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Summary

Horses are a specles which is particularly exposed to a high consumptlon of oxygen Therefore they are good
models for antioxidant system examinations, especially during high-activity periods.

The examinations covered 10 saddle half-bred horses in herd ,,N” in the Central Pomorze region. The
horses were used for recreational purposes. Previous examinations had indicated that the horses’ blood serum
contained low levels of Cu and Fe, independently of the intensity of their effort.

The aim of the examination was to define the antioxidant level of some specific elements of the blood serum.
Blood serum examinations were carried out three times: firstly in April (low activity period), secondly in July,
and thirdly in August (the highest activity period). The levels of protein, total glutatione (GSH+GSSG), perox-
ides in aqueous solution, hpld peroxides and su peroxide dismutase EC-SOD activity were defined.

The result of the examinations indicate that the level of the antioxidant system parameters decreased and
the level of protein increased during periods of high activity.
~ Keywords: antioxidant system, glutatione, peroxides, superoxide dismutase EC SOD

Potwierdzeniem stanu deficytu biopierwiastka w
uktadzie troficznym jest ustalenie jego niedoboru funk-
cjonalnego poprzez badanie tkanek stanowiacych jego
naturalny rezerwuar. Genetycznie 1 biogeochemicznie
zroznicowana efektywnos¢ mechanizmow homeosta-
zy ustrojowej m.in. miedzi, magnezu, manganu i sele-
nu okresla wielkos$¢ zapotrzebowania na te sktadniki i
decyduje o podatnosci na ich niedobor oraz jego kli-
nicznej manifestacji (3). Zdaniem innych autordéw (3,
6, 9) znacznie czulszym wyktadnikiem niedoboru pier-
wiastkéw jest pomiar aktywnosci wybranych enzy-
mow, stanowiacych kluczowg rolg w systemie obron-
nym organizmu przed wolnymi rodnikami (4). Konie
jako gatunek zwierzat szczegélnie narazonych na wy-
sokie zuzycie tlenu w procesach przemian energetycz-
nych stanowig interesujacy model badania systemu
antyoksydacyjnego organizmu, zwlaszcza w czasie
wysitku, kiedy to procesy przemian tlenowych sa wy-
jatkowo intensywne (13). W warunkach fizjologicznych
wolne rodniki sa inaktywowane przez obecne w komor-
kach tzw. zmiatacze. Nalezy do nich m.in. sekwestr
metali, polegajacy na przechowywaniu w formie nie-
dostepnej dla reakcji Habera-Weissa niewykorzysta-
nych przez organizm jondéw metali, m.in. Fe 1 Cu. Efekt
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ten wzmacnia niedobor biopierwiastkéw w uktadzie
troficznym, szczegolnie tych uznanych jako bezposred-
nio hamujace reakcje nadtlenkowego utleniania lipi-
dow (16).

We wezeéniejszych badaniach wlasnych (2) podda-
no badaniu inwentaryzacyjnemu wybrany rejon geo-
chemiczny Pomorza Srodkowego, na ktérym zlokali-
zowane byto stado koni wierzchowych potkrwi. W
surowicy badanych zwierzat stwierdzono niskie po-
ziomy miedzi i zelaza, niezaleznie od obcigZzenia fi-
zycznego zwierzat. Uznano wigc za celowe poszerze-
nie badan o pomiar wybranych elementdw stanu oksy-
dacyjnego koni.

Material i metody

Badania przeprowadzono w stadzie ,,N” usytuowanym
na Pomorzu Srodkowym. Do badan wybrano 10 koni wierz-
chowych potkrwi o réwnej liczbie zwierzat obu piei, w
wieku 4-6 lat, o wyrownanych parametrach hodowlanych,
klinicznie zdrowych, utrzymywanych w celach rekreacyj-
no-sportowych. Przez caly okres badan zwierzeta utrzymy-
wane byly w stajni o prawidtowych parametrach zoohigie-
nicznych zalecanych dla tego gatunku. Zywienie koni oparte
byto o pasze pochodzenia lokalnego: zielonka (siano), sto-
ma owsiana, ziaro owsa, z uwzglednieniem $redniej daw-
ki pokarmowej dla tego gatunku zgodnie z Normami zy-
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wienia koni (12). Ustalajac dawki
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Tab. 1. Warto$¢ pokarmowa dawek dla koni w réznych okresach ich uzytkowania

uwzgledniono dwa okresy uzytkowania
koni. W pierwszym, ktory przypadat na

Zawarto§ ¢ poszczegolnych sktadnikéw w 1 kg paszy

kwiecien, konie otrzymywaty po 5 kg St R UM sk RN 1 i o L
siana, 2 kg stomy owsianej i 3 kg ziarna kg Gkg kg g my mg mg
owsa, a w drugim okresie, intensywne- | Siano 0.85 32 2,24 089 | 10829 | 1.79 18,45
go uzytkowania —w lipcu i sierpniu od- | toma 0.85 10 126 | 034 | 10345 | 035 | 1080
powiednio 3 kg siana, 5 kg ziama owsa - [lzec 0875 | 84 578 | 543 | 17203 | 607 | 63,30
i 15 kg zielonki z pastwiska.

Krew do oznaczen pobierano z zyty Pastwisko 0.25 35 1,06 0.43 32,23 0.73 6,95
powierzchniowej szyjnej, w godzinach Termin zywienia Zawartos¢ sktadnikow w dawce pokarmowej
porannych przed pojeniem i Zywieniem | yiegieq 8575 | 432 | 31152 | 215 | 12684 | 27.8 | 30338
B pobran TS0 [ Lipiec/sierpien 10,675 1041 51,566 36,33 ‘ 1668,37 ‘ 46,59 476,16
podstawie okresowej eksploatacji koni, EECETgnER : i e : ’ .

tj. pierwsze pobranie w kwietniu, w

okresie roztrenowania, drugie i trzecie w miesiacach inten-
sywnego uzytkowania wierzchowego. Badania surowicy
objely oznaczenie poziomu biatka, catkowitego stezenia
glutationu, nadtlenkéw w fazie wodnej i organicznej oraz
aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej EC-SOD. Poziom
biatka oznaczono metoda Lowrego (1).

Oznaczenia catkowitego stezenia glutationu
(GSH+GSSG) dokonano wg metody Akerbooma i Siesa
(1). Czutos¢ tej metody uwarunkowana jest katalitycznym
dziataniem glutationu w uktadzie, w ktérym ulega on cy-
klicznemu utlenianiu przez DTNB i redukcji przez NADPH.
W badaniach postuzono si¢ metoda wykrywania H,O, w
roztworach wodnych, w przedziale 1-7 nmol w reakcji ob-
jetosciowej, przy uzyciu zestawu Peroxi Detect KIT, SIG-
MA. Jej mechanizm polega na reakcji nadtlenku wodoru z
Fe?, ktorego utlenienie w Fe®' wyraza si¢ reakcjg barwna,
aktywna przy dtugosci $wiatta S60 nm. W roztworach wod-
nych zawierajacych H,O, reakeje kolorymetryczna otrzy-
muje sie przez dodanie sorbitolu do pozostatych odczynni-
kow.

Pomiaru poziomu nadtlenkéw lipiddw dokonano za po-
moca tego samego zestawu, na bazie odczynnika metano-
lowego, zawierajgcego oranz ksylenolu 1 maslan hydrok-
sytoluenu (BHT). BHT jest antyoksydantem i chroni re-
agenty przed powolna oksydacja ttuszczow.

Pomiaru aktywnosci EC-SOD dokonano metoda adre-
nalinowg wg Misra (1) w modyfikacji dla dtugosci fali
$wiatta 320 nm. Metode zmodyfikowano ze wzgledu na
wiekszg jej selektywnosé dla przej$ciowych produktow
reakcji przy tej dhugosci $wiatla.

Uzyskane wyniki poddano dostosowanej analizie staty-
stycznej wykorzystujac metodg ANCOVA. Wartosci pier-
wiastkow w poszczegdlnych pobraniach scharakteryzowa-
no srednig arytmetyczna (x), odchyleniem standardowym
(s) 1 wspotezynnikiem zmiennosci V%. Szczegdltowego po-
réwnania srednich dokonano testem Tukey’a przy p < 0,05.

Wyniki i omowienie

Z bilansu dawek pokarmowych (tab. 1) wynika, ze
konie otrzymywaty wigksze ilosci Mg i Fe, a mniejsze
Cu i Zn w stosunku do norm ich zywienia (12).

Sredni poziom biatka u badanych koni miescit si¢
w granicach warto$ci referencyjnych i byl porowny-

walny z wielkosciami prezentowanymi przez innych
autorow (7, 8, 14, 15). Stwierdzono wzrost jego po-

Tab. 2. Poziomy wybranych parametréw stanu oksydacyjne-
go w surowicy koni (n = 10)

Parametry Pobranie Xts Ve | p

1 8592+259 | 301 | a

Bigtin 2 8827+495 | 560 | a
mg/ml

3 9254:578 | 625 | b

1 14922:142 | 095 | ¢

Glutation 2 143,77+683 | 475 | b
nmol/l

3 13622494 | 363 | a

Nadtenki w fagie |1 | 1148124150 | 3615 | 2

wodnej 2 |10327+11,00/ 10,65 | a

ol 3 9515+16,13 | 16,96 | a

Vadionki w fage | 1| S0059246.95| 1562 | b

organicznej 2 257,81 £ 40,01 | 15,52 a

(119 41 3 |23737:7198| 3032 | a

1 6.29+179 | 2850 | b

2rely 2 576+055 | 971 | b
U/mi

3 464085 | 1834 | a

Objasnienie: a, b, ¢ — istotno$¢ réznic migdzy pobraniami ; sred-
nie oznaczone roznymi literami réznia si¢ istotnie przy (p < 0,05).

ziomu od wartosci 85,92 g/dl w pierwszym pobraniu
do 92,54 g/dl w trzecim pobraniu, przy czym staty-
stycznie istotne roznice dotyczyly pobrania trzeciego
(tab. 2).

Glutation nalezy wprawdzie do antyoksydantow
dziatajacych na zasadzie mechanizmu nieenzymatycz-
nego, ale jest on najbardziej rozpowszechnionym tio-
lem wystepujacym w komorkach ssakow w wysokich
stezeniach rzedu 1-10 mmol/l"'. Gléwng funkcja glu-
tationu jest utrzymywanie grup tiolowych bialek w sta-
nie zredukowanym, co w bardzo wielu przypadkach
jest niezbedne dla funkcjonalnej aktywnosci biatek.
Grupy karboksylowe uczestnicza w wigzaniu glutatio-
nu z peroksydaza glutationowa podczas reakcji rozkta-
du utleniaczy (nadtlenkow lipidéw i nadtlenku wodo-
ru) w organizmie. Poziom glutationu jako markera
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antyoksydacyjnego stanu organizmu wzbudza kontro-
wersje na tle faktu, ze obnizenie jego st¢zenia do po-
fowy warto$ci uznanych za referencyjne (1) nie zawsze
powoduje zauwazalne konsekwencje metaboliczne.
Przyjmuje si¢, ze nawet przy stezeniach glutationu rzg-
du 0,1 mmol- 1! aktywnos$¢ enzymow z nim wspot-
dzialajacych nie zawsze odbiega od normy (1). Stwier-
dzono natomiast znaczny spadek glutationu zarowno
we krwi pelnej, jak i osoczu ludzi z zespolem obnizo-
nej odpornosci. W badaniach wykazano statystycznie
istotny spadek poziomu glutationu w miar¢ wzrostu
intensywnosci wysitku fizycznego koni. Wartosci zmie-
niaty si¢ od 149,22 nmol/l do 136,22 nmol/l.

Organizmy zywe zawierajace specjalne enzymy ka-
talizujace rozktad reaktywnych form tlenu. Nalezy do
nich m.in. dysmutaza ponadtlenkowa (E. C. 1.15.1.1.)
EC-SOD (superoxide dismutase), uznana jako porow-
nywalna z ceruloplazming (E. C. 1.16.3.1.) (11, 12). U
Eukariota wyrdznia si¢ trzy typy SOD: MnSOD mito-
chondrialny, CuZnSOD cytoplazmatyczny 1 EC-SOD
pozakomdrkowy (extracellular SOD). Pozakomdrko-
wa dysmutaza ponadtlenkowa podobnie jak SOD ko-
morkowa zawiera w swojej czasteczee jony miedzi 1
cynku, lecz jej wystepowanie w organizmie ogranicza
sie do osocza krwi, oraz innych ptynow komorkowych
m.in. limfy, ptynu maziowego, czy ptynu $rédmiaz-
szowego tkanek. Wyro6znia sig trzy podtypy EC-SOD:
A, B i C, przy czym w organizmie cztowieka 1 zwie-
rzat syntetyzowany jest giownie typ C. Poprzez analo-
gie do miejscowego specyficznego tworzenia rodnika
"OH niektorzy autorzy (1, 11) traktuja EC-SOD jako
»miejscowo specyficzny” enzym ochronny. Obecnos¢
pozakomorkowych, tetrametrycznych SOD zawiera-
jacych jony miedzi i cynku stwierdzono réwniez u pta-
kow iryb (12).

Uzyskane wartosci dysmutazy ponadtlenkowe;j
przedstawiono w tab. 2. Srednia aktywnos¢ EC- SOD
ulegala statystycznie istotnemu zmniejszeniu w miarg
zwigkszania wysitku fizycznego koni, osiagajac war-
tosci w przedziale 6,29-4,64 U/l prezentowane przez
Markulanda (11). W surowicy ludzkiej aktywnosc EC-
SOD okreslono na okoto 20 U/ml, co stanowi dwukrot-
nie mniejszg warto$¢ w porownaniu do aktywnosci ce-
ruloplazminy. U takich gatunkéw zwierzat jak szczury
stwierdzono dominujacy wptyw EC-SOD w osoczu
(12). Wydaje si¢, ze w diagnostyce mechanizmow
obronnych przed stresem oksydacyjnym rola pozako-
morkowej dysmutazy ponadtlenkowej wzrosta z chwila
potwierdzenia istnienia reakcji wigzania enzymu do
powierzchni komorek $rodbtonka (11).

W uktadach biologicznych rownie wazne jest okresla-
nie poziomu nadtlenkdw, ktore stanowig istotny wskaz-
nik aktywnosci wolnych rodnikéw tlenowych w po-
szczegOlnych tkankach. Okreslenie poziomu nadtlen-
ku wodoru w tkankach jest wykorzystywane wieloeta-
powo, jako wyznacznik uszkodzen badanych tkanek
przez wolne rodniki zaréwno w trakcie wielu proce-
sOw chorobowych, jak tez w procesach starzenia si¢
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organizmu, oraz wywolywanych promieniowaniem
UV. Stwierdzono patogenny efekt dziatania H,O, jako
potenCJ alnego m1t0genu w ctiopatogenezie mlazdzy—
cy i zapalenia naczyn. Poziomy nadtlenkow w fazie
wodnej (O,”) stanowia odzwierciedlenie dysmutazy
ponadtlenkowej zelazo- 1 miedziozaleznej.

Uzyskane warto$ci nadtlenkow w fazie wodnej
przedstawione w tab. 2 wykazuja podobna tendencj¢
do obnizania sie pozioméw w miarg zwigkszania in-
tensywnosci uzytkowania wierzchowego koni, chociaz
zmiany te nie byly statystycznie istotne. Poziomy nad-
tlenkow w fazie organicznej okreslaja poziom produk-
tow procesow peroksydacii lipidéw w organizmie koni.
Otrzymane $rednie wielkosci réwniez ulegaly staty-
stycznie istotnemu obnizeniu w miarg intensyfikacji
treningu, osiagajac wartosci od 300,59 nmol/l do
237,37 nmol/l.

Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze pod wply-
wem wzmozonego wysitku fizycznego koni poziom
badanych parametrow stanu oksydacyjnego zwierzat
charakteryzowat si¢ tendencja spadkowa. Jedynie za-
wartos¢ biatka wykazywata wyrazny wzrost. Brak jest
badan, do ktorych mozna by odnies¢ uzyskane wyni-
ki, dlatego przedstawione warto$ci nalezy traktowac
jako badania wstepne. Wydaje sig, ze wyniki rando-
mizowanych badan klinicznych pozwola szerzej spoj-

rze¢ na badany problem.
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