswiadczalnej wykazujacym cechy nacieczenia thuszczowego tego narzadu w badaniu
ultrasonograficznym.

Stezenie Ca réznito si¢ istotnie pomigdzy grupami tylko w 9. tygodniu po
porodzie, natomiast przez caty okres eksperymentu miescito si¢ w zakresie warto$ci
referencyjnych. Brak istotnych zmian byt spowodowany przyjetym schematem
do$wiadczenia wykluczajacym zwierzgta wymagajace leczenia farmakologicznego.
Réznica w stezeniu Ca w 9. tygodniu byta najprawdopodobniej spowodowana cechami
osobniczymi i réznicami w dziennej wydajnosci mlecznej, ktorych w tym doswiadczeniu
nie poddawano analizie.

Przez wiele lat uwazano, ze aktywno$¢ ALT nie ma wielkiego znaczenia
diagnostycznego u przezuwaczy (LATIMER 2011, SHIN i wsp. 2015). Najnowsze
doniesienia przecza temu twierdzeniu, a w literaturze pojawiaja si¢ wzmianki o
zmienionej aktywnosci tego enzymu u krow dotknietych ketoza i konieczno$ci
wznowienia badan nad przydatnoscia tego wskaznika w diagnostyce choréb bydta (Du i
wsp. 2017, HA i wsp. 2022). Badania Du i wsp. (2017) potwierdzaja zwigkszong
aktywno$¢ ALT idaca w parze z nasilong apoptozg hepatocytow u krow z podwyzszonym
poziomem BHB w surowicy. SAKOWSKI i wsp. (2012) wspominaja ze podwyzszona
aktywnos¢ ALT moze by¢ powigzana ze zmianami w watrobie spowodowanymi przez
NEB we wczesnej laktacji. Natomiast HA i wsp. (2022) stwierdzili odwrotng zalezno$¢ —
krowy z CKet po porodzie miaty w dniu porodu nizsza aktywno$¢ ALT niz krowy
zdrowe. W opisywanych badaniach wtasnych statystycznie istotne roznice w aktywnosci
ALT pomiegdzy grupami zwierzat zauwazono dopiero w 6. tygodniu po porodzie i stan
ten utrzymat si¢ az do konca eksperymentu, aczkolwiek juz po uptywie dwoch tygodni
od porodu aktywno$¢ tego enzymu u grupy doswiadczalnej byta nizsza niz w grupie
kontrolnej. Dowodzi to bezsprzecznie, ze aktywno$¢ ALT u bydta nie powinna by¢
pomijana w programach monitoringowych stad w okresie przejSciowym, a jej niska
aktywno$¢ moze $wiadczy¢ o narazeniu danego zwierze¢cia na negatywne skutki

hiperketonemii lub ketozy. Brak istotnych roznic w aktywno$ci ALT przed porodem 1 w
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pierwszych tygodniach po porodzie moze by¢ zwigzany ze stwierdzonym podobnym
poziomem mobilizacji rezerw tluszczowych u obu grup zwierzat oraz zblizonym
odsetkiem wystepowania cech stluszczenia watroby w badaniu ultrasonograficznym.
Istnieje potrzeba przeprowadzenia dalszych badan nad zmianami aktywnosci ALT na
wiekszej populacji zwierzat przed i po porodzie w celu ustalenia konkretnego przedziatu
czasowego, w ktorym warto$¢ diagnostyczna tego wskaznika bedzie najwigksza.

O uszkodzeniu komorek watroby $wiadczy roéwniez wzrost w badaniu
biochemicznym krwi m.in. takich parametrow jak aktywnos¢: AST i LDH (THARWAT i
wsp. 2012b, L1 i wsp. 2016), co potwierdza MIKULA i wsp. (2021) stwierdzajac, ze o
prawidlowym funkcjonowaniu watroby $wiadczy brak istotnych roznic w S$redniej
aktywnosci enzymoéw watrobowych przed i po porodzie.

AST to jeden z enzymow, ktory wytwarzany jest m.in. przez hepatocyty, a krowy
z ketozg czesto wykazujg jego podwyzszong aktywnos¢. Aktywnos$é AST powyzej 100
IU/L uznawana jest jako jeden z parametrow wskazujacych na wystepowanie tego
schorzenia u kréw mlecznych (CAO i wsp. 2017, SHULTZ i wsp. 2014). W niniejszym
doswiadczeniu t¢ warto$¢ przekraczaly krowy z grupy doswiadczalnej od tygodnia przed
porodem do 2 tygodni po porodzie, co potwierdza warto$¢ diagnostyczng tego wskaznika
przed i tuz po wycieleniu, nawet, gdy st¢zenie BHB nie osigga warto$ci zwyczajowo
uznawanych za towarzyszace podklinicznej ketozie. Ponadto $rednia aktywno$¢ AST
wykazywata zmiany pod wpltywem czasu, ktore byly istotnie réozne w obu grupach
(P<0,05). Odmienne zachowanie si¢ tego parametru pomigdzy grupg CONT a EXP po
porodzie stanowi argument, ze okreslanie aktywnosci AST moze by¢ wskaznikiem
réznicujagcym krowy zdrowe od krow narazonych na negatywne skutki hiperketonemii.

LDH jest enzymem, ktory jest uwalniany podczas uszkodzenia blon
komorkowych hepatocytow (TANAKA i wsp. 2011). Badania L1 i wsp. (2016) wykazaty,
ze krowy z hiperketonemig majg istotnie wyzszy poziom aktywnosci tego enzymu niz
krowy zdrowe, co §wiadczy o wystepujacym u tych zwierzat uszkodzeniu watroby.
Wyniki niniejszej pracy nie wykazaty takiej zaleznosci, co mozna wytlumaczy¢ faktem
podobnego odsetka krow z objawami tluszczowego nacieczenia hepatocytow podczas
badania ultrasonograficznego w obydwu grupach.

Po analizie wynikéw aktywnosci ALP zauwazono jedynie zmienno$¢ tego
parametru w czasie trwania eksperymentu (aktywno$¢ sukcesywnie spadala), natomiast
nie zauwazono roznic pomiedzy grupami. Obserwowana najwyzsza aktywno$¢ tego

enzymu tuz po porodzie zwigzana jest prawdopodobnie ze stresem 1 wysitkiem
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porodowym, natomiast brak rdznic pomi¢dzy grupami wskazuje na to, ze parametr ten
nie jest przydatny w diagnostyce hiperketomenii, co potwierdzaja badania innych
autorow (CHIBA i wsp. 2020)

Porodd jest bardzo stresujacy dla organizmu samicy, a zwigkszona aktywnos$¢
proceso6w metabolicznych, ktora towarzyszy krowom miedzy innymi w okresie
przejsciowym, powoduje nagromadzenie RFT (VALKO i wsp. 2007, BUHLER 1 wsp.
2018). Zwigkszenie aktywnosci GSH-PX w pierwszym miesigcu po porodzie u
wszystkich zwierzat biorgcych udziat w tym eksperymencie moze by¢ odpowiedzig
organizmu na zwigkszone zapotrzebowanie na antyoksydanty w celu neutralizacji
nagromadzonych RFT. Badania NAKOV i wsp. (2016) nad aktywnoscig enzymow w
surowicy krow w okresie okotoporodowym i roznych okresach laktacji rowniez wykazaty
wzrost aktywnosci GSH-Px w pierwszym miesigcu laktacji w poréwnaniu z okresem
zasuszenia. Dostegpne sg dane literaturowe, ze SOD tworzy pierwsza lini¢ obrony przed
utleniaczami (CeLI 2011). Istotnie wyzsza aktywno$¢ tego enzymu w grupie
doswiadczalnej w 6. 1 7. tygodniu po porodzie mozna wyjasni¢ tym, ze wysokie stezenia
BHB moga powodowac stres oksydacyjny w hepatocytach i zwicksza¢ zapotrzebowanie
organizmu na przeciwutleniacze (SH1 i wsp. 2014, TIAN i wsp. 2014).

Zwyczajowo do oceny kondycji ciata (oceny ilosci tkanki tluszczowej) krow
mlecznych na kazdym etapie cyklu produkcyjnego stosuje si¢ 5-cio stopniowg skale BCS
Z interwalami co 0,25 pkt opracowang dla bydta rasy Holsztynsko-Fryzyjskiej, ktorej
najwickszg wada jest jej subiektywno$¢ (EDMONSON i wsp. 1989, SCHRODER i
STAUFENBIEL 2006). Skalg t¢ mozna jednak zastgpi¢ bardziej obiektywnym narzedziem
jakim jest ultrasonograficzny pomiar grubosci podskornej tkanki tluszczowej (BFT)
wykonywany w polowie linii taczacej guz biodrowy z guzem kulszowym, wykazano
bowiem, ze BFT jest silnie skorelowany z wynikiem w skali BCS (HUSSEIN i wsp. 2013).

Spadek kondycji ciata krowy po porodzie (niski BCS) wiaze si¢ z intensyfikacja
mobilizacji rezerw tluszczowych, ktora jest mechanizmem adaptacyjnym majacym na
celu zaspokojenie zwigkszonego zapotrzebowania na energi¢ po porodzie (PIRES i wsp.
2013). Dlatego tez pomiar BFT moze by¢ wykorzystywany nie tylko jako narzedzie do
monitorowania stopnia ottluszczenia ciala, ale rowniez zdrowia krow mlecznych w
okresie przejsciowym jako czynnik predykcyjny w diagnostyce ketozy, czy syndromu
thustej krowy (STRIEDER-BARBOZA i wsp. 2015).

Wyniki niniejszej pracy nie wykazaty istotnych réznic w grubosci BFT pomigdzy

zwierzetami z grupy kontrolnej 1 doswiadczalnej, natomiast pomiar BFT byl zmienny w
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czasie (P<0,05), co $wiadczy o podobnym poziomie mobilizacji rezerw ttuszczowych po
porodzie w obu grupach.

Wiasciwa ocena funkcjonowania watroby jest niezbedna do oceny statusu
metabolicznego krowy (GERSPACH i wsp. 2017, Du i wsp. 2017, Du i wsp. 2018, SHEN i
wsp. 2019). Czynnos¢ tego narzadu mozna oceni¢ za pomoca takich metod jak: badanie
biochemiczne krwi, badanie ultrasonograficzne, czy biopsja gruboigtowa pod kontrolg
USG 1 ocena histopatologiczna lub pomiar cigzaru wtasciwego pobranych wycinkéw tego
narzadu (BOBE i wsp. 2004, THARWAT i wsp. 2012a, JAWOR i wsp. 2016). Pomimo, ze
biopsja watroby 1 histopatologiczna ocena stopnia jej stluszczenia pozostaje ztotym
standardem, to ciagle doskonalenie weterynaryjnych aparatow ultrasonograficznych i ich
oprogramowania sprawia, ze ultrasonografia staje si¢ coraz czg$ciej wybieranym
narzedziem stosowanym w diagnostyce choréb metabolicznych bydta mlecznego w
okresie przejsciowym.

Badania KOMEILIAN i wsp. (2011) wykazaty obecno$¢ zmian charakterystycznych
dla thuszczowego nacieczenia hepatocytdéw w obrazie ultrasonograficznym watroby u
55,55% badanych kréw po porodzie, natomiast wedtug JORRITSMA i wsp. (2001)
nadmierna akumulacja TG w watrobie w ciggu pierwszego miesigca laktacji moze
dotyczy¢ do 50% krow. Wyniki niniejszej pracy wskazuja na nieco nizszy odsetek krow
z ultrasonograficznymi objawami stluszczenia watroby, osiggajacy w 4. tygodniu po
porodzie warto$¢ 43,48% wszystkich zwierzat (36,36% w grupie CONT 1 50% w grupie
EXP), aw 7. tygodniu po porodzie 47,82% (45,45% w grupie CONT i 58,33% w grupie
EXP). Réznice te moga by¢ spowodowane matg populacja badanych zwierzat i
przeprowadzeniem doswiadczenia w jednym gospodarstwie.

Stres oksydacyjny jest wynikiem dziatania r6znego rodzaju stresoréw na komorki
organizméw zywych i moze prowadzi¢ do uposledzenia ich struktury i funkcji. Badania
przeprowadzone na przezuwaczach wykazaty, ze BHB 1 NEFA indukujg stres
oksydacyjny w komorkach watroby dorostych zaleznie od stezenia (SONG i wsp. 2014,
SONG i wsp. 2016). Ponadto, wysokie stgzenia BHB moga powodowac stres oksydacyjny
w komoérkach miegs$ni gladkich trawienca, hepatocytach cielat i wpltywaé na
funkcjonowanie tych narzadow u przezuwaczy (SHI i wsp. 2014, TIAN i wsp. 2014).
Zgodnie z tymi stwierdzeniami zwierzeta z grupy badanej powinny by¢ bardziej narazone
na wystapienie negatywnych skutkéw stresu oksydacyjnego.

Aby lepiej zrozumie¢ zagadnienia zwigzane z hiperketonemia i mozliwoscia

roznicowania zwierzat najbardziej na nig narazonych przeprowadzono szereg badan
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uwzgledniajacych szlaki metaboliczne, geny kandydujace, sieci regulacyjne genow, czy
poziom ekspresji wybranych gendw w poszczegdlnych narzadach (HUANG i wsp. 2019,
NAYERI i wsp. 2019, SOARES i wsp. 2021)

BUHLER 1 wsp. (2018) informujg o najwyzszych poziomach ekspresji genow
zwigzanych ze stresem oksydacyjnym w leukocytach juz przed wycieleniem. Mozna
przypuszcza¢, ze podobna sytuacja ma miejsce rowniez w watrobie — kluczowym
narzadzie odpowiadajacym za metabolizm energetyczny i1 synteze szeregu enzymow. W
przeprowadzonym doswiadczeniu badano jedynie poziom ekspresji genow po porodzie.
Jednak majac na uwadze wyniki powyzszej pracy mozna domniemywac, ze zasadnym
jest szukanie w watrobie markerow molekularnych i biochemicznych dla hiperketonemii
przed porodem poréwnujac wyniki z tymi otrzymanymi po porodzie w celu
wyselekcjonowania tych najbardziej przydatnych.

W niniejszym dos$wiadczeniu wykazano istotng réznice w poziomie ekspresji
SOD2 pomigdzy grupami w 4. tygodniu po porodzie. Byta ona istotnie wyzsza w grupie
badanej (P<0,05), co po 2 tygodniach przetozylo si¢ na istotnie wyzsza aktywnos$¢ SOD
(P<0,05) w surowicy krow z wysokim poziomem BHB. Mozna wigc wyciggna¢ wniosek,
ze w okresie poporodowym u kréw mlecznych gtéwna role odgrywa syntetyzowana w
watrobie izoforma SOD2. Wymaga to jednak potwierdzenia badaniami nad aktywnos$cia
poszczegblnych izoform tego enzymu w surowicy bydta.

W przeprowadzonych badaniach nie zaobserwowano zmian ekspresji SOD 1,
SOD 2, SOD 3, GPX3 w pdzniejszym okresie eksperymentu, co moze $wiadczy¢ o
dazeniu organizmu krowy do powrotu do rGwnowagi na poziomie molekularnym przed
uplywem 2 miesigcy po porodzie. Pozwala to przypuszczaé, ze skutki hiperketonemii na
poziomie ekspresji niektorych genow w watrobie nie utrzymuja si¢ dtuzej niz 7 tygodni.
Aby potwierdzi¢ te zatozenia nalezy przeprowadzi¢ badania na wigkszej populacji
zwierzat oraz zmierzy¢ poziom ekspresji wybranych gendow w réznych ptatach watroby,
aby potwierdzi¢ jednolito$¢ procesu transkrypcji w calym narzadzie. Mozna takze
podejrzewaé, ze zmiany w ekspresji genoéw w watrobie kréw w drugiej potowie okresu
przejsciowego maja charakter bardzo dynamiczny i aby uchwyci¢ zmiany materiat
badawczy nalezy pobiera¢ w interwatach krotszych niz kilka tygodni. Nalezy réwniez
podkresli¢, ze wykazane w badaniach wlasnych zmiany poziomu ekspresji SOD 2 1 brak
zmian w ekspresji SOD 1, SOD 3 i GPX3 zostaly zaobserwowane w materiale podobnej
jakosci wykluczajac tym samym wplyw czynnikdw zewnetrznych na czysto$¢ i stopien

degradacji RNA, a co za tym idzie poziom ekspresji genow.
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Wysokie stezenie BHB nie wptywa na wyniki badania morfologicznego krwi.
Aktywno$¢ ALT jest przydatnym wskaznikiem r6znicujagcym krowy narazone
na negatywne skutki hiperketonemii.

Utrzymujace si¢ wyzsze ste¢zenie BHB u krow po porodzie powoduje
podwyzszenie aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej, natomiast nie wplywa
istotnie na aktywnos$¢ peroksydazy glutationowe;.

Krowy z utrzymujacym si¢ wyzszym stezeniem BHB po porodzie (powyzej
0,8 mmol/l) wykazuja podobny poziom mobilizacji rezerw tluszczowych do
krow niewykazujacych takich zmian.

Obecnos¢ cech tluszczowego nacieczenia hepatocytdw nie wplywa na jakos¢
RNA izolowanego z wycinkow watroby.

Wyniki analiz molekularnych wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania oceny
poziomu transkrypcji gendow, w szczego6lnosci SOD2 jako wskaznika
biomarkera stopnia ketozy.

Analiza ekspresji genow moze by¢ pomocna do okres$lenia potencjatu
regeneracyjnego watroby u kréw po wystapieniu ketozy, w szczeg6lnosci w

odniesieniu do zaburzonego metabolizmu powodujacego stres oksydacyjny.
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