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1. UVOD

Razvoj mladunc¢adi sisavaca u neonatalnom razdoblju ovisi o mlijeku koje se pocinje
proizvoditi u mlije¢noj Zlijezdi krajem bredosti. Endokrini sustav koordinira razvoj mlije¢ne
zlijezde s reproduktivnim razvojem i potrebom potomaka za mlijekom. Rast i razvoj mlijecne
zlijezde pocinje u prenatalnom razdoblju. Tijekom puberteta, pod utjecajem cikli¢nih promjena
na jajnicima, raste brze nego drugi dijelovi tijela Zenke. U vec¢ine domacih Zivotinja razvoj
vimena postaje vidljiv sredinom bredosti, a proizvodnja mlijeka pocinje krajem bredosti i
rezultira sekrecijom kolostruma. Hormoni koji reguliraju rast i razvoj mlijecne Zlijezde,
proizvodnju i otpustanje mlijeka su reproduktivni, metabolicki hormoni i hormoni mlijecne
zlijezde (NEVILLE 1 sur., 2002). Hormoni koji reguliraju mamogenezu su hormon rasta,
inzulinu slican ¢imbenik rasta 1 (eng. Insulin-like growth factor-1, 1GF-1), glukokortikoidi,
hormoni §titaste Zlijezde i spolni hormoni. Rast i razvoj mlije¢ne Zlijezde tijekom bredosti pod
utjecajem je progesterona, estrogena, prolaktina, hormona rasta, placentalnog laktogena,
inzulina 1 hormona probavnog sustava gastrina, sekretina i kolecistokinina (SVENNERSTEN-
SJAUNJA i OLSSON, 2005). Proizvodnja mlijeka pod utjecajem je prolaktina, hormona rasta
1 ¢imbenika rasta, inzulina i kortikosteroida. U hormone mlije¢ne zlijezde ubrajamo hormon
rasta, prolaktin, hormon sli¢an paratireoidnom hormonu (eng. Parathyroid hormone-related
protein, PTHrP) i leptin (NEVILLE i sur., 2002).

Hormoni djeluju na tkiva mlijecne zlijezde koja proizvode, pohranjuju i otpustaju
mlijeko stoga je cilj rada dati pregled hormonske regulacije rasta i razvoja mlijecne zlijezde i

proizvodnje mlijeka tijekom laktacije.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Razvoj mlije¢ne Zlijezde

Razvoj mlije¢ne Zlijezde do pocetka stvaranja mlijeka (laktacije) zove se mamogeneza.
Kad laktacija jednom pocne, traje sve dok se mlijecna Zlijezda prazni. Izrazito brz razvoj

mlijecne zlijezde moZemo uociti u prenatalnom razvoju, pubertetu i bredosti.

2.1.1. Razvoj tijekom embrionalnog i fetalnog Zivota

Tijekom embrionalnog Zivota, razvoj mlijecne zlijezde pocinje kao zadebljanje
ektoderma, u obliku mlije¢nih pruga koje se protezu od pazusnog do preponskog podrucja na
ventralnoj tjelesnoj stijenci embrija (HENS i WYSOLMERSKI, 2005). Nakon njihove pojave
kontinuitet samog nabora biva prekinut odredenim brojem mlije¢nih pupoljaka, ovisno o vrsti
(Tablica 1), koji rastu i naposlijetku oblikuju funkcionalni dio mlije¢ne zlijezde (MCGEADY i1
sur., 2014). Nakon toga sise zapoc€inju razvoj na povrsini Zivotinje, razvijaju se sisni kanali, u
vezivnom tkivu formiraju se masni jastu€i¢i u kojima se razvijaju mlijecni kanali¢i, a
naposlijetku i alveole (MACIAS 1 HINCK, 2012). Sam ekskretorni provodni sustav, nastao od
ektoderma, je potpuno razvijen do kraja druge tre¢ine graviditeta (HURLEY, 2019). Kako je
vidljivo iz Tablice 1 kod goveda razvijaju se dvije mlije¢ne Zlijezde na svakoj mlijecnoj pruzi,
kod ovaca i1 koza po jedna, kod krmaca do 7 sisnih pupoljaka, kod kuja pet, a kod macaka Cetiri
(MCGEADY i sur., 2014).

Kod muzjaka isto mozemo uociti alveole i kratke ekskretorne kanali¢e, osim kod konja,
Stakora i miSeva. Kod njih te strukture involuiraju pa muzjaci nemaju sise (SJAASTAD i sur.,
2016).

Za mamogenezu su izuzetno bitni prolaktin i hormon rasta, bez kojih mamogeneza u

potpunosti izostaje (TUCKER, 2000).



Tablica 1. Polozaj sisa u nekih vrsta sisavaca (SJAASTAD i sur., 2016).

Tablica 20.1 Polozaj vimena u nekih vrsta sisavaca. Prsne sise smjestene su izmedu prednjih nogu,
ingvinalno vime smjesteno je izmedu straznjih nogu. U slucaju prsno-trbusnog rasporeda sise pocinju
izmedu prednjih nogu i protezu se do ingvinalne regije.

Vrsta Polozaj Broj sisa Broj zlijezda po sisi
Govedo Ingvinalni 4 1

Koza, ovca Ingvinalni 2 1

Macka Prsno-trbusni 8 3-7

Pas Prsno-trbusni 10-12 7-20

Konj Ingvinalni 2 2

Svinja Prsno-trbusni 12-14 2

Kuni¢ Prsno-trbusni 10 8-10

Stakor Prsno-trbudni 12 1

Covjek Prsni 2 10-25

2.1.2. Razvoj od rodenja do odrasle dobi

Tijekom prvog postnatalnog razvoja mlije¢na Zlijezda se razvija otprilike jednakom
brzinom kao i ostatak tijela. Takav tip rasta se zove izometri¢ni rast. U dobi od 3 mjeseca do
jedne godine starosti vime krave raste 2-4 puta brze od ostatka tijela. Kad organ raste brze od
ostatka tijela, takav prioritetni rast nazivamo alometri¢ni rast. U vrijeme tog rasta mozemo
uociti oblikovanje masnog tkiva i ekskretornih kanali¢a, a u masnom tkivu se razvija i
sekretorno tkivo (SJAASTAD i sur., 2016). U predpubertetnom razvoju krave, intenzivna
hranidba uzrokuje intenzivniji rast masnog tkiva u odnosu na rast sekretornog tkiva $to dovodi
do smanjenog potencijala za proizvodnju mlijeka.

U pubertetu jajnici po€inju izlucivati hormone estrogen i progesteron, a tkivo mlijecne
zlijezde ima receptore za te hormone. Kad se ciklicka aktivnost jajnika uspostavi, tijekom
folikularnog razdoblja estradiol ima poviSenu koncentraciju u krvi, pa pod utjecajem estrogena
povecavaju se mlijecni kanali¢i 1 zavrSne alveolarne grane (Slika 1). Za razvoj mlije¢nih
kanali¢a od hormona potrebni su jo§ hormoni rasta i glukokortikoidi (MACIAS 1 HINCK,
2012). Uz njih, za razvoj alveolarnog tkiva potrebni su i progesteron i prolaktin. Izlu¢ivanje
estradiola ograniceno je na folikularno razdoblje spolnog ciklusa, a progesteron se izlucuje u
lutealnoj fazi. Iz tog razloga utjecaji hormona se ne mogu medusobno potencirati, pa se zato
mlijecna Zlijezda ne razvija dok zivotinja ne zabreda (MACIAS i HINCK, 2012). Rast samih
ekskretornih kanali¢a i sekretornog tkiva povezan je s masnim tkivom vimena, ako se ono

ukloni ili nedostaje sama Zlijezda se nece razviti normalno, jer su bitni lokalni ¢imbenici rasta



iz masnog tkiva. Takoder, potreban je jo$ i IGF-1 jer on povecava mitoticku aktivnost stanica

mlijecne zlijezde (SJAASTAD i sur., 2016).
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Slika 1. Prikaz razvoja tkiva mlijecne Zlijezde (SJAASTAD i sur. 2016).

2.1.3. Razvoj tijekom graviditeta i laktacije

U svih domacih Zivotinja razvoj mlijene zlijezde je brz tijekom graviditeta, zbog
istovremenog porasta koncentracije estrogena i progesterona u plazmi. Tijekom tog razdoblja
znatno je povecan rast i diferencijacija sekretornog tkiva (MACIAS 1 HINCK, 2012). Lucenje
prolaktina iz prednjeg reznja hipofize se znatno povecava tijekom kasne bredosti i on je
potreban za potpun razvoj vimena. Kod nekih vrsta (glodavci, Covjek i prezivaci) posteljica
proizvodi placentarni laktogen, koji je po djelovanju somatotropina. Ovaj hormon veze se za
receptore za prolaktin i time pojacava rast i diferencijaciju epitelnih stanica vimena, istim
mehanizmom kao 1 prolaktin (SQUIRES, 2003). U svinje hormon relaksin (proizvodi ga zuto
tijelo) ima istu funkciju. Koncentracije navedenih hormona su vece kod Zivotinja koje nose veci
broj plodova nego kod Zivotinja koje ih nose manje, 1 to sluzi da se kapacitet vimena prilagodi
broju potomaka koji ¢e se poroditi (SJAASTAD i sur., 2016).

Navedeni endokrini uvjeti uzrokuju brz razvoj reznji¢a, dok se koli¢ina masnog tkiva
smanjuje. Hormoni od znacaja za metabolizam mlijecne stanice su inzulin, hormon rasta,

hormoni §titne zlijezde i kortizol.



2.2. Promjene u tkivu mlije¢ne Zlijezde tijekom laktacije

Broj sekretornih epitelnih stanica i proizvodnja mlijeka u uskoj su korelaciji. Alveolarne
stanice se nastavljaju razvijati u prvom dijelu laktacije. Proizvodnja mlijeka se smanjuje nakon
vrhunca laktacije, ali laktacija sama po sebi se moZe nastaviti 1 nekoliko godina ukoliko
zivotinja ne ostane gravidna i mlijeko se prazni iz mlije¢ne Zlijezde. Dok laktacija traje stalno
se gube alveolarne stanice koje prolaze apoptozu i odvajaju se od bazalne membrane
(SJAASTAD i sur., 2016). Nakon samog vrhunca laktacije viSe stanica prolazi apoptozu nego
Sto ih se stvara. Ako zivotinja zabreda, porast estrogena i progesterona smanji proizvodnju
mlijeka, medutim laktacija se nastavlja dokle god se mlije¢na Zlijezda prazni. Preporuceno
vrijeme prestanka muznje u krava je 40-60 dana prije teljenja, jer ukoliko se ne dopusti
mlije¢noj Zlijezdi da se odmori, proizvodnja mlijeka ¢e biti manja u iducoj laktaciji. Kod svinja
je druk¢ije, kod njih sama laktacija koCi pojavu estrusa, posljedi¢no tome kad se prasad odbije

krmaca se vraca u spolni ciklus (SJAASTAD i sur., 2016).

2.3. Involucija mlije¢ne Zlijezde nakon odbic¢a

U intenzivhom uzgoju zivotinja novorodene zivotinje odbijamo naglo prije nego
laktacija prirodno zavrs$i. Kao i drugi aspekti laktacije, 1 involucija mlijecne zlijezde je pod
endokrinom kontrolom (QUARRIE i sur., 1996). Kod svinja cilj proizvodnje je proizvesti $to
viSe prasadi u jednoj godini, i samim time prasad se odvaja dok su krmace jo§ u vrhuncu
laktacije. Kod krmaca samo mlijeko nije ekonomski bitno u proizvodnji. Kad mlije¢na zlijezda
nije prazna pritisak u samoj zlijezdi na stanice uzrokuje da sise narastu i omekSaju, a epitelne
stanice involuiraju 1 do 2 dana nakon posljednjeg praznjenja zbog smanjenja lu¢enja prolaktina,
hormona rasta i IGF-1. Manjak prolaktina je primarni signal koji uzrokuje apoptozu epitelnih
stanica (ACCORSI 1 sur., 2002). U Zljezdanom tkivu nakupljaju se upalne stanice, to¢nije
neutrofili i makrofazi koji fagocitiraju epitelne stanice alveola i kanali¢a. Voda i laktoza koji su
ostali u tkivu difuzijom prelaze natrag u krv, nakon $to dode do prekida ¢vrstih veza epitenih

stanica sekretornog tkiva (SJAASTAD i sur., 2016).

2.4. Hormonska kontrola stvaranja i izlu¢ivanja mlijeka

Laktacijski ciklus moze se podijeliti u nekoliko uzastopnih faza: mamogeneza,
laktogeneza, galaktopoeza i involuciju te je svaka pod utjecajem hormonske regulacije. Od

vaznosti su tri kategorije hormona. Reproduktivni hormoni (estrogen, progesteron, placentalni



laktogen, prolaktin i oksitocin) koji djeluju izravno na mlije¢nu Zlijezdu. Metabolicki hormoni
(hormon rasta, kortikosteroidi, hormoni Stitaste Zlijezde, inzulin) imaju brojne funkcije u tijelu
1 Cesto imaju izravne ucinke i na mlijecnu Zlijezdu. Te na kraju, lokalno proizvedeni hormoni
ukljucuju hormon rasta, prolaktin, paratircoidnom hormonu slican peptid (PTHrP) i leptin
(SVENNERSTEN-SJAUNJA i OLSSON, 2005).

Pocetak proizvodnje mlijeka naziva se laktogeneza. Za vrijeme laktogeneze epitelno
tkivo se diferencira u aktivne sekretorne stanice i sami proces se odvija pred kraj graviditeta.
Prvi sekret koji te stanice proizvodu naziva se kolostrum ili mljezivo, koji je od iznimno bitnog
znacaja za rast 1 razvoj mladuncadi te se njegova kemijska struktura razlikuje od zrelog mlijeka
(SJAASTAD 1 sur., 2016). U ovom razdoblju kod nekih Zivotinja mozemo uociti kako
kolostrum spontano izlazi iz sisa.

Galaktopoeza, odnosno odrzavanje proizvodnje mlijeka u korelaciji je sa
zadovoljavaju¢im praznjenjem vimena. Hormonski signali su neophodni za diferencijaciju i
odrzavanje sekretorne funkcije alveolarnog tkiva, dakle laktogenezu 1 galaktopoezu. Postoje
vrsno specifi¢ne razlike s obzirom na utjecaj pojedinih hormona na laktogenezu i galaktopoezu.

Za pocetak laktogeneze bitne su dvije vrste hormonalnih promjena. Prva od njih je
prestanak inhibicije hormonima ¢ija se aktivnost smanjuje pri porodaju, a druga stimulacija
hormonima ¢ija aktivnost raste pri porodaju (SJAASTAD i sur., 2016). Laktogenezu primarno

kontrolira prolaktin, dok otpustanje mlijeka potice oksitocin.

2.4.1. Prolaktin

Raspon bioloskog djelovanja prolaktina u razlicitih vrsta je Sirok te prolaktin ima vaznost
1 u osmoregulaciji, metabolizmu op¢enito te imunoloskim funkcijama (CROWLEY, 2015).
Prolaktin se izluCuje iz stanica laktotrofa (ili mamotrofa) prednjeg reznja hipofize kao 1 iz
populacije stanica koje luce i prolaktin i hormon rasta (somatomamotrofi). Izvorni prolaktin je
protein od 23 K molekularne tezine (Slika 2), ali prolaktin takoder cirkulira u mnogim
izoformama, ukljucujuéi 1 one koji imaju posttranslacijske modifikacije (npr. fosforilacija 1
glikozilacija), a koje mogu utjecati na biolosku aktivnost (CROWLEY, 2015). Vaznost
prolaktina tijekom laktogeneze veze se za strukturne promjene mlijecne zlijezde i za ekspresiju
bjelancevina mlijeka. Posebice vezano uz ekspresiju bjelancevina mlijeka, uz prolaktin djeluju
1 glukokortikoidi i1 inzulin, dok estradiol, progesteron, placentalni laktogen i hormon rasta

pokazuju razli¢ite u€inke ovisno o vrsti zivotnja (NEVILLE, 2006).



Receptor za prolaktin pripadnik je porodice citokina i vezanje prolaktina za receptor je
stupnjevito, preko dva monomera prolaktinskog receptora, Sto zatim potice njihovu
dimerizaciju i zauzvrat inicira prijenos signala povezanih s ekspresijom gena (NEVILLE,
2006). Podruc¢ja istrazivanja koja se intenziviraju usredotocena su na ucinke prolaktina na
mozak a time i na laktaciju. Ti ucinci ukljucuju indukciju majc¢inog ponasanja, stimulaciju
unosa hrane, pojacavanje sekrecije oksitocina, stimulaciju neurogeneze, suzbijanje reakcije na
stres 1 inhibiciju osi hipotalamus-hipofiza-jajnici. Neki od ovih ucinaka pod utjecajem su
prolaktina iz prednjeg reznja hipofize, dok drugi mogu biti posredovani prolaktinom
sintetiziranim u samom mozgu (CROWLEY, 2015).

Koncentracija prolaktina u plazmi se drasticno povecava pred kraj graviditeta, tako da
se u krava njegova koncentracija povecava 5-10 puta u razdoblju oko porodaja. Sam prolaktin
je peptidni hormon koji se veze na membranske receptore koji aktiviraju unutarstani¢nu tirozin
kinazu (SJAASTAD i sur., 2016). Tirozin kinaza uzrokuje fosforilaciju transkripcijskih faktora
1 posljedi¢no aktivira kodiraju¢e gene za proteine u epitelnom tkivu mlije¢ne Zlijezde. Dok je
zivotinja jo$ breda, progesteron kojeg tada ima puno, inhibira transkripciju gena za receptore
prolaktina i time ko¢i njegovo djelovanje (SJAASTAD 1 sur., 2016). Tijekom porodaja
koncentracija progesterona naglo pada, a time nestaje i inhibitorni u¢inak na receptore
prolaktina. Tada dolazi do povecéane transkripcije gena za proizvodnju mlije¢nih proteina, a
tako 1 za kazein i alfa-laktalbumin. Alfa-laktalbumin ima klju¢nu ulogu u pocetku laktacije

(STAASTAD i sur., 2016).
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Slika 2. Molekula prolaktina
(https://www.google.com/search?q=prolactin%20molecule&client=ms-android-dt-hr-
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2.4.2. Oksitocin

Oksitocin je nonapeptidni hormon (Slika 3) koji se sintetizira u velikim neuronima,
smjeStenima u paraventrikularnim i supraoptickim te nekoliko "pomocénih" hipotalamickih
jezgara i oslobada se djelovanjem akcijskih potencijala Ziv€anih zavrSetaka u neurohipofizi u
op¢u cirkulaciju (WAKERLEY, 2006). Stimulacija oksitocinskih receptora dovodi do
kontrakcija mioepitelnih stanica koje su lokalizirane na povrsini alveola i duz kanali¢a mlije¢ne
zlijezde. Kad se mioepitelne stanice ne kontrahiraju, dolazi do povecanja intraalveolarnog tlaka,
dok kontrakcija mioepitelnih stanica duz kanali¢a rezultira skra¢ivanjem i Sirenjem kanala,
smanjujuéi otpor prolazu mlijeka (CROWLEY i sur., 1992). Poput prolaktina, oksitocin takoder
moze djelovati centralno, na taj nacin utjecuci na laktaciju, primjerice olakSavanjem lucenja
prolaktina i poticanjem maj¢inskog ponasanja (CROWLEY, 2015).

Receptor za oksitocin je transmembranski receptor od sedam podjedinica, koji putem
fosfolipaze C i sekundarnog glasnika inositol 1, 4, 5- trifosfata, dovodi do oslobadanja kalcija
iz unutarstani¢nih depoa te do kontrkacije mioepitelnih stanica (CROWLEY, 2015).

Kada se receptori u sisama stimuliraju, signali se prenose u mozak pa u supraopticke i
paraventrikularne jezgre hipotalamusa. U tim se jezgrama oksitocin sintetizira, a zatim
transportira u neurohipofizu iz koje se otpusta u cirkulaciju. Refleks otpustanja mlijeka vrlo je
osjetljiv i moZe se inhibirati tijekom stresnih ili neugodnih situacija (BRUCKMAIER i BLUM,
1998).

2.4.2.1. Nacini otpustanja hormona kao odgovor na sisanje

Iako mehanicka stimulacija mlije¢ne zlijezde (kao i njusni, slusni i vizualni podrazaji)
koju pruza mladunce koje siSe, izaziva oslobadanje prolaktina i oksitocina, nacini otpustanja
ova dva hormona prili¢no su razliciti.

Kao $to je uoceno tijekom istrazivanja (CROWLEY 1 sur., 1992, GROSVENOR i
MENA, 1982) na Zenkama Stakorica, koncentracija prolaktina u plazmi pocinje se povecavati
gotovo odmah tijekom sisanja nakon razdoblja razdvojenosti od mladunaca te postize vrSne
razine kroz 10-15 minuta. Ove povisene razine odrzavaju se tijekom razdoblja sisanja, pri cemu
ucestalo uzorkovanje krvi pokazuje postojanje pulzatornog obrazca oslobadanja prolaktina,
gdje su utvrdene najnize razine tijekom sisanjakoje su jo$ uvijek poviSene u usporedbi s
razinama utvrdenim u razdoblju prije sisanja (HIGUCHI i sur., 1983). Povisene koncentracija

prolaktina u plazmi mogu se odrZati neko vrijeme i nakon prestanka sisanja, djelomic¢no ovise¢i



1 o trajanju prethodnoga sisanja. Slican je odgovor uocen u zeceva, koza i ljudi (GROSVENOR
1 MENA, 1982).

Za razliku od brzog pocetka i odrzivo visoke razine oslobadanja prolaktina iz prednjeg
reznja hipofize kao odgovora na sisanje, oslobadanje oksitocina iz neurohipofize moze se
odgoditi za 15 do 20 minuta u svjesnih Stakorica u laktaciji i do 60 min u anesteziranih Stakorica,
usprkos intenzivnom sisanju legla (CROWLEY 1 sur., 1992, GROSVENOR i sur., 1990).
Postoje vrsne razlike u izlu¢ivanju oksitocina tijekom sisanja, gdje u krava, krmaca, ze€ica 1
zena dolazi do oslobadanja hormona unutar nekoliko minuta od sisanja (HIGUCHI i sur., 1983).
Nacin oslobadanja oksitocina kao odgovor na sisanje, u svih ovih vrsta je pulzatoran, medutim
znacajno se razlikuje od onoga opisanog kod oslobadanja prolaktina (Slika 4). Primjerice,
razine oksitocina u krvi tijekom sisanja uglavnom ostaju na pocetnoj razini, ali se prekidaju
pojedinac¢nim pulzacijama otpustanja koje se javljaju u intervalima od 5 do 10 minuta, pri ¢emu
se svaka pulzacija sastoji od naglog povecanja koncentracije u krvi dva do tri puta, nakon ¢ega
slijedi povratak do niske pocetne vrijednosti nakon samo nekoliko minuta (HIGUCHI 1 sur.,
1983). Pulzacijski valovi otpuStanja oksitocina funkcioniraju na nacin da gotovo cijela
populacija neurona koji oslobadaju oksitocin okida brze akcijske potencijale sinkronizirano
tijekom nekoliko sekundi (CROWLEY 1 sur., 1992). Tijekom svake sekretorne epizode,
oksitocin dolazi do tkiva mlije¢ne Zlijezde, rezultira kratkim poviSenjem intramamarnog tlaka
te otpustanjem mlijeka (GROSVENOR i MENA, 1982, HIGUCHI i sur., 1983). Na taj je nacin
mlijeko dostupno mladuncadi samo privremeno (HIGUCHI i sur., 1983). Izmedu ovih
epizodnih otpustanja mlijeka, razine cirkuliraju¢eg oksitocina i obrazac okidanja oksitocinskih
neurona, na niskoj su pocetnoj razini, iako je sisanje kontinuirano prisutno. Ovaj obrazac
pulzatornog oslobadanja oksitocina uocava se samo tijekom laktacije i porodaja (BURBACH i
sur., 2006).

Razlike u nac¢inima oslobadanja prolaktina i oksitocina izazvanog sisanjem, povezane se
s funkcijom ovih hormona na mlijecnu zlijezdu. Odrzivo oslobadanje hormonskog signala
tijekom sisanja, kao Sto je slucaj za prolaktin, ¢ini se prikladno za kontinuiranu stimulaciju
sinteze razli¢itih komponenata mlijeka. Suprotno tome, mladuncad koja sisa treba se hraniti s
prekidima, a ne kontinuirano. Stoga je nacin oslobadanja oksitocina u koli¢inama potrebnim za

pojavu refleksa otpustanja mlijeka prikladan za postizanje ovog cilja.
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Slika 3. Molekula oksitocina
(https://www.google.com/search?q=oxytocin%20molecule&client=ms-android-dt-hr-
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40
S = Stimulation
30
20

104

Oxytocin (ng/L)

0

S Milking
e B ks B i Rl e ML L
Time (min)

>

Slika 4. Prikaz koncentracije oksitocina u plazmi za vrijeme stimulacije sisa i sisanja

(SJAASTAD i sur., 2016).
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2.4.3. Ostali hormoni bitni za laktaciju

Ostali hormoni koji imaju primarnu funkciju u laktogenezi su: kortizol, progesteron,
hormon rasta i estrogeni.

Kortizol ima op¢i u¢inak na metabolizam u Zivotinja u laktaciji, ali takoder je potreban i
za odrzavanje sekretorne aktivnost stanica epitela. Tijekom peripartalnog razdoblja
koncentracija kortizola u plazmi je visoka. Kortizol je bitan za rast zrnatog endoplazmatskog
retikuluma 1 Golgijevog aparata, Sto je od iznimne vaznosti za djelotvornost prolaktina na
pocetak laktacije. Progesteron i kortizol se natje€u u vezanju za unutarstani¢ne receptore. Kod
porodaja, u€inak kortizola na epitelne stanice mlije¢ne Zlijezde bit ¢e povecan, jer dolazi do
opadanja koncentracije progesterona (SJAASTAD 1 sur., 2016). Medutim, uloga kortizol u
sintezi mlijeka nije utvrdena (KNIGHT, 2001).

Uloga progesterona je izrazita jer stimulira razvoj vimena tijekom bredosti, a takoder je i
glavni ¢imbenik odrzavanja bredosti i laktogeneze (SJAASTAD i sur., 2016). Progesteron je
esencijalan za alveolarnu proliferaciju i laktogenezu tijekom gravidnosti, a smanjenje
koncentracije potic¢e laktogenezu nakon porodaja (NEVILLE i sur., 2002). Uloga progesterona
je znacajna za proliferativnu fazu alveolarne morfogeneze kao i inhibiciju sekrecije mlijeka
tijekom laktogeneze u gravidnosti. U svih vrsta dolazi do porasta koncentracije progesterona
tijekom rane gravidnosti te naglog pada nakon poroda, osim u ljudi gdje koncentracija
progesterona ne zapocinje s padom dok se ne ukloni posteljica nakon poroda (MARTIN i sur.,
1980) pa je laktogeneza odgodena za oko 48 sati i nije potpuna do oko 4 dana nakon poroda.

Hormon rasta neophodan je za promjene u tkivu mlije¢ne Zlijezde iz proliferativnih u
laktacijske. Hormon rasta dominantan je tijekom galaktopoeze u prezivaca (FLINT i KNIGHT,
1997) za razliku od situacije kod glodavaca i ljudi. Nije u potpunosti poznat nacin djelovanja
hormona rasta na mlije¢nu zlijezdu, bilo da se radi o direktnom utjecaju ili indirektnom putem
lokalno stvorenog IGF-1 ili putem IGF-1 stvorenog u jetri (FLINT i KNIGHT, 1997). Sinteza
IGF-1 u mlije¢noj zlijezdi potvrdena je kod mnogih vrsta, dok je pojava IGF-2 rjeda. Stanice
mlijecne zlijezde goveda eksprimiraju receptore za IGF-1 i 2, receptore za inzulin i proteine
koji vezu IGF. Medu ovim posljednjima dominira vezu¢i protein 3 za IGF (BAUMRUCKER i
ERONDU, 2000). Koncentracija IGF-1 se smanjuje i broj njegovi receptora opada nakon
poroda, dok IGF-2 i receptori za IGF-2 ostaju uglavnom nepromijenjeni.

Cimbenici rasta IGF skupine nisu jedini lokalni ¢imbenici rasta odgovorni za promjene u
mlijecnoj zlijezdi. Nekoliko vaznih bjelancevina i polipeptida su takoder i citokini, kao $to su

epidermalni ¢imbenik rasta (EGF) i transformirajuéi ¢imbenik rasta p (TGF - p). Cimbenici
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rasta EGF ustanovljeni su u tkivu mlije¢ne Zlijezde krava i ovaca dok je vecina istrazivanja
njihove funkcije napravljena na glodavcima (FORSYTH, 1996). Hormon rasta takoder utjece i
na postojanost laktacije. Pretpostavlja se da je u glodavaca postojanost laktacije rezultat
interakcija izmedu hormona rasta, IGF-1 i prolaktina. Ova interakcija takoder se pretpostavlja
kod prezivac¢a (SVENNERSTEN-SJAUNJA i OLSSON, 2005).

Uloga estrogena nakon morfogeneze kanali¢a mlijecne Zlijezde nije u potpunosti jasna,
ali se smatra kako je hormon odgovoran za indukciju receptora progesterona u luminalnim
epitelnim stanicama (HOVEY 1 sur., 2002). Estrogeni pojacavaju izlu¢ivanje prolaktina iz
hipofize 1 stvaranje prolaktinskih receptora u mlije¢noj zlijezdi kako bi se potakla
diferencijacija epitelnih stanica i pocetak proizvodnje mlijeka (SJAASTAD i sur., 2016). Kod
glodavaca zuto tijelo tijekom gravidnosti luci estrogen te razina raste u kasnoj gravidnosti
(MIZOGUCHI i sur., 1997). U Zena zuto tijelo izlucuje estrogene tijekom prvog tromjesecja
trudnoce, nakon cega fetalna nadbubrezna Zlijezda i jetra te placenta zajedno proizvode
estradiol-17f, estron i1 estriol. Neke od funkcija estrogena provode se djelovanjem na
mioepitelne stanice, pa je tako poznato da estrogeni mijenjaju morfologiju mioepitelnih stanica
tijekom odbi¢a (JIN i sur., 2000).

U krava i koza, indukcija sekrecije mlijeka moze se izazvati hormonskim tretmanima.
Krave u suhostaju i zivotinje koje nisu brede, nakon tretmana kombinacijom estrogena i

progesterona postizu i do 70% normalne proizvodnje mlijeka u samo 7 dana.

2.5. Odrzavanje proizvodnje mlijeka

Galaktopoeza je odrzavanje laktacije nakon uspostavljanja laktacije. Galaktopoetski
hormoni, ¢imbenici rasta (humoralni i lokalni) te redovito uklanjanje mlijeka, esencijalni su za
regulaciju i odrzavanje laktacije (CAPUCO 1 AKERS, 2002). Inhibicija izluc¢ivanja klju¢nih
galaktopoetskih hormona inhibirat ¢e proizvodnju mlijeka. Prolaktin se oslobada u vrijeme
uklanjanja mlijeka kod preZivaca i neprezivaca, i ostaje kljucni sistemski modulator izlu¢ivanja
mlijeka tijekom laktacije (Tablica 2). Suprotno tome, smatra se da je hormon rasta pretezno
galaktopoetski hormon kod prezivaca. Nakon pocetka laktacije kontinuirano izlu€ivanje
mlijeka regulirano je od strane koncentracije hormona u krvi i lokalnim stanjem u alveolama.
Ako se zivotinje ne muzu, laktacija ¢e prestati unato¢ hormonskoj aktivnosti. Isto tako, ako se
koncentracija hormona smanji unato¢ prisutnoj muznji, proizvodnja mlijeka ¢e postupno
opadati i na kraju prestati (SJAASTAD i sur., 2016). MuZznja na laktaciju utjece tako Sto potice

izlu¢ivanje prolaktina i oksitocina iz hipofize. Prolaktin stimulira porast metabolizma stanica
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epitela mlijecne Zlijezde, i1 posljedicno, epitelne stanice nastavljaju proizvoditi mlijeko dokle
god traju sisanje i/ili muZznja. U prezivaca hormon rasta stimulira sekreciju IGF-1 koji svojom
funkcijom zamjenjuje prolaktin i podrzava daljnju sekreciju mlijeka (SJAASTAD i sur., 2016).

Stvaranje mlijeka je pod neizravnom kontrolom drugih hormona.pri tome su inzulin i
hormon rasta bitni za metabolizam i pravilnu opskrbu vimena supstratima za sintezu sastojaka
mlijeka (Tablica 2). Kortizol i trijodtironin odrzavaju sekretornu aktivnost epitelnih stanica,
iako specifi¢na uloga ovih glasnika u stvaranju mlijeka nije poznata (SJAASTAD i sur., 2016).
Osim generalnog utjecaja na metabolizam, hormoni Stitaste zlijezde potenciraju aktivnost
drugih laktogenih i galaktopoetskih hormona (CAPUCO 1 AKERS, 2002). U svinja, pasa i
macaka laktacija inhibira izlu¢ivanje hormona koji oslobada gonadotropine iz hipotalamusa, pa
su prisutne niske koncentracije folikulostimuliraju¢eg i luteinizirajuéeg hormona kao i
progesterona i etrogena. Kod covjeka i muznih krava spolni ciklus se uspostavlja unato¢
laktaciji (SJAASTAD i sur., 2016).

Lokalni uvjeti u mlije¢noj zlijezdi takoder utjecu na regulaciju lu¢enja mlijeka u mnogih
vrsta. Nakupljanje mlijeka u alveolama povecava intramamarni tlak i1 koncentraciju
bjelancevine mlijeka nazvane povratni inhibitor laktacije (eng Feedback Inhibitor of Lactation,
FIL). Ovu bjelancevinu stvaraju sekrecijske stanice mlijene Zlijezde inhibirajuci na taj nacin
sintezu mlijeka. Akumulacija FIL-a u alveolama koje proizvode mlijeko rezultira povratnom
inhibicijom sinteze i sekrecije mlijeka. Otpustanje mlijeka putem sisanja ili muznje dovodi do
uklanjanja FIL-a i tako smanjuje njegov inhibitorni u¢inak i povecava izlu¢ivanje mlijeka
(SJAASTAD i sur., 2016).

Nakon svakog praznjenja vimena dogada se sljedece: stimulira se otpuStanje prolaktina,
FIL se uklanja iz alveola i snizava se intramamarni hidrostatski tlak. Prvih par sati nakon
muznje mlije¢na Zlijezda je pod utjecajem sustavnih ¢imbenika laktacije 1 tad je sama
proizvodnja mlijeka na svom vrhumcu. Sto je Zlijezda punija, lokalni ¢imbenici preuzimaju
glavnu ulogu smanjujuci izlu€ivanje mlijeka. Ako se potpuno prestane s praznjenjem mlijecne

zlijezde, laktacija ¢e postupno prestati (SJAASTAD i sur., 2016).
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Tablica 2. Hormoni bitni za razvoj mlijecne Zlijezde (NEVILLE i sur., 2002).

Ductal —— Alveolar MOrphogenesis =————— Lactation Involution
Morphogenesis

Proliferation Lactogenesis 1 Lactogenesis 2

Stimulus Reproductive State Suckling No Suckling

Reproductive Hormones* Major biologic role: Coordination with reproductive state or demands of offspring

Estrogen _ Withdrawal?  Inhibitory?

Prolactin

Placental Lactogen

Metabolic Hormones Major biologic role: Coordination with metabolism

Growth Hormone - Possible IIIIIEI\I|!|liliHIINIlIHHIIII ”””"

Corticosteroid Unknown M
Thyroid Unknown Possible Unknown A
Insulin Unknown

I f
Potential Metabolic Effect hH]HHvH’rHINHH

Required Required in
some species direct action

*The reproductive hormones, LH and FSH, are not included on this table because they have no direct mammary actions.

fl
i

2.6. Sinteza sastojaka mlijeka

Glavni dio organskih sastojaka mlijeka sintetizira se samo u epitelnim stanicama
mlijecne zlijezde pa ih ne mozemo naci u drugim tkivima. Kao prekursori za sintezu koriste se:
glukoza, aminokiseline 1 masne kiseline iz izvanstani¢ne tekuéine. Proteini, masti, laktoza 1
minerali su Cetiri glavne komponente u mlijeku, bez obzira na vrstu (Tablica 3; GANTNER i
sur., 2015). Sastav mlijeka unutar vrste znatno varira zbog utjecaja razliitih ¢imbenika, kao §to
su pasmina, stadij laktacije, interval muznje, vrsta hrane i klima (CLAEYS i sur., 2014). U
sastavu mlijeka nalazimo i vitamine i druge organske molekule koje prelaze iz epitelnih stanica
u mlijeko. Transcitozom se do alveola a preko membrana epitelnih stanica transportiraju
albumini plazme 1 imunoglobulini (SJAASTAD i sur., 2016). Uloga hormona u tkivu mlije¢ne
zlijezde usmjerena je na poticanje i odrzavanje aktivnosti enzima koji sudjeluju u sintezi
mlijeka. Medutim, neovisno o hormonskoj kontroli, stanice mlije¢ne zlijezde uzimaju oko 25%

glukoze i do 60% aminokiselina iz arterijske krvi (SJAASTAD i sur., 2016).

14




Tablica 3. Sastav mlijeka raznih vrsta Zivotinja (Gantner i sur., 2015).

Mlijjeko Suha tvar Mast Proteini Laktoza Pepeo Energija
; (g/100g)  (g/100g)  (g/100g) (g/100g)  (g/100g) (kJ/100 g)
Zena 10-13 2.1-4.0 0.9-1.9 6.3-7.0 0.2-0.3 209-270
Kobila 9-12 0.4-7.2 1.3-2.0 6.0-7.2 0.3-0.5 109-210
Magarac 8-12 0.3-1.8 1.4-2.0 5.8-7.4 0.3-0.5 160-180
Bivol 16-17 5.3-15.0 2.7-4.7 3.2-49 0.8-0.9 420-480
Krava 12-13 3.3-6.4 3.0-4.0 4.4-5.6 0.7-0.8 270-280
Koza 12-16 3.0-7.2 3.0-5.2 3.2-45 0.7-0.9 280-290
Ovca 18-20 4.9-9.0 4.5-7.0 4.1-5.9 0.8-1.0 410-440

2.6.1. Epitelne stanice mlijecne Zlijezde

Epitelne stanice mlije¢ne zlijezde imaju vrlo brz metabolizam te je opskrba arterijskom
krvi iznimno vazna. Epitelne stanice posjeduju vrlo mnogo mitohondrija. Takoder, dobro je
razvijena 1 endoplazmatska mrezica s mnogo ribosoma $to omogucava sintezu sastojaka
mlijeka. Glatka endoplazmatska mrezica sintetizira uglavnom fosfolipide 1 triacilglicerole.
Glikoliza i sinteza masnih kiselina odvijaju se u citoplazmi. Nakon sinteze, proteini mlijeka
prenose se vezikulama iz endoplazmatske mrezice do Golgijevog aparata, gdje se organiziraju
u sekrecijske mjehuri¢e (SJAASTAD i sur., 2016). Navedeni mjehuri¢i sadrze i laktozu koja je
takoder sintetizirana u Golgijevom aparatu. U mjehuri¢ima se prenose i dvovalentni ioni kalcija,
magnezija 1 fosfati. Mjehuri¢i se prazne u lumen alveola egzocitozom. Triacilgliceroli u
membrani stvaraju polarnu povrsinu, Sto uzrokuje stabilnost vezikula u vodenoj fazi mlijeka.
Te masne kapljice su reflektirajuce i one daju mlijeku njegovu bijelu boju. Apikalne membrane,
koje su okrenute prema lumenu, povezane su Cvrstim spojevima koji spreCavaju isticanje
laktoze 1 proteina iz lumena u izvanstani¢nu teku¢inu. Ako su epitelne stanice oSte¢ene zbog
mastitisa ili zadrzavanja mlijeka u vimenu, sastojci mlijeka mogu difundirati u krv iz alveola

(SJAASTAD i sur., 2016).
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2.6.2. Sastojci mlijeka

2.6.2.1. Laktoza

Laktoza ili mlije¢ni Secer, je disaharid koji se sastoji od glukoze i galaktoze. Sintetizira
se u Golgijevom aparatu epitelnih stanica alveola mlijecne zlijezde iz glukoze. Sinteza laktoze
se odvija u nekoliko koraka:

1: UTP + glukoza-1-P = UDP glukoza + pirofosfat
2: UDP-glukoza = UDP galaktozu
3: UDP-galaktoza + glukoza = laktoza + UDP

Nukleotid uridin trifosfat (UTP) je bitan za aktivaciju glukoze-1-piruvata. Za tre¢i korak
klju€an je enzim laktoza sintaza. Sinteza laktoze odvija se ravnomjerno za vrijeme citavog
razdoblja laktacije i njezina prosjecna vrijednost u kravljem mlijeku iznosi oko 4,7%
(HAVRANEK i RUPIC, 2003)

Vezanje prolaktina za receptore epitelnih stanica mlije¢ne zlijezde potice stvaranje alfa-
laktalbumina koji je bitan za vezanje UDP galaktoze i glukoze, formirajuci laktozu. Nasuprot
tome, visoka razina progesterona sprecava transkripciju gena za receptore prolaktina. U zadnjoj
fazi gravidnosti luci se vise prolaktina iz hipofize, a progesteronu iz zutog tijela smanjuje se
koncentracija neposredno prije poroda. Kad progesteron prestane djelovati prolaktin stimulira
proizvodnju laktoze (SJAASTAD i sur., 2016). Ako je zivotinja u hipoglikemiji, smanjuje se
stvaranje laktoze i samim time proizvodnja mlijeka. Prezvaci koji su u laktaciji ¢esto su u
hipoglikemiji, pogotovo na vrhuncu laktacije, jer vime koristi 70-80% ukupno raspolozive
glukoze. 1z plazme u mlijecnu Zlijezdu dolazi 60-70% glukoze koja se koristi za sintezu laktoze,
20-30% se koristi za stvaranje NADPH za sintezu masnih kiselina, a alfa-glicerofosfat sluzi za

esterifikaciju masnih kiselina (SJAASTAD i sur., 2016).

2.6.2.2. Mlijecna mast

Lipidi u mlijeku rasprSeni su u obliku emulgiranih kapljica, sastavljenih od
triacilglicerola, koji su esteri glicerola i masnih kiselina. Triacilgliceroli, koji se stvaraju u
glatkoj endoplazmatskoj mrezici alveolarnih stanica iz masnih kiselina i glicerola spajaju se u
velike kapljice i putuju do apikalne membrane. Kada kapljice udu u alveolarni lumen, budu
omotane apikalnom membranom, koja ima dvije funkcije; osigurava fosfolipide 1 kolesterol za

mladunce i sprje€ava udruzivanje masnih kapljica u vecée kapljice (SJAASTAD i sur., 2016).
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Osim  navedenoga, membrane su  bogate  bjelancevinama,  glikoproteinima,
glicerofosfolipidima, sfingolipidima, enzimima i drugim manjim sastojcima (KEENAN i
PATTON, 1995). Veli¢ina kapljica mlijecne masti kao ¢imbenik koji utjeCe na probavljivost
masti, razlikuje se medu vrstama. Mlijeko koza, ovaca, deva i ekvida (kobile i magarice) ima
vece udjele manjih masnih kapljica u odnosu na mlijeko krava (ROY i sur., 2020). Mlijeko koje
sadrzi viSe mlije¢ne masti, primjerice mlijeko bivola, obi¢no ima i vece masne kapljice u
usporedbi s mlijekom s nizim udjelom mlijecne masti (EL-ZEINI, 2006). Stvaranje vecih
masnih kapljica tijekom sinteze mlije¢ne masti objasnjava se ograni¢enjima u proizvodnji
membrane masne kapljice prilikom njihovog lucenja iz epitelnih stanica mlijecne Zlijezde.
Membrana masne kapljice mogla bi biti ogranicavajuc¢i ¢imbenik u stvaranju malih masnih
kapljica u mlijeku s visokim udjelom masti, kao $to je bivolje mlijeko (GANTNER isur., 2015).

Razlike u sastavu masnih kiselina u mlijeku djelomi¢no su uzrokovane razlikama u
prehrani, ali su uglavnom rezultat razlika u mehanizmu sinteze masnih kiselina. Sastav mlije¢ne
masti neprezivaca uglavnom je pod utjecajem sastava prehrambenih lipida, dok se kod
prezivaca, prije resorpcije iz crijeva, masne kiseline iz hrane hidrogeniraju u zasi¢ene masne
kiseline aktivno$¢u mikroorganizama buraga (JAHREIS 1 sur., 1999). U ve¢ine domacih
zivotinja, 40-50% masnih kiselina koje se koriste za proizvodnju masti u mlije¢noj zlijezdi
proizvedi se u epitelnim stanicama same Zlijezde (de novo sinteza); primjerice acetat u
prezivaca i glukoza u Zivotinja s jednostavnim Zelucem. Drugih 50% su resorbirane masne
kiseline u obliku triacilglicerola u cirkuliraju¢im hilomikronima ili lipoproteinima vrlo male
gustoce. Tre¢inu preuzetih masnih kiselina iz krvi ¢ini palmitinska masna kiselina, dok vecinu
preostalih Cine stearinska, oleinska i linolna masna kiselina. Te molekule se esterificiraju do
glicerola u alveolarnim stanicama (SJAASTAD i sur., 2016).

Kod prezivaca, 90% triacilglicerola i lipida iz biljaka hidroliziraju se u buragu. Trava
sadrzi ve¢inom alfa-linolensku kiselinu, dok u Zitarica prevladavaju linolnu i oleinsku. Vise od
90% ovih nezasi¢enih masnih kiselina u potpunosti se hidrogeniraju u predzelucima, tvoreci
stearinsku masnu kiselinu (zasi¢ena masna kiselina) (SJAASTAD i sur., 2016).

Kod monogastri¢nih Zivotinja ne dolazi do hidrogenacije nezasi¢enih masnih kiselina u
probavnom sustavu. Posljedi¢no tome sastav masnih kiselina mlijeka, viSe ovisi o nacinu
prehrane nego u prezivaca (SJAASTAD i sur., 2016).

U usporedbi s mlije¢nom masti drugih vrsta (posebno prezivaca), mlijecna mast u
mlijeku Zena sadrZzi nizi udio zasi¢enih masnih kiselina, a veci udio jednostruko nezasi¢enih i
viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina. Op¢enito, mlijeko kobila i magarica sadrzi manji udio

zasi¢enih masnih kiselina 1 ve¢i udio viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina od mlijeka
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prezivaca. Suprotno tome, mlijeko prezivaca sadrzi veéi udio jednostruko nezasi¢enih masnih
kiselina, od mlijeka kobila i magarica (ROY i sur., 2020).
Sama sinteza masnih kiselina se odvija u 3 koraka: stvaranje acetil-CoA, produljivanje

ugljikovih lanaca i stvaranje dvostrukih veza

2.6.2.2.1. Stvaranje acetil-CoA

U zivotinja s jednostavnim zelucem glukoza se pretvara u piruvat procesom glikolize.
Nakon spajanja s oksaloacetatom, piruvat se prevodi u citrat u mitohondriju, koji zatim
difundira iz mitohondrija u citoplazmu, pa uz aktivnost enzima citrat liaze i prisutnost CoA,
nastaju acetil-CoA 1 oksaloacetat. Acetil-CoA koristi se za sintezu masnih kiselina. Medutim,
prezivaCima taj enzim nedostaje, pa stoga ne mogu sintetizirati masne kiseline iz glukoze, ve¢

im je potreban acetat (SJAASTAD i sur., 2016).

2.6.2.2.2. Produljivanje ugljikova lanca

U sintezi masnih kiselina sudjeluju acetil-CoA-karboksilaza i sintaza masnih kiselina.
Acetil-CoA-karboksilaza pretvara acetil-Coa u malonil-CoA, a zatim sintaza masnih kiselina
katalizira nastajanje palmitata iz jedne acetil-CoA i sedam malonil-CoA molekula (BOTHAM
1 MAYES, 2011). Za biosintezu nezasi¢enih masnih kiselina potrebni su jo§ enzimi desaturaza
i elongaza (BOTHAM i MAYES, 2011). Enzim sintaza masnih kiselina bitan je za produljenje
lanca masne kiseline nadodajuéi 8 jedinica acetata. Nakon svakog dodavanja acetata nastaju
dvostruke veze koje se hidrogeniraju (povecanje stupnja zasi¢enosti masnih kiselina) uz
prisutstvo reduktaza. Reduktaze koriste koenzim NADPH kao izvor vodika. Za razliku od
masnog tkiva, jetre 1 drugih tkiva koja pohranjuju mast, u kojima je krajnji produkt djelovanja
sintaze palmitinska masna kiselina sa 16 ugljikovih atoma (C16:0), epitelne stanice mlijecne
zlijezde posjeduju jedinstven enzim koji moze sintetizirati masne kiseline s 8, 10 1 12 (C8:0,
C10:0 i C12:0) ugljikovih atoma (SURBEK, 2019). Mlijeko preZivada, za razliku od mlijeka
monogastri¢nih Zivotinja, sadrzi i masne kiseline s 4 (C4:0) 1 6 (C6:0) ugljikovih atoma. Sli¢ne
kratkolan¢ane masne kiseline ne dolaze u tjelesnim mastima. Jo$ jedna razlika u odnosu na
mlijeko monogastri¢nih Zivotinja, je Sto u mlijeku prezivaca nalazimo i malu koli¢ina masnih
kiselina s razgranatim lancem te masne kiseline s neparnim brojem ugljikovih atoma

(SJAASTAD i sur., 2016).
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2.6.2.2.3. Stvaranje dvostrukih veza

Masne kiseline mlije¢ne masti potjeCu od de novo sintetiziranih masnih kiselina u
alveolarnim stanicama i od unosenih dugolanc¢anih masnih kiselina iz krvi (BAUMAN 1 sur.,
2011). Masne kiseline koje sintetizira mlijena Zlijezda u pocetku su zasi¢ene. Za biosintezu
nezasi¢enih masnih kiselina potrebni su enzimi desaturaza i elongaza (BOTHAM i MAYES,
2010). Endoplazmatski retikulum epitelnih stanica mlije¢ne Zlijezde sadrzi enzim desaturazu,
koja uvodi dvostruke veze u masne kiseline (BOTHAM i MAYES, 2010). Desaturaza je kljucna
za stvaranje oleinske masne kiseline (C18:1) od stearinske (C18:0) i palmitoleinske masne
kiseline (C16:1) iz palmitinske (C16:0) te na taj naCin povecava sadrzaj nezasi¢enih masnih

kiselina u mlijeku (SJAASTAD i sur., 2016).

2.6.2.2.4. Stvaranje triacilglicerola

U endoplazmatskom retikulumu masne kiseline se esterificiraju. Za tu reakciju potreban
je alfa-glicerolfosfat koji nastaje iz glukoze 1 glicerola koje dovodi krv. Skoro sve masne
kiseline u mlijeku su esterificirane. Budué¢i da tijekom skladiStenja mlijeka u vimenu te tijekom
transport dolazi do aktivacije enzima lipoproteinske lipaze (nalazi se u membrani koja okruzuje
masne kapljice) u mlijeko tada poraste koncentracija neesterificiranih masnih kiselina te je

takvo mlijeko gorko i uzeglo (SJAASTAD i sur., 2016).

2.6.2.3. Bjelancevine

Sinteza bjelancevina u mlijecnoj Zlijezdi ista je kao i u drugim stanicama tijela. Do
transkripcije gena koji kodiraju bjelancevine mlijeka dolazi hormonskim putem otprilike oko
vremena porodaja. Gotovo 95% bjelancevina mlijeka ne nalazi se izvan mlijecne Zlijezde.
Esencijalne aminokiseline koje su potrebne za sintezu proteina mlijeka dolaze u mlijecnu
zlijezdu iz krvi. Epitelne stanice mlije¢ne zlijezde imaju sposobnost proizvodnje neesencijalnih
aminokiselina procesom transaminacije (SJAASTAD i sur., 2016).

Do sinteze bjelancevina dolazi u hrapavom endoplazmatskom retikulumu epitelnih
stanica, putuju do Golgijevog aparata gdje se neke od njih modificiraju i prenose do sekrecijskih
mjehuri¢a pa zatim do lumena alveola procesom egzocitoze. Od modifikacija koje se na
bjelancevinama dovijaju, najceS¢e su fosforilacija, veéinom kazeina te glikozilacija. Od
bjelancevina mlijeka naj¢es¢e nalazimo kazein, laktalbumin, laktoglobulin, imunoglobuline i

razlicite enzime (SJAASTAD i sur., 2016).
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Uobicajena praksa u mlije¢noj industriji je izdvojiti kazeine precipitacijom pomocu

specificnih enzima ili kiselinama, pa se ti kazeini zatim koriste u proizvodnji sira. Taj proces

medutim ne odvaja bjelancevine sirutke. Relativan omjer proteina sirutke i kazeina varira

ovisno o vrsti te o stadiju laktacije. U usporedbi s mlijekom goveda i mlijekom ostalih

prezivaca, mlijeko kobila i magarica ima nizi omjer proteina sirutke i kazeina, sli¢an omjeru u

mlijeku Zena (Tablica 4). Mlijeko koza, ovaca i deva ima nizi omjer proteina sirutke i kazeina

kao i relativno ve¢i omjer B-kazein-as-kazein u usporedbi s mlijekom krava (ROY i sur., 2020).

Tablica 4. Omjer bjelancevina u mlijeku razlicitih vrsta Zivotinja (ROY 1i sur., 2020).

Proteinske
frakcije

Ukupni kazeini

Ukupni
proteini sirutke
Omjer kazeina
1 proteina
sirutke

Glavni kazeini

Alfa-S1-kazein
Alfa-S2-kazein
Beta-kazein
Kappa-kazein
Glavni
proteini
sirutke

Beta-
laktoglobulin

Alfa-
laktalbumin

2.6.2.3.1. Kazeini

Govedo Bivol

24,6-28

5.5-7.0

82:18

8-10.7

2.8-34

8.6-9.3

2.3-33

3233

1.2-1.3

32-40

82:18

8.9

5.1

12.6-

20.9

4.1-
5.4

3.9

1.4

Koza Ovca

23.3-

46.3

3.7-
7.0

78:22

2.3-
11.6
0-
29.6
2.8-
13.4

1.5-
5.0

0.7-
23

41.8-
52.6

10.2-
16.1

76:24

2.4-
22.1

15.6-
39.6

3.2-
12.23

6.5-
13.5
1-1.9

Crveni
jelen
57-84

11-15

80:20-
85:15

Deva

22.1-26

5.9-8.1

73:27-
76:24

4.9-5.7
2.1-2.5
14.4-

16.9
0.8-0.9

Odsutan

0.8-3.5

Konj

9.4-
13.6

7.4-9.1

52:48

24

0.2

10.66

0.24

2.55

2.37

Magarac

6.4-10.3

4.9-8.0

56:44

Prisutan

Prisutan

Prisutan

Prisutan

3.3

1.9

Kazeini su bjelancevine koje su fosforilirane i vezu ione kalcija te ¢ine 80% ukupne

koli¢ine bjelancevina u mlijeku (Tablica 4). U mlijeku se nalaze 3 glavne frakcije kazeina: alfa,
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beta i kapa. Postoje vrsne razlike u koli¢ini kazeina u odnosu na druge bjelanc¢evine mlijeka;
kod prezivaca ¢ine 80%, kod kobila 50%, a kod ljudi 40%. Kazeini se u mlijeku nalaze u obliku
kazeinskih micela, agregati nastali u Golgijevom aparatu vezanjem iona kalcija na molekule
kazeina. Kazein je promjenjive aminokiselinske grade (FELDHOFER i VASAREVIC, 1998).
Vecina kalcija i fosfata u mlijeku vezani su na kazein, oko 65% od ukupne koli¢ine kalcija u
mlijeko te oko 50% od ukupne koli¢ine fosfata u mlijeku (SJAASTAD i sur., 2016). U Zelucu
mladuncadi kazein se precipitira i stvara se ugrusak kalcijev parakazeinat. Do precipitacije
dolazi uslijed niskog pH zeluanog sadrzaja, i zbog djelovanja proteoliti¢kig enzima renina,

koji cijepa peptidne veze.

2.6.2.3.2. Laktalbumin i laktoglobulin

Najzastupljeniji proteini sirutke su a-laktalbumini i B-laktoglobulini, proizvodi mlije¢ne
zlijezde (Tablica 4). U laktalbumine spadaju alfa-laktalbumin, sintetizirani u epitelnim
stanicama mlije¢ne Zlijezde, i albumini plazme, resorbirani iz krvi. Kod upale mlije¢ne zlijezde

vise je albumina u kolostrumu nego u zrelom mlijeku (SJAASTAD i sur., 2016).

2.6.2.3.3. Imunoglobulini

Kolostrum sadrzi znatno vecu koli¢inu imunoglobulina (Ig) od zrelog mlijeka (Tablica
5). Bioloska funkcija Ig u govedem mlijeku i kolostrumu je zaStita mlijecne zlijezde od
patogena i1 pruzanje imunoloske zastite teletu od okolnih patogena. Protutijela klase IgG ¢ine
80-90% ukupnih imunoglobulinan (MEHRA 1 sur., 2006). Za vrijeme stvaranja kolostruma
imunoglobulini IgG se aktivno prenose iz krvi u epitelne stanice endocitozom te dalje
egzocitozom do lumena alveola. Ova transcitoza znatno je izraZenija u vrsta koje posjeduju
epiteliokorijalni tip posteljice, zbog toga S§to je putem kolostruma jedini nain prijenosa
imunoglobulina s majke na mladunce. Za razliku od IgG imunoglobulina, IgA 1 IgM se
proizvode u plazma stanicama koje se nalaze u vezivnom tkivu izmedu alveola. Glavne funkcije
IgA u mlijeku su zastita sluznica mlijecne Zlijezde, i sluznice crijeva u mladunceta nakon §to

posise mlijeko (SJAASTAD i sur., 2016).
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Tablica 5. Koncentracija imunoglobulina u kolostrumu i mlijeku (MEHRA i sur., 2006).

Klasa Molekularna masa Koncentracija u Koncentracija u
imunoglobulina (kDa) mlijeku (g/L) kolostrumu (g/L)
IgG1 146-163 0.3-0.6 15-180
IgG2 146-154 0.06-0.12 1-3
Ukupni IgG 0.15-0.8 20-200
SIgA 385-430 0.05-0.1 1-6

IgM 900 0.04-0.1 3-9

2.6.2.3.4. Enzimi

Enzimi kao sastojci mlijeka potjecu iz Cetiri glavna izvora: krvne plazme, citoplazme
sekretornih stanica, membrane kapljice mlije€ne masti i somatskih stanica (leukociti) (FOX 1
KELLY, 2006.). Oko 70 enzima mlijeka identificirano u govedem mlijeku identificirani su u
normalnom govedem mlijeku (FOX, 2003). U mlijeku moZemo pronaci nekoliko enzima koji
mogu utjecati na sastav mlijeka za vrijeme dok je ono skladiSteno. Primjerice lipazu koja
razgraduje triacilglicerole u masnim kapljicama. Nalazimo i fosfatazu, koja je termolabilna, 1
koristi se kao indikator dostatne toplinske obrade prilikom procesa pasterizacije. Nalazimo jo§
i laktoferin i transferin ¢ija je uloga inhibicija razvoja bakterija u mlijeku. Zeljezo koje je vezano
na transferin nedostupno je vecini bakterija, dok je mladuncadi dostupno. U mlijeku nalazimo

1 lizozim koji ima antibakterijski u¢inak (SJAASTAD i sur., 2016).

2.6.2.4. Ioni mlijeka

Najvazniji ioni koje pronalazimo u mlijeku su ioni natrija, kalija i klora. U mlijeku su
prisutni kao slobodni ioni, i njihova se koncentracija kre¢e izmedu vrijednosti koje nalazimo u
unutarstani¢noj i izvanstani¢noj tekucini. U epitelnim stanicama, na bazolateralnoj membrani,
djeluje Na-K-ATP-azna crpka koja u stanici odrzava visoku koncentraciju kalija i nisku
koncentraciju natrija. Ti ioni, skupa s laktozom, najvazniji su nosioci osmolarnosti mlijeka, pa
su samim time bitni za koli¢inu mlijeka koje se moze proizvesti. Od aniona, nalazimo jos§ i
citrate i fosfate koji su u manjim koncentracijama od monovalentnih iona. Prisutni su i magnezij
1 kalcij, kojih u mlijeku ima znatno viSe nego u krvnoj plazmi. Mlijeko je siroma$no Zeljezom

i bakrom (HAVRANEK i RUPIC, 2003).

22



2.7. Otpustanje mlijeka iz mlijecne Zlijezde

Kad se mioepitelne stanice koje okruzuju alveole kontrahiraju, dolazi do praznjenja
alveola. Ukoliko ne dode do kontrakcije, ve¢ina mlijeka ¢e zaostati u njima, u goveda oko 80%.
Koze imaju vece zZljezdane cisterne pa stoga kod njih manje mlijeka zaostaje u alveolama (oko
30%). Refleks otpustanja mlijeka uzrokuje kontrakciju mioepitelnih stanica, i javlja se kod
muznje i sisanja (BRUCKMALIER, 2005).

Refleks naviranja mlijeka neuroendokrini je refleks kojim zapocinje praznjenje mlijene
zlijezde (Slika 5). Taktilni podraZaju nastali prilikom muznje ili sisanja dolaze do hipotalamusa
1 poti¢u proizvodnju oksitocina, koji se zatim otpusta u krv i dolazi do mlije¢ne Zlijezde.
Oksitocin ima nekoliko uc¢inaka na vime. Djelovanjem oksitocina povecava se tlak u lumenu
alveola, smanjuje otpor u malim ekskretornim kanali¢ima, smanjuje otpor u sisnom kanalu 1
opusta glatkomiSiéni sfinkter na vrhu sise (BRUCKMAIER, 2005). Za prijenos signala kod
refleksa naviranja mlijeka, potrebno je 40-50 sekundi od stimulacije do pojave maksimalnog
tlaka ekskretornog sustava. Oksitocin se brzo razgraduje, pa stoga opustanje mioepiteljih
stanica nastaje 5-8 minuta nakon pocetka stimulacije. U svrhu pravilnog praznjenja vimena,
krava bi trebala bit pomuZena unutar nekoliko minuta nakon stimulacije.

Mlijjecna zlijezda u krmaca nema cisterne, i dok se ne pokrene refleks naviranja mlijeka,
mlijeko ostaje u alveolama. Otpustanje oksitocina traje oko pola minute, i za vrijeme naviranja
mlijeka krmaca glasno rokée i time privlaci pozornost mladih. Stimulacija odabrane sise od
strane prasadi, dovodi do povecane proizvodnje mlijeka te sise (FRASER, 1980). Razlog tomu
je Sto ucinkovito praznjenje mijecne zlijezde uklanja negativni povratni u€inak na stvaranje
mlijeka putem povratnog inhibitora laktacije (FIL).

Uz taktilne podrazaje sisa i vimena, vizualna stimulacija pogledom na mladuncad,
zvukovi 1 mirisi takoder poticu naviranje mlijeka. Rastezanje osjetnih stanica rodnice otpusta
oksitocin na isti nacin kao i stimulacija sisa i vimena. U proSlosti se stimulacijom rodnice
poticalo otpustanje mlijeka kod krava koje su imale poteSkoca (SJAASTAD i sur., 2016).

Aktivacija simpatikusa ihhibira refleks naviranja mlijeka na taj nain §to smanjuje
sekreciju oksitocina, inhibira osjetljivost mioepitelnih stanica na utjecaj oksitocina, uzrokuje
kontrakciju sfinktera na vrhu sise i smanjuje protok krvi kroz vime. Bitna je pravilna muzna

praksa, koja smanjuje stres na minimum (BRUCKMAIER, 2005).
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Slika 5. Prikaz refleksa istjecanja mlijeka u deve (KASKOUS, 2018).

2.8. Laktacijska krivulja

U mlije¢nih krava dobre plodnosti laktacija traje 305 dana, dok je idealno vrijeme
suhostaja izmedu 51 do 60 dana (BACHMAN i SCHAIRER, 2003). Vrhunac laktacije kod
krava je oko 4-6 tjedna nakon teljenja. Nakon vrhunca proizvodnja opada do oko 40. tjedna
nakon teljenja. Proizvodnja mlijeka pojacava se u prvom razdoblju nakon porodaja, doseze
vrhunac i onda postepeno opada. Dogovoreno je da se obrasci takvih promjena u proizvodnji
mlijeka nazivaju laktacijskom krivuljom. Proizvodnja mlijeka je primarno regulirana koli¢inom
posisanog mlijeka, dakle posredovana je tlakom u Zlijezdi nakon praznjenja. Ako se vime ne
prazni do kraja, proizvodnja mlijeka pada, jer neke alveole kao i dio sekretornog tkiva,
involuiraju. Proizvodnja mlijeka je takoder uvjetovana genetskim potencijalom Zzivotinje,
kvalitetom hrane koju je zivotinja jela u pubertetu, suhostaju i laktaciji (SJAASTAD 1 sur.,
2016).

2.9. Metabolizam tijekom laktacije

Tijekom bredosti i laktacije dolazi do promjena u metabolizmu u mnogim tkivima
putem razli¢itih homeoretskih mehanizama (De KOSTER i OPSOMER, 2013). Homeorezu
definiramo kao regulirane ili koordinirane promjene u metabolizmu tjelesnih tkiva neophodne
za potporu nekom fizioloSkom stanju (BAUMAN i1 CURRIE, 1980). Organizmu tijekom

bredosti 1 laktacije postane prioritet preuzimanje glukoze i aminokiselina iz plazme za
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prozvodnju energije, razvoj ploda i proizvodnju mlijeka (De KOSTER i OPSOMER, 2013).
Nutrijenti se dobivaju masnog i miSiénog tkiva. Homeoreza je regulirana hormonima i
omogucuje produljeno preusmjeravanje tjelesnih resursa, mijenja odgovor stanica na
homeostatske signale te utjeCe na mnoga tkiva (SJAASTAD i sur., 2016).

Primjer homeoreze je smanjenje sinteze lipida i povecana lipoliza u masnom tkivu kad
je proizvodnja mlijeka visoka. Unos glukoze u vime naglo raste, a iskoriStavanje u drugim
tkivima opada (De KOSTER i OPSOMER, 2013). Velik dio aminokiselina krvi trosi se na
sintezu bjelancevina mlijeka. Homeoretski mehanizmi su rezultat rezistencije na inzulin (De

KOSTER i OPSOMER, 2013).
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3. ZAKLJUCCI

U radu je opisan hormonski nadzor nad razvojem i rastom mlije¢ne Zlijezde i proizvodnjom

mlijeka

Razvoj mlije¢ne zlijezde i proizvodnja mlijeka pod utjecajem je:

a) reproduktivnih hormona koji djeluju izravno na mlijecnu Zlijezdu: estrogena,
progesterona, placentalnog laktogena, prolaktina i oksitocina

b) metabolickih hormona koji imaju brojne funkcije u tijelu te imaju izravne ucinke i na
mlijecnu Zlijjezdu: hormon rasta, kortikosteroidi, hormoni Stitaste Zlijezde, inzulin

c) lokalno proizvedeni hormoni: hormon rasta, prolaktin, paratireoidnom hormonu slican
peptid (PTHrP) i leptin

Pocetak sinteze mlijeka pod utjecajem je prvenstveno prolaktina, oksitocina te kortizola,

progesterona, hormon rasta i estrogena

Odrzavanje proizvodnje mlijeka regulirano je prolaktinom, hormonom rasta,

kortikosteroidima, hormonima $titaste zlijezde 1 inzulinom
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5. SAZETAK

Hormonski nadzor nad razvojem mlijecne Zlijezde i proizvodnjom mlijeka

Rast i razvoj mlijecne Zlijezde po€inje u prenatalnom razdoblju. Izrazito brz razvoj mlijene
zlijezde mozemo uociti u pubertetu i bredosti. Endokrini sustav koordinira razvoj mlije¢ne
zlijezde s reproduktivnim sustavom i potrebom potomaka za mlijekom. Razvoj mlijecne
zlijezde do pocetka stvaranja mlijeka naziva se mamogeneza. Za mamogenezu izuzetno su bitni
hormon rasta, IGF-1, glukokortikoidi, hormoni $titaste Zlijezde i spolni hormoni. Tijekom
bredosti za rast i razvoj mlije¢ne Zlijezde potrebni su progesteron, estrogen, prolaktin, hormon
rasta, placentalni laktogen, inzulin i kortikosteroidi. Pocetak proizvodnje mijeka naziva se
laktogeneza. Prvi sekret koji alveolarne stanice mlije¢ne Zlijezde proizvedu se naziva
kolostrum. Odrzavanje proizvodnje mlijeka naziva se galaktopoeza pri ¢emu su broj sekretornih
epitelnih stanica i proizvodnja mlijeka u korelaciji. Laktogenezu primarno kontrolira prolaktin,
a otpustanje mlijeka oksitocin. Prolaktin ima mnogobrojne funkcije i luci se iz prednjeg reznja
hipofize. Klju€an je za ekspresiju gena za sintezu bjelancevina mlijeka. Oksitocin je bitan za
kontrakciju mioepitelnih stanica na povrsini alveola i duz kanali¢a mlije¢ne Zlijezde. Obrazac
otpustanja oksitocina je pulzatoran. Ostali hormoni koji su bitni za laktaciju su kortizol, koji
ima op¢i u¢inak na metabolizam, progesteron ¢ija je funkcija stimulacija razvoja vimena tokom
bredosti, hormon rasta, estrogeni koji povecavaju broj prolaktinskih receptora i pojacava
otpustanje prolaktina. Glavni dio organskih sastojaka mlijeka sintetizira se samo u epitelnim
stanicama mlijeéne Zlijezde. Cetiri glavne komponente u mlijeku su bjelanéevine, masti, laktoza
1 minerali. Nalazimo jo$ i1 vitamine i druge organske molekule koje prelaze u mlijeko iz krvi.
Epitelne stanice mlijecne Zlijezde imaju vrlo brz metabolizam. Od bjelanc¢evina najzastupljeniji
su kazeini, proteini sirutke, imunoglobulini i enzimi. U mlije¢nih krava dobre plodnosti
laktacija traje 305 dana. Vrhunac laktacije kod krava je 4-6 tjedana nakon teljenja. Ako se vime
ne prazni do kraja, proizvodnja mlijeka opada jer alveole i sekretorno tkivo involuiraju.
Involucija je takoder pod endokrinom kontrolom i korelira s odgovaraju¢im praznjenjem

vimena.

Kljucne rijeci: mlijecna Zlijezda, oksitocin, prolaktin, mlijeko, laktacija
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6. SUMMARY
Hormonal regulation of the developement of the mammary gland and milk synthesis

The growth and development of the mammary gland starts before the animal is born. The
development is especially fast during puberty and gestation. The endocrine system coordinates
the development of the mammary gland with the reproductive system and the metabolic needs
of their offspring. The development of the mammary gland before it starts producing milk is
called mammogenesis. Crucial hormones for mammogenesis are: growth hormone, IGF-1,
glucocorticoids, thyroid gland hormones and sex hormones. For its development during
pregnancy progesterone, estrogen, prolactin growth hormone, placental lactogen, insulin and
corticosteroids are of great importance. Lactogenesis is the beginning of milk production. The
first milk that the mammary gland produces is called colostrum. The process of maintaining
milk production is called galactopoiesis and during that process the number of epithelial cells
and milk production are correlated. Lactogenesis is primarily controlled by prolactin, and milk
ejection is dependent on oxytocin. Prolactin has many biological functions inside the organism
and it is released by the anterior lobe of the pituitary gland. Its main function is expression of
genes necessary for milk protein synthesis. Oxytocin is most important for the contraction of
myoepithelial cells that are found on the surface of alveoli and milk ducts. Oxytocin is secreted
in a pulsating pattern. Other hormones that are important for lactogenesis are: cortisol, which
has a general effect on the animal’s metabolism, progesterone whose function is stimulating the
development of the mammary gland prepartum, growth hormone, estrogens which are
important for the production of prolactin receptors and they increase the secretion of prolactin.
Most of the organic milk compounds are synthetized only in epithelial cells of the mammary
gland. The four main constituents of milk are proteins, fats, lactose and minerals. We can also
find vitamins and other molecules which are taken from blood by the mammary gland.
Epithelial cells have a very fast metabolism. Main proteins found in milk are caseins, whey
proteins, immunoglobulins and enzymes. Standard cattle lactation lasts 305 days. Peak of the
lactation curve is observed 4-6 weeks after giving birth. If the udder is not emptied properly,
milk production will drop because alveoli and secretory tissue of the udder will undergo the
process of involution. After weening off their young the mammary gland goes through the

process of involution. It is also controlled by hormones.

Key words: mammary gland, oxytocin, prolactin, milk, lactation
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