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Stres oksydacyjny powoduje wyczefpanie poszcze-
gólnych anty ów w określonej

Z dotychcz badari wynika, ze
zlżywany jest askorbinian, następnie grupy tiolowe
białebbilirubina>kwas inoczowy i cx-tokoferoi (4).
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sokim zużyciu tlenu w procesach przernian energe-



Medycyna Wet. 53 (l0) 1997

tycznych, stanowią interesujący model do badania
systemu antyoksydacyjnego i prób modulowania te-
go układu w różnych procesach patologicznych. W
piśmiennictwie lat 9O-tych zaczęły pojawiać się pub-
likacje na temat antyoksydantów u tego gatunku
zwierząt, Norelli i wsp. (19) stwierdzili wyższe stę-
zenie SOD i ceruloplazminy u samców, przy czym
u dorosłych były one wyższe niżu źrebiąt i młodych
koni. Inni autorzy badali wpływ różnych dodatków
paszowych na wybrane parametry stanu antyoksy-
dacyjnego koni (2, 5, 1 6). W kilku pracach określono
wpływ selenu i witaminy E na stan antyoksydacyjny
oraz różnę aspekty stanu zdrowia i wydajności wy-
siłkowej (2, 6, 8, 20). Avellini (1) sugeruje, że Ll
koni szczególnie intensywne procesy przemian tle-
nowych w czasie wysiłku mogą prowadzić do wy-
czerpania antyoksydantów zewnątrz i wewnątrz-
komórkowych. N admi ar powstaj ących re akty wnych
form zapoczątkowuje miopatie i hemolizę powysił-
kową.

Ceiem pracy było ustalenie wartości wyjściowych
wybranych wskaźników systemu antyoksydacyjne-
go koni oraz sprawdzenie mozliwości modulowania
tego układu.

Materiał i metody

Badania przeprowadzono w okresie lutego i marca na
6 koniach uzytkowanych w celach rekreacyjnych pozo-
staj ących w j ednakowych warunkach żyv,,ieniowo-byto-
wych. Jako modulatora w doświadczeniu uzyto Catosal
ze względu na efektywność farmakologicznątego prepa-
ratu. Składnik Catosalu butafosfan jest donatorem fosfo-
rl,związkiem stymulującym syntezę białka, ATP i innych
bogatoenerg ety czny ch substancji. Pośrednio spełnia rów-
niez istotną rolę w procesie wiązaniat|enlprzez hemo-
globinę, w zmaga aktywnoŚĆ fagocytarną granulocytów.
Drugi składnik tego preparatu - cyjankobalamina jest
kofaktorem koenzymu A, p optzez ldział w metabolizmie
kwasu foliowego zapewnia prawidłową syntezę DNA i
erytropoezę. Biologiczna aktywność tego preparatu uza-
sadnia przypuszczenie, żemożemieć wpływ na wskaźniki
stanu antyoksydacyjnego koni (l3). Konie przed doświad-
czeniem badano klinicznie, wykonywano pomiar tempe-
ratury, tętna i oddechów. Dane te zestawiono w tab. 1.

Krew pobierano z żyły jarzmowej zewnętrznej w od-
stępach tygodniowych. Po pierwszym pobraniu koniom
podano w iniekcji domięśniowej Catosal w dawkach 20
mllszt.ldziennie przez 6 dni. Następnie pobierano krew w
drugim i siódmym dniu po ostatniej iniekcji. Oznaczono
następuj ący zestaw antyoksydantów : dysmu tazę ponad-
tlenkową SOD (J/g hemoglobiny), całkowity stan anty-
oksydantów TAS (IV/1), peroksydazę glutationową GPX
(J/l hemolizatu), witaminę C (prnol/l), ceruloplazminę CP
(pmol/l) oraz dialdehyd malonowy (pmol/l), SOD, TAS,
GPX - oznaczano testami diagnostycznymi firmy Ran-
dox, SOD - wg metody testu Ransod, GPX - testami
diagnostycznymi Ransel, TAS-testem Randox (żI, 22,
23), ceruloplazminę oznaczano metodą Sundermana i No-
moto, dialdehyd malonowy i witaminę C oznaczano wg
Grysa (7). Oznaczenia wskaźników hematologicznych
wykonano metodą półautomaty czną przy uzyciu aparatu
firmy Hycel typ HC-510. C)znaczano stęzenie hemoglo-
biny Hb (g/dl), hematokryt Ht (1/D średnią objętość ery-
trocytów MCV (fl), liczbę leukocytów (GII) orazwykonano
ocenę obrazu krwinkowego w preparatach barwionych me-
todą May-Grrinwalda-Giemsy.

Wyniki poddano analizie staty stycznej tes tem t- S tudenta.

Wyniki i omówienie

Z zespohl enzylnów o antyoksydacyjnej aktywności
najczęściej wykorzystywanymi wskaźnikami w oce-
nie stanu antyoksydacyjnego organizmu jest dys-
mutaza p on adtle nk o w a ( S OD) - enzy m r ozkładaj ący
reaktywne formy tlenu oraz peroksydaza glutatio-
nowa (GPX) - katalizująca reakcje między gluta-
tionem a nadtlenkiem wodoru. Stan antyoksydacyjny
zależy takze od stęzenia ceruloplazminy - białka
ostrej fazy, hamljącego utlenianie lipidów i usu-
waj ące go rodniki anionu ponadtlenkowego. Wskaźniki
tę oznaczr:ne przed podaniem Catosalu były o zbli-
żonych wartościach u wszystkich zwierząt. Po 6-
-dniowym stosowaniu Catosalu odnotowano istotny
wzrost aktywności SOD i GPX, przy czym wartość
aktywności SOD szczególnie znacząco wzrosła u
koni nr I i2obciążonych przebytymi i istniejącymi
stanami chorobowymi (tab. 1). U koni tych 2 dnt
po ostatniej iniekcji w porównaniu do wartości wyj-
ściowych wartość SOD wzrosła o 32 i 19 J/gHB.

Tab. 1. Charakterystyka koni użytych w doświadczeniu

Nr Wiek
(lata) Płeć Masa ciała

(kg) Maść Stan kliniczny

1 l0 klacz 400 slwa ok. 4 tyg, po przechorowaniu grypy,
czerniaki u nasady ogona

2 8 wałach 600 gniada sezonowo-objawy duszności, kaszel (COPD)

3 l3 klacz 400 kasztanowata

w okresie doświadczenia wszystkie konie
bez objawów klinicznych. Temperatura,

tęrno. oddechy w normie

4 15 kl,acz 450 gniada

5 3 klacz 350 gniada

6 3 ogle1 500 gniada



yna wet.

Tab.2. Aktywność oraz stężenie wskaźników antyoksydacyjnych krwi koni przed i po podaniu CatoSalu (n = 6, itJ)

Antyoksydant I II III

Dysmutaza ponadtlenkowa SOD (J/g Hb)
,74,16 t8,39 90,46,k* t 11,63 78,72 !9,84

Peroksydaza glutationowa GPX (Jn hemol) ż66,85 !25,90 412,0ż* + l11,57 209,05 t 50,53

Całkowity stan antyoksydacyjny TAS (JU/l) 0,0żt0,02 0,02 + 0,02 0,07** + 0,03

Ceruloplazmina CP pmoVl 0,88 + 0,12 0,98 + 0,06 1,04* + 0,08

Dialdehyd malonowy DM pmoVl 2,00 + 0,08 2,0ż+ 0,o9 2,08 + 0,1 l

Askorbinian AC pmoUl 52,99 !8,39 59,85 + 3,89 55,87 t 16,54

objaśnienia: różnica statystycznie istotna: *p<0,05, **p<0,01, I - przed podaniem Catosalu, II - 2 dni po 6-dniowym podawaniu

Catosalu, III - 7 dni po ostatniej iniekcji Catosalu

Tab. 3. Średnie wartości wskaźników hematologicznych (n = ó, i t J)

Parametr I il III

llemoglobina Hbc/dl 12,82 + 1"72 13,80 t 1,66 lż,95 + 1,ż2

Hematokryt Ht-l./l 0,24t0,03 0,ż5 !-0,02 0,30** + 0,05

Erytrocyty Erytr. T/l
,7.93 + 1,34 7 ,79 + 1,3,1 9,9ż* + ż,0

Średnia objętość erytocytów MCV fl. 31.03 t 1,94 32,50 + 3,25 3I,42 t 1,96

l-eukocyty leuk. G/l 6,55 t1,4,7 6.3ż!l,ż0 7.żż!l,ż0

Granulocyty obojętnochłonne G/l 3,45 + 0,62 3,ż5 !0,96 3,97 + 0"l5

Limfocyty G/l ż.92 t I.|3 2,71 t 0,58 3,14 t 0,69

Objaśnienia: jak w tab, 2,

W całej grupie koni wzrost stęzenia tego parametru
był wysoko znamienny. Po tygodniu wartości dys-
mutazy ponadtlenkowej i peroksydazy glutationowej
obnizyły się. Stęzenie ceruloplazminy i całkowita
zdolność antyoksydacyjna (TAS) statystycznie istot-
nie wzrosła (p<0,01) tydzień po zakończeniu poda-
wania Catosalu. W tym czasie stęzenie witaminy C
nie uległo istotnym zmianom.

Dialdehyd malonowy (DM) - jeden z głównych
produktów peroksydacji lipidów w naszym doświad-
czeniu okazń się być bardzo stabilnym wskźnikiem.
U wszystkich koni stęzenie DM wynosiło ok. 21lmoU|,
nie zmieniło się po stosowaniu Catosalu (tab. 2).

W badaniach hematologicznych odnotowano sta-
tystycznie istotny wzrost liczby erytrocytów (p<0,05)

i wskaźnika hematokrytowego (p<0,01) tydzień po
zakończeniu podawania Catosalu (tab. 3). Po tygo-
dniu stosowania Catosalu widocznie poprawił się
stan ogólny koni. Konie ożywlły się, chętniej bie-
gały, demonstrowały wzmożony temperament, ob-
serwowano poprawę apetytu. Mała liczba zwierząt
użytych w doświadczeniJ nie pozwala na wyciąg-
nięcie daleko idących wniosków. Uzyskane wyniki
upowazniają jednak do stwierdzenia, ze wybfane
wskaźniki stanu antyoksydacyjnego a zwłaszcza dys-
mltaza ponadtlenkowa i peroksydaza glutationowa
stanowią cnily wykładnik stanu antyoksydacyj nego

koni. Po przejściowym wzroście wartości tych wskaź-
ników tydzieńpo stosowaniu Catosalu istotnie zwię-
kszył się całkowity stan antyoksydacyjny, wzrosło
stęzenie ceruloplazmtny, Itczby erytrocytów i he-
matokryt,
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Postęp jakiego dokonano w ostatnich 20 latach
w zakresie konstrukcji aparatury spektfofluoro-
metrycznej opartej na technikach komputerowych
spowodował niezwykle szybki rozwój nowych me-
tod badawczych, które nabieraią coraz większego
znaczenia w diagnostyce laboratoryjnej wielu scho-

rzeń. Do nowej generacji metod tej kategor|l należy
cy tometria przepływ ow a umo zli w iająca pr ecy zy jną
ocenę jakościową i iloŚciową elementów morfotycz-
nych we krwi oraz w innym materiale. Podstawą
badania materiału biologicznego ptzy użyciu ana-
ltzatota - cytofluorymetru jest prawidłowo przepro-
wadzona reakcja immunologiczna z właściwymi
przeciwciałami monoklonalnymi. Właśnie produk-
cja i dostępność ptzeciwciał monoklonalnych stały
się bodźcem do rozwoju tej metody badawczej. Główną
za7etą pf zep row a dzęnia analizy c yt ome try c znej j e s t
mozliwość zbadania dużej liczby komórek (kilka-
dziesiąt tysięcy) w różnym materiale biologicznym
(krew, szpik kostny, węzły chłonne, wypłuczyny
pęcherzykowo-oskrzelowe, mleko). Badanie to pro-
wadzi do ustalenia immunofenotypu komórek, co
może być pomocne w diagnostyce chorób układu
krwiotwórczego, chotób płuc, chorób autoimmu-
nizacyjnych i nowotworowych, a takżewrodzonych
i nabytych niedoborów immunologicznych otaz sta-
nów immunosupresji. Metoda ta zastąplła m.in. sto-
sowaną dotychczas ocenę iloŚci limfocytów T przy
pomocy testu rozetkowego i poszerzyła badania
immunofluorescencyjne przy użyciu mikroskopu
fluorescencyjnego (5).

Ponadto przy pomocy cytometrli przepŁywowej
można określić stan czynnościowy pojedynczych
komórek i ich substruktur poprzęzpomiar zawartości
DNA, poszukiwanie ekspresji określonych białek i
sekwencj i nukleotydów RNA, obserw acj ę aktyw acj i
komórek czy wreszcie opis mechanizmów śmierci
komórki (7, 10).

Anal iza subpopulacj i limfocytów
knri obwodowej ptzeżuwaczy

metodą cytometrii ptzeplywowej *)
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Examinatio. 
"' 
."jriffi;:.yte subpopulations

by flow cytometry

Flow cytometry is one of the most modern methods
cells, e.g.
analysed
ished by

The aim of the research was to establish reference
ocyte s by
Whol e ed.
eukoc r set

of specific against: CD45,
CD14, CDz le ,,null'' popula-
tions were l rythrocytes were
lysed with FACS lysing solution. Data acquisition and
analysis were done with SimulSet in FACStrak (Bec-
ton Dickinson) and additionally analysed with the
PC-Lysis pr€-
sented as per
liter with nces
between the results obtained in the research of ru-
minant species were observed. 'Ihe presented studies
have shown that the above methods can be useful in
the phenotyping of animal cells.
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