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Izvod: Vitamin niacin je od velike vaznosti za energetski metabolizam.
Fiziolo$ki niacin se inkorporira u koenzimu nikotinamid adenin dinukleotid (NAD)
i nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADP). Cilj ovog rada je da se utvrdi
koncentraciaj NAD i NADP u krvi krava prilikom aplikacije niacina u peripartalnom
periodu. Vrednost vitamera niacina NAD i NADP znacajno raste kod krava usled
aplikacije niacina putem hrane, ali se NAD:NADP odnos nije menjao pod dejstvom
egzogenog niacina. Vrednost ovih vitamera zavisi od peripartalne nedelje bez
obzira na dodavanje egzogenog niacina.
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Uvod

Vitamin niacin je od velike vaZniosti za energetski metabolizam (Hristovska i
sar., 2017a,b; Cincovic i sar., 2018). Fizioloski niacin se inkorporira u koenzimu
nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) i nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
(NADP). Oni ucestvuju u brojnim metabolitickim procesimai to: a) u anabolickim
putevima (NADPH/NADP) kao S$to su sinteze lipida inukleiniskih kiselina, NADPH
je neophodan kao redukujuéi agens i b) u katabolickim putevima (NADH/NAD).
NAD ucestvuje u velikom broju oksidativno-reduktacionih reakcija kao nosilac
elektrona i on moze primiti ili donirati elektrone u reakcijama redukcije, odnosno
moze ucestvovati kao oksidiraju¢i agens NAD+ i primiti elektron, tako on postaje
redukovan i formira se NADH, i postaje redukuju¢i agens i donira elektron NADH i
postaje oksidisan i formira se NAD. Pored toga NAD je izvor adenin dinukleotid
fosfat (ADP)-riboze za modifikaciju proteina. On je prekursor za dva sekunadrna
glasnika (cADP-riboza i nikotinska kiselina adenin dinukleotid fosfat) koji
stimuliSu povecavanje intracelularne koncentracije kalcijuma. Zato oni igraju
vaznu ulogu u mnostvu metabolitickih puteva. Sa druge strane utvrdeno je da kada
se nikotinska kiselina aplikuje u mnogo ve¢im dozama ispoljava jos jedan fizioloski
efekat, a to je sposobnost da supresira lipolizu (Pires i Grummer, 2007; Tunaru i
sar.,, 2003). Nikotinamid je reaktivna polovina NAD i NADP koji su koenzimi
(kosubstrati) velikom broju oksidativnih i reduktivnih reakcija. Enzimi koji sadrze
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NAD i NADP su vazne veze u seriji reakcija u metabolizamu ugljenih hidrata,
proteina i masti (Niehofi sar., 2008).

Cilj ovog rada je da se utvrdi koncentraciaj NAD i NADP u krvi krava prilikom
aplikacije niacina u peripartalnom periodu.

Materijal i metode rada

Zivotinje i protokol studije: Krave su podeljene u dve grupe, niacin i kontrolnu,
po 15 krava u svakoj grupi. Grupa sa niacinom je tretirana nikotinskom kiselinom
2 nedelje pre ocekivanog porodaja i 2 nedelje nakon porodaja. Nikotinska kiselina
je primenjivana per os uz hranu, 120 grama dnevno po kravi, 28 dana za redom.
Nikotinska kiselina je bila u obliku nezasti¢enog za burag (Rovimik®Niacin, F.
Hoffmann-La Roche AG, Svajcarska).

Uzimanje i analiza krvi: Uzorci krvi su uzeti pre jutarnjeg hranjenja punkcijom
kokcigealne vene. Uzorci krvi su uzeti Cetiri puta u obe grupe. Prvi put uzorci krvi
su uzeti pre primene niacina (-1. nedelja), drugi put na dan teljenja i drugi put
tokom prve i druge nedelje nakon porodaja (0. 1. 2. nedelja). Uzorci krvi za
analizu su sakupljeni u epruvete sa litijum heparinom od 3 mL (BD Vacutainer
tubes®PST) i odgovarajuée obelezeni. Uzorci su ¢uvani na suvom ledu i zasti¢eni
od svetlosti do laboratorijske analize. Uzorci su analizirani odmah nakon
uzorkovanja.

Merenje parametara krvi: Odredeni su parametri kao Sto su NAD, NADP i
NAD/NADP odnos. NAD i NADP su odredeni kolorimetrijskom ELISA metodom iz
lizata eritrocita. Enzimi u sistemu specificno prepoznaju NAD:NADP u reakciji
ciklusa enzima, nema potrebe za preciS¢avanjem NAD:NADP iz jednostavne
mesavine. Reakcija ciklusa enzima znacCajno povecava osetljivost detekcije.
Koncentracija NAD i NADP izraZena je u pmol/10¢ eritrocita. Dobijeni broj je za
eritrocite u jednom mL krvi, a kada se rezultati pomnoZe sa 100 dobija se vrednost
za NAD i NADP u jednom mlL. KoriS¢eni su kompleti proizvodaca Abcam. Odnos
NAD:NADP se izracunava jednostavnim deljenjem dva broja. Kori$éeni su reagensi
marke Abcam je Cita¢ marke Rayto.

Statisticke analize: Efekti primene niacina na vrednosti NAD, NADP i
NAD:NADP odnosa analizirani su tokom eksperimentalnih nedelja. GLM model je
koriséen za uticaj grupe, nedelje i interakcije grupaxsedmica. U ove svrhe koriSéen
je statisticki softver SPSS 20.0 (IBM).

Rezultati istrazivanja i diskusija

Vrednost NAD bila je u rasponu od 860 do 895 pmol Lt u kontrolnoj grupi bez
obzira na nedelju ogleda. Vrednost NAD kod krava koje su primale niacin iznosila
je u nedelji teljenja (0 nedelja) 1724,6 pmol L1, u prvoj nedelji po teljenju 1968,6
pmol L1 u drugoj nedelji po teljenju 1771,8 pmol L-1. Analiza varijanse i LSD test
pokazuju da su krave koje su primale niacin imale znacajno visu koncentraciju
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NAD u svim nedeljama ispitivanja (F=112,8; p<0,001) u odnosu na kontrolnu
grupu iste nedelje, kao i u odnosu na period pre aplikacije niacina.

Vrednost NADP bila je u rasponu od 385,09 do 425,62 pmol L u kontrolnoj
grupi bez obzira na nedelju ogleda. Vrednost NADP kod krava koje su primale
niacin iznosila je u nedelji teljenja (0 nedelja) 704,45 pmol L1, u prvoj nedelji po
teljenju 778,36 pmol L1 i u drugoj nedelji po teljenju 796,18 pmol L-1. Analiza
varijanse i LSD test pokazuju da su krave koje su primale niacin imale znacajno
visu koncentraciju NAD u svim nedeljama ispitivanja (F=126,79; p<0,001) u
odnosu na kontrolnu grupu iste nedelje, kao i u odnosu na period pre aplikacije
niacina.

Slede¢i znacajan parametar je odnos NAD/NADP, koji nije pokazao statisticku
znacajnu razliku izmedu grupe koja je primala niacin i koja nije primala niacin.

Tabela 1. Uticaj aplikacije niacina i nedelje nedelje na koncentraciju vitamera

niacian
Table 1. Influence og niacin aplication and periparturient week on vitamers
concentration
Vitameri Nedelja | Grupa Srednja | SD Grupa Nedelja | GrupaxNedelja
Vitamers Week Group vr. SD Group Week GroupxWeek
Average
NAD -1 Control | 898,30 | 183,30 | p<0,001 | p<0,01 p<0,01
(pmol L) Niacin | 862,30 | 90,20
0 Control | 904,60 | 184,60
Niacin 1724,6 180,40
1 Control | 889,30 181,40
Niacin 1968,6 207,10
2 Control | 895,60 182,70
Niacin 1771,8 186,40
NADP -1 Control | 425,62 65,78 p<0,001 | p<0,01 p<0,01
(pmol L) Niacin | 422,67 | 39,98
0 Control | 405,36 62,65
Niacin 704,45 66,64
1 Control | 385,09 59,52
Niacin 778,36 70,34
2 Control | 397,25 61,40
Niacin 796,18 75,77
NAD/ -1 Control | 2,04 0,17 NS NS NS
NADP Niacin 2,01 0,15
0 Control | 2,45 0,19
Niacin | 2,58 0,22
1 Control | 2,54 0,28
Niacin 2,60 0,20
2 Control | 2,23 0,18
Niacin 2,60 0,19
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Vitamin B3 u formi nukleotida igra centralnu ulogu u metabolizamu, a brojne
studije su demonstriralie da NAD ima vaZnu ulogu u raznim bioloskim procesima
kod sisara kao Sto su: opstanak celija i apoptoza, diferencijacija, metabolizam
ugljenih hidrata i masti (Pillai i sar., 2005; Fulco i sar., 2003; Picard i sar., 2004).
Takode, postoji povezanost NAD sa oksidativnim stresom, pa tako u sr¢anom tkivu
¢oveka oksidativni stres indukuje smanjenje celularanih rezervnih zaliha NAD-a i
Sto dovodi do smrti kardiomiocita (Virag i Szabo, 2002). Sa druge strane,
obnavljanje ovih zaliha NAD-a mogu da zastite elije od povrede i izumiranja. NAD
moze biti sintetizovan iz tri glavna prekusora i to de novo iz triptofana, ili
intermedijarnim putevima od nikotinske Kkiseline ili nikotiamida. Kod sisara
uglavnom je NAD sitetizovan iz nikotinamida. Nikotinamid fosforibosiltransferaza
(Nampt) je klju¢an biosintetski enzim koji inicira biositezu NAD-a iz nikotid amida
kod sisara. Studije pokazuju da je nivo ekpresije Nampt u korelaciji sa
koncetracijom NAD* u ¢eliji (Revollo i sar., 2004), a Nampt kontrolise koncetraciju
NAD-a nezavisno od egzogenih izvora nikotinamida.

Prema podacima iz literature dvonedeljni tretman miSeva sa visokim dozama
nikotinske kiseline i nikotiamida (500 i 1000 mg kg1) ima uticaj na nivo NAD-a u
raznim tkivima pa je nadena je poviSena koncetracija NAD-a za 40 do 60% u krvi i
u jetri (Jackson i sar, 1995). To ukazuje na sposobnost niacina da stimuliSe sintezu
NAD-a u jetri i krvi i da se nikotiamid moZe konvertovati u alternativnoj formi i
time povecati bioraspoloZlivost nikotiamida i/ili tretman nikotiamidom moZe
izazivati Celijsku adaptaciju koja dalje vodi do bolje biosinteze NAD-a (Sauve,
2008). Hara i sar. (2007) ukazuju na to da egzogena dodana nikotinska kiselina
indukuje znacajno povecanje celularnog nivoa NAD-a u humanim ¢elijama dok
nikotinamid dodan u istoj koncetraciji ne prouzrukuje znacajno povecanje
koncetracije NAD-a, pa su zakljucili da je nikotinska kiselina bolji supstrat za
povecanje celularnog nivoa NAD-a od nikotinamida.

Eritrocitna koncentracija NAD-a i NADP-a je direktni pokazatelj funkcionalnog
statusa niacin, jer pokazalo se da viSe reaguje na promjene u unosu niacina, tako
Sto NAD/NADP odnos moze biti koristan indikator za merenje statusa niacina kod
ljudi (Fu i sar., 1989, Jacobson i Jacobson., 1997). Skoro sve krave ogledne grupe
imale su NAD/NADP odnos visi od 2. 0dnos NAD/NADP koji je visi od 2.5, ukazuje
na optimalan status niacin u organizmu. Ovakve vrednosti NAD/NADP odnosa kod
krava koje su primile niacin ukazuju na to da status niacina zavisi od njegove
aplikacije. U normalnim uslovima koncetracija eritrocitnog NAD je veéa od
koncetracije NADP, i zbog toga uvek odnos NAD/NADP treba da bude ved¢i od 1.0.
Poznato je da je eritrocitna koncentracija NADP najceSce konstantna, a svaka
redukcija eritrocitnog NAD redukova¢e NAD/NADP odnos i obratno. Fu i sar.
(1989) sugerisu da svaki indeks niacina ispod 1.0 moZe biti indikacija za razvoj
deficita niacina kod ljudi.
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Zakljucak

Vrednost vitamera niacina NAD i NADP znacajno raste kod krava usled
aplikacije niacina putek hrane, ali se NAD:NADP odnos nije menjao pod dejstvom
egzogenog niacina. Vrednost ovih vitamira zavisi od peripartalne nedelje bez
obzira na dodavanje egzogenog niacina.
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INFLUENCE OF NIACIN APPLICATION ON THE VALUE OF ITS VITAMERS IN
THE BLOOD OF COWS IN EARLY LACTATION

Talija Hristovskal, Kosta Petrovié¢z, Marko Cincovié?, Branislava Belié?,
Maja Dosenovi¢ Marinkovié?, Radojica Pokovié3, Milo$ Petrovics3,
DraZen Kovacevic?

Abstract

Vitamin niacin is of great importance for energy metabolism. Physiological
niacin is incorporated into the coenzyme nicotinamide adenine dinucleotide (NAD)
and nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP). The aim of this study
was to determine the concentration of NAD and NADP in the blood of cows during
the application of niacin in the peripartum period. The value of these vitamins
depends on the peripartum week, regardless of the constant exogenous source of
niacin.
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