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Summary

Antioxidant system in horses and attempts for its mo-
dulation
The aim of the research was o determine the values

of selected antioxidant indicators in horse and the
DOSS ..,i.lty of the nu-fuiatmn of the ' it sy-

stem. The research was nerfﬂrmed at ear! ring in
a group »f hor ses kept in similar ee ;'w :m; envi-
ronmental conditions. Catesal was administered lm.

at a dally dose of ,.0 ml per ammal ?or 4 days.
Qup‘ ° dacn : itathione peroxidase, folal
id wwmine, malondialdehy-

ati. Turthermore
Determi-

nations were periormes admini-
strated and at the 2nd and 7 th da;
injection. Resuits showed a significan
of the superoxide dismuiase and glut: e Beroxi-
dase activity, A week after the last injection of Catosal
a significant rise in the ‘lotan antioxidant status. ceru-
foplasmine level and the number of erythrocytes was
ascertained. At the same (ime an improvement of the
horses general health status indicated by increased
appetite and more vivid temperament was aiso ob-

served.

mporal vise

Qd chwili poznania znaczenia tzw. woinych rod-
nikow w procesach fizjologicznych i patologicznych
organizméw aerobowych rozpoczeto intensywae ba-
dania nad systemami ochronnymi komorekK przed
szkodliwym dziataniem 1ych form. Zaburzenie réw-
nowagi miedzy powstawaniem atomow lub czaﬁte—
czek z niexparowanym elekire ZEWNELIINE ]
orbicie, ich wykorzystywaniem i unieszkodliwie-
niem moze staé si¢ przyczyng rozwoju stanéw pato-
logicznych komérek, tkanek i narzadow (3, 4, 8,
15, 25). Dobrze poznane sa reakcje wolnorodnikowe
reaktywnych form tlenu (RFT). Lista poznanych
RFT i form pokrewnych obejmuje 27 réznych ato-
méw 1 czasteczek, ktére sa bezposrednia lub po-
srednia przyczyna destrukcyinych reakcji. Jednym
z nastepstw nadmiernej aktywnosci procesow oksy-
dacyjnych sa zapalenia. W ognisku zapalnym po-
wstaja wysokie st¢zenia RFT uwalniane przez po-
budzone fagocyty (4, 26). Rakcje wolnych rodnikéw
tlenowych z substancjami wewnatrzkomérkowymi
zapoczatkowuja uwalnianie kolejnych aktywnych
form tlenu w przylegajacych tkankach. Zapoczat-

nem nE
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kowane W tvim mechanizmie reakcje chemiczrie
wadza do zmiany aktywnodci bioiogicznej kwa
n ﬁu,m@wvch, 1pzdcw cukréw 1 innych zwiazi

organiczaych z uszeniem ich iktar "‘0::'-\'.:
Ta1 1< h Zaburzenia "ﬂ\/V’nC‘WBgl o ‘ "@‘ Mewve s
cYIno- mtvoksw daC“/}HVf‘h ﬁrowadzacvch do ;fr7°
gi proc iiania okreglone zostalo ferminem
siresu ego {4, 25). Skutki ceadw

wig stan “\odw*”smne o ryzyka zachorowan
dzi 1 zwierzat. Udzial powstaigcych w nadmiarze
welnvoh *—\umkew *lencwvan Vykazano w Ltaf‘pqm_

niu *vusﬁ{i i
O 24y
f)rgma"*n\/ tlenowcdw dysponuja calymi sysie-
mami wewnatrz- Lﬂuwnqtrzxcmorkcowyml chronig-
cymi preed reaktywnymi formami tlenu, pezwalaja-
_/ml na ulrzymanie stale; qu ywagt migdzy powsta-
aniem wolnych rodnikéw i ich neutralizacja. Taka
Ol Defni ¢ ze;eg SNZymow amyomydacyjnych dys-
mutaza ponadtien '\O\Nd peroksydaza, reduktaza, trans-
feraza glutationowa i szereg innych. Niektdre biatka
wiazace jony metali, takie jak ceruiophmlin;L trans-
feryna, laktoferyna, haptoglobina, hemopeksyna, al-
bumina, stanowia zabezpieczenie przed powstawa-
niem rodnikéw wodorotlenowych z udziatlem jonow
7elaza, miedzi i innych metali (4, 11, 12, 14, 17,27
W osoczu Krwi znajduje sig caiy zestaw anty-
oksydantéw endogennych powstajacych w wyniku
orzemian metabolicznych np. bilirubina, kwas mo-
cowy, glutation, pirogronian jak réwnieZ zewnatrz
sochodnych jak Iokoteroie karoteny i askorbinian.
Stres oksydacyiny powoduje wyczerpanie poszcze-
gblnych antyoksydantéw w okre§lonej kolejnosei.
Z dotychczasowych badai wynika, ze najszybcie]
zuzywany jest askorbinian, nastepnie grupy tiolowe
bialek>bilirubina>kwas moczowy i a-tokoferol (4).
Zapobieganie peroksydacji lipidéw przez osocze krwi
przyjeto jako wyktadnik catkowitej zdolnosci zmia-
tania wolnych rodnikéw (Total Rodical-trapping An-
tioxidant Parametr TRAP). Mimo niedoskonatoSci
wskaznik ten jest jednym z czedciej badanych wy-
znacznikéw intensywnosci proceséw indukowanych
przez reaktywne formy tlenu (RFT) (21).
Konie ‘,Lt'\n gatunek zwierzgt o szczegélnie wy-
sokim zuzyciu tlenu w procesach przemian energe-
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tycznych, stanowig interesujacy model do badania
systemu antyoksydacyjnego i préb modulowania te-
go uktadu w réznych procesach patologicznych. W
piSmiennictwie lat 90-tych zaczety pojawiad sig pub-
likacje na temat antyoksydantéw u tego gatunku
zwierzat. Norelli i wsp. (19) stwierdzili wyzsze ste-
zenie SOD i ceruloplazminy u samcéw, przy czym
u dorostych byty one wyzsze niz u Zrebiat i mtodych
koni. Inni autorzy badali wptyw réznych dodatkéw
paszowych na wybrane parametry stanu antyoksy-
dacyjnego koni (2, 5, 16). W kilku pracach okreslono
wplyw selenu i witaminy E na stan antyoksydacyjny
oraz rozne aspekty stanu zdrowia i wydajnosci wy-
sitkowej (2, 6, 8, 20). Avellini (1) sugeruje, ze u
koni szczegdlnie intensywne procesy przemian tle-
nowych w czasie wysitku moga prowadzié¢ do wy-
czerpania antyoksydantéw zewnatrz i wewnatrz-
komoérkowych. Nadmiar powstajacych reaktywnych
form zapoczatkowuje miopatie i hemolize powysit-
kowa.

Celem pracy byto ustalenie wartosci wyjsciowych
wybranych wskaznikéw systemu antyoksydacyjne-
go koni oraz sprawdzenie mozliwo$ci modulowania
tego uktadu.

Material i metody

Badania przeprowadzono w okresie lutego i marca na
6 koniach uzytkowanych w celach rekreacyjnych pozo-
stajacych w jednakowych warunkach zywieniowo-byto-
wych. Jako modulatora w do§wiadczeniu uzyto Catosal
ze wzgledu na efektywnosé farmakologiczna tego prepa-
ratu. Sktadnik Catosalu butafosfan jest donatorem fosfo-
ru, zwigzkiem stymulujacym synteze biatka, ATPiinnych
bogatoenergetycznych substancji. Posrednio spetnia réw-
niez istotna role w procesie wiazania tlenu przez hemo-
globing, wzmaga aktywno§¢ fagocytarna granulocytéw.
Drugi sktadnik tego preparatu — cyjankobalamina jest
kofaktorem koenzymu A, poprzez udziat w metabolizmie
kwasu foliowego zapewnia prawidlowa synteze DNA i
erytropoezg. Biologiczna aktywno$¢ tego preparatu uza-
sadnia przypuszczenie, ze moze mieé wplyw na wskazniki
stanu antyoksydacyjnego koni (13). Konie przed do§wiad-
czeniem badano klinicznie, wykonywano pomiar tempe-
ratury, t¢tna 1 oddechdw. Dane te zestawiono w tab. 1.
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Krew pobierano z zyly jarzmowej zewngetrznej w od-
stepach tygodniowych. Po pierwszym pobraniu koniom
podano w iniekcji domig§niowej Catosal w dawkach 20
ml/szt./dziennie przez 6 dni. Nastepnie pobierano krew w
drugim i siéddmym dniu po ostatniej iniekcji. Oznaczono
nastepujacy zestaw antyoksydantéw: dysmutaze ponad-
tlenkowa SOD (J/g hemoglobiny), calkowity stan anty-
oksydantéw TAS (IV/1), peroksydaze glutationowa GPX
(J/Themolizatu), witaming C (wmol/l), ceruloplazmine CP
(wmol/l) oraz dialdehyd malonowy (umol/l), SOD, TAS,
GPX - oznaczano testami diagnostycznymi firmy Ran-
dox, SOD — wg metody testu Ransod, GPX — testami
diagnostycznymi Ransel, TAS-testem Randox (21, 22,
23), ceruloplazming oznaczano metoda Sundermana i No-
moto, dialdehyd malonowy i witamine C oznaczano wg
Grysa (7). Oznaczenia wskaznik6w hematologicznych
wykonano metoda pétautomatyczng przy uzyciu aparatu
firmy Hycel typ HC-510. Oznaczano stezenie hemoglo-
biny Hb (g/dl), hematokryt Ht (1/I) $rednia objetos¢ ery-
trocytéw MCYV (f1), liczbg leukocytéw (G/1) oraz wykonano
oceng obrazu krwinkowego w preparatach barwionych me-
toda May-Grilinwalda-Giemsy.

Wyniki poddano analizie statystycznej testem t-Studenta.

Wyniki i oméwienie

Z zespolu enzymow o antyoksydacyjnej aktywnosci
najczesciej wykorzystywanymi wskaznikami w oce-
nie stanu antyoksydacyjnego organizmu jest dys-
mutaza ponadtlenkowa (SOD) - enzym rozktadajacy
reaktywne formy tlenu oraz peroksydaza glutatio-
nowa (GPX) - katalizujaca reakcje migdzy gluta-
tionem a nadtlenkiem wodoru. Stan antyoksydacyjny
zalezy takze od stezenia ceruloplazminy — biatka
ostrej fazy, hamujacego utlenianie lipidéw i usu-
wajacego rodniki anionu ponadtlenkowego. Wskazniki
te oznaczone przed podaniem Catosalu byty o zbli-
zonych wartosciach u wszystkich zwierzat. Po 6-
-dniowym stosowaniu Catosalu odnotowano istotny
wzrost aktywnosci SOD i GPX, przy czym warto$¢
aktywnosci SOD szczegdlnie znaczaco wzrosta u
koni nr 1 i 2 obciazonych przebytymi i istniejacymi
stanami chorobowymi (tab. 1). U koni tych 2 dni
po ostatniej iniekcji w poréwnaniu do wartosci wyj-
sciowych warto§¢ SOD wzrosta o 32 i 19 J/gHB.

Tab. 1. Charakterystyka koni uzytych w dos§wiadczeniu

Wiek | . Masa ciala s o
NE (lata) Pleé ke) Masé Stan kliniczny
1 10 Klacz 400 siwa ok. 4 tyg. po przechorowaniu grypy,
czerniaki u nasady ogona

2 8 watach 600 gniada sezonowo-objawy dusznosci, kaszel (COPD)

3 13 klacz 400 kasztanowata

4 15 | Klacz 450 gniada w okresie doswiadczenia wszystkie konie
_ | bez objawdw klinicznych. Temperatura,

5 3 klacz 350 gniada tetno, oddechy w normie

6 3 ogier 500 gniada
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Tab. 2. Aktywno$é oraz stezenie wskaznikéw antyoksydacyjnych krwi koni przed i po podaniu Catosalu (n = 6, x £ J)

Antyoksydant I II 11
Dysmutaza ponadtlenkowa SOD (J/g Hb) 74,16 £ 8,39 90,46%* + 11,63 78,72 +9,84
;oksydaza glutationowa GPX (J/1 hemol) 266,85 25,9_0— 412,02*% + 111,57 209,05 £ 50,53
Calkowity stan antyoksydacyjny TAS (JUN) 0,02 £0,02 0,02 £0,02 ) 0,07** + 0,03-
Cerulop_lazmina CP pmol/l 0,88 0,12 | 0,98 £0,06 ) 1,04* 0_,08_
Dialdehyd malonowy DM pmol/l 2,00£0,08 | 2,02£0,09 2,08 £0,11
Askorbinian AC pmol/l 52,99 + 8,39 | 59,85 £3,89 55,87 £16,54 B

Objasnienia: réznica statystycznie istotna: *p<0,05, **p<0,01, T - przed podaniem Catosalu, II — 2 dni po 6-dniowym podawaniu

Catosalu, III — 7 dni po ostatniej iniekcji Catosalu

Tab. 3. Srednie wartoéci wskaznikéw hematologicznych (n = 6, X1 J)

Parametr | I 0 1

Hemoglobina HbG/dl 12,82+1,72 13,80+ 1,66 12,95+1,22
Hematokryt Ht-1/1 0,24 £ 0,03 0,25 +0,02 _6,30** +0,05
Erytrocyty Erytr. T/l 7,93 +1,34 7,79 +137 _ 9.92% 2,0 o
Srednia objetosé erytocytow MCV fl. 31.03 £1,94 32,50 +3,25 31,42+ 1,96
Leukocyty leuk. G/l 6,55+ 1,47 6,32%1.20 7.22+1,20
Granulocyty oboiztnochlonne G/l 3,45 10,62 3,25+£0,96 397+£0,75 -
Emg)cyty GN 292£1.13 2,71 iO,_SS 3,14£0,69

Objasnienia: jak w tab. 2.

W catej grupie koni wzrost stgzenia tego parametru
byt wysoko znamienny. Po tygodniu wartosci dys-
mutazy ponadtlenkowej i peroksydazy glutationowej
obnizyly sig. Stgzenie ceruloplazminy i catkowita
zdolno$¢ antyoksydacyjna (TAS) statystycznie istot-
nie wzrosta (p<0,01) tydzieii po zakoriczeniu poda-
wania Catosalu. W tym czasie st¢zenie witaminy C
nie uleglo istotnym zmianom.

Dialdehyd malonowy (DM) — jeden z gléwnych
produktéw peroksydacji lipidéw w naszym doswiad-
czeniu okazat si¢ by¢ bardzo stabilnym wskaznikiem.
U wszystkich koni stgzenie DM wynosito ok. 2 pmol/l,
nie zmienito si¢ po stosowaniu Catosalu (tab. 2).

W badaniach hematologicznych odnotowano sta-
tystycznie istotny wzrost liczby erytrocytéw (p<0,05)
i wskaznika hematokrytowego (p<0,01) tydzieri po
zakoriczeniu podawania Catosalu (tab. 3). Po tygo-
dniu stosowania Catosalu widocznie poprawil si¢
stan ogblny koni. Konie ozywily sig, chetniej bie-
galy, demonstrowatly wzmozony temperament, ob-
serwowano poprawe apetytu. Mata liczba zwierzat
uzytych w do$§wiadczeniu nie pozwala na wyciag-
nigcie daleko idacych wnioskéw. Uzyskane wyniki
upowazniaja jednak do stwierdzenia, ze wybrane
wskazniki stanu antyoksydacyjnego a zwlaszcza dys-
mutaza ponadtlenkowa i peroksydaza glutationowa
stanowia czuly wyktadnik stanu antyoksydacyjnego

koni. Po przejSciowym wzroscie wartosci tych wskaz-
nikéw tydzieri po stosowaniu Catosalu istotnie zwig-
kszy! si¢ catkowity stan antyoksydacyjny, wzrosto
stezenie ceruloplazminy, liczby erytrocytéw i he-
matokryt.
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Summary

Examination of ruminant lymphocyte subpopulations
by flow cytometry

Flow cytometry is one of the most modern methods
of qualitative and quantitative evaluation of cells, e.g.
blood cells. Different cell populations are analysed
separately by ,leucogate”, being distinguished by
their scatter (forward and side) profiles.

The aim of the research was to establish reference
values of lymphocyte subpopulations in ruminants by
FACS analysis. Whole blood samples were analysed.
Populations of leukocytes were determined with a set
of specific monoclonal antibodies against: CD45,
CD14, CD2, CD4, CD8, CD 19, while ,,null” popula-
tions were labelled FITC and PE. Erythrocytes 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 program. Obtained results have been pre-
sented as a mean of percent and total numbers per
liter with a standard deviation. Statistical differences
between the results obtained in the research of ru-
minant species were observed. The presented studies
have shown that the above methods can be useful in
the phenotyping of animal cells.

Postep jakiego dokonano w ostatnich 20 latach
w zakresie konstrukcji aparatury spektrofluoro-
metrycznej opartej na technikach komputerowych
spowodowat niezwykle szybki rozwdj nowych me-
tod badawczych, ktére nabieraja coraz wigkszego
znaczenia w diagnostyce laboratoryjnej wielu scho-

*) Praca czgSciowo finansowana z grantu KBN 5 S 31002206

rzef. Do nowej generacji metod tej kategorii nalezy
cytometria przeplywowa umozliwiajaca precyzyjna
oceng jakosciowa i iloSciowa elementéw morfotycz-
nych we krwi oraz w innym materiale. Podstawa
badania materiatu biologicznego przy uzyciu ana-
lizatora — cytofluorymetru jest prawidtowo przepro-
wadzona reakcja immunologiczna z wlasciwymi
przeciwciatami monoklonalnymi. Wtasnie produk-
cja i dostepno$¢ przeciwcial monoklonalnych staty
si¢ bodZcem do rozwoju tej metody badawczej. Gtéwna
zalety przeprowadzenia analizy cytometrycznej jest
mozliwo$¢ zbadania duzej liczby komérek (kilka-
dziesiat tysiecy) w ré6znym materiale biologicznym
(krew, szpik kostny, wezty chtonne, wyptuczyny
pecherzykowo-oskrzelowe, mleko). Badanie to pro-
wadzi do ustalenia immunofenotypu komérek, co
moze by¢ pomocne w diagnostyce choréb uktadu
krwiotworczego, choréb ptuc, choréb autoimmu-
nizacyjnych i nowotworowych, a takze wrodzonych
1 nabytych niedoboréw immunologicznych oraz sta-
néw immunosupresji. Metoda ta zastapita m.in. sto-
sowang dotychczas oceng ilosci limfocytéw T przy
pomocy testu rozetkowego i poszerzyla badania
immunofluorescencyjne przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego (5).

Ponadto przy pomocy cytometrii przeptywowej
mozna okresli¢ stan czynno$ciowy pojedynczych
komorek 1ich substruktur poprzez pomiar zawarto$ci
DNA, poszukiwanie ekspresji okreslonych biatek i
sekwencji nukleotydéw RNA, obserwacje aktywacji
komorek czy wreszcie opis mechanizméw $mierci
komérki (7, 10).



