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Po raz pierwszy dowody dotycz¹ce istnienia wol-
nych rodników w ¿ywych organizmach uzyskano po-
nad 50 lat temu (5). Krótko po tym odkryciu Harmann
wysun¹³ hipotezê zak³adaj¹c¹, ¿e wolne rodniki mog¹
byæ ubocznym produktem enzymatycznych reakcji
zachodz¹cych w ¿ywych organizmach. W 1956 r. po
raz pierwszy opisano skutki dzia³ania wolnych rodni-
ków tlenowych na organizm, polegaj¹ce na uszkadza-
niu komórek, czego konsekwencj¹ mog¹ byæ procesy
mutagenezy, nowotworzenia oraz biologicznego sta-
rzenia siê organizmów (11, 12). Kolejna era, dotycz¹-
ca badañ w tej dziedzinie, rozpoczê³a siê w 1968 r.,
w chwili odkrycia enzymu dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD) (2). Od tamtej chwili uwaga �wiata naukowe-
go zosta³a zwrócona w kierunku badañ uszkodzeñ
struktur komórkowych, takich jak: DNA, lipidy, bia³-
ka oraz inne fragmenty komórek, wywo³ywanych przez
reaktywne formy tlenu (RFT). Jednocze�nie od nie-
dawna wysuwane s¹ teorie dotycz¹ce korzystnego
wp³ywu wolnych rodników na ¿ywy organizm. Reak-

tywne formy tlenu powstaj¹ w toku fizjologicznego
metabolizmu i to nie tylko jako produkt uboczny
tego metabolizmu. Przyk³adem s¹ bia³e krwinki, które
w zetkniêciu z chorobotwórczymi drobnoustrojami
wytwarzaj¹ reaktywne formy tlenu � m.in. nadtlenek
wodoru. Od po�rednictwa RFT zale¿ne jest równie¿
przekazywanie sygna³ów miêdzy komórkami (22).

Konsekwencj¹ reakcji wolnorodnikowych zacho-
dz¹cych w organizmach ¿ywych by³o wykszta³cenie
siê ró¿nych mechanizmów obronnych. Rolê tê pe³ni¹
zarówno niskocz¹steczkowe antyoksydanty o prostej
strukturze, jak i bia³ka enzymatyczne wyspecjalizo-
wane w usuwaniu reaktywnych form tlenu (3). Istotn¹
rolê w antyoksydacyjnej ochronie organizmu pe³ni¹
zwi¹zki niskocz¹steczkowe w postaci witamin i mi-
kroelementów, nazywanych ogólnie �wymiataczami
wolnych rodników� (4). Za najwa¿niejsze z nich uwa-
¿a siê: selen, kwas askorbinowy, tokoferole, karoteno-
idy oraz zwi¹zki polifenolowe.
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Summary
The aim of this study was to evaluate the activity of antioxidant enzymes in horses diagnosed with recurrent

airway obstruction (RAO). The study was conducted on a group of 40 horses, various breeds, divided into
two groups, aged 8-15 years, including 15 males and 25 mares. Blood was collected for antioxidant analyses
from 20 recurrent airway obstruction (RAO)-affected horses and 20 healthy control horses. The authors
determined the activity of glutathione reductase, glutathione peroxidase and glutathione S-transferase in
the blood. Average reductase activity in a group of healthy horses was 79.7 U/g, while in the group of RAO-
-affected horses it was 39.7 U/g. The average activity of glutathione peroxidase in the group of healthy horses
was 47.8 U/g, while in the group of RAO-affected horses it was 37.8 U/g. The average activity of glutathione
S-transferase in the group of healthy horses was 39.8 U/g, while in the group of RAO-affected horses it was
21.8 U/g. The resulting research indicates that oxidative stress is a consequence of chronic airway inflam-
mation in the course of RAO in horses.
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Ponadnormatywny wzrost stê¿eñ reaktywnych form
tlenu nazywany jest stresem oksydacyjnym. Sytuacja
ta mo¿e mieæ miejsce zarówno w warunkach zwiêk-
szonego tempa endogennej produkcji RFT, ekspozy-
cji na dodatkowe czynniki indukuj¹ce, jak i upo�le-
dzenia naturalnych mechanizmów antyoksydacyjnych
organizmu (9).

Zwi¹zek stresu oksydacyjnego z chorobami jest
aktualnie przedmiotem szeroko zakrojonych badañ
w wielu dziedzinach medycyny cz³owieka. Istnieje
szereg chorób, w przebiegu których udokumentowa-
no wp³yw wolnych rodników na ich patogenezê, jak
równie¿ stwierdzono zwiêkszon¹ rodnikogenezê w ich
przebiegu (14, 15, 26).

Podobne badania wykonywane s¹ równie¿ u koni,
jednak ich zasiêg jest ograniczony jedynie do niektó-
rych jednostek chorobowych. Do�æ dobrze udokumen-
towany jest zwi¹zek nastêpstw niedokrwienia jelit oraz
reperfuzji w przebiegu chorób morzyskowych z ini-
cjacj¹ rodnikogenezy (23). Podobne badania prowa-
dzono nad wp³ywem intensywnego wysi³ku fizycz-
nego na status oksydacyjny krwi oraz w przebiegu
nawracaj¹cej choroby obturacyjnej dróg oddechowych
koni (RAO). RFT odgrywaj¹ znacz¹c¹ rolê w przy-
padku chorób uk³adu oddechowego ludzi. Powi¹za-
nie stresu oksydacyjnego z chorobami uk³adu odde-
chowego ludzi wykazano w przebiegu ostrej niewy-
dolno�ci oddechowej, astmy alergicznej, przewlek³ej
obturacyjnej chorobie p³uc (POChP) oraz po ekspo-
zycji na ozon. Badania nad powi¹zaniem wolnych rod-
ników z chorobami dróg oddechowych koni ograni-
czaj¹ siê g³ównie do nawracaj¹cej choroby obturacyj-
nej dróg oddechowych koni (RAO), jednak¿e istniej¹
przypuszczenia dotycz¹ce powi¹zania stresu oksyda-
cyjnego z powysi³kowym krwawieniem z p³uc u koni
(exercise-inducted pulmonary hemorrhage � EIPH)
(19).

Badania porównuj¹ce stê¿enie glutationu w pop³u-
czynach pêcherzykowo-oskrzelowych (BAL) koni
zdrowych, w okresie remisji RAO i koni z zaostrze-
niem tej choroby wykaza³y zwi¹zek stresu oksydacyj-
nego z nawracaj¹c¹ obturacj¹ dróg oddechowych koni
(21). W porównaniu z grup¹ koni zdrowych, konie
z zaostrzeniem RAO mia³y podwy¿szone stê¿enie
GSH oraz GSSG. Natomiast u zwierz¹t w okresie re-
misji RAO, w porównaniu z koñmi z zaostrzeniem tej
choroby, obserwuje siê znaczny wzrost GSSG z jed-
noczesnym spadkiem stê¿enia GSH (1). Zarówno
w pierwszym, jak i drugim przypadku patofizjologia
tego procesu nie jest do koñca poznana. Obserwowa-
ny w niniejszym badaniu wzrost aktywno�ci GSH
w okresie zaostrzenia choroby mo¿na t³umaczyæ akty-
wacj¹ uk³adu antyoksydacyjnego w odpowiedzi orga-
nizmu na wytwarzanie du¿ych ilo�ci wolnych rodni-
ków tlenowych w warunkach stresu tlenowego (18).

Celem badañ by³a ocena aktywno�ci wybranych
enzymów antyoksydacyjnych u koni z rozpoznan¹ na-
wracaj¹c¹ obturacj¹ dróg oddechowych koni (RAO).

Materia³ i metody
Badania przeprowadzono na grupie 40 koni ró¿nych ras,

podzielonych na dwie grupy, w wieku od 8-15 lat. Grupê
pierwsz¹ w liczbie 20 stanowili pacjenci Kliniki Chorób
Wewnêtrznych UP we Wroc³awiu z rozpoznan¹ nawraca-
j¹c¹ obturacj¹ dróg oddechowych, grupê drug¹ � kontrol-
n¹, w liczbie 20 � stanowi³y konie zdrowe, u¿ytkowane
rekreacyjnie. Kryterium rozpoznania RAO by³ pozytywny
wywiad, objawy kliniczne, charakterystyczny obraz dróg
oddechowych w badaniu bronchoskopowym oraz wynik
badania pop³uczyn pêcherzykowo-oskrzelowych (BAL).
Na przeprowadzone badania uzyskano zgodê II Lokalnej
Komisji Etycznej do Spraw Do�wiadczeñ na Zwierzêtach
we Wroc³awiu � uchwa³a nr 39/2008 z dnia 16 czerwca
2008 r.

Materia³ do badañ stanowi³a krew pobierana z jednego
wk³ucia z ¿y³y szyjnej zewnêtrznej (vena jugularis exter-
na). Do badañ hematologicznych oraz analizy enzymów
antyoksydacyjnych krew pobierano w ilo�ci 2 ml do trzech
jednorazowych probówek z wersenianem dwupotasowym
(K

2
EDTA). Materia³ do badañ stanowi³a masa krwinkowa

zabezpieczona do czasu oznaczeñ w temp. �70°C.
Masê krwinkow¹ po rozmro¿eniu zawieszano w podwój-

nej objêto�ci wolnego od nadtlenków 1% roztworu deter-
gentu Triton X-100 (Sigma, USA) i po homogenizacji oraz
10-minutowej inkubacji wirowano przy 13 000 G przez
10 minut. Nads¹cz rozcieñczano w 50 mM buforze fosfo-
ranowym o pH 7,5 zawieraj¹cym 0,2% albuminê surowicy
wo³owej i 2 mM EDTA, i przeznaczano do oznaczeñ enzy-
mów antyoksydacyjnych. Stê¿enie hemoglobiny oznaczano
metod¹ Drabkina.

Oznaczanie aktywno�ci reduktazy glutationowej (GR)
dokonywano w hemolizatach krwinek rozcieñczonych PBS
w temperaturze 37°C, wg instrukcji do zestawu firmy Bio-
xytech metod¹ kinetyczno-spektrofotometryczn¹, d³ugo�æ
fali 340 nm w analizatorze biochemicznym EM 280 (Ema-
pol, Gdañsk). Metoda polega na spektrofotometrycznym
pomiarze szybko�ci tworzenia siê zredukowanego NADP
powstaj¹cego podczas redukcji utlenionego glutationu i ka-
talizowanego przez GR obecn¹ w próbce. Wyniki przeli-
czano na U/g hemoglobiny, przyjmuj¹c, ¿e 1U oznacza
tworzenie 1 µmol substratu/min. Wspó³czynnik zmienno�-
ci dla metody oznaczenia GR wynosi³ 4,21%.

Oznaczanie aktywno�ci peroksydazy glutationowej
(GPx) przeprowadzano metod¹ kinetyczno-spektrofotome-
tryczn¹ wg instrukcji do zestawu firmy Bioxytech. Obecna
w próbce GPx katalizuje rozk³ad wodoronadtlenku, jed-
nocze�nie utleniaj¹c zredukowany glutation do jego formy
disiarczkowej. W reakcji pomocniczej wykorzystuje siê
katalizowany przez GR i zwi¹zany ze spadkiem zawarto�ci
NADPH proces redukcji glutationu utlenionego. Pomiaru
reakcji szybko�ci zmiany absorbancji dokonywano w tem-
peraturze 37°C przy d³ugo�ci fali 340 nm, za pomoc¹
analizatora biochemicznego EM 280 (Emapol, Gdañsk).
Wyniki przeliczano na U/g bia³ka (1U oznacza tworzenie
1 µmol substratu/min.), uwzglêdniaj¹c stê¿enie bia³ka oraz
rozcieñczenie próbek. Wspó³czynnik zmienno�ci dla me-
tody oznaczania GPx wynosi³ 1,82%.

Oznaczanie aktywno�ci transferazy S-glutationowej
(GST) przeprowadzono metod¹ kinetyczno-spektrofotome-
tryczn¹ wg instrukcji do zestawu firmy Cayman Chemical



Medycyna Wet. 2011, 67 (2) 131

Company (USA, cat no 703302). Metoda opiera siê na
pomiarze szybko�ci reakcji katalizowanego przez GST
sprzêgania chlorodinitrobenzenu ze zredukowanym gluta-
tionem. Pomiarów kinetyki dokonano w temperaturze 37°C,
d³ugo�ci fali 340 nm, za pomoc¹ analizatora biochemicz-
nego EM 280 (Emapol, Gdañsk). Wyniki przeliczano na
U/g bia³ka, uwzglêdniaj¹c stê¿enia bia³ka oraz rozcieñcze-
nie próbek homogenatów, przyjmuj¹c, ¿e 1U oznacza two-
rzenie 1 µmol substratu/min. Wspó³czynnik zmienno�ci dla
metody oznaczania GST wynosi³ 2,73%.

Analiza statystyczna. Zgodno�æ rozk³adów zmiennych
z rozk³adem normalnym sprawdzano testem Kolmogorva-
-Smirnova. Wszystkie parametry zosta³y ocenione jako
zgodne z rozk³adem normalnym. Dla porównañ parame-
trycznych przeprowadzono test t-Studenta, przyjmuj¹c za
istotne ró¿nice, których poziom istotno�ci p nie przekro-
czy³ 5% (p < 0,05). Wszystkie analizy przeprowadzono za
pomoc¹ oprogramowania Statistica v. 7.1 firmy StatSoft.

Wyniki i omówienie
Obserwuj¹c �redni¹ aktywno�æ reduktazy glutatio-

nu, zauwa¿ono istotn¹ statystycznie (p < 0,05) ró¿nicê
pomiêdzy �redni¹ aktywno�ci¹ tego enzymu w grupie
koni chorych. �rednia aktywno�æ reduktazy koni zdro-
wych wynosi³a 79,7 U/g, podczas gdy u koni chorych
wynosi³a 39,7 U/g (ryc. 1).

Obserwuj¹c �redni¹ aktywno�æ peroksydazy gluta-
tionowej, nie stwierdzono ró¿nic istotnych statystycz-
nie pomiêdzy koñmi zdrowymi a chorymi. �rednia
aktywno�æ peroksydazy glutationowej koni zdrowych
wynosi³a 47,8 U/g, natomiast u koni chorych 37,8 U/g
(ryc. 2).

Badaj¹c �redni¹ aktywno�æ transferazy S-glutatio-
nowej, stwierdzono istotn¹ statystycznie ró¿nicê po-
miêdzy koñmi zdrowymi i chorymi (p < 0,05). �red-
nia aktywno�æ transferazy S-glutationowej koni zdro-
wych wynosi³a 39,8 U/g, podczas gdy u koni chorych
wynosi³a 21,8 U/g (ryc. 3).

W niniejszych badaniach zaobserwowano, ¿e u koni
z RAO dochodzi do istotnego rozchwiania aktyw-
no�ci antyoksydantów enzymatycznych. �wiadczyæ to
mo¿e o nasilonych procesach rodnikogenezy maj¹cej
miejsce w przebiegu nawracaj¹cej obturacji dróg od-
dechowych koni. Do pomiaru nara¿enia wolnorodni-
kowego badanych koni w przebiegu RAO wykorzy-
stano zwi¹zki enzymatyczne o charakterze antyoksy-
dantów. Spo�ród wielu znanych zwi¹zków o takim
charakterze czêstym obiektem badañ s¹ enzymy zwi¹-
zane z metabolizmem selenu � GPx, GST oraz GR
(19). Enzymy te, wystêpuj¹ce w du¿ych ilo�ciach
w krwinkach czerwonych, s¹ jedn¹ z wa¿niejszych
linii obrony w przypadku ataku wolnych rodników
tlenowych (16, 24).

Pomimo i¿ warto�ci �redniej aktywno�ci peroksy-
dazy glutationowej nie ró¿ni³y siê istotnie statystycz-
nie, zauwa¿ono tendencjê spadkow¹ omawianego en-
zymu. Badania nad zachowaniem siê tego enzymu
u koni z RAO przynios³y zró¿nicowane wyniki. W czê�-
ci prac wykazano statystycznie istotny wzrost aktyw-

no�ci ca³kowitej peroksydazy glutationowej u chorych
koni, podczas gdy w innych badaniach wykazano spa-
dek aktywno�ci omawianego enzymu (2, 7). Ró¿nice
te mog¹ byæ spowodowane wp³ywem wielu czynni-
ków na aktywno�æ GPx u koni z RAO, takich jak: sto-
pieñ nasilenia choroby, zastosowane leczenie oraz
warunki utrzymania zwierz¹t. Nie bez znaczenia mog¹
byæ równie¿ procedury laboratoryjne, wykorzystane
do oceny enzymu.

Reduktaza glutationowa (GR) pe³ni funkcjê pomoc-
nicz¹ w uk³adzie antyoksydacyjnym enzymów zwi¹-
zanych z glutationem. Poprzez redukcjê utlenionego
glutationu przywraca jego w³a�ciwo�ci antyoksydacyj-
ne oraz umo¿liwia ponowny udzia³ w reakcjach kata-

Ryc. 1. �rednia aktywno�æ reduktazy glutationu (U/g)
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Ryc. 3. �rednia aktywno�æ transferazy S-glutationowej (U/g)
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lizowanych przez GPx i GST, a tak¿e zdolno�æ bezpo-
�redniego �wymiatania� wolnych rodników. Podobnie
jak inne enzymy antyoksydacyjne, synteza GR podlega
regulacji, a reaktywne formy tlenu indukuj¹ jej synte-
zê. Niedobór selenu, poza wp³ywem na aktywno�æ
GPx, mo¿e równie¿ prowadziæ do zmniejszenia ak-
tywno�ci GR (8). W badaniach w³asnych zaobserwo-
wano istotny statystycznie spadek aktywno�ci reduk-
tazy glutationowej u koni chorych (p < 0,05). Wska-
zuje to na du¿¹ rolê reduktazy glutationowej, jako en-
zymu pe³ni¹cego funkcjê wczesnego wymiatacza wol-
nych rodników, w przypadku ich nadmiernej syntezy
w przebiegu RAO. Podobne obserwacje poczynili inni
autorzy (13, 20).

Kolejnym enzymem podlegaj¹cym analizie by³a
transferaza S-glutationowa, enzym wchodz¹cy w tzw.
cykl glutationowy. Transferazy glutationowe s¹ poli-
morficzn¹ nadrodzin¹ wielofunkcyjnych bia³ek enzy-
matycznych obecnych w cytoplazmie, mikrosomach,
oraz w formie zwi¹zanej z b³onami komórkowymi.
Biologiczna rola tego enzymu polega g³ównie na
uczestniczeniu w drugiej fazie detoksykacji ksenobio-
tyków. Istotny statystycznie spadek aktywno�ci tego
enzymu u koni chorych w porównaniu do koni zdro-
wych wskazuje na zwiêkszenie ilo�ci procesów wol-
norodnikowych obejmuj¹cych wielonienasycone kwa-
sy t³uszczowe b³on komórkowych. Badania w³asne s¹
zgodne z wynikami innych autorów (7, 13, 17).

Liczne badania u ludzi potwierdzi³y powi¹zanie
stresu oksydacyjnego z przewlek³¹ obturacyjn¹ cho-
rob¹ p³uc (POChP). Podobne badania, lecz w mniej-
szej skali, wykonywane by³y u koni. W badaniach
tych wykazano nasilon¹ rodnikogenezê w przebiegu
POChP oraz RAO, lecz z powodu odmiennej patofiz-
jologii tych dwóch chorób, nie mo¿na ich jednoznacz-
nie porównywaæ. W przypadku POChP cechy stresu
oksydacyjnego zwi¹zane s¹ prawdopodobnie z nasi-
lon¹ peroksydacj¹ lipidów w drogach oddechowych,
zmniejszeniem ilo�ci wolnych grup sulfhydrylowych,
wzrostem stê¿enia osoczowych izoprostanów oraz
wzrostem ilo�ci wydychanych gazów toksycznych,
takich jak tlenek wêgla oraz tlenek azotu (10, 26).

Uwa¿a siê, ¿e u koni nasilone wytwarzanie wolnych
rodników, powoduj¹ce powstanie stanu stresu oksy-
dacyjnego, prawdopodobnie zwi¹zane jest z przewlek-
³ym zapaleniem dróg oddechowych. Stan ten powo-
duje wyczerpanie naturalnych rezerw antyoksydacyj-
nych, co w konsekwencji prowadzi do zwiêkszenia
rodnikogenezy. Z powy¿szych danych wynika wiêc,
¿e stres oksydacyjny w przypadku RAO u koni nie
uczestniczy w patofizjologii procesu chorobowego,
lecz jest jego konsekwencj¹ (2, 7, 18).

Wydaje siê, ¿e u koni z RAO zasadne jest stosowa-
nie zwi¹zków neutralizuj¹cych wolne rodniki (6, 25).
Aktualnie prowadzone s¹ liczne badania maj¹ce na celu
okre�lenie korzy�ci p³yn¹cych z suplementowania an-
tyoksydantów drobnocz¹steczkowych u koni z obja-
wami nawracaj¹cej obturacji dróg oddechowych.
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