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Summary

Periparturient changes in plasma lipoprotein compo-
sition of dairy cows

Protein and lipid content of three lipoprotein frac-
tions (VLDL,LDL, HDL) were measured before and
after parturition in nine healthy and twelve diseased
cows with symptoms of subclinical fatty liver. By
means of ultracentrifugation it has been shown tha1

higher in HDL (p < 0.05) in diseased cows have been

In VLDL fraction cholesterol and phospholipid levels
increased after parturition in heatthy cows, but de-
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bywa jako zespół stłuszczenia wątroby. W prezen-
towanej pracy zwrócono uwagę na dotychczas nie
uw zglę dnione trzecie o gniwo przemlan lipidowych,
zwlązanę z procesem degradacji osoczowych lipo-
protein i pobieraniem uwalnianych kwasów tłusz-
czowych pruez tkanki docelowe. Lipoproteiny oso-
czowę pochodzenia wątrobowego będąc kompleksa-
mi złożonymt z centralnie zlokalizowanych obojęt-
nych trójglicerydów i estrów cholesteroh oraz
obwodowo połozonych polarnych fosfolipidów i
niezestryfikowanego cholesterol u zaw ierają rów nięż
polimorficzne apolipoproteiny (17, 18). Determinują
one nie tylko ich fizyko-chemiczne właściwości ale
równteż metabolizm lipidowy (29). Zmiany w skła-
dzie lipidowym i białkowym Lp decydują o ich
zdolnościach transportowych i o wykorzystaniu
kw asów tłuszczowy ch przez tkanki obwodowe (20).
Zwiększone wątrobowe wydzielanie bogatych w Tg
lipoprotein frakcji VLDL (Lp o batdzo małej gę-
stości) we wczesnej laktacji przy podwyższonym
stęzeniu wolnych kwasów tłuszczowych (wkt) w
osoczu indukuje zależną od lipazy lipoproteinowej
(LpL) masywną wewnątrznaczyniową lipolizę frak-
cji VLDL (32), Okazuje się, iż aktywność LpL
uzależniona jest od jednego z komponentów biał-
kowych frakcji HDL znanych jako apolipoproteina
C (apo C) (2). Frakcja VLDL w osoczu natychmiast
przekształcana jest w bardzo lekką frakcję HDL
(Lp o duzej gęstości) zlokalizowaną podczas ultra-
wirowania, wyjątkowo u bydła, w zakresie gęstości
frakcji LDL (Lp o małej gęstości). Podjęte badania
obejmujące rozdział frakcji lipoprotein, ustalenie
ich składu lipidowego oraz elektroforetyczn ąanalizę
apolipoprotein wykonano w celu stwierdzenia ja-
kościowych i ilościowych zmian w ich składzie w
okresie przed i poporodowym u krów zdrowych i
z objawami stłuszczenia wątroby. Postanowiono
również określić zależność pomiędzy składem kwa-
sów tłuszczowych we frakcjach Lp a okresem ciązy
i laktacji oraz stanem zdrowia krów.

Materiał i metody

Badaniami objęto 2l krów, rasy czarno-białej z dole-
wem krwi HF, w wieku 4-I0lat, pochodzących z wyso-
koprodukcyjnego stada, w którym w kolejnych trzech

Zwiększona mobilizacja wolnych kwasów tłusz-

tłuszczem, która j est następstwem
występuje często u wysokomlecz-
resie poporodowym i określana
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latach poprzedzających obecne badania, stwierdzono wy-

stępowanie zespołu sttu
Krew pobierino o tej przed karmie-

niem, z Żyły jarzmowej dniowych od 4

zbierano przez lważne pobranie stałej objętości z po-

szczególnych gęstości KBr, z rozdzięleniem na cztery

klasy gęstości: VLDL p < 1,006, LDL 1,006 < p < 1,019,

HDLr 1,019 < p < 1,063, HDLz 1,063 < p < I,żI (ż6),

W celu uwidocznienia frakcji Lp do osocza dodawano

50 yl"I ITa roztworu czerni sudanowej. Lipidy całkowite
osocza i poszczególnych frakcji lipoprotein ekstrahowa-

no podwójnie metodą Folscha i wsp, (9). W ekstraktach

oznaczano,. kolorymetrycznie fosfor, którego ilość prze-

liczano na zawartość fosfolipidów (5), czułymi metodami
enzy maty czny mi cho le sterol c ałko wity i trój g lic e ry dy (żI),

Stężenie białka we wszystkich wyizolowanych frakcjach
lipoprotein oznaczono zmodyfikowaną metodą Lowrego
(ż8) z uzyciem albuminy bydlęcej jako standardu. Skład
kwasów tłuszczowych we frakcjach lipoprotein oznacza-
no metodą chromatografii gazowej i kompuĘącego in-
tegratora (estry metylowe kwasów tłuszczowych otrzy-
mane przez reakcję z metanolowym roztworem
trójfluorku boru poddawano analizie w warunkach: ko-

lumna szklana 1,5 m wypełniona żOVoDEAGS na chro-

mosorbie W, gaz nośny Nz, przepływ 5 mVmin) (34),

Kwas heptadekanowy uzyto jako wewnętrzny standard

do wyliczeń Va wagowej ilości kwasów tłuszczowych.
Elektroforetyczne rozdziały apolipoprotein w zelu poli-
akrylamidowym ( owadzono po uprzedniej
dlalizie preparató w toztworze zawierają-
cym bufor Tris-g 8,91) i roztwór glikolu
polietylenowego z dodatkiem azydku sodowego. Po za-

gęszczeniu, lipoproteiny delipidowano 1,1,3,3-tetramety-

lomocznikiem (TMU) uwalniającym w obecności roz-
tworu redukującego (tiodiglikol-kwas merkaptaoctowy-
-wersenian czterosodowy ż:5:4) wszystkie apolipoprotei-
ny z wyjątkiem apo-B. Po odwirowaniu lipidów do su-

pernatantu dodawano odpowiednio IJVo objętości 80 7o

roztworu sacharozy i I}Vo objętości I7o roztworu błękitu
bromofenylowego i nanoszono na żel (7). Po 4 h elektro-
forezy żel utrwalan o w Iż,5Vo foztworze kwasu trójchlo-
rooctowego i barwiono 0,ż5Vo roztworem Coomassie
Brilliant Blue R-250 w roztworze metanol/kwas octo-
wy/woda4:1:15. W ten sposób wyeliminowano wszystkie
białka osocza z wyjątkiem zawaftych w największej u
bydła frakcji HDL. Apo B jest przez TMU wytrącana z
roztworu (13) dzięki masie cząsteczkowej (550 kDa) wie-
lokrotnie przewyższającej masę innych apolipoprotein,
Prążki tozpoznawano na podstawie standardów białko-
wych. Wykonano 1,ż,57o PAGE uwzględniającmasę czą-

steczkową w zakresie 7,6-34 kDa apolipoprotein frakcji

stwierdzono w okresie poporodowym zablrzenia prze-

i0,0ż mmol/l, wzrost stęzenia bilirubiny całkowitej z
4,6ż+ 0,98 do 16,90 +6,53 pmol/l oraz aktywności en-

zymów: AST z 30,10 t 4,7O do 7I,40 + 16,80 IU/l, GGT
z 10,50t 1,30do 13,00 +ż,sżIulliGLDH z5,I0t.I,ż0
do żż,I0 + 8,00 IIJll. Szczegółowe omówienie wyników
tej części badań podano we wcześniejszej publikacji (8),

Isiotność r6żntc między badanymi parametrami określano
stosując test - t-Studenta dla prób nieparzystych oraz

prostą ana\izę regresji (ANOVA) z wykorzystaniem pro-

gramu komputerowego Statgraf.

Wyniki i omówienie
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Tab. 1. ZawartoŚĆ białka, trójglicerydów, cholesterolu oraz fosfolipidów we frakcjach lipoprotein osocza krów zdrowych
i z objawami stłuszczenia wątroby (x + sD)

oznaczane
parametry

vLDL LDL IIDL

przed porodem po porodzie przed porodem po porodzie przed porodem po porodzie

Białko mg/dl

Krowy zdrowe (n=9) 0,l9 + 0,023 0,22 + 0,009 35,16 t2,56 40,7,1 + 3,24 54,67 + 2,25 62,12+ 4,75

Krowy chore (n=12) 0,1 8 + 0,028 0,l8 + 0,007* 27,83 + I,52 35,1 I + 2,45* 61,18 + 2,78* 69,45 + 3,34*

Trójglicerydy mg/dl

Krowy zdrowe 2,ż9 t0,21 1,96t0,18 1l,50 t 1,76 7,89 t l ,51 2,58 t 1,35 0

Krowy chore 1,51t0,5] 7.04 + 0,27* 6,76 + 7,62* ż,49 + 0,'l6** 0,68 + 0,26* 0

Cholesterol mg/dl

Krowy zdrowe 0.72 + 0,27 0,87 t 0,18 42.70 + 7 .47 37 ,I1 + 5,94 46,33 + 6,78 40,ż1+ ż,1l

Krowy chore oś7 +o)) o,33 + 0,I2 28,66 + 4,76* 20,78 + 6,88* 36,76 + 7 ,43* 31 ,4ż + 6,69*

Fosfolipidy mg/dl

Krowy zdrowe 0,37 t 0,09 0,4l t 0,08 ż4,1I + I.86 19,66 t 1,53 35,04 + 1,71 32,15 + I,I,7

Krowy chore 0,34 + 0,07 0,28 + 0,04 20,33 + 3,4ż I7 ,22 + ż,91 7)qĄ+))<* 29,13 + 1 ,53

Objaśnienia: * p<0,05; **p<0,01.

lipidów występowały we frakcji HDL (tab. 1). U
krów chorych we frakcji HDL stwierdzono wysokie
stężenie białka w okresie poporodowym (69,45
mg/dl), istotnie większe (p < 0,05) w polównaniu
do wartości stwierdzanych w tym okresie u krów

zdrowych (62,12 mg/dl). Laktacja powoduje, iż za-
równo w grupie krów zdrowych jak i chorych nie
stwierdzano w tej frakcji Tg. Istotnie niższe wartości
Tg występowały u krów chorych w okresie prued-
porodowym. Zubożente frakcji HDL po polodzie
w cholesterol i fosfolipidy dotyczyło zwłaszcza krów
chorych.

kcji LDL u krów w okresie poporodowym. W osoczu
krwi krów zdrowych stosunek kwasów nienasyco-
nych do nasyconych (33:68=0,48) był niższy ntż l
krów chorych (36:64=0,56). Frakcja LDL lipopro-
tein zawierała zarówno w grupie I jak i II znacznię

Ryc. 2. Elektroforetyczna analiza na żelu poliakrylamidowym
apolipoprotein frakcji HDL krów

Objaśnienia: 1 - zdrowej, 2 - choĘ, 3 - zasuszonych poddanych ubojowi,

- przed porodem, B - po porodzie

- 1 ,019

- 1,063

-1,21

LDL - - 1,019

1,063

1,21

Ryc. 1. Rozdział lipoprotein osocza krów zdrowych (A) i chorych (B)
po ultrawirowaniu w gradiencie KBr. 1-14 dni przed porodem,

2-14 dni po porodzie
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Ryc- 5. Skład kwasów tłuszczowych frakcji LDL lipoprotein osocza krów

więcej nasyconych kwasów tłuszczowych a stosunek
kwasów nienasyconych do nasyconych osiągał war-
tość 0,34 u zdrowych i 0,3ż u chofych krów. Do-
minującym kwasem tłuszczowym w osoczu krwi
krów zdrowych był kwas stearynowy (C18:0) (36,6Vo)

a u chorych palmitynowy (C16:0) (34,8Vo) a następ-

nie oleinowy (C18:I) (ż6,I8Vo) (ryc. 4). Krowy
zdrowe charakteryzowńa obecność we frakcji LDL
kwasu palmitynowego w ilości 40,IVo oraz większa
zawartoŚĆ kwasu linolowego (C18:2) w porównaniu
do krów chorych (ryc. 5).
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Ryc. 6. Analiza regresji różnych odpowiedzi białka frŃcji LDL
w stosuŃu do TG u krów zdrowych

27,a 29,0 31,0 33,0
mg/dl bialka LDL

Ryc. 7. Analiza regresji odpowiedzi białka frakcji LDL
w stosuŃu do TG u krów chorych

y=-0,59x+31,99r=

32,0 33,0 34,0 35,0 36,0 37,0 3B,0 39,0 40,0 41,0 42,0

Y= -0,48x + 25,67 r = -0,91
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wej (LpL) odszczepiającej Tg w tkankach docelo-
wych (32), a izoforma apo-C3 inhibitorem tego en-
zymu. Apo-E mając specyficzne powinowactwo do
wątrobowych receptorów lipoproteinowych zapew -
nia zwrotny powrót resztkowych cząsteczek LDL
ponownie do wątroby po oddaniu Tg w tkankach
(10). U krów zdrowych frakcja LDL jest większa
t|żejsza, w okresie przedporodowym stanowi za7ed-
wte 50%o ilości obserwowanej w okresie wczesnej
laktacji (ryc. 6). Frakcja LDL widoczna, gdy do
osocza ptzed ultrawirowaniem dodano czerń suda-
nową, ulegała zredukowaniu u krów chorych; jest
ona cięższa i układa się w dolnej częśct gradientu
(ryc. 6). Podobnie dochodzi do supresji frakcji HDL.
Elektroforetycznte wykazano, tż we frakcji HDL
krów chorych jest nie tylko wyraźniejsza ekspresja
apo-C, ale równiez apolipoproteina ta pojawia się
w dwóch formach (apo-C I i apo-C III) (ryc. 2)
Wskazuje to, iż w warunkach zmniejszonej sekrecji
Tg z wąttoby dochodzi do modyfikacji aktywności
LpL w tkankach, dalsze badania muszą wyjaśnić
jednak jakiego typu sąto zmiany, wykazano bowiem,
że apo-C I pobudza a apo-C III jest inhibitorem
LpL (2). Duże zwiększenie Tg we frakcji VLDL i
LDL w okresie przedporodowym ulega zmniejszeniu
w okresie laktacji u krów zdrowych, a u chorych
stwierdzono istotne (p < 0,01) dalsze obnizenie w
porównaniu do krów zdrowych. Arave (1) stwierdził
zwiększenie udziału estrów cholesterolu w transpor-
cie kwasów tłuszczowych i obnizenie udziału Tg z
chwilą przejścia ze stanu ciąży w okres laktacji.
Otrzymane wyniki wskazują, iż u krów zdrowych
mozliwe jest to we frakcji VLDL, gdyz stwierdzono
w niej wzrost stęzenia cholesterolu całkowitego (tab.
1). Natomiast u krów chorych stęzenie cholesterolu
obntża się, powodując dodatkowe utrudnienie trans-
portu trójglicerydów z wątroby.

Stwierdzona większa proporcja kwasu linolowego
(C18:2) we frakcji LDL krów zdrowych (ryc. 1)
wtąże się z za|eżnym od aktywności lecytyn-cho-
lesterol-acyltransferazy (LCAT) przenoszeniem tego
kwasu z fosfatydylocholiny frakcji HDL do estrów
cholesterolu frakcji LDL (2,12). Wysoka specyficz-
ność u bydła LCAT do wiązania estrowego B w
cząsteczce fosfatydylochol iny z aj mow ane go przez
kwas linolowy (I2) promuje stan korzystnych prze-
sunięć nienasyconych kwasów tłuszczowych między
frakcjami lipoprotein. Zmniejszenie fosfolipidów
frakcji HDL krów chorych (tab. 1) ogranicza jednak
dostępność tego kwasu dla aktywności enzymu
transferującego kwas linolowy. W osoczu krwi krów
zdrowych dominował kwas stearynowy (ry c. 4), któ-
rego ilość wztastała wraz ze zwiększeniem ilości
resorbowanych kwasów z jelit (33).

Stwierdzony u krów chorych przyrost kwasów
palmitynowego i oleinowego w osoczu jest następ-

stwem wzmozonej mobilizacji rezęrw /tkanki tłu-
szczowej (33) i powodem akumulacji Tg w wątrobie.
Badania, zwłaszcza Grummera (10), potwierdzone
równiez przez innych autorów (33, 34) wskazują,
ze kwas oleinowy jest o wiele ważntejszyjako czyn-
nik hamujący metabolizm lipidów w wątrobie krów
w porównaniu do mało znaczących w estryfikacji
i oksydacji kwasów tłuszczowych takich hormonów
jak estrogeny, insulina, glukagon czy somatotropina.
Ni e wyj aśniono n adal działanta estro genów, głównie
łożyskowego estronu na wzmożoną infiltrację tłu-
szczową wątroby w okresie okołoporodowym. Jego
stęzenie, tuż przed porodem stukrotnie wyższe w
porównaniu do okresu rujowego, powoduje wpraw-
dzie pobudzenie sekrecji Tg w formie VLDL z wą-
troby ale równocześnte dziaŁa hamująco na LpL w
tkankach (10) i wtórnie ptzyczynta się do infiltracji
tłuszczowej tego narządu.
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