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Souhrn

Dojnice v prvnich tydnech laktace nejsou schopny ptijmout potiebné mnozstvi zivin
pro kryti produkce mléka a dostavaji se do negativni energetické bilance (NEB). Pies tento
deficit energie, je metabolismus dojnice prednostné nasmerovan na produkci mléka. Nékteré
studie naznacuji, Ze na koordinaci zmén energetického a tukového metabolismu na zacatku
laktace se podileji také hormony leptin a inzulin.

Cilem prace bylo potvrdit vztahy mezi krevnimi hladinami leptinu, inzulinu a
vybranymi metabolity energetického a tukového metabolismu v prubéhu tranzitniho obdobi.
V pokusu bylo sledovano 15 dojnic holstynského a ¢eského strakatého skotu. Vzorky krve
byly dojnicim odebirany v obdobi 60 dnti pted porodem az 100 dnti po porodu (-60, -25, -7,
+3, +10, +25, +40, +55, +70, +85, +100). Hladiny leptinu a inzulinu byly stanoveny
enzymoimunoanalyzou  (ELISA), neesterifikované  mastné  kyseliny (NEMK),
B-hydroxybutyrat (BHB) a glukdza spektrofotometricky.

Primérné hladiny leptinu, u dojnic v tranzitnim obdobi se pohybovaly v rozmezi
0,39-1,28 ng-ml™. Nejvyssi hodnoty byly zjistény v piedporodnim obdobi (-60). Po porodu se
hladiny leptinu snizily, ale diky individualni variabilité, nebyly rozdily statisticky vyznamné.
Pramémé hladiny inzulinu se pohybovaly v rozmezi 0,37-1,28 pg-1*. Nejvys$i pramérna
hodnota byla namétena 25 dnti pfed porodem. Po porodu doslo ke statisticky vyznamnému
poklesu primérnych hladin inzulinu. Zaroven po porodu u nami sledovanych dojnic
vyznamn¢ vzrostly primérné hladiny NEMK a BHB a klesla glykémie, tyto zmény jsou
typické pro dojnice v negativni energetické bilanci. Hladiny inzulinu pozitivné korelovali
s hladinami glukézy a negativné s hladinami NEMK. Hladiny leptinu nekorelovaly
s hladinami inzulinu ani s hladinami NEMK, BHB a glukozy.

Na zavér mozno konstatovat, ze u dojnic v priub¢hu tranzitniho obdobi mél inzulin
tésnéjSil vztah k energetickému a tukovému metabolismu neZ leptin. Oc¢ekavany vztah byl

tedy do urcité miry prokdzan pouze u inzulinu.

Klic¢ova slova: leptin, inzulin, energeticky metabolismus, tranzitni obdobi, dojnice



Summary

Dairy cows in the first weeks of lactation are not able to take enough nutrients for the
coverage of milk production and get into a negative energy balance. Despite this energy
deficit maternal metabolism is primarily directed to the cow milk production. Some studies
suggest that hormones leptin and insulin are also involved in the coordination of changes in
energy and fat metabolism in early lactation of dairy cow.

The aim of the study was to confirm the relationship between levels of leptin, insulin
and selected metabolites of energy and fat metabolism during transition period in dairy cow.
In study was involved 15 Holstein and Fleckvieh dairy cow. Blood samples were collected in
the period between 60 days before parturition and 100 days after parturition (-60, -25, -7, +3,
+10, +25, +40, +55, +70, +85, +100). Blood levels of leptin and insulin were quantified by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), non-esterified fatty acid (NEFA),
B-hydroxybutyrate (BHB) and glucose by spectrophotometric method.

Mean levels of leptin in dairy cows in transition period ranged from 0,39 to
1,28 ng-ml™. The highest values were found in 60 days before parturition. After parturition,
leptin levels decreased, but due to individual variability the differences were not statistically
significant. Mean levels of insulin in dairy cows in transition period ranged from 0,37 to
1,28 pg-I*. The highest mean insulin level was measured 25 days before parturition. After
parturition there was a statistically significant decrease in mean insulin levels. Simultaneously
after parturition in cows we observed significantly increased NEFA and BHB mean levels and
decreased glucose mean levels, these changes are typical for cows in negative energy balance.
Insulin levels positively correlated with blood glucose levels and negatively with the NEFA
levels. Leptin levels correlated neither insulin levels nor NEFA, BHB and glucose levels.

Results of this work indicate that in dairy cows during the transition period insulin
more likely than leptin has a closer relationship to the energy and fat metabolism. The

expected relationship was demonstrated to some extent only for insulin.

Keywords: leptin, insulin, energy metabolism, transition period, dairy cow
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1 Uvod

Chov mlé¢ného skotu patii mezi zékladni odvétvi Zivo&isné vyroby v Ceské republice.
MIéko, hovézi a teleci maso hraji nezastupitelnou ulohu ve vyzivé ¢lovéka. V poslednich
letech zaznamenavame vyrazny narust uzitkovosti mlééného skotu spojeny se snahou
chovateli pfizpisobovat se novym ekonomickym podminkdm. MIécnd uzitkovost je
zvySovana genetickym pokrokem v chovech a zlepSenim podminek prostiedi (vyziva,
ustajeni, zdravotni péce atd.). Se zvySenim mlécné uzitkovosti vSak casto dochazi
K vyraznému snizeni Grovné reprodukénich ukazateli. Jednim z dulezitych faktoru, je
skutecnost, ze dojnice selektované na vysokou mlé¢nou produkci nejsou schopny udrzet
vyrovnanou homeostazu na pocatku laktace, za coz je predev§im odpovédny metabolicky a
endokrinni systém organismu.
casovy usek kolem porodu, ktery zahrnuje zhruba tfi tydny pied porodem a tii tydny po
porodu. Toto obdobi je nazyvano tranzitni (pfechodné), dojnice ,,pfechdzi ze stavu bfezosti
do laktace. Vlivem mnohych fyziologickych zmén neni v tomto obdobi dojnice schopna
piijmout dostatené mnozstvi energie pro pokryti zachovné potieby a mlécné produkce,
zvitata se tak dostdvaji do negativni energetické bilance. Prioritu v tomto obdobi ma produkce
mléka a ostatni funkce jako je reprodukce ¢i imunita jsou upozadény.

Za vyznamné ukazatele energetick¢é bilance jsou povaZzovadny koncentrace
neesterifikovanych mastnych kyselin (NEMK), B-hydroxybutyratu (BHB) a glukdzy (Palenik
a kol., 2011). Do metabolickych zmén v tranzitnim obdobi jsou zapojeny i hormony leptin a
inzulin a proto by jejich hladiny v krvi mohly byt ukazateli energetického stavu organismu.
Studiem téchto hormonti a jejich vztahu k negativni energetické bilanci se zabyva fada autort
(Kadokawa et al., 2000; Block et al., 2001; Soliman et al., 2002; Liefers et al., 2003; Accorsi
et al., 2005; Konigsson et al., 2008).

Cilem préce je prokazat vliv zmén koncentraci hormonti leptinu a inzulinu na vybrané
parametry energetického a tukového metabolismu (neesterifikované mastné kyseliny,

B-hydroxybutyrat, glukdza) u dojnic v tranzitnim obdobi.



2 Cil prace a hypotéza

Cil prace
Cilem prace bylo potvrdit vzajemné vztahy mezi hladinou leptinu, inzulinu a
vybranymi metabolity energetického a tukového metabolismu pfed porodem a v ¢asném

poporodnim obdobi.

Hypotéza

Tranzitni obdobi zvySuje u dojnic mléénych plemen pozadavky zvlasté na kryti
energetickych potieb. Tyto pozadavky nejsou dostatecné kompenzovany vyzivou a dojnice se
dostavaji do negativni energetické bilance (NEB), ktera je charakterizovana zménami
v endokrinni regulaci, energetickém a tukovém metabolismu. Z hormonii hraji vyznamnou
ulohu Vv koordinaci téchto metabolismii zvlasté leptin a inzulin. Objasnéni jejich ulohy
Vv energetickém a tukovém metabolismu je dalezité pro pochopeni zmén vnitiniho prostredi

organismu dojnic a jeho dopady do produkce a reprodukce.



3 Literarni reSerse

3.1 Vybrané hormony a metabolity se vztahem Kk energetické bilanci

Energeticky metabolismus skotu je charakterizovan metabolismem sacharidi a lipida.
Mezi nejdilezitéjsi ukazatele sacharidového metabolismu u skotu patii glukéza, celkové a
oxidované ketolatky krve. Nejcastéji sledovanymi ukazateli lipidového metabolismu jsou
neesterifikované mastné kyseliny (NEMK), triacylglyceroly a cholesterol (Pechova a kol.,
2009). Palenik a kol. (2011) se domnivaji, Ze za vyznamné ukazatele energetické bilance
u skotu lze povazovat koncentrace NEMK, B-hydroxybutyratu (BHB) a glukézy v krvi. Pti
energetickém deficitu zpravidla nejprve dochazi ke zvySeni koncentrace NEMK, které je
zpusobeno mobilizaci zasobniho tuku, teprve pozdéji stoupa koncentrace ketolatek v Krvi
v disledku nedostatku oxalacetatu a jako posledni se vétSinou snizuje koncentrace glukozy
Vv krvi (Pechova a kol., 2003). Hladiny NEMK a BHB v krvi jsou jako ukazatelé energetické
bilance organismu uzivany jiz od 60. let (Wylie et al., 2008).

Krevni hladiny hormonti jako leptin, insulin-like growth factor 1 (IGF-1) ¢i inzulin se
méni s vyzivovym statusem organismu. Nékteré (nebo vSechny) tyto hormony, mohou tedy

byt potencidlnimi ukazateli energetické bilance (Wylie et al., 2008).

3.1.1 Leptin

Leptin je peptidovy hormon o molekulové velikosti 16 kDa. Je slozen ze 167
aminokyselin. Prvnich 21 aminokyselin slouzi jako signalni peptid a jsou odstépeny jesté pred
tim nez je zbyvajici protein (146 aminokyselin) uvolnén do krevniho ob&hu. Sekvence
aminokyselin je u riznych Zivo¢ichtu (¢lovek, gorila, Simpanz, orangutan, pes, skot, prase,
krysa a mys) identicka z 67 %. Leptin je produktem ob genu (podle ob = obézni). Tento gen je
u lidi lokalizovan na 7. chromozému (7q31), u skotu na 4. chromozému (4q32) (Liefers,
2004). V téle je leptin tvofen ptrevazné bilou tukovou tkani (adipocyty). U piezvykavet byla
prokazana tvorba také (daleko mensich mnoZstvi nez v adipocytech) v hnédé tukové tkani,
placenté, mléEné Zlaze, bachoru, slezu, dvanactniku a hypofyze (Agarwal et al., 2009).

Leptin reguluje piijem krmiva, energeticky metabolismus a uloZeni energetickych
rezerv (Agarwal et al., 2009). Hladiny leptinu jsou pfimo tmérné mnozstvi bilé tukové tkané.
(Konigsson et al., 2008; Liefers et al., 2003). Leptin neni pouze signalem o aktualnich
télesnych zasobach tuku v té€le pro mozek (a pravdépodobné i pro jiné tkang), ale je také

citlivym senzorem aktualni energetické bilance. Dlouhodobé ale také aktualni zmény ve



slozeni krmné davky ¢i krmnd restrikce zplsobuji u piezvykavcd zmény V plazmatické
koncentraci leptinu (Agarwal et al., 2009). Kompletni krmna deprivace zpusobuje rapidni
pokles plasmatickych hladin leptinu (Marie et al., 2001), dlouhodobad krmna restrikce snizuje
plasmatické koncentrace leptinu u ovci (Delavaud et al., 2000). U biezich ovei po dvou dnech
a dospélych berand po péti dnech stoupla plasmaticka hladina leptinu, poté kdy byl zvysen
prijem krmiva (Blache et al., 2000). U dojnic byl prokazan vztah mezi zdsobami télniho tuku,
pfijmem krmiva a plazmatickymi hladinami leptinu. Béhem hladovéni, u skotu koncentrace
leptinu v krvi klesa (Konigsson et al., 2008; Liefers et al., 2003). U ptezvykavci hraje leptin
dilezitou roli v regulaci télesné hmotnosti a ristu (Agarwal et al., 2009). Néktefi autofi se
domnivaji, ze pravé prostrednictvim leptinu jsou regulovany neuroendokrinni mechanismy
zodpoveédné za prerozdélovani energie v téle (Konigsson et al., 2008; Liefers et al., 2003).

Ptredpoklada se, ze leptin také reguluje obdobi spojend s pozadavky na vyssi pfisun
energie do organismu jako je zacatek puberty, spravna funkce ovarii, spravny rozvoj mlééné
zlazy ¢i spravna funkce imunitniho systému. Vys$si hladiny leptinu jsou také signalem pro
organismus, Zze energetické zasoby jsou adekvatni pro zahdjeni (znovuobnoveni)
reprodukénich funkci (Chehab et al, 1997). Niz8§i hladina leptinu béhem negativni
energetické bilance v obdobi po porodu ma vliv na prodlouzeni doby navratu normalniho
estralniho cyklu (Liefers, 2004).

Uginnost leptinu je aktivovana po navazani na Ob-receptor. Leptinovy receptor je
glykoprotein (je podobny glykoproteinu 130 a proto je leptin fazen mezi cytokiny), ktery ma
Sest isoforem (Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re, Ob-Rf) (Tab. 1). Nejvétsi vyznam ma
receptor Ob-Rb (hojné zastoupen v hypotalamu), ktery je zodpovédny za hlavni biologické
funkce leptinu. Ostatni isoformy receptorti jsou zastoupeny v mnoha télesnych tkéanich
(tukova tkan, placenta, srdce, vajeCnik, varlata), jejich hlavni vyznam je vSak jako tzv.
vazebné (binding) proteiny a slouzi k transportu leptinu (Agarwal et al., 2009). Kinetické
studie na krysach ukézaly, ze volny leptin (nenavdzany na protein) ma polocas rozpadu
3,4 minuty, zatimco vézany polocas rozpadu 71 minut. To naznacuje, ze vazany leptin je
chranén proti proteolytické degradaci (Hill et al., 1998). U lidi je polocas rozpadu leptinu
(vazaného 1 nevazaného) asi 25 minut (Klein et al., 1996). U zZadné¢ho hospodaiského zvitete

dosud nebyl potvrzen polocas rozpadu volného ani vazaného leptinu (Liefers, 2004).



Tabulka 1. Sest isoforem leptinového receptoru, jejich lokalizace a funkce

Receptor | Tkan Funkce

Ob-Ra Mozek, tukova tkan, placenta | Transport leptinu pres HB' a placentu

Ob-Rb Hypotalamus, placenta Pfenos signalu

Ob-Rc Mozek, tukova tkan Transport leptinu pies HB

Ob-Rd Tukova tkan Dosud neznama

Ob-Re Srdce, tukova tkan, placenta | Vazebny protein pro leptin, transport k plodu
Ob-Rf Mozek (malé mnozstvi) Dosud neznama

! HB = Hematoencefalick4 bariéra (Liefers, 2004)

Hlavnim mistem ucinku leptinu je hypotalamus, konkrétné ta mista, ktera jsou spjata
s energetickym metabolismem jako obloukovita, ventromedidlni a dorsomedidlni jadra
hypotalamu (Konigsson et al. 2008). Hypotalamus pod vlivem leptinu neuralni odpovédi
ovliviiuje n€kolika cestami dalsi procesy v organismu. Jednou z dilezitych latek, kterou leptin
V hypotalamu ovlivituje je neuropeptid Y (NPY). Neuropeptid Y je protein, ktery stimuluje
pfijem krmiva a sniZuje termogenezi hnédé tukové tkané. Po podani leptinu je NPY inhibovéan
a tim se snizuje piijem krmiva a zvySuje vydej energie. Dale leptin pies GnRH (gonadotropin-
-releasing hormon) stimuluje produkci LH a FSH (luteiniza¢ni a folikulostimulacni hormon).
Pites GHRH (growth hormone-releasing hormon) stimuluje sekreci STH (rustovy hormon).
Produkci téchto tii hormonti LH, FSH a STH leptin stimuluje, také pfimo pusobenim na
hypofyzu (Liefers, 2004). Leptin také snizuje produkci inzulinu a glukokortikoidl, zvySuje
produkci katecholamini a thyroidnich hormonti a tim zvySuje vydej energie, lipolyzu
v tukové tkani a naopak snizuje jaterni lipogenezi (Chilliard et al., 2005). Leptin kromé
centralniho pasobeni na mozek a periferni tkéan, pasobi také autokrinné/parakrinné tzn.
V misté své sekrece a v nejbliz§im okoli (Agarwal et al., 2009).

Leptin také ovliviluje imunitni systém a naopak imunitni systém ovliviiuje sekreci
leptinu. Leptin zvySuje proliferaci T-lymfocyti a jejich néaslednou schopnost reakce
s antigeny. Prozanétlivé cytokiny jako TNF-o (tumor necrosis factor) a interleukiny zvySuji
sekreci leptinu a tim mohou snizovat ptijem potravy (Vernon and Houseknecht, 2000).

Leptin mize byt méfen jak v séru, tak i v EDTA (ethylene diamine tetraacetic acid)
plazmé ¢i plazmé heparinizované, pficemz absolutni méfené koncentrace v téchto typech
vzorkll se podstatné neli$i. Na rozdil od jinych bilkovinnych hormont, které jsou relativné

citlivé a narocné na odbér a skladovani vzorkd, je leptin velmi stabilni analyt. Opakované




rozmrazovani séra nebo plazmy dlouhodobé skladované pii teploté alespon -20 °C
koncentrace leptinu neovliviiuje. Za zlaty standard méteni koncentraci leptinu je povaZzovana
souprava RIA od firmy Linco Research, Inc. (Haluzik, 2002). Primérné hodnoty leptinu
u skotu, stanovené kitem double-antibody ovine RIA, se pohybuji v rozmezi 5,9-9,2 ng-ml™*
(Liefers et al., 2003). U dojnic stojicich na sucho mésic pfed porodem se primérné hodnoty
krevniho leptinu pohybuji od 5 do 9 ng-ml™ a u dojnic tyden po porodu od 3 do 6 ng-ml™
(Chilliard et al., 2005).

3.1.2 Inzulin

Inzulin je polypeptidovy hormon, jeho molekulova hmotnost je 6 kDa. Je sloZen ze
dvou fetézcl (a, B) spojenych dvéma disulfidovymi vazbami (mistky) (Martin and Crump,
2003). Retézec a se sklada z 21 a fetézec B z 30 aminokyselin. Rozdily v chemické struktuie
inzulinu u savci jako je skot, ovce, prase jsou pouze malé. Inzulin je produkovan B-buiikami
Langerhansovych ostrivkl slinivky bfisni (Hayirli, 2006). Inzulin je Ustfednim regulacnim
hormonem intermediarniho metabolismu, podili se na regulaci metabolismu sacharida, tuku i
proteini. Udrzuje hladinu zZivin a je potencidlnim regulatorem pifjmu krmiva. Stimuluje
utilizaci glukozy v perifernich tkénich organismu, podporuje syntézu a skladovani zasobnich
latek a stimuluje proteosyntézu (mé anabolicky ucinek). U piezvykavcl plisobi obdobné jako
u monogastrickych zvifat, avSak v niz§im rozsahu (Skiivanek, 2001; Hayirli, 2006).

Sekrece inzulinu je ovliviilovana mnoha faktory. Vzhledem k odli$nostem ve zptisobu
traveni mezi piezvykavci a ostatnimi savci jsou nékteré rozdily také v ovliviiovani sekrece
inzulinu. Hlavnim stimulatorem sekrece inzulinu u nepiezvykavych savcii je hladina glukdzy
v krvi (glykémie). Piezvykavei maji niz$i krevni hladiny glukdzy, diky degradaci sacharida
Vv predzaludcich a jejich pfeméné na tékavé mastné kyseliny. Nasledn¢ mastné kyseliny s 3 az
8 uhliky stimuluji sekreci inzulinu. Tyto kyseliny maji u piezvykavci vétsi potencial zvySovat
sekreci inzulinu nez glukéza (Hayirli, 2006). Hlavnim stimulatorem sekrece inzulinu
u ptezvykavcl je kyselin propionova (Skiivanek, 2001). Mezi stimulatory patii také dalsi
ziviny (monosacharidy, aminokyseliny, draslik, vapnik), hormony gastrointestinalniho traktu
(glukagon, pankreaticky polypeptid, gastricky inhibi¢ni peptid, sekretin, cholecystokinin),
parasympatikus (acetylcholin) a nekteré 1éky (sulfonamidy). Naopak mezi faktory tlumici
sekreci inzulinu patii fyziologické podminky (hladovéni, fyzické aktivita), n€které hormony
(ristovy hormon, katecholaminy, kortizol, somatostatin), sympatické stimuly a nékteré dalsi

latky (napt. interleukin-1, prostaglandin F,,) (Hayirli, 2006).



Metabolickda odpovéd’ buiky je zahdjena, kdyz se inzulin navdze na receptor jeji
bunéné membrany, receptor inzulinu je protein slozeny ze Ctyf fetézcli. Dvou fetézcli a a
dvou P. Retézce a jsou na vnéjsi strané membrany buiiky a jsou na nich vazebnd mista pro
inzulin. Retézce B prostupuji bunéénou membranou a na vniténi strané membrany vykazuji
tyrosinkindzovou aktivitu. Po navdzani inzulinu na receptor se zvysuje aktivita tyrosinkindzy,
ktera fosforyluje OH skupiny tyrozinu. Tim zvySuje permeabilitu membran pro vstup
glukdzy. Ve svalech a tukové tkani se po navazani inzulinu na receptor zvySuje propustnost
membrany pro glukézu az 20krat. Inzulin také usnadiiuje bunécnou absorpci aminokyselin,
drasliku, fosfatti a hot¢iku (Martin and Crump, 2003).

Inzulin phsobi v rdmci akutniho a velmi citlivého mechanismu, zajistujiciho zvysSeni
skladovacich kapacit Zivinovych zasob v jaterni, tukové a svalové tkani. Pfijimané ziviny jsou
uplatiiovany v bazalnim metabolismu bunck (pfi jejich ristu a diferenciaci) anebo jsou pouze
uloZeny. Intracelularni zmény v citlivosti bunék k inzulinu jsou ovliviiovany fadou dalSich
hormont a regula¢nich faktord. Inzulin je jedingym hormonem, ktery snizuje hladinu glukozy
v krevni plazmé, zatimco na jejim zvySovani se podili vice hormonti. Svym plisobenim na
bunééné enzymatické procesy snizuje inzulin jaterni glukoneogenezi. Inzulin také snizuje
mnozstvi kyseliny mlé¢né a glycerolu vstupujiciho do jater a jejich vyuziti v glukoneogenezi.
Na rozdil od gluk6zy neni inzulinem (a zfejm¢ ani Zadnymi jinymi hormony) ovliviiovano
vyuziti kyseliny propionové a to ani v pritbé¢hu jednotlivych reak¢nich sledti glukoneogeneze.
Inzulin sdm neovlivituje vychytdvani aminokyselin jatry, navozuje vSak pokles plazmatické
koncentrace aminokyselin tlumenim jejich mobilizace z kosterniho svalstva a stimulaci jejich
vyuziti v proteosyntéze (Skiivanek, 2001). Inzulin snizuje jaterni absorpci NEMK tim zZe,
stimuluje lipogenezi a inhibiuje lipolyzu Vv tukové tkani. Méni aktivitu enzymu a dostupnost
substratti, které jsou soucasti ketogeneze v jatrech (Hayirli, 2006). Tim, Ze zvySuje
metabolismus glukozy cestou pentdozového cyklu, navozuje v tukové tkani vyssi dostupnost
NADPH (nikotinamid adenin dinukleotid fosfat redukovany). To umoZiuje zvysit inkorporaci
acetatu do mastnych kyselin, béhem lipogeneze. Tak mlize byt u piezvykavci v tukové tkéni,
kontrolovéna intenzita lipogeneze inzulinem, prostiednictvim fizeni transportu glukdzy.
Inzulin zvySuje vyuziti 1 dalSich energetickych substrati v lipogenezi napi. NEMK a
ketolatek. Inzulin sniZzuje samotnou produkci ketolatek tim, Ze snizuje absorpci a pfeménu
NEMK v jatrech, také snizuje hladinu ketolatek ve tkanich podporou jejich utilizace. Samotné
zvySujici se hladiny NEMK a ketolatek stimuluji sekreci inzulinu. V rdmci fyziologicky
probihajici regulace energetického metabolismu u dojnice, navozuje vzestup koncentrace

NEMK, nasledny rist hladin ketolatek v krvi, ktery vede ke zvySeni krevni hladiny inzulinu,
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jenz svym ndaslednym ucinkem naopak uvoliovani (a celkovou koncentraci) NEMK
v organismu tlumi. Uginek inzulinu je piitom regulovan receptory (GLUT 4), které se
nachazeji ve tkanich, zejména v jatrech, adipocytech, kosterni svaloviné a kostni tkani. Pti
nizkém piijmu krmiva je produkce inzulinu v pankreatu omezend. NaruSeni tohoto
regula¢niho systému u vysokoproduk¢nich dojnic (metabolickou zatézi az nepfiméfené
vysoké urovné laktace pretizené¢ho), vede velmi Casto (a relativné snadno) k naruseni jejich
energetického metabolismu a prakticky vzdy k poruchdm laktace. Inzulin je rovnéz velmi
dalezity pro regulaci rovnovahy proteinli ve svalech. V kosterni svaloviné inzulin zvySuje
piijem glukézy do bunck a stimuluje v nich syntézu glykogenu, glykolyzu, oxida¢ni
dekarboxylaci pyruvatu, piijem a esterifikaci mastnych kyselin, odbér acetatu, piijem
aminokyselin. ZvySuje v nich proteosyntézu a brzdi degradaci proteinu (Skiivanek, 2001).

Pfi stanoveni hladin inzulinu je nutno brat na zietel, ze pankreaticka sekrece inzulinu
stoupa po piijmu krmiva (Skfivanek, 2001; Wylie et al., 2008). V obdobi okolo porodu a na
zacatku laktace jsou hladiny inzulinu na niz§ich trovnich nez béhem biezosti (van Knegsel et
al,, 2007). Zakladni rozpéti plasmatické hladiny inzulinu u skotu je 15-50 pU-ml*
(0,6-2,0 ng-ml™) (Trenkle, 1972).

3.1.3 Neesterifikované mastné kyseliny (NEMK)

Jako neesterifikované mastné kyseliny jsou oznacované mastné kyseliny, které nejsou
vazany esterovou vazbou na glycerol ¢i jiné alkoholy (Bell, 1995). V literatuie se také
vyskytuji ekvivalentni terminy UFA (unesterified fatty acids), NEFA (nonesterified fatty
acids) ¢i volné mastné kyseliny (free fatty acids, FFA). V plasm¢ jsou NEMK navazany na
albumin a v bunce na vazebny protein pro mastné kyseliny, tzv. protein Z, takze ve
skutecnosti mastné kyseliny nejsou nikdy ,,volné* (Mayes, 1998).

Neesterifikované mastné kyseliny se do krevniho obéhu uvoliluji Stépenim
triacylglyceroli tukové tkéné tzv. lipolyzou. Pro vysokouzitkové dojnice v tranzitnim obdobi
je typickd masivni mobilizace NEMK. V tomto obdobi slouzi ke kompenzaci negativni
energetické bilance (NEB). Neesterifikované mastné kyseliny mohou slouzit jako energeticky
zdroj pro mnoho tkéni, predevS§im pro periferni jako napt. svaly. Nicméné v nadbytku plsobi
toxicky. Jatra skotu maji pouze omezenou kapacitu metabolizace NEMK na triacylglyceroly
(TAG). Mnozstvi uvolnénych NEMK z tukové tkané, je rozdilem mezi lipogenezi a lipolyzou
(Adewuyi et al., 2005). Bell (1995) popsal ¢tyfi zplisoby, jakymi vzrista mobilizace NEMK,

u piezvykavci v obdobi kolem porodu:



1. Potlaceni de novo syntézy ¢i vstiebavani a poté esterifikace mastnych kyselin (tzn.
potlaceni lipogeneze).

2. Zintenzivnéni lipolyzy.

3. Redukce intracelularni reesterifikace mastnych kyselin uvolnénych pfi lipolyze.

4. Kombinace vyse popsanych moznosti (Bell, 1995).

Hlavnim endokrinnim mechanismem ovliviiujicim lipolyzu a tedy produkci NEMK je

pomér inzulin glukagon. Do tohoto mechanismu je zapojen také riistovy hormon (STH), ktery

je zodpovédny za inzulinovou resistenci perifernich tkani, ta je ndsledovana zvySenou

lipolyzou a oxidaci mastnych kyselin (Adewuyi, 2005). Naopak zvySena hladina inzulinu

(napt. pii zvySené hlading propionatu v krvi) vede k potla¢eni mobilizace NEMK (Drackley,

1999).

Uvolnéné NEMK z tukoveé tkan€ jsou transportovany krvi do jater. Pfi nizkych

koncentracich jsou NEMK v jaternich bunkach esterifikovany na acylglyceroly (nejznaméjsi

triacylglycerol) a jsou transportovany z jater navazany na lipoproteiny s velmi nizkou

hustotou (VLDL) (Mayes, 1998). Nicmén¢ v obdobi relativniho nadbytku NEMK (napf.

u dojnic v NEB) nasleduje nékolik alternativ jejich metabolizmu:

Mitochondrialni B-oxidace az na acetyl-CoA, ktery je zpracovan v Krebsové cyklu.
Mitochondrialni B-oxidace az na acetyl-CoA. Pii nedostatku oxalacetatu je acetyl-CoA
transformovan na ketolatky (acetoacetat, p-hydroxybutyrat, aceton) (Cech a Dolezel,
2006).

Peroxizomalni B-oxidace, ktera je podobna mitochondridlni (vznika acetyl-CoA)
avSak s n€kterymi vyjimkami, spiSe nez redukovany nikotinamid adenin dinukleotid
(NADH), je produkovan peroxid vodiku (H,0;). Vznika vétsi mnozZstvi tepla.
Peroxizomy nejsou spojeny s dychacim fetézcem a produkci ATP (Drackley, 1999).
Lze ptedpokladat, ze v peroxizomech dochazi k oxidaci pfiblizné 50 % NEMK, bez
omezeni nedostatkem karnitinu, nezbytného pro vstup NEMK do mitochondrii
(Gorrieri a Persona, 2011).

Zakomponovani NEMK do mlééného tuku a to bud’ pifimo, ¢i nepfimo pies
esterifikaci na VLDL. Vysledkem je vzestup obsahu dlouhofetézcovych mastnych
kyselin v mléce (van Knegsel et al., 2007). Béhem prvnich dnt laktace jsou NEMK
zdrojem asi 40 % mlécného tuku (Adewuyi, 2005).



e Esterifikace NEMK na triacylglyceroly (TAG) a ulozeni TAG v jatrech. To muze

zpusobit jaterni steatdozu (van Knegsel et al., 2007).

Vyznam stanoveni NEMK spo¢iva ve vymezeni lipomobilizaéni zatéze jater
u vysokoproduk¢nich dojnic (Pechova a kol., 2009). Mnozstvi cirkulujicich NEMK a BHB
mohou byt métitkem uspéSnosti adaptace na negativni energetickou bilanci. Sérové ¢i
plasmatické hladiny NEMK, métené tyden pied porodem, jsou jednim z vhodnych nastroju
odhadu zdravotniho stavu po porodu. Bohuzel vSak v soucasnosti neexistuji vhodné testy
(rychle, ptesné, levné) k mefeni hladin NEMK piimo na farmé (LeBlanc, 2010). NEMK
nejsou pouze ukazatelem lipolyzy, ale k jejich zvySeni dochazi rovnéz pii naruseni jejich
utilizace. SniZzena koncentrace NEMK v krvi nemé diagnosticky vyznam. Referen¢ni rozmezi
NEMK v krvi dojnic je 0,1-0,35 mmol-I* (Pechova a kol., 2009; Kova¢ a Podmanicky,
2001). Hladiny NEMK se mohou stanovovat ze séra i plazmy. Pfi hemolyze vzorku je mozné,
ze hladiny NEMK mohou byt fale$n¢ zvySené. Stejn¢ tak mohou byt falesné zvysSené, pokud
neni sérum oddéleno béhem 12-24 hodin, nebo pokud neni uchovavano v chladu (LeBlanc,
2010). Overton and Waldron (2004) tvrdi, ze sérova hladina NEMK mize byt vhodnym
nastrojem pro vyhodnoceni krmné davky béhem obdobi stani na sucho.

Plasmaticka koncentrace NEMK zacina vzriistat nékolik dni pied porodem, vrcholu
dosahuje ve dnech okolo porodu. Vyssi hladiny NEMK, nez ptedporodni, pietrvavaji asi dva
tydny po porodu (Adewuyi, 2005). Podle Drackleye (2000) jsou normalni hladiny NEMK pro
skot v pozitivni energetické bilanci mensi nez 0,2 mmol-I™*. Ke konci obdobi stani na sucho
hladiny NEMK vzristaji a béhem posledniho tydne pred porodem se pohybuji mezi
0,5-1,0 mmol-I"* (Drackley, 2000). Naproti tomu Bertics et al. (1992) udavaji v tomto obdobi
$ir$i rozpéti a to od 0,5 do 2,0 mmol-I". Vrcholu hodnoty dosahuji v den porodu a to
0,8-1,2 mmol-I* jako disledek stresu a hormonalnich zmén. Po porodu hladiny NEMK opét
klesaji, hodnoty piesahujici 0,7 mmol-1" naznaduji zavazn&jsi NEB. Sest tydnii po porodu
hodnoty nejsou vy$si nez 0,3 mmol-I™* (Drackley, 2000).

Vyssi hladiny NEMK nez 0,4 mmol-I™* sedm az deset dni pied porodem jsou spojeny s:
dvakrat az Ctyfikrat vétSim rizikem pfetoeni slezu; dvakrat vétS§im rizikem zadrzeni placenty;
dvakrat vét§sim rizikem redukce dojivosti pfed 60 dnem po porodu; 1,5krat vy$Sim rizikem
mensiho nadoje za celou laktaci a o 1,1 kg/den niz$i dojivosti béhem prvnich 4 mésichi laktace

(LeBlanc, 2010).
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3.1.4 Ketolatky (B-hydroxybutyrat)

Ketolatky jsou produkty intermedidrniho metabolismu mastnych kyselin a nékterych
aminokyselin. Mezi oxidované ketolatky se fadi acetoacetat a aceton, naopak zastupcem
redukovanych ketolatek je B-hydroxybutyrat (BHB). Ketolatky vznikaji v jaterni tkéni pii
metabolizaci tukl a ve sténé piedzaludkt (Pechova a kol., 2009). V jatrech vznikaji ketolatky
piedevs§im za podminek spojenych s vysokym stupném oxidace mastnych kyselin (Mayes,
1998). Tato situace je typicka pro dojnice v poporodnim obdobi, kdy zvySené energetické
pozadavky po zahdjeni laktace, vedou k mobilizaci tukovych zisob (Adewuyi, 2005).
Zvysena hladina BHB vSak nemusi pfimo odrdzet mobilizaci tukovych zasob, protoze BHB je
také produktem metabolismu kyseliny maselné. Jeji produkce v bachoru vzrlsta pfi
zkrmovani silazi a n¢kterych doplitkovych krmiv. Bachorovy epitel pfeméni 75 % a jatra 60
% kyseliny maselné na BHB (Wylie et al, 2008).

Pfi negativni energetické bilanci jsou mobilizovany tukové zasoby a vzriista hladina
NEMK a glycerolu v krvi. NEMK v jatrech podléhaji mitochondrialni B-oxidaci, ktera vede
k produkci acetyl-CoA (Suriyasathaporn et al., 2000). Acetyl-CoA mize byt oxidovan
v Krebsové cyklu na CO; a HyO, nebo je pii vysokém stupni oxidace mastnych kyselin
zapojen do procesu ketogeneze, kterd predstavuje alternativni cestu vyuziti acetyl-CoA.
Oxidace acetyl-CoA v Krebsové cyklu probiha pouze pii dostatku oxalacetatu pro kondenzaci
acetyl-CoA na citrat. Oxalacetat vznika z propionatu a je prednostné vyuzivan pro
glukoneogenezi. Pfi jeho nedostatku se omezuje vstup acetyl-CoA do Krebsova cyklu a
stoupa ketogeneze, kdy je acetyl-CoA metabolizovan pies acetoacetyl-CoA na acetoacetat a
B-hydroxybutyrat (Pechova, 2009). Acetocetyl-CoA, ktery je vychozi latkou pro ketogenezi
vznikd bud’ ptimo pii B-oxidaci, nebo kondenzaci dvou acetyl-CoA. Enzymy zodpovédné za
tvorbu ketolatek se nachazeji hlavné v mitochondriich. Acetoacetat a BHB jsou navzajem
preménovany mitochondridlnim enzymem B-hydroxybutyratdehydrogenazou; poloha reak¢ni
rovnovahy je uréovédna pomérem mitochondridlni [NAD'] k [NADH], ¢ili redox stavem.
Pomér BHB/acetoacetat v krvi kolisd mezi 1:1 a 10:1. Acetoacetat také podléha spontanni
dekarboxylaci za vzniku acetonu (Mayes, 1998).

Vysledna koncentrace ketoldtek v krvi je ddna pomérem mezi produkci ketolatek
Vv jatrech a jejich utilizaci perifernimi tkdnémi, kde mohou slouzit jako zdroj energie.
K vy$§imu vyuziti ketolatek dochazi pfi pohybu zvifat, proto pfi volném ustijeni byvaji
zjiStovany niz8i koncentrace ketolatek neZz ve vaznych ustdjenich (Pechova a kol., 2009).
BHB je také substrat pro de novo syntézu mastnych kyselin v mlééné zlaze (Wylie et al.,

2008). Ketolatky jako produkty kyselé povahy pii dlouhodobé zvysené produkci zplisobuji
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ketoacidézu (Mayes, 1998). ZvySena koncentrace ketolatek je také patognomicka pro
primarni i1 sekundarni ketozu, které vznikaji pfi energetickém deficitu organismu, dale pfi
katabolickych procesech, a pfi riznych typech hepatopatii (Pechova a kol., 2009).

Vsechny tfi ketolatky se nachazi v mléku, krvi, moci a v téchto tekutinach mohou byt
také méfeny. Avsak acetoacetat je t€kavy a nestaly, jeho méfeni je relativné obtizné. Obvykle
se Vpolnich podminkdch ke stanoveni nepouzivda. BHB je nejstabilnéjSi a nejvice
zastoupenou ketolatkou v krvi. Vzhledem Kk diuralnim rytmim hladin BHB a jejich vztahu
k dobé¢ krmeni, by méli odbéry vzorku probihat zhruba ve stejnou denni dobu (LeBlanc,
2010).

Koncentrace ketolatek v krvi je povazovana za citlivéjsi indikator energetické bilance
nez koncentrace glukézy. Referenéni hodnoty pro BHB jsou do 0,8 mmol-I™* (Pechové a kol.,
2009). U dojnic v obdobi stani na sucho by hladina BHB v krvi neméla piesdhnout
0,6 mmol-I™*. U dojnic v laktaci je optimalni hladina BHB v krvi do 1,0 mmol-I*. Hladina
BHB odrazi rozsah mobilizace tukové tkan¢, jako energetického zdroje. Vyssi hladiny
signalizuji vy33i stupei NEB. Hodnoty v rozmezi 0,6-1,0 mmol-I"* naznaduji akceptovatelny
rozsah mobilizace. U dojnic s hodnotami BHB nad 1,0 mmol-I™ je zvy3ena pravdépodobnost
zdravotnich komplikaci ¢i snizeni uzitkovosti (Whitaker, 2004). Enjalbert et al. (2001),
uvadgji hranici BHB v krvi mezi zdravymi a nemocnymi (subklinické ketosa) 1,2 mmol-I™.
LeBlanc (2010) uvadi podobné hodnoty pro subklinickou ketosu a to 1,2-1,4 mmol-I™.

Snizena koncentrace ketolatek v krvi nema diagnosticky vyznam (Pechova a kol., 2009).

3.1.5 Glukoéza

Glukoza predstavuje transportni formu sacharidi. Glukoza je dalezitym zdrojem
energie pro vyzivu bunék, je prekurzorem pro tvorbu laktozy a fruktozy (Pechova a kol.,
2009). Vétsina tkani ma alespon minimalni potiebu glukézy. V nékterych piipadech, napi.
v mozku je tato potfeba podstatna, a v jinych napf. erytrocytech, je témét naprostd. Hlavni
metabolickou drahou pro utilizaci glukézy je glykolyza, probihajici v cytosolu vSech bunék.
Aerobni glykolyza (za pfistupu kysliku) vede k tvorbé acetyl-CoA a jeho nasledné oxidaci
v Krebsove cyklu. Klicovy vyznam glykolyzy spoc¢iva v tom, Ze je schopna poskytovat ATP 1
Vv nepfitomnosti kysliku a proto umoziuje kosternimu svalu vysokou vykonnost i v situaci,
kdy se aerobni oxidace stdva nedostatecnou (Mayes, 1998).

Vstup glukézy do bunék je zprostiedkovan glukézovymi transportéry (GLUT).
Existuje nékolik typt glukézovych transportéri (GLUT 1 az GLUT 5). GLUT 1 je ve vétsi

mife zastoupen v mozku, placenté, mlécné zlaze a erytrocytech, GLUT 2 v jatrech, ledvinach
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a slinivee biisni, GLUT 3 v mozku a placenté, GLUT 4 v tukové tkani, kosternim a srde¢nim
svaloviné, GLUT 5 v tenkém stievé. Z téchto péti je pouze GLUT 4 inzulin dependentni, coz
znamena, ze pro vstup glukézy do bunky je nutny inzulin (Hayirli, 2006).

Prezvykavci velkou cast potieby glukézy pokryvaji glukoneogenezi (Bell and
Bauman, 1997), u dospélych piezvykavei je to vice nez 90 % (Young, 1977).
Glukoneogeneze je proces, ktery zahrnuje vSechny metabolické drahy zodpovédné za
preménu necukernych slouc¢enin na glukoézu a nasledné glykogen (Mayes, 1998). Hlavnim
organem glukoneogeneze jsou jatra, v menSim rozsahu probiha také v ledvinach (Bell and
Bauman, 1997). Hlavnim energetickym zdrojem piezvykavci jsou tékavé mastné kyseliny.
Ty se tvofi ze sacharidi mikrobialni ¢innosti v bachoru. Pouze mensi ¢ast zivin prochazi
bachorem beze zmén a je travena v dalSich ¢astech traviciho traktu (Pechova a kol., 2009).
Proto je jen velmi malé¢ mnoZstvi glukdzy absorbovano v tenkém stievé (Bell and Bauman,
1997).

V metabolismu glukdzy, je primarni adaptaci na zahajeni laktace soucasny vzestup
jaterni glukoneogeneze a pokles oxidace glukozy periferni tkani. Velka ¢ast glukdzy v tomto
obdobi je absorbovana mlécnou Zlazou a vyuzita pro tvorbu mlé€ného cukru (laktozy)
(Overton and Waldron, 2004). Reynolds et al. (2003) zjistili, ze endogenni produkce glukozy
mezi 9. dnem pied porodem a 21. dnem po porodu vzrostla 0 267 % (naprosta vétSina této
endogenni glukézy pochazela z jaterni glukoneogeneze). Hlavnimi substraty pro jaterni
glukoneogenezi jsou kyselina propionova (z bachorové fermentace), kyselina mlécna
(z Coriho cyklu), aminokyseliny (z katabolismu proteint) a glycerol (z lipolyzy tukové
tkan€). Tyto substraty se na tvorbé glukdzy v jatrech v tranzitnim obdobi dojnic podili takto:
kyselina propionova 50-60 %, aminokyseliny 20-30 %, kyselina mlé¢na 15-20 %, glycerol
2-4 % (Reynolds et al., 2003).

Hladinu glukézy lze stanovit z krve, séra i plazmy. S ohledem na energetickou bilanci
se zda byt nejvhodnéjsi plasma. Glukozu v krvi zainaji po odbéru rozkladat glykolytické
enzymy. Je tedy nutné, aby analyza byla provedena co nejdiive po odbéru ¢i aby zkumavky
pro odbér krve obsahovaly antiglykolytika (napft. fluorid sodny) (Whitaker, 2004).

Koncentrace gluk6zy v krvi je ukazatelem schopnosti dojnic dosdhnout rovnovahy
mezi Urovni produkce, pfijmem energie a mirou tukové mobilizace. Ke sniZeni koncentrace
gluk6zy dochéazi pii nedostatku pohotové energie v krmné déavce, pfi nedostatku energie
vzhledem Kk dusikatym latkam v krmné davce, pii nizké tvorbé kyseliny propionové
V bachoru, pfi ketdézach a pii t€Zkém naruSeni funkce jater. ZvySeni koncentrace glukozy

Vv krvi krav je pomérné vzacné a dochazi k nému predevsim pfi stresu zvirat nebo v souvislosti
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s aplikaci nékterych 1é¢iv. Referencni rozmezi koncentrace glukézy v krvi skotu je
2,5-4,16 mmol-I* (Kova¢ a Podmanicky, 2001); 1,8-3,8 mmol-I* (Tlu¢hot, 2003); 2,5-4,1
mmol-I* (Doubek a kol., 2007); 3,0-4,0 mmol-I* (Pechova a kol., 2009). Koncentrace
glukozy v krvi, je pod pfisnou homeostatickou kontrolou, proto ackoli glukéza hraje dilezitou
roli v energetickém metabolismu, neni pfili§ vhodnym analytem pro monitorovani a
vySetfovani problémi stada (LeBlanc, 2010).

Plasmaticka hladina glukozy se snizuje v obdobi okolo porodu a drzi se na nizsich
koncentracich prvni tyden po porodu (Stengédrde, 2010). Block et al. (2001) namétili
(glukosaoxidazovym testem) u holstynskych dojnic v tranzitnim obdobi tyto hladiny glukézy:
4 tydny ante partum (a.p.) 3,05 mmol-I" (v originale 55 mg-dl™"), 1 tyden a.p. 3,05 mmol-I"*
(55 mg-dI'™"), 1 tyden post partum (p.p.) 2,77 mmol-I™* (50 mg-dI'"), 3 tyden p.p. 2,61 mmol-I*
(47 mg-dI™), 8 tyden p.p. 3,05 mmol-I" (55 mg-dI™).

3.2 Tranzitni obdobi dojnic

Tranzitni (pfechodné) nebo také peripartalni obdobi se u dojnic povazuje za
nejkritictéj§i z pohledu vyskytu zdravotnich poruch, ale také z pohledu produkce a
uzitkovosti. Casové ohraniGeni tohoto vyznamného obdobi je podle riiznych autorti odli$né.
Predstavuje konecnou fazi gravidity a zacatek laktace, zpravidla tfi tydny pied porodem a tfi
tydny po porodu (Kovac a kol., 2011; Drackley, 1999). Nordlund (2010) toto obdobi
vymezuje od ukonceni pfedchozi laktace do 40. dne po porodu. Déle uvadi, ze vice nez 80 %
nemoci dojnic je spojeno pravé s touto fazi reprodukéniho cyklu. Onemocnéni vazané na
tranzitni obdobi lze shrnout, a to na zaklad¢ Casové souslednosti a vzajemné provazanosti
jejich vzniku, dopadl na organismus dojnice a na moznosti prevence, pod pojem ,,syndrom
peripartalni krize dojnic*. Jeho patognomickym faktorem je kombinovand environmentalni,
energetickd, vapnikova, bachorova a imunitni stresova reakce. Ta se rozviji v organismu
vysokoprodukéni dojnice, které nebyly zajiStény vSechny potiebné piedpoklady. Chovatelé
znaji projevy uvedeného syndromu. Jedna se o znamé problémy s obéznimi zvifaty pied
porodem a jejich hubnutim po porodu, s vysokym vyskytem zadrzeni Iizka, s metritidami,
mastitidami, kulhavosti, s omezenym pfijmem potravy a Spatnym ,,nasazovanim®. Typickymi
projevy tohoto syndromu jsou i ulehnuti, ketéza, ztu¢néni jater a dislokace slezu (Skiivanek,
2010). Velké mnozstvi téchto chorob je spojeno s nastupem laktace a nedostatecnou adaptaci

organismu na tyto zmény. Je to situace, kdy jsou regula¢ni mechanizmy organismu
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nedostatecné a to vede k vétSimu riziku trévicich, metabolicky ¢i infekénich chorob

(Ingvartsen, 2006).

3.2.1 Negativni energeticka bilance

Po porodu se kazda dojnice ocitd pred nahlym a pro organismus ne¢ekanym zvySenim
energetickych narokd (Slavik a kol., 2010). V obdobi pozdni biezosti je tento narast
birezosti (250. den biezosti, hmotnost plodu 35 kg) je u holStynského skotu 2,3 Mcal (9,6 MJ)
NEL (netto energie laktace) na den. Plod ke svému ristu vyuziva predevSim glukoézu a
aminokyseliny. Glukéza pokryva asi 3540 % a aminokyseliny asi 55 % energetickych
pozadavka. Zbyvajicich 5-10 % kryje ptevazné kyselina octova. S nastupem laktace roste
potieba zivin velmi dramaticky. Dojnice s dojivosti 50 kg mléka za den vylouci denné zhruba
2 kg mlé¢ného tuku, 1,6 kg mlécnych bilkovin, 2,5 kg laktozy, 65 g vapniku, 50 g fosforu a
asi 8 g hotciku. VSechny tyto vyloucené latky pochopitelné navysuji potiebu energie, bilkovin
a minerall (Ingvartsen, 2006). PfiCinou vzniku energetického deficitu je to, ze v poporodnim
obdobi, kdy dojnice potiebuje takto velké mnozstvi energie pro produkci mléka, neni schopna
piijmout dostatecné mnozstvi krmiva. Vrchol dojivosti je za 4—7 tydnd po porodu, zatimco
vrchol spontanniho pfijmu krmiva, je za 810 tydnd po porodu. Dochazi proto k mobilizaci
télesnych rezerv a hubnuti zvitat (Pechova, 2009). Cim jsou Gibytky hmotnosti vy§i, tim horsi
jsou nasledky na zdravotnim stavu. Fyziologicky je pokles maximalné 5 % zivé hmotnosti
dojnice, tj. asi 30 kg. Ubytek 1 kg hmotnosti dojnice poskytuje energii asi na 3,5 kg mléka
(Suchy a kol., 2009).

Negativni energetickd bilance (NEB) muze zacit jiz n€kolik dnii pifed porodem,
protoze piijem krmiva v poslednich dnech gravidity a v den porodu je velmi nizky zvlasté
ujalovic. Negativni energetickd bilance pietrvava nékolik tydnli po porodu, pfiCemz
nejvyraznéjsi byva v prvnim a druhém tydnu laktace. Zalezi na kondici kravy pted porodem a
na jeji schopnosti zvySovat ptfijem suSiny krmné davky v poporodnim obdobi a na vysi
produkce kolostra a mléka (Illek a Kudrna, 2010).

Moznosti jak branit vzniku NEB u vysokoprodukénich dojnic, jsou znamé, ale v praxi
se nedafi védecké poznatky vzdy realizovat. Zakladnim ptedpokladem je zabezpeCeni
optimalnich fermentacnich pochodii v ptedzaludku, vysoka tvorba tékavych mastnych kyselin
a mikrobidlniho proteinu i optimdlni traveni a resorpce Zivin ve stfev€. To vyzaduje
vyrovnanou krmnou davku s optimalnim zastoupenim potiebnych zivin, hygienickou

nezévadnost, vhodnou strukturu a chutnost krmné davky. Vysoka koncentrace Zivin v krmné
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déavce zalozena na sacharidovych krmivech je velmi rizikova, protoze je pti¢inou akutni nebo
chronické acidozy bachorového obsahu. Osvéd¢enou metodou, jak zvysit koncentraci energie
v krmné dévce a tim 1 omezit vznik NEB, je zafazeni tuku a nékterych glukogennich latek,
jako je propionat vapenaty, propylenglykol, laktéza a glycerol do krmné davky. Zarazeni
upravenych tukti do krmné davky snizuje stav NEB a ztoho divodu se dfive obnovuje
ovaridlni ¢innost a nastup ovulace i fije. Je prokazano, ze kravy s vys$im piijmem tuku maji
vys$$i koncentraci cholesterolu a progesteronu v krvi a niz§i embryonalni mortalitu (Illek a
Kudrna, 2010).

Mezi novéjsi metody (ne vSak dostatecné ovéfen¢) omezeni NEB patii zkracovani
doby stani na sucho. V pokusu Watterse et al. (2008), kdy byla doba stani na sucho u pokusné
skupiny dojnic zkracena z 55 na 34 dni, byla negativni energeticka bilance po porodu
(hodnocena podle koncentrace NEMK v plasm¢) méné vyrazna nez u kontrolni skupiny

dojnic (doba stani na sucho 55 dni).

3.2.2 Zmény metabolismu

Ptferozdélovani Zzivin mezi télni tkané organismu zahrnuje dva typy regulace
homeostazu a homeorhézu. Homeostatickd kontrola zahrnuje procesy, které udrzuji stalé
vnitini prosttedi ve fyziologickém rozmezi (napt. stala teplota, pH, koncentrace iontl).
V oblasti metabolismu se homeostaza uplatiiuje napiiklad v usmérfiovani Zivin pii a po jejich
absorpci. Typickym piikladem je pfijem potravy a poté vzestup metaboliti v Krvi. Ten je
nasledovan vzestupem poméru inzulinu ke glukagonu. Vysledkem jsou anabolické procesy
jako glykogeneze a lipogeneze (Bauman and Currie, 1980). Homeorhéza je druhy typ
kontroly pferozdélovani zivin. Bauman and Curric (1980) popsaly homeorhézu jako
organizaci zmén podporujici organismus dle aktualnich potteb tj. usmériiovani Zivin pro
jednotlivé tkan€ v organismu podle jejich momentélnich fyziologickych priorit. Tyto adaptace
jsou obvykle zahajeny ke konci bfezosti a zesiluji v dobé porodu nebo kratce po porodu.
Probihaji v mnoha tkanich, nejlépe jsou vSak popsany v tukové tkdni a jatrech (Bell, 1995).
Primarni homeorhetickou adaptaci gluk6zového metabolismu na zahajeni laktace je vzestup
jaterni glukoneogeneze a pokles oxidace glukdzy periferni tkani. VétSina glukdzy v tomto
obdobi je vyuzivana mlécnou zlazou pro tvorbu laktézy. Primarni homeorhetickou adaptaci
lipidového metabolismu na zahdjeni laktace je mobilizace tukovych zasob organismu na
pokryti zvySenych energetickych pozadavkl organismu. Tukové zasoby se do krevniho obéhu

uvolnuji ve form& NEMK (Overton and Waldron, 2004).
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Porod je spojen se sérii zmén, které se snazi synchronizovat metabolické a endokrinni

pochody. Tyto zmény jsou zahajeny béhem poslednich tii tydnt biezosti a pokracuji po prvni

Ctyfi tydny laktace (Bauman and Currie, 1980). Hlavni roli v regulaci metabolické adaptace

Vv tranzitnim obdobi hraje endokrinni systém, na regulaci se také podili nervovy a imunitni

systém (Ingvartsen, 2006). Hormony jako tzv. endokrinni mediatory jsou mj. nepostradatelné

v rozdojovacim obdobi dojnice pii fizeni (regulaci) pribéhu procest adaptace jejiho

organismu k nastupujici negativni energetické bilanci (Sk#ivanek, 2001).

Ptehled nejdiilezitéjSich biologickych procesii a metabolickych zmén spojenych se

zahajenim laktace pfezvykavcu je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2. Nejdalezitéjsi biologické procesy a metabolické zmény

laktace u piezvykavcl

spojené se zahajenim

Fyziologicka funkce

Metabolicka zména

Tkan

Syntéza mléka

1 synteticka kapacita
1 pratok krve

1 absorpce a vyuziti zivin

MIlécéna zlaza
MIlécéna zlaza

MIlécéna zlaza

Metabolismus lipidt

| de novo syntéza tuku
| absorpce mastnych kyselin
| esterifikace mastnych kyselin

1 lipolyza

1 vyuziti lipidt jako zdroje energie

Tukova tkan
Tukova tkan
Tukova tkan
Tukova tkan

Periferni tkan

Metabolismus glukozy

1 velikost jater
1 pritok krve

1 glukoneogeneze

Jatra
Jatra
Jatra

| vyuziti glukdzy Periferni tkan
Metabolismus proteintl Tmobilizace proteint Svalova tkan
Metabolismus minerald 1 absorpce Streva
1 mobilizace Kosti
Piijem 1 vyuziti zivin CNS
Traveni 1 hypertrofie traviciho traktu Travici trakt
1 kapacita pro absorpci Zivin Travici trakt
1 metabolicka aktivita Travici trakt
Krevni ob¢h 1 prutok krve Srdce
1 prutok krve Travici trakt

1 vzrust; | pokles

(Bauman and Currie, 1980; Ingvartsen, 2006)
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3.2.3 Hormonalni zmény

Block et al. (2001) sledovali zmény plasmatické koncentrace leptinu, inzulinu, IGF-I a
nékterych metabolitd u dojnic v prib&hu tranzitniho obdobi. Do pokusu bylo zahrnuto 8
dojnic v obdobi 35 dni pfed az 56 dni po porodu (-35 az +56). Dojnice byly krmeny ad
libitum smésnou krmnou davkou. Slozeni krmné davky se ménilo v zavislosti na potiebach
zvitat béhem biezosti a laktace. Kravy byly dojeny tfi krat denné (9:00, 16:00, 23:00 hod.).
Vzorky krve byly odebirany z vena coccygea, vzdy pied krmenim, tfikrat tydné mezi dny -28
az -9, denn€ mezi dny -9 az +7, poté odbéry variovaly. Byly stanoveny koncentrace glukozy
(glukoso oxidazovd metoda), NEMK (acyl-CoA syntetdzo oxiddzova metoda), leptin
(,,double-antibody bovine*“ RIA), inzulin (RIA), IGF-I (RIA). Plasmatickd koncentrace
leptinu se béhem biezosti ptili§ neménila. Zacala mirné klesat aZz t€sné pied porodem. Béhem
laktace leptinémie klesla zhruba na 50 % ptfedporodnich hodnot. Pies postupné zlepSovani
energetické bilance dojnic od tfetiho tydne laktace zlstavaly koncentrace leptinu na nizsi

urovni jesté v 8. tydnu laktace (Tab. 3) (Block et al., 2001).

Tabulka 3. Zmény plasmatickych koncentraci metabolitti a hormont v tranzitnim obdobi

Tyden pied a po porodu
Latka -4 -1 1 3 8
NEMK (uM) 107 121 546 293 144
Glukoza (mg-dI™) | 55 55 50 47 55
Leptin (ng-ml™) | 5,8 5,5 3,0 3,2 2,9
Inzulin (ng-mlI™) [0,8 0,7 0,3 0,5 0,8
IGF-1 (ng-ml™) | 124 77 40 36 40

(Block et al., 2001)

Liefers at al. (2003) sledovali vztah plasmatické koncentrace leptinu k energetické
bilanci, mlééné uzitkovosti, pfijmu krmiva, Zivé hmotnosti a nastupu ftije. V pokusu bylo
sledovano 304 prvotelek holstynského skotu v obdobi 4 tydny pied porodem az 15 tydnl po
porodu. V tomto obdobi byly odebirany vzorky krve (14 denni interval, pravidelny ¢as pied
krmenim) a méfen piijem suSiny, mnozstvi nadojené¢ho mléka a Zivd hmotnost zvirat.
Koncentrace leptinu, stanovené metodou RIA, byly vysoké v zavérecné fazi biezosti a zacaly

Cwwvr

porodu koncentrace opét mirn€ stouply, avSak niZ§i hladiny nez pfed porodem pietrvavaly
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jesteé 70. den po porodu. Hladiny leptinu nebyly ovlivnény vékem dojnice pfii oteleni. Kravy,
které béhem laktace piijimaly 17 kg suSiny na den, méli prokazatelné (p < 0,05) nizsi
hmotnosti po porodu (488 kg) méli nizsi koncentrace leptinu nez kravy s vy$si hmotnosti (572
kg). Koncentrace leptinu byla ovlivnéna také mnozstvim nadojeného mléka. Kdy kravy
s nadojem 36 kg za den méli nizsi koncentrace leptinu (p < 0,05) nez kravy s nadojem 27 kg
za den, tento rozdil byl vSak statisticky vyznamny az od 25. dne laktace. Dale koncentrace
leptinu byla ovlivnéna energetickou bilanci. Kravy s primérnou energetickou bilanci po
porodu -14 MlJ/den méli v laktaci nizSi koncentrace leptinu nez kravy s priamérnou
energetickou bilanci +9 MJ/den. Pfed porodem nebyl statisticky vyznamny rozdil mezi
koncentracemi leptinu v téchto skupinach (Liefers at al., 2003).

Soliman et al. (2002) sledovali zmény sérové hladiny leptinu v tranzitnim obdobi u 22
holstynskych dojnic. Vzorky odebiraly v obdobi 7 tydnt, toto obdobi zahrnovalo i porod.
Sérova hladina leptinu byla méfena metodu ,,multi-species leptin“ RIA. Primérné hladiny
leptinu se pohybovali v rozmezi 5,9-9,2 ng-ml™. U jednotlivych dojnic hladiny leptinu mirng
kolisaly jak v pfedporodnim tak poporodnim obdobi, avSak toto kolisdni nevykazovalo
jednoznac¢ny trend. Mezi sérovymi hladinami leptinu v piedporodnim a poporodnim obdobi
nebyl statisticky vyznamny rozdil (Soliman et al, 2002).

Kadokawa et al. (2000) v pokusu s20 vysokouzitkovymi dojnicemi holStynského
plemene méfili (,recombinant bovine leptin“ RIA) plasmatické koncentrace leptinu
V tranzitnim obdobi. Primérné koncentrace leptinu v obdobi 14 dnl pied porodem byly
1,81 + 0,31 ng-ml™, v poporodnim piedovulaénim obdobi 1,32 + 0,21 ng-ml™, v poporodnim
poovulaénim obdobi 1,61 + 0,24 ng-ml™. Rozdily mezi hladinami leptinu v t&chto tfech
obdobich byly statisticky vyznamné (p < 0,01). Pramérny interval od porodu do prvni ovulace
byl 25,9 + 2,0 dny. Nejniz§i pramérné koncentrace (0,74 + 0,17 ng-ml™) byly namdfeny
priblizné 10 dnt po porodu (10,1 + 2,2 dne) (Kadokawa et al., 2000).

Falkenberg et al. (2008) porovnavali sérové hladiny IGF-I ve tfech skupinach dojnic
po porodu a jejich vztah k reprodukénim funkcim. V pokusu bylo zahrnuto 417 holstynskych
dojnic na 2 az 7 laktaci. Vzorky krve byly odebirany 1., 4., 10., 20. a 40. den po porodu ve
stejny Cas po rannim dojeni. Sérové koncentrace IGF-I byly stanoveny chemiluminiscenéni
imunoanalyzou. Dojnice byly rozdéleny do tii skupin podle zabiezavani, zabfezlé po prvni
inseminaci (33,0 %), po druhé a vys$i inseminaci (46,3 %) a nezabiezlé do 200. dne po
porodu (20,7 %). Ve vsech tiech skupinach sérové hladiny IGF-I stoupaly od porodu do 4.
dne po porodu. Od 4. do 10. dne po porodu klesaly a od 10. do 40. dne stoupaly kontinualné.
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Primé&rné hodnoty sérové hladiny IGF-I kolisaly mezi 57,0 + 18,9 ng-ml™ (1. den po porodu)
a 74,0 + 19,9 ng-ml™ (40. den po porodu). Podle autori ma predpovéd’ usp&$nosti reprodukce
podle hladiny IGF-I poporodnim obdobi pouze omezené vyuziti (Falkenberg et al., 2008).

Leon et al. (2004) sledovali vztah mezi plazmatickymi koncentracemi leptinu, IGF-I,
inzulinu a zménami télesné kondice u jalovic. 19 k¥izenek plemen zebu a $vycarského
hnédého skotu s télesnou kondici (BCS) 2,6 £ 0,11 (na 9 bodové skéle), bylo krmeno davkou
na urovni 60 % jejich potfeby (obdobi snizovani BCS) a poté plnohodnotnou krmnou davkou
(obdobi zvySovani BCS). Vzorky krve byly, odebirany dvakrat tydné pred rannim krmenim.
Koncentrace leptinu a inzulinu byly méfeny metodou RIA, koncentrace IGF-I1 metodou IRMA
(sendvicova radioimunoanalyza). Béhem poklesu BCS, klesala 1 hladina leptinu (BCS 3 =
1,53 + 0,05 ng'ml™, BCS 2 = 1,17 + 0,04 ng'ml™, BCS 1 = 0,69 + 0,09 ng-ml™). Pfi ristu
hmotnosti se hladina leptinu zvySovala s kazdym postupnym nartistem BCS (BCS 1 = 0,69 +
0,41 ng-ml™ a7z BCS 6 = 8,22 + 0,13 ng-ml™). S poklesem BCS klesala koncentrace IGF-I a
pii zvySovani BCS stoupala také koncentrace IGF-I az do BCS 4. Poté, i ptes zvySovani BCS,
uZ hladina IGF-I nevzriistala. Na rozdil od leptinu a IGF-I, hladina inzulinu béhem restrikce
neklesala. Na zacatku zvySeni dotace zivin (BCS 1) hladina inzulinu prudce vzrostla. Pii
dalSim zvySovani télesné kondice mezi BCS 2 a BCS 3 byli hladiny inzulinu vyrovnané, ale
nizs$i nez pii BCS 1. Mezi BCS 4 a BCS 6 hladina inzulinu opét vzrustala. Pii zvySovani
télesné kondice hladina leptinu pozitivné korelovala s hladinou IGF-I (r = 0,36; p < 0,01) a
s hladinou inzulinu (r = 0,18; p < 0,01). V tomto obdobi také pozitivné korelovala hladina
inzulinu a IGF-I (r = 0,60; p < 0,01). Pfi krmné restrikci hladina leptinu pozitivné korelovala
pouze s hladinou IGF-I (r = 0,34; p < 0,01). V tomto obdobi naopak nebyla nalezena
statisticky vyznamna korelace mezi hladinou inzulinu a IGF-1 (r = 0,07), inzulinu a leptinu
(r =-0,05) (Leon et al., 2004).

Accorsi et al. (2005) stanovovali u dojnic hladiny leptinu, inzulinu a vybranych
metabolickych parametri v tranzitnim obdobi dojnic. Do pokusu bylo zahrnuto 23
vysokouzitkovych dojnic italsko-friského skotu. Dojnice byly na 2,25 + 0,11 laktaci,
Vv priméru nadojily 11785,68 = 1612,63 kg mléka za laktaci. Vzorky byly odebrany 30. a 5.
den pted ofekavanym porodem, 10. a 30. den po porodu, a poté kazdych 30 dni az do 9.
mésice laktace. Leptin byl stanoven ,,multispecies” RIA, inzulin komer¢ni sadou (Diagnostic

Product Corp.). Plazmatické hladiny leptinu i inzulinu zacaly klesat jiz 30. den pfed porodem.

v v

v v
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vytrvale rostla az do 30. dne po porodu kdy dosahovala podobnych hodnot jako 30 dnti pted
porodem. Nejvyssich hodnot dosahovaly 4. az 6. mésic laktace. Hladiny leptinu pozitivné
korelovaly s hladinami inzulinu (r = 0,32; p < 0,03), s teplotou prosttedi (r = 0,77; p < 0,05) a
také se svételnou délkou dne (r = 0,58; p < 0,05). Negativné korelovaly s hladinami NEMK
(r = -0,37; p < 0,01). Nejvyraznéjsi NEB byla zaznamenana 10. den po porodu. V tomto
(Accrosi et al., 2005).

Konigsson et al. (2008) sledovali vztah energetické bilance, plazmatickych hladin
leptinu, NEMK a IGF-I v tranzitnim obdobi k znovuobnoveni ovarialni aktivity po porodu.
Pokus byl proveden na 12 prvotelkach §védského Cervenobilého skotu. Ro¢ni dojivost byla
okolo 9000 kg mléka na dojnici. Energeticka bilance byla odhadovana na zakladé¢ méteni
hmotnosti, pfijmu suSiny (piijmu energie) a produkce mléka (jednotlivych slozek). Vzorky
byly odebirany jednou tydné v obdobi tyden pied porodem az 7. tyden po porodu. Ke
stanoveni leptinu byla vyuzita ,,multispecies* RIA, ke stanoveni IGF-I modifikovana RIA a
ke stanoveni NEMK enzymaticko-kolorimetricka metoda. Reprodukéni funkce byly
hodnoceny na zakladé sonografického vysetfeni a mnozstvi progesteronu v Krvi. Dojnice byly
rozdéleny do skupin podle ovarialni aktivity Vv prvnich 7 tydnech laktace. Skupina A
S ovarialni aktivitou a skupina B bez ovaridlni aktivity. Nejvyraznéjsi NEB byla u obou
skupin v prabéhu prvniho tydne po porodu. Negativni energeticka bilance byla vyraznéjsi ve
skupiné B, avSak trvala pouze do tietiho tydne po porodu, zatimco u skupiny A byla méné
vyrazna, ale pietrvala déle (Ctvrty tyden po porodu). Koncentrace leptinu, IGF-1 a NEMK

Vv prub¢hu tranzitniho obdobi, jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4. Plasmatické koncentrace leptinu, IGF-1 a NEMK v tranzitnim obdobi

Tyden pred a po porodu

Latka Skupina | -1 1 2 3 4 5 6 7

Leptin (ng-mIY) 35 |32 |34 |36 |34 |33 |34 |34

3,3 3,5 4,4 4,2 4,4 4,3 3,8 3,8

IGF-T (ng-ml') 128 |86 |66 |94 |69 |90 |86 |86

106 | 37 19 56 42 52 57 52

NEMK (mEq-1™) 155 | 299 | 255 244 |214 |236 |144 |134

@ > W > W >

119 328 |319 |138 |142 |134 |160 | 130

(Konigsson et al., 2008)
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Rozdily v hladinach leptinu nebyly statisticky vyznamné ani mezi skupinami ani
V jednotlivych skupinach v pribéhu tranzitniho obdobi. Plasmatické hladiny IGF-I byly nizsi
ve skuping bez ovarialni aktivity (B) a to v pribéhu celého sledovaného obdobi. Avsak pouze
druhy a treti tyden po porodu byly tyto rozdily statisticky vyznamné. Hladiny NEMK byly
U obou skupin nejvyssi prvni tyden po porodu, ve skupiné B byly v tomto obdobi naméteny

vys$si hodnoty nez ve skupiné A (Konigsson et al., 2008).
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4 Material a metodika

4.1 Zvirata

Experiment byl proveden ve spolupraci s Vyzkumnym tstavem zivoci§né vyroby, v. V.
I. Praha Uhfinéves a probihal v obdobi ¢ervenec 2010 az tinor 2011. Do experimentu bylo
postupné zatazeno 15 dojnic holstynského a ¢eského strakatého skotu. VSechny dojnice byly
na 2. a vys$i laktaci. V dob¢ zarazeni do experimentu netrpéla zvifata zadnou zjevnou
zdravotni komplikaci. Zvitata byla ustdjena volng, byla dojena dvakrat denné (s intervalem
mezi dojenimi 12 hodin). Krmivo bylo podavano ad libitum. V priabéhu pokusu byly dojnice
krmeny tfemi druhy komplexnich smésnych krmnych davek (TMR 1, TMR 2 a TMR 3) podle
faze reprodukéniho cyklu. TMR 1 byla podavana od zacatku stani na sucho (od 60. dne pted
porodem). TMR 2 byla podavana od 21. dne pfed porodem. Po oteleni byla podavana TMR 3
(Tab. 5). V krmnych davkach byla zastoupena tato krmiva: kukufi¢na silaz, vojtéskova silaz,
kukufice LKS, Cerstvé pivovarské mlato, luskovino-obilnd smés, vojtéskové seno, lu¢ni seno,
doplitkova smés jadrnych krmiv, sldma a premixy. Zivinové sloZeni jednotlivych krmnych

davek je uvedeno v tabulce 5.

4.2 Design experimentu

Uroveti energetického stavu jednotlivych dojnic v tranzitnim obdobi byla sledovana
pomoci laboratorni analyzy hormont (leptin, inzulin) a metabolitd (NEMK, BHB, gluk6za)
Vv krevnim séru a plazmé. Sérum a plazma byly odebirdny v 11 riznych dnech v pribéhu
tranzitniho obdobi a to 60. den pfed porodem az 100. den po porodu (-60, -25, -7, +3, +10,
+25, +40, +55, +70, +85, +100). U jednotlivych parametrii byly sledovany a porovnavany
zmény v pramérnych hladinach ve sledovanych dnech. Také byly porovnavany zmény hladin
jednotlivych parametrti v pfedporodnim a poporodnim obdobi. Do pfedporodniho obdobi byly
zahrnuty vSechny namétené hodnoty za dny -25 a -7. Do poporodniho obdobi byly zahrnuty
vSechny naméfené hodnoty za dny +3, +10 a +25. Dale byly zji§tovany korela¢ni vztahy mezi

hormony a metabolity a mezi leptinem a inzulinem.
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Tabulka 5. Zastoupeni zivin a minerald v jednotlivych krmnych davkach, a obdobi podavani

krmnych davek
Krmna davka
TMR 1 TMR 2 TMR 3

KD podavana (den od porodu) -60 az -22 21 az 0 +1 az + 100
Susina (g/1 kg KD) 434,0 484,6 499,0
Dusikaté latky (g/1 kg KD) 60,0 84,7 87,9
NEL (MJ/1 kg KD) 2,4 3,0 33
Tuk (g/1 kg KD) 8,0 16,1 23,0
Skrob (g/1 kg KD) 23,5 82,8 93,3
ADF (g/1 kg KD) 153,7 124,1 1149
NDF (g/1 kg KD) 211,2 192,5 186,1
Ca (g/1 kg KD) 55 4,8 57
P (9/1 kg KD) 1,2 1,8 2,0
Mg (g/1 kg KD) 1,2 1,5 1,7
Na (g/1 kg KD) 0,7 1,2 1,3
K (9/1 kg KD) 7,0 6,7 6,9

KD - Krmna davka; NEL - netto energie laktace; ADF - acidodetergentni vlaknina; NDF -
neutralné detergentni vlaknina

4.3 Vzorky

Sérum — Krev uréena ke zpracovani na sérum byla odebirdna z vena coccygea do
odbérové zkumavky HEMOS. Poté byla ve stojadku pfevezena na Katedru veterinarnich
disciplin (KVD) Ceské zemddélské univerzity v Praze, zde byla ponechina 60 minut
Vv termostatu pii 38 °C. Poté byla sraZzend krev centrifugovana pii 2700 otackach po dobu
10 minut, v piipadé gelové zatky v séru byl postup opakovan. Pasteurovou pipetou bylo
sérum rozdéleno do 3—4 mikrozkumavek typu Eppendorf (EPPI), a dano zmrazit do -20 °C,
2. den ptelozeno do hlubokomraziciho boxu (-70 °C).

Plazma — Krev uréena pro zpracovani na plazmu byla také odebirana z vena coccygea
do zkumavky HEMOS. Poté byly odlity cca 2 ml do 1 mikrozkumavky EPPI s heparinem
(protisrazlivé ¢inidlo). Déle byla krev centrifugovdna (miniodstfedivka) 10 minut pii 2700
otackach. Poté byla plazma rozdélena Pasteurovou pipetou do né€kolika mikrozkumavek EPPI
a tyto byly ulozeny do ledové tfisté a prevezeny na KVD. Zde byly mikrozkumavky ulozeny
do mrazaku (-20 °C), druhy den podobné jako u séra, byly pielozeny do hlubokomraziciho
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boxu (-70 °C). Po ukonceni odbéru vsech vzorkd (unor 2011) byla provedena laboratorni

analyza.

4.4 Laboratorni analyza

Jednotlivé analyzy byly provadény v laboratofich KVD Ceské zemédélské univerzity
v Praze. Hladiny leptinu byly stanoveny enzymatickou imunoanalyzou (ELISA) za pouziti
ELISA kitu pro bovinni leptin od firmy Uscn Life Science, Inc. Analyza hladin inzulinu byla
provedena obdobné s vyuzitim ELISA kitu pro bovinni inzulin od firmy Mercodia, Uppsala,
Sweden. Hladiny NEMK byly analyzovany kolorimetrickou metodou a BHB enzymaticko-
-kinetickou metodou pomoci analytickych souprav RANDOX NEFA a RANDOX RANBUT
od firmy RANDOX Laboratories Ltd., UK. Hladiny glukézy byly analyzovany pomoci
analytickych souprav GLU L 500 S od firmy PLIVA — Lachema diagnostika s.r.0. na principu

enzymatického fotometrického stanoveni.

4.5 Statisticka analyza

Statistické  hodnoceni  ziskanych vysledki bylo provedeno v programech
STATISTICA verze 10 (StatSoft, Inc. 1984 — 2011) a Microsoft Office Excel verze 2007.
U kazdého sledovaného dne byly stanoveny prumérné hodnoty a smérodatné odchylky
vybranych metabolith a hormoni. Pfi analyze vyznamnosti rozdild priméri mezi
sledovanymi dny byl pouzit Kruskaliv-Wallisiv neparametricky test. V piipade, ze byly
rozdily v primérnych hladinach latek mezi jednotlivymi dny statisticky vyznamné, byl pro
podrobnéjsi vyhodnoceni vyuzit Neményiho post-hoc test. Pro porovnani vyznamnosti rozdilt
mezi predporodnim a poporodnim obdobim byl pouzit Wilcoxonlv test (neparametricky
parovy t-test). Korelatni vztahy mezi hladinami sledovanych ukazateli, byly hodnoceny
vypocitanim Spearmanova korelacniho koeficientu (r5) a stanovenim vyznamnosti korelace.

U vSech statistickych méfeni byla zvolena hladina vyznamnosti a = 0,05.
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5 Vysledky

Leptin

Nejvyssi pramérna hladina leptinu byla zjisténa 60 dnt pted porodem (-60) a to
0,39 ng'ml* a 55 dnt po porodu (+55) 0,41 ng-ml* (Tab. 6, Graf 1). Rozdily mezi
primérnymi hladinami leptinu ve sledovanych dnech v pribéhu tranzitniho obdobi, stejné
jako rozdily mezi koncentracemi leptinu v pifedporodnim (-25 a -7) a poporodnim obdobi (+3,
+10 a +25), nebyly statisticky vyznamné (Tab. 7). Korelace mezi leptinem a ostatnimi
sledovanymi parametry (inzulin, NEMK, BHB, gluké6za) v pribéhu tranzitniho obdobi nebyly
statisticky vyznamné (Tab. 8).

Inzulin

Nejvyssi primérnd hladina inzulinu byla zjisténa 25 dnd pfed porodem (-25) a to
1,28 pg-I" a nejnizsi pak 10 dnd po porodu (+10) 0,37 ug-1™. Ve viech sledovanych dnech
pred porodem byly primérné hladiny inzulinu vy$si nez 0,80 pg-l", naopak ve viech
sledovanych dnech po porodu byly praimérné hladiny inzulinu niZ3i a to od 0,37 do 0,74 pg-I*
(Tab. 6, Graf 2). 25. den pted porodem (-25) byly hladiny inzulinu statisticky vyznamné vyssi
nez 3. az 70. den po porodu (+3, +10, +25, +40 a +70) (Tab. 6). V ptedporodnim obdobi (-25
a -7) byly hladiny inzulinu statisticky vyznamné vy$$i nez v poporodnim obdobi (+3, +10 a
+25) (Tab. 7). V prubéhu tranzitniho obdobi hladiny inzulinu pozitivné korelovaly
s hladinami glukozy (rs = 0,21; p < 0,05) a negativné s hladinami NEMK (rs = -0,27; p < 0,05)
(Tab. 8).

Neesterifikované mastné kyseliny (NEMK)

Nejvyssi primérnd hladina NEMK byla zjisténa 10 dnli po porodu (+10) a to
0,28 mmol-I™* a 100 dnii po porodu (+100) 0,29 mmol-I™ (Tab. 6, Graf 3). T¥i dny po porodu
(+3) byly hladiny NEMK statisticky vyznamné vyssi nez 40., 55., 70., 85., a 100. den po
porodu. 10. den po porodu (+10) byly hladiny NEMK statisticky vyznamné vys$i nez 85. a
100. den po porodu (Tab 6). V piedporodnim obdobi (-25 a -7) byly hladiny NEMK
statisticky vyznamné niz§i nez v obdobi poporodnim (+3, +10 a +25) (Tab. 7). V prib&hu
tranzitniho obdobi hladiny NEMK negativné korelovali s hladinami inzulinu (rs = -0,27; p <
0,05) (Tab. 8).
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B-hydroxybutyrat (BHB)

Nejvyssi praimérna hladina BHB byla zjisténa 60 dnt pied porodem (-60) a to
1,16 mmol-I", nejnizsi pak 85 dnd po porodu (+85) 0,49 mmol-I™* (Tab. 6, Graf 4). 60. den
pred porodem (-60) byly hladiny BHB statisticky vyznamné vyssi nez 7. den ptfed porodem
(-7) a 40., 55., 85. den po porodu (+40, +55, +85) (Tab. 6). V pifedporodnim obdobi (-25 a -7)
byly hladiny BHB statisticky vyznamné niz§i nez v obdobi poporodnim (+3, +10 a +25)
(Tab. 7). Korelace mezi hladinami BHB a hladinami hormona (leptin, inzulin) v prib&hu

tranzitniho obdobi nebyly statisticky vyznamné (Tab. 8).

Glukdza

Nejvyssi priumérna hladina glukézy byla zjiSténa 40 dnid po porodu (+40) a to
6,51 mmol-I"", nejnizsi pak 10 dnil po porodu (+10) 5,36 mmol-I"* (Tab. 6, Graf 5). Rozdily
mezi naméfenymi hladinami glukézy ve sledovanych dnech v pribéhu tranzitniho obdobi
nebyly statisticky vyznamné (Tab. 6). V piedporodnim obdobi (-25 a -7) byly hladiny
glukozy statisticky vyznamné vys$$i nez v obdobi poporodnim (+3, +10 a +25) (Tab. 7).
V pribéhu tranzitniho obdobi hladiny glukézy pozitivné korelovaly s hladinami inzulinu
(rs=0,21; p <0,05) (Tab. 8).
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Tabulka 6. Primérné hladiny leptinu, inzulinu, neesterifikovanych mastnych kyselin

(NEMK), B-hydroxybutyratu (BHB) a glukozy v priubéhu tranzitniho obdobi

Skupina Leptin Inzulin NEMK BHB Glukoza
zvirat pramér = SD prameér = SD prameér += SD prameér += SD pramér = SD
(n=15) (ng-ml™) (ng-1M (mmol-1™) (mmol-1™) (mmol-1™)
60 | 1,28 +1,03° 0,83+0,43*" | 0,50+0,49*"° | 1,16 + 0,58 6,41 + 1,52°
3 (25 |0,62+0,66 1,28 £ 0,70° 0,35+0,17*%° [ 0,61 £0,26*" | 6,45 +1,21°
g -7 |083+127" [086+054* [052+029*"° |052+0,20° |6,10+1,31°
8 [+3 [042+038 0,40 + 0,30° 1,14 +0,70° 0,71+0,38*° [5,61+1,34
:g +10 | 0,44 +0,55° 0,37 £0,26° 1,19+0,91*° [1,05+0,94*" [5,36+1,04°
; +25 | 0,60+0,63" 0,50 + 0,35 0,86 +0,71*>° [ 0,74 £0,68*" |5,66+1,13°
S [+40 [039+053" [051+068° [034+021"° [064+044° [651+052
§ +55 | 0,41+0,27° 0,54+0,32** [0,38+0,26*° |0,54+0,25° 6,34 + 2,09°
E +70 [0,71+0,97° 0,50 + 0,35 0,34+0,18"¢ |[0,60+0,31*" |6,15+1,63
’5 +85 | 0,68+1,02° 0,74+0,65" | 0,28+0,16° 0,49 +0,16° 6,17 + 1,67°
E +100 | 0,73 £1,12° 0,62+0,40*® 0,29 +0,12° 0,61+0,38*" |6,16+1,75

Statisticky vyznamné rozdilné priméry hodnot (p < 0,05) se lisi v indexu

SD = smérodatna odchylka

a, b c

(po sloupcich)

Tabulka 7. Porovnani hladin leptinu, inzulinu, neesterifikovanych mastnych kyselin

(NEMK), B-hydroxybutyratu (BHB) a glukozy v ptedporodnim (-25) a poporodnim (+25)

obdobi
Leptin Inzulin NEMK BHB Glukéza
| ptedporodni * pfedporodni ? piedporodni ° piedporodni ° pfedporodni
Obdobi poporodni poporodni poporodni ? poporodni poporodni ”

Statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05) mezi obdobimi oznaceny rozdilnymi indexy *° (po
sloupcich). @ = vyssi; ® = nizsi

Tabulka 8. Korela¢ni vztahy mezi hladinami hormonti a metaboliti v tranzitnim obdobi

NEMK BHB Glukoza Leptin
Leptin -0,12 0,03 0,15 -
Inzulin -0,27% -0,07 0,21° 0,05

®Hornim indexem jsou oznadeny statisticky vyznamné korelace (p < 0,05)
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6 Diskuse

Primérné hladiny leptinu u dojnic v tranzitnim obdobi se pohybovaly v rozmezi
0,39-1,28 ng-ml™, coz koresponduje s hodnotami, které uvadi Kadokawa et al. (2000). V fadg
dalsich studii jsou uvadény hodnoty vyssi a to 2,9-58 ng-ml* (Block et al., 2001),
5,9-9,2 ng-ml™ (Soliman et al., 2002), 3,3-5,0 ng-ml™ (Liefers et al., 2003), 3,0-9,0 ng-ml™
(Chilliard et al., 2005), 1,7-3,5 ng-ml™* (Accorsi et al., 2005) a 3,2-4,4 ng-ml™ (Konigsson et
al., 2008). Moznym vysvétlenim téchto rozdili muze byt pouziti odlisné metody analyzy
vzorkli. Pro stanoveni hladin leptinu ndmi sledovanych dojnic byla pouzita
enzymoimunoanalyza (ELISA), zatimco v ostatnich studiich radioimunoanalyza (RIA).
Haluzik (2002) vSak prokézal, ze tyto metody jsou srovnatelné. Tyto diference mohly také byt
zpusobeny rozdilnymi podminkami pokusu, pfedevSim rozdily ve vyzivé, dojivosti nebo

plemeni a véku zvirat.

Porovnanim pramérnych koncentraci leptinu ve sledovanych dnech pfedporodniho a
poporodniho obdobi byla patrna tendence k poklesu koncentraci leptinu po porodu, bez
statisticky prikazného rozdilu. Podobné vysledky uvadi také Soliman et al. (2002) a
Konigsson et al. (2008). Dalsi autofi naméfili statisticky vyznamné vyss$i hladiny leptinu
v obdobi pied porodem, nez po porodu (Kadokawa et al., 2000; Block et al., 2001; Liefers et
al., 2003; Accorsi et al., 2005). Porovnanim pramérnych koncentraci leptinu 7 dna pied
porodem (0,83 ng-ml™) a 3 dny po porodu (0,42 ng-ml™) je patrno, Ze hladiny leptinu
poklesly az na 50 % hodnoty pied porodem, ale i tento rozdil byl statisticky nevyznamny.
Jednim z moznych divodu statistické neprikaznosti miize byt variabilita hodnot mezi
jednotlivymi dojnicemi. Pfesto jsou tato zjisténi ve shodé se zavéry Block et al. (2001), ktery
prokazal, ze hladiny leptinu jsou u dojnic na zacatku laktace pfiblizn€ o 50 % niz8i nez
V obdobi pozdni biezosti. V nasi praci nebyly zjiStény statisticky vyznamné korelace mezi
leptinem a inzulinem ani mezi leptinem a metabolity (NEMK, BHB, glukéza), tyto vysledky
jsou v rozporu s diivéjsimi pracemi Blocka et al. (2001) a Accorsiho et al. (2005). Block et
al. (2001) prokazali vyznamné pozitivni korelace mezi leptinem a inzulinem, leptinem a
glukézou a negativni korelaci mezi leptinem a NEMK. Accorsi et al. (2005) prokazali

pozitivni korelaci mezi leptinem a inzulinem a negativni korelaci mezi leptinem a NEMK.

Primérné hladiny inzulinu ndmi sledovanych dojnic se pohybovaly v rozmezi, ktera

jsou v souladu s fadou jinych autort (Block et al., 2001; Leury et al., 2003; Accorsi et al.,
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2005). Nejvyssi prumérné hladiny inzulinu byly zjistény u dojnic 25 dni pfed porodem coz je
v souladu s hodnotami zjisténymi Block et al. (2001). Accorsi et al. (2005) poukazuje na fakt,
ze jim sledované dojnice mély maximalni koncentrace inzulinu jiz 60 dni pfed porodem. Po
porodu doslo ke statisticky vyznamnému poklesu primérnych hladin inzulinu, az témer 50 %,
V porovnani s obdobim ptfed porodem. Vyssi hladiny inzulinu pied porodem nez po porodu
byly prokazany v nékolika studiich (Block et al., 2001; Leury et al., 2003; Accorsi et al.,
2005; Illek a kol.,, 2010). Snizend hladina inzulinu po porodu je spojena s energetickym
deficitem, ktery je typicky pro dojnice na zacatku laktace (Pechova, 2009; Illek a kol., 2010).
Mezi hlavni stimulatory syntézy inzulinu u piezvykavel patii kyselina propionova
(Skiivanek, 2001), vlivem niz8i dostupnosti kyseliny propionové a glukozy pii nedostatecném
piijmu krmiva po porodu klesa syntéza inzulinu (Leon et al., 2004). Haiyrli (2006) uvadi, ze
jednim z hlavnich faktora které tlumi sekreci inzulinu je hladovéni. Block et al. (2001) tvrdi,
ze hladiny inzulinu se po porodu vraci nad predporodni hodnoty béhem 8 tydnl. S tim
nekoresponduji nase vysledky, kdy hladiny inzulinu nedosahovaly pfedporodnich hodnot ani
100. den po porodu. Podobné vysledky potvrdil také Accorsi et al. (2005). PfiCiny
pretrvavajici snizené hladiny inzulinu 1 pfes zlepSujici se energetickou bilanci zistavaji
nejasné. V prubéhu sledované¢ho obdobi hladiny inzulinu statistiky vyznamné pozitivné
korelovali s hladinami glukézy (rs = 0,21; p < 0,05). Tato hodnota je v souladu se zjisténim
Trenkle (1972) ktery tvrdi, Ze u pfezvykavct jsou korelace mezi hladinami inzulinu a glukozy
nizké. AvSak krevni koncentrace glukéza ma podstatny vliv na plazmatickou koncentraci
inzulinu, protoze intravendézni podani glukdézy zvySuje hladiny inzulinu u ovei 1 skotu
(Trenkle, 1972). Dale hladiny inzulinu negativné korelovali s hladinami NEMK (rs = -0,27;
p <0,05).

Pritkazem urovné NEB je mira mobilizace tukové slozky, ktera je vyjadiena hladinami
NEMK a BHB. Masivni mobilizace NEMK z tukové tkdn€ je tedy typickd pro tranzitni
obdobi u vysokouzitkovych dojnic (Adewuyi et al., 2009), kdy lze, vzhledem k negativni
energetické bilanci doprovazené lipomobilizaci, tento stav pfedpokladat (Péalenik a kol.,
2011). Také u nami sledovanych dojnic na zacatku laktace pokles hladin inzulinu byl
doprovazen zvySenymi hladinami NEMK a mezi obéma parametry byla prokazéna negativni
korelace (rs = -0,27; p < 0,05), podobné vysledky uvadi také van Knegsel et al. (2007).
Vlivem sniZzené hladiny inzulinu je potlaena aktivita lipoproteinové lipazy a proto vzrlsta
koncentrace NEMK v krvi (Hayirli, 2006). Nartst hladin NEMK kratce po porodu naméfili
také Block et al. (2001) a Konigsson et al., (2008). Accorsi et al. (2005) zaznamenali zvySené
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hladiny NEMK jiz n€kolik dni pfed porodem. Nejvyssi pruimérné hladiny NEMK mély ndmi
sledované dojnice 3. a 10. den po porodu (1,11 mmol-I™ a 1,19 mmol-I™). To by poukazovalo
na vyssi mobilizaci tukovych rezerv, protoze Drackley (2000) uvadi, ze hladiny NEMK
presahujici 0,7 mmol I sv&d&i pravé o zavazngjsi NEB a zvysené lipomobilizaci. Zvyiené
hladiny NEMK po porodu, u nami sledovanych dojnic, by mohli svéd¢it o nevhodném
krmném rezimu dojnic v obdobi stani na sucho, protoze prekrmované dojnice ukladaji vétsi

mnozstvi tuku, ktery po oteleni mobilizuji (Pechova, 2009).

Primérné hladiny BHB se v nasem pokusu pohybovali v rozmezi 0,49-1,16 mmol-I™,
Horni hranice referenéniho rozmezi BHB u skotu je 0,8 mmol-I* (Pechova a kol., 2009;
Doubek a kol., 2007). Podle Whitakera (2004) by horni hranice BHB u dojnic v obdobi stani
na sucho neméla presahnout 0,6 mmol-1". My jsme vsak na za¢atku obdobi stani na sucho
(60. den pfed porodem) namétili nejvyssi primérnou hodnotu BHB za celé sledované obdobi
(1,16 mmol-I'"). Vysvétlenim takto netypicky vysoké hodnoty by mohl byt doznivajici vliv
laktace, kdy dojnice dostatecné nepokryvaji energetickou potiebu z piijatého krmiva a jsou
nuceny ji hradit mobilizaci tuku, ktery je v jatrech preménovan na ketolatky. AvSak negativni
energeticka bilance na konci laktace nebyva bézna. DalSim mnoZznym vysvétlenim je
zkrmovani silazi s vy$$im obsahem kyseliny maselné (ketogenni mastna kyselina) nebo
krmnych davek s vysokym obsahem tuku (Wylie et al., 2008; Doubek a kol., 2007). Vyssi
praim&rmé hodnoty BHB jsme dale namgfili 10. den po porodu, a to 1,05 mmol-I*. Tato
hodnota jen mirng& prekraduje hodnotu 1,0 mmol-I", ktera naznaduje akceptovatelny rozsah
tukové mobilizace na pokryti NEB (Whitaker, 2004). N¢kteti autoti uvadé;ji jeste vyssi hranici
mezi zdravymi a nemocnymi zvitaty a to 1,2 mmol-I* (Enjalbert et al., 2001; LeBlanc 2010).
Vyssi primérna hodnota BHB 10. den po porodu je také v souladu se zvySovanim hladin
NEMK od 3. dne po porodu, které jako prekurzor BHB piedchazi jejich zvySeni (Mayes,
1998). V ostatnich sledovanych dnech (-25, -7, +3, +25, +40, +55, +70, +85, +100) prumérné
hladiny BHB nepiekracovaly referenéni rozmezi (Pechova a kol., 2009; Doubek a kol., 2007).

Nami naméfené pramérné hladiny glukéozy se pohybovali v rozmezi
5,36-6,51 mmol-I"!. Takto vysoké hladiny glukozy jsou pro prezvykavce velmi netypické a
pfesahuji vSechna referencni rozmezi glukézy v krvi skotu udavana rlznymi autory:
2,5-4,16 mmol-I* (Kova¢ a Podmanicky, 2001), 1,8-3,8 mmol-I* (Tluhot, 2003),
2,5-4,1 mmol-I" (Doubek a kol., 2007), 3,0-4,0 mmol-I"* (Pechova a kol., 2009). Moznym

vysvétlenim téchto hodnot mize byt stres zvifat v okamziku odbéru vzorku krve. Podle
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Whitakera (2004) mohou hodnoty glukozy v krvi odbérem stresovanych zvifat prudce
stoupnout i nad 50 mmolI*. To by odpovidalo ndmi naméfenym hodnotam, které
presahovaly 5,0 mmol-I™ ve viech sledovanych obdobich. Daliim moZnym vysvétlenim je
zvySovani hladin gluk6ézy po nakrmeni tj. postrprandialné (Doubek a kol., 2007). Hladiny
glukézy u nami sledovanych dojnic byly vyss$i v pfedporodnim obdobi nez v obdobi
poporodnim. Podobné vysledky zjistili také Block et al. (2001) a Stengérde (2010). SniZzena
hladina gluk6zy po porodu je typickym znakem NEB v tomto obdobi (Palenik a kol., 2011).
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7 Zavér
Sledovani provedena u vysokouzitkovych dojnic v pritbéhu tranzitniho obdobi prokazala,

e pramérné hladiny leptinu byly vyssi v obdobi pfed porodem a po porodu klesaly,
avsak rozdily byly statisticky nevyznamné,

e pramérné hladiny inzulinu byly statisticky vyznamné vyssi v obdobi pfed porodem
nez po porodu, pruimérné hladiny inzulinu po porodu nedosahovaly ptedporodnich
hodnot az do konce sledovani (100. den po porodu),

e prumérné hladiny NEMK byly vyznamné vyssi v obdobi po porodu nez v obdobi pred
porodem, nejvyssi hodnoty byly naméfeny 3. a 10. den po porodu,

e prumérné hladiny BHB byly nevyssi 60. den pied porodem, s blizicim se porodem
klesaly, poté dosahovaly vysSich hodnot 10. den po porodu, Vv predporodnim obdobi
byly primérné hladiny BHB vyznamné nizsi nez v obdobi poporodnim,

e prumérné hladiny glukdzy v poporodnim obdobi byly statisticky vyznamné niz§i nez
V obdobi pfedporodnim,

e ve sledovaném obdobi se nepotvrdil vztah leptinu k energetickému stavu organismu,
hladiny leptinu nekorelovaly s inzulinem ani s metabolity (NEMK, BHB, glukéza),

e ve sledovaném obdobi se potvrdil vztah inzulinu k energetickému stavu organismu,
hladiny inzulinu pozitivné korelovaly s hladinami glukézy a negativné s hladinami
NEMK.

Celkove vysledky prace naznacuji, Ze u dojnic v pribéhu tranzitniho obdobi ma inzulin

tésnéjsi vztah k energetickému a tukovému metabolismu nez leptin. O¢ekavany vztah byl tedy

do urcité miry prokazan pouze u inzulinu.
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9 P¥ilohy

Graf 1. Primérné hladiny leptinu v tranzitnim obdobi
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Graf 2. Primérné hladiny inzulinu v tranzitnim obdobi
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Graf 3. Primérné hladiny neesterifikovanych mastnych kyselin (NEMK) v tranzitnim obdobi
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Graf 4. Praimérné hladiny B-hydroxybutyratu (BHB) Vv tranzitnim obdobi
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Graf 5. Primérné hladiny glukézy v tranzitnim obdobi
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