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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 (RAQ). 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 (RAQO)-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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Po raz pierwszy dowody dotyczace istnienia wol-
nych rodnikow w zywych organizmach uzyskano po-
nad 50 lat temu (5). Krétko po tym odkryciu Harmann
wysunat hipotezg¢ zaktadajaca, ze wolne rodniki moga
by¢ ubocznym produktem enzymatycznych reakcji
zachodzacych w zywych organizmach. W 1956 . po
raz pierwszy opisano skutki dziatania wolnych rodni-
koéw tlenowych na organizm, polegajace na uszkadza-
niu komorek, czego konsekwencja moga by¢ procesy
mutagenezy, nowotworzenia oraz biologicznego sta-
rzenia si¢ organizmow (11, 12). Kolejna era, dotycza-
ca badan w tej dziedzinie, rozpoczgla si¢ w 1968 r.,
w chwili odkrycia enzymu dysmutazy ponadtlenkowe;j
(SOD) (2). Od tamtej chwili uwaga Swiata naukowe-
go zostata zwrocona w kierunku badan uszkodzen
struktur komorkowych, takich jak: DNA, lipidy, bial-
ka oraz inne fragmenty komorek, wywotywanych przez
reaktywne formy tlenu (RFT). Jednocze$nie od nie-
dawna wysuwane sa teorie dotyczace korzystnego
wptywu wolnych rodnikéw na zywy organizm. Reak-

tywne formy tlenu powstaja w toku fizjologicznego
metabolizmu 1 to nie tylko jako produkt uboczny
tego metabolizmu. Przyktadem sa biate krwinki, ktore
w zetknigciu z chorobotwoérczymi drobnoustrojami
wytwarzaja reaktywne formy tlenu — m.in. nadtlenek
wodoru. Od posrednictwa RFT zalezne jest rowniez
przekazywanie sygnalow migdzy komoérkami (22).

Konsekwencja reakcji wolnorodnikowych zacho-
dzacych w organizmach zywych bylo wyksztalcenie
si¢ r6znych mechanizméw obronnych. Rolg tg petnia
zaréwno niskoczasteczkowe antyoksydanty o prostej
strukturze, jak i biatka enzymatyczne wyspecjalizo-
wane w usuwaniu reaktywnych form tlenu (3). Istotna
role w antyoksydacyjnej ochronie organizmu petnia
zwiazki niskoczasteczkowe w postaci witamin 1 mi-
kroelementow, nazywanych ogdélnie ,,wymiataczami
wolnych rodnikow” (4). Za najwazniejsze z nich uwa-
za si¢: selen, kwas askorbinowy, tokoferole, karoteno-
1dy oraz zwiazki polifenolowe.
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Ponadnormatywny wzrost stezen reaktywnych form
tlenu nazywany jest stresem oksydacyjnym. Sytuacja
ta moze mie¢ miejsce zarbwno w warunkach zwigk-
szonego tempa endogennej produkcji RFT, ekspozy-
cji na dodatkowe czynniki indukujace, jak 1 uposle-
dzenia naturalnych mechanizméw antyoksydacyjnych
organizmu (9).

Zwiazek stresu oksydacyjnego z chorobami jest
aktualnie przedmiotem szeroko zakrojonych badan
w wielu dziedzinach medycyny cztowieka. Istnieje
szereg chorob, w przebiegu ktorych udokumentowa-
no wptyw wolnych rodnikéw na ich patogenezg, jak
réwniez stwierdzono zwigkszona rodnikogeneze w ich
przebiegu (14, 15, 26).

Podobne badania wykonywane sa rowniez u koni,
jednak ich zasigg jest ograniczony jedynie do niekto-
rych jednostek chorobowych. Dos¢ dobrze udokumen-
towany jest zwigzek nastgpstw niedokrwienia jelit oraz
reperfuZJl w przebiegu chorob morzyskowych z ini-
cjacja rodnikogenezy (23). Podobne badania prowa-
dzono nad wptywem intensywnego wysitku fizycz-
nego na status oksydacyjny krwi oraz w przebiegu
nawracajacej choroby obturacyjnej drég oddechowych
koni (RAO). RFT odgrywaja znaczaca rolg w przy-
padku chorob uktadu oddechowego ludzi. Powiaza-
nie stresu oksydacyjnego z chorobami uktadu odde-
chowego ludzi wykazano w przebiegu ostrej niewy-
dolnos$ci oddechowej, astmy alergicznej, przewlektej
obturacyjnej chorobie ptuc (POChP) oraz po ekspo-
zycjina ozon. Badania nad powigzaniem wolnych rod-
nikow z chorobami drog oddechowych koni ograni-
czaja si¢ glownie do nawracajacej choroby obturacyj-
nej drog oddechowych koni (RAO), jednakze istnieja
przypuszczenia dotyczace powiazania stresu oksyda-
cyjnego z powysitkowym krwawieniem z ptuc u koni
(exercise-inducted pulmonary hemorrhage — EIPH)
(19).

Badania porownujace stezenie glutationu w poptu-
czynach pecherzykowo-oskrzelowych (BAL) koni
zdrowych, w okresie remisji RAO 1 koni z zaostrze-
niem tej choroby wykazaty zwiazek stresu oksydacyj-
nego z nawracaJ aca obturacja drog oddechowych koni
(21). W poroéwnaniu z grupa koni zdrowych, konie
z zaostrzeniem RAO mialy podwyzszone st¢zenie
GSH oraz GSSG. Natomiast u zwierzat w okresie re-
misji RAO, w poréwnaniu z konmi z zaostrzeniem tej
choroby, obserwuje si¢ znaczny wzrost GSSG z jed-
noczesnym spadkiem stg¢zenia GSH (1). Zaréwno
w pierwszym, jak i drugim przypadku patofizjologia
tego procesu nie jest do konca poznana. Obserwowa-
ny w niniejszym badaniu wzrost aktywnosci GSH
w okresie zaostrzenia choroby mozna thumaczy¢ akty-
wacja uktadu antyoksydacyjnego w odpowiedzi orga-
nizmu na wytwarzanie duzych ilosci wolnych rodni-
kow tlenowych w warunkach stresu tlenowego (18).

Celem badan byta ocena aktywno$ci wybranych
enzyméw antyoksydacyjnych u koni z rozpoznana na-
wracajaca obturacja drog oddechowych koni (RAO).

Medycyna Wet. 2011, 67 (2)

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na grupie 40 koni r6znych ras,
podzielonych na dwie grupy, w wieku od 8-15 lat. Grupg
pierwsza w liczbie 20 stanowili pacjenci Kliniki Chorob
Wewnetrznych UP we Wroctawiu z rozpoznana nawraca-
jaca obturacja drog oddechowych, grupe druga — kontrol-
na, w liczbie 20 — stanowily konie zdrowe, uzytkowane
rekreacyjnie. Kryterium rozpoznania RAO byt pozytywny
wywiad, objawy kliniczne, charakterystyczny obraz drog
oddechowych w badaniu bronchoskopowym oraz wynik
badania poptuczyn pecherzykowo-oskrzelowych (BAL).
Na przeprowadzone badania uzyskano zgodg II Lokalnej
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach
we Wroctawiu — uchwatla nr 39/2008 z dnia 16 czerwca
2008 .

Materiat do badan stanowita krew pobierana z jednego
wklucia z zyty szyjnej zewnetrznej (vena jugularis exter-
na). Do badan hematologicznych oraz analizy enzymow
antyoksydacyjnych krew pobierano w ilo$ci 2 ml do trzech
jednorazowych probdwek z wersenianem dwupotasowym
(K,EDTA). Material do badan stanowita masa krwinkowa
zabezpieczona do czasu oznaczen w temp. —70°C.

Masg krwinkowa po rozmrozeniu zawieszano w podwoj-
nej objetosci wolnego od nadtlenkow 1% roztworu deter-
gentu Triton X-100 (Sigma, USA) i po homogenizacji oraz
10-minutowe;j 1nkubacp wirowano przy 13 000 G przez
10 minut. Nadsacz rozcienczano w 50 mM buforze fosfo-
ranowym o pH 7,5 zawierajacym 0,2% albuming surowicy
wotowej i2 mM EDTA, i przeznaczano do oznaczen enzy-
mow antyoksydacyjnych. Stezenie hemoglobiny oznaczano
metoda Drabkina.

Oznaczanie aktywnoS$ci reduktazy glutationowej (GR)
dokonywano w hemolizatach krwinek rozcienczonych PBS
w temperaturze 37°C, wg instrukcji do zestawu firmy Bio-
xytech metoda kinetyczno-spektrofotometryczna, dtugosé
fali 340 nm w analizatorze biochemicznym EM 280 (Ema-
pol, Gdansk). Metoda polega na spektrofotometrycznym
pomiarze szybkos$ci tworzenia si¢ zredukowanego NADP
powstajacego podczas redukcji utlenionego glutationu i ka-
talizowanego przez GR obecng w probece. Wyniki przeli-
czano na U/g hemoglobiny, przyjmujac, ze 1U oznacza
tworzenie 1 pumol substratu/min. Wspotczynnik zmienno$-
ci dla metody oznaczenia GR wynosit 4,21%.

Oznaczanie aktywnos$ci peroksydazy glutationowe;]
(GPx) przeprowadzano metoda kinetyczno-spektrofotome-
tryczna wg instrukcji do zestawu firmy Bioxytech. Obecna
w probce GPx katalizuje rozktad wodoronadtlenku, jed-
nocze$nie utleniajac zredukowany glutation do jego formy
disiarczkowej. W reakcji pomocniczej wykorzystuje si¢
katalizowany przez GR i zwigzany ze spadkiem zawartosci
NADPH proces redukcji glutationu utlenionego. Pomiaru
reakcji szybkosci zmiany absorbancji dokonywano w tem-
peraturze 37°C przy diugosci fali 340 nm, za pomoca
analizatora biochemicznego EM 280 (Emapol, Gdansk).
Wyniki przeliczano na U/g biatka (1U oznacza tworzenie
1 umol substratu/min.), uwzgledniajac st¢zenie biatka oraz
rozcienczenie probek. Wspotczynnik zmiennosci dla me-
tody oznaczania GPx wynosit 1,82%.

Oznaczanie aktywnos$ci transferazy S-glutationowe;j
(GST) przeprowadzono metoda kinetyczno-spektrofotome-
tryczna wg instrukcji do zestawu firmy Cayman Chemical
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Company (USA, cat no 703302). Metoda opiera si¢ na
pomiarze szybkosci reakcji katalizowanego przez GST
sprzggania chlorodinitrobenzenu ze zredukowanym gluta-
tionem. Pomiardw kinetyki dokonano w temperaturze 37°C,
dhugosci fali 340 nm, za pomoca analizatora biochemicz-
nego EM 280 (Emapol, Gdansk). Wyniki przeliczano na
U/g bialka, uwzgledniajac stezenia biatka oraz rozciencze-
nie probek homogenatdw, przyjmujac, ze 1U oznacza two-
rzenie 1 umol substratu/min. Wspdtczynnik zmiennosci dla
metody oznaczania GST wynosit 2,73%.

Analiza statystyczna. Zgodnos$¢ rozktadow zmiennych
z rozktadem normalnym sprawdzano testem Kolmogorva-
-Smirnova. Wszystkie parametry zostaly ocenione jako
zgodne z rozktadem normalnym. Dla poréwnan parame-
trycznych przeprowadzono test t-Studenta, przyjmujac za
istotne réznice, ktorych poziom istotnosci p nie przekro-
czyt 5% (p < 0,05). Wszystkie analizy przeprowadzono za
pomoca oprogramowania Statistica v. 7.1 firmy StatSoft.

Wyniki i omowienie

Obserwujac $rednia aktywnos$¢ reduktazy glutatio-
nu, zauwazono istotna statystycznie (p < 0,05) r(')Znicq
pomlqdzy srednia aktywno$cia tego enzymu w grupie
koni chorych. Srednia aktywnos¢ reduktazy koni zdro-
wych wynosita 79,7 U/g, podczas gdy u koni chorych
wynosita 39,7 U/g (ryc. 1).

Obserwujac srednig aktywno$¢ peroksydazy gluta-
tionowej, nie stwierdzono réznic istotnych statystycz-
nie pomigdzy konmi zdrowymi a chorymi. Srednia
aktywno$¢ peroksydazy glutationowej koni zdrowych
wynosita 47,8 U/g, natomiast u koni chorych 37,8 U/g
(ryc. 2).

Badajac $rednia aktywnos$¢ transferazy S-glutatio-
nowej, stwierdzono istotna statystycznie roznicg po-
migdzy konmi zdrowymi i chorymi (p < 0,05). Sred-
nia aktywno$¢ transferazy S-glutationowej koni zdro-
wych wynosita 39,8 U/g, podczas gdy u koni chorych
wynosita 21,8 U/g (ryc. 3).

W niniejszych badaniach zaobserwowano, ze u koni
z RAO dochodzi do istotnego rozchwiania aktyw-
nosci antyoksydantow enzymatycznych. SW1adczyc to
moze o nasilonych procesach rodnlkogenezy majacej
miejsce w przebiegu nawracajacej obturacji drog od-
dechowych koni. Do pomiaru narazenia wolnorodni-
kowego badanych koni w przebiegu RAO wykorzy-
stano zwiazki enzymatyczne o charakterze antyoksy-
dantow. Sposrod wielu znanych zwiazkow o takim
charakterze czgstym obiektem badan sa enzymy zwia-
zane z metabolizmem selenu — GPx, GST oraz GR
(19). Enzymy te, wystgpujace w duzych ilosciach
w krwinkach czerwonych, sa jedna z wazniejszych
linii obrony w przypadku ataku wolnych rodnikow
tlenowych (16, 24).

Pomimo iz warto$ci $redniej aktywnos$ci peroksy-
dazy glutationowej nie rdznily sig istotnie statystycz-
nie, zauwazono tendencj¢ spadkowa omawianego en-
zymu. Badania nad zachowaniem si¢ tego enzymu
u koni z RAO przyniosty zréznicowane wyniki. W czg$-
ci prac wykazano statystycznie istotny wzrost aktyw-
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Ryc. 3. Srednia aktywno$é transferazy S-glutationowej (U/g)

nosci calkowitej peroksydazy glutationowej u chorych
koni, podczas gdy w innych badaniach wykazano spa-
dek aktywnos$ci omawianego enzymu (2, 7). Réznice
te moga by¢ spowodowane wptywem wielu czynni-
kow na aktywno$¢ GPx u koni z RAO, takich jak: sto-
pien nasilenia choroby, zastosowane leczenie oraz
warunki utrzymania zwierzat. Nie bez znaczenia moga
by¢ rowniez procedury laboratoryjne, wykorzystane
do oceny enzymu.

Reduktaza glutationowa (GR) pelni funkC]Q pomoc-
nicza w uktadzie antyoksydacyjnym enzymow zwia-
zanych z glutationem. Poprzez redukcjg utlenionego
glutationu przywraca jego wlasciwosci antyoksydacyj-
ne oraz umozliwia ponowny udziat w reakcjach kata-
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lizowanych przez GPx i GST, a takze zdolnos¢ bezpo-
sredniego ,,wymiatania” wolnych rodnikéw. Podobnie
jak inne enzymy antyoksydacyjne, synteza GR podlega
regulacji, a reaktywne formy tlenu indukuja jej synte-
zg. Niedobor selenu, poza wptywem na aktywnos$¢
GPx, moze rowniez prowadzi¢ do zmniejszenia ak-
tywnos$ci GR (8). W badaniach wtasnych zaobserwo-
wano istotny statystycznie spadek aktywnosci reduk-
tazy glutationowej u koni chorych (p < 0,05). Wska-
zuje to na duza rol¢ reduktazy glutationowej, jako en-
zymu pehiacego funkcj¢ wezesnego wymiatacza wol-
nych rodnikéw, w przypadku ich nadmiernej syntezy
w przebiegu RAO. Podobne obserwacje poczynili inni
autorzy (13, 20).

Kolejnym enzymem podlegajacym analizie byta
transferaza S-glutationowa, enzym wchodzacy w tzw.
cykl glutationowy. Transferazy glutationowe sa poli-
morficzng nadrodzing wielofunkcyjnych biatek enzy-
matycznych obecnych w cytoplazmie, mikrosomach,
oraz w formie zwiazanej z btonami komérkowymi.
Biologiczna rola tego enzymu polega gtownie na
uczestniczeniu w drugiej fazie detoksykacji ksenobio-
tykow. Istotny statystycznie spadek aktywnos$ci tego
enzymu u koni chorych w poréwnaniu do koni zdro-
wych wskazuje na zwigkszenie ilosci proceséw wol-
norodnikowych obejmujacych wielonienasycone kwa-
sy thuszczowe blon komérkowych. Badania wlasne sa
zgodne z wynikami innych autoréw (7, 13, 17).

Liczne badania u ludzi potwierdzity powiazanie
stresu oksydacyjnego z przewlekta obturacyjna cho-
roba ptuc (POChP). Podobne badania, lecz w mniej-
szej skali, wykonywane byly u koni. W badaniach
tych wykazano nasilona rodnikogenezg w przebiegu
POChP oraz RAO, lecz z powodu odmiennej patofiz-
jologii tych dwoch chorob, nie mozna ich jednoznacz-
nie porownywaé. W przypadku POChP cechy stresu
oksydacyjnego zwiazane sa prawdopodobnie z nasi-
long peroksydacja lipidow w drogach oddechowych,
zmniejszeniem ilosci wolnych grup sulfthydrylowych,
wzrostem st¢zenia osoczowych izoprostandw oraz
wzrostem ilo$ci wydychanych gazéow toksycznych,
takich jak tlenek wegla oraz tlenek azotu (10, 26).

Uwaza sig, ze u koni nasilone wytwarzanie wolnych
rodnikéw, powodujace powstanie stanu stresu oksy-
dacyjnego, prawdopodobnie zwiazane jest z przewlek-
tym zapaleniem drég oddechowych. Stan ten powo-
duje wyczerpanie naturalnych rezerw antyoksydacyj-
nych, co w konsekwencji prowadzi do zwiqkszenia
rodnikogenezy. Z powyzszych danych wynika wigc,
ze stres oksydacyjny w przypadku RAO u koni nie
uczestnlczy w patofizjologii procesu chorobowego,
lecz jest jego konsekwencja (2, 7, 18).

Wydaje sig, ze u koni z RAO zasadne jest stosowa-
nie zwiazkow neutralizujacych wolne rodniki (6, 25).
Aktualnie prowadzone sa liczne badania majace na celu
okreslenie korzysci ptynacych z suplementowania an-
tyoksydantow drobnoczasteczkowych u koni z obja-
wami nawracajacej obturacji drog oddechowych.
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