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Ksztaltowanie sie wybranych wskaznikow
stanu oksydacyjnego u lisow polarnych
w zaleznosci od wieku i warunkéw utrzymania

Development of Some Oxidation State Indices at Polar Foxes in Relation to
Their Age and Maintenance Conditions

Wolne rodniki tlenowe (WRT) ze wzgledu na wysoka niespecyficzna reak-
tywnos¢ moga by¢ niebezpieczne dla zdrowia zwierzat. Wynika to z mozliwosci
wzrostu ich ilodci w organizmie, co w rezultacie doprowadza do zachwiania
rownowagi migdzy antyoksydantami a prooksydantami na rzecz utlenienia. W
konsekwencji prowadzi to do pojawienia si¢ stanu zwanego stresem oksydacyj-
nym. Wiele badan klinicznych potwierdza, iz istnieje zwiazek pomiedzy stresem
oksydacyjnym a zaburzeniami stanu zdrowia. Stan ten nie musi by¢ ich gléwna,
bezposrednia przyczyna, niemniej jednak ma swoje wazne miejsce w calym
tafcuchu zdarzen, ktére prowadza do powstania choroby polietiologicznej i
rozwoju towarzyszacych objawow (1, 4, 11 ). W zwiazku z tym istotne wydaja
si¢ zrodta wolnych rodnikéw, ktére moga tworzyé si¢ w organizmie zaréwno
pod wpltywem czynnikéw endo-, jak i egzogennych. Do tych ostatnich nalezy
zaliczy¢ m.in. zywienie, promieniowanie ultrafioletowe, a nade wszystko sub-
stancje zanieczyszczajace srodowisko.

W hodowli zwierzat futerkowych migsozernych, a szczegélnie liséw, istnieje
ryzyko narazenia organizmu zwierzgcia na stres oksydacyjny, bedacy wynikiem
zanieczyszczenia powietrza. Fermy zwierzat futerkowych sa bowiem zrédlem
ponad 40 substancji odorotwérczych, glownie zwiazkéw siarkoorganicznych,
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ketonéw, aldehydéw, alkoholi oraz weglowodoréw alifatycznych i aromatycznych
(6, 8, 9). Zwiazki te charakteryzuja si¢ nie tylko znaczna uciazliwo$cig zapachowa,
ale niejednokrotnie s to takze substancje toksyczne czy kancerogenne dla ludzi i
zwierzat (5, 6, 9). Lotne substancje gazowe wytwarzane s tutaj nie tylko podczas
ztozonych proceséw trawiennych zachodzacych w przewodzie pokarmowym,
powstaja réwniez na skutek zlozonych reakcji rozkltadu, jakie zachodza w odcho-
dach opadajacych lub zalegajacych pod klatkami. Nie bez znaczenia pozostaje
takze wplyw zywienia karma wysokoenergetyczna i wysokobiatkowa, jak odpady
rybne czy migsne, ktore tatwo ulegaja procesom rozktadu (5, 6).

Celem pracy bylo przedstawienie ksztaltowania si¢ wybranych parametrow,
uznawanych za markery stanu antyoksydacyjnego, u liséw zréznicowanych
wiekowo i hodowanych w réznych warunkach fermowych.

MATERIAL I METODY

Badania wykonano na fermie lisow polarnych C, potozonej w potudniowo-wschodniej czgsci
kraju. Obiekt otoczony byt szerokim pasem zieleni, stanowiacym naturalng barierg przed rozprze-
strzenianiem si¢ odoréw na dalsze odleglosci. Obsada stada podstawowego wynosita okoto 50
samic. Lisy zywione byly karma o przecigtnej, w stosunku do zalecanych norm, koncentracji
energii i Srednim udziale poszczegélnych sktadnikéw, to jest warto$é energetyczna 1 kg karmy
wynosita 5468KJEM przy udziale energii z biatka 32,4%, ttluszczu 46,9% i cukrow 20,7%

Podstawe do badan stanowito wydzielenie dwoch grup po 6 samic stada podstawowego oraz
ich potomstwa, z czego jedna utrzymywana byta w pomieszczeniu zamknigtym z wyposazeniem
w wentylacje¢ grawitacyjna, druga zas w klatkach na wolnym powietrzu. Podzial ten pozwolit na
wykazanie ewentualnego wplywu lotnych zanieczyszczen gazowych na stan zdrowia zwierzat
przebywajacych w odmiennych warunkach fermowych.

Zwierzgta byly zréznicowane wiekowo. Krew do badan pobrano w miesiacu marcu od matek
oraz w sierpniu od ich potomstwa. Badania osocza objgly oznaczenie: catkowitego stezenia gluta-
tionu (GSH-GSSG), catkowitej aktywnosci oksydacyjnej (TAS), aktywnosci dysmutazy ponad-
tlenkowej (EC-SOD) i peroksydazy glutationowej (GPx). Ponadto oznaczono FRAP, czyli catko-
witg zdolno$¢ antyoksydacyjna i biatko rozpuszczalne. Catkowita aktywnos$é antyoksydacyjna
okreslono przy pomocy testu — Total Antioxidant Status firmy Randox. FRAP na podstawie meto-
dy opisanej przez Benzie i Straina (2). Oznaczenia catkowitego st¢zenia glutationu (GSH+GSSG)
dokonano wedtug metody Akerbooma i Siesa (1). Pomiar aktywno$ci EC-SOD wykonano metoda
adrenalinowg wedtug Misra (1). Do oznaczania aktywnosci peroksydazy glutationowej postuzono
si¢ testem diagnostycznym RANSEL firmy RANDOX. Poziom biatka oznaczono metoda Lowre-
2o (1). Oznaczenia wykonano przy uzyciu spektrofotometru CE 7200 (dwuwiazkowego) firmy
CECIL (Wielka Brytania).

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, wykorzystujac metode ANOVA. Wartoci
w poszczegdlnych pomiarach scharakteryzowano srednig arytmetyczna ( x ) i odchyleniem stan-
dardowym (SD).

OMOWIENIE WYNIKOW

Odpowiedz na zaistnialy stres oksydacyjny wyraza si¢ okre$lonym stanem
antyoksydacyjnym, ktéry mozna przedstawi¢ w formie aktywnosci catkowitej.
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TAS jest doskonalym markerem tego stanu, gdyz pomiedzy antyoksydantami
zachodzg liczne interakcje, ktore sg latwe do przeoczenia przy indywidualnych
oznaczeniach. Ponadto oznaczenie wszystkich antyoksydantéw jest niemozliwe,
gdyz czgs¢ z nich nie zostata dotychczas zidentyfikowana (1).

Tab. 1. Poziomy wybranych wskaznikéw stanu antyoksydacyjnego
The levels of some antioxidation state indices

Grupa Ferma Pomieszczenie
wiekowa $rednia odchylenie $rednia odchylenie
Total 1 0,0035 * 0,00176 0,0033 * 0,0015
umol/mgb 2 0,0098 ® 0,00172 0,0085 ° 0,0021
FRAP 1 4,88° 0,75 3,98° 1,352
nmol/mgb 2 11,57 6,00 4,92 0,948
GSH+GSSG 1 0,000692 * 0,00012 0,000973 * 0,00045
nmol/mgb 2 0,00324 0,00081 0,00078 0,00022
EC-SOD 1 0,0435 * 0,0346 0,0123 ° 0,0100
U/mgb 2 0,1523° 0,0670 0,142° 0.0247
GPX 1 0,195 0,046 0,134 0,0327
U/mgb 2 0,156 0,022 0,154 0,0068
Biatko 1 82,99 * 10,38 98,66 * 20,08
mg/ml 2 53272 7,72 54,06 ° 2,41

1 — zwierzgta doroste (matki), 2 — zwierzeta mlode (potomstwo), * ® Istotnosé réznic migdzy gru-
pami, $rednie oznaczone r6znymi literami réznig sig istotnie przy (p<0,05)

Calkowita aktywnos¢ oksydacyjna (TAS) u liséw dorostych, utrzymywa-
nych w klatkach ksztaltowata si¢ na poziomie 0,0035umol/mgb i byla staty-
Stycznie istotnie wyzsza w porownaniu z lisami przebywajacymi w pomieszcze-
niu 0,0033pmol/mgb. Podobnie przedstawiala si¢ sytuacja w odniesieniu do ich
potomstwa. Dodatkowo dokonano oznaczenia catkowitej zdolnosci antyoksyda-
cyjnej (FRAP). Istotne statystycznie réznice zaobserwowano u matek utrzymy-
wanych w r6znych warunkach fermowych.

Glutation (GSH+GSSG) nalezy do antyoksydantéw dziatajacych na zasadzie
mechanizmu nieenzymatycznego. Grupa tiolowa glutationu latwo reaguje z wol-
nymi rodnikami — najszybciej z rodnikiem hydroksylowym, nieco wolniej z
rodnikami organicznymi wystepujacymi w fazie wodnej. Reakcje glutationu z
wolnymi rodnikami substancji organicznych (w tym wolnymi rodnikami biatek i
innych makroczasteczek) moga prowadzi¢ do ,naprawy” tych czasteczek kosz-
tem tworzenia wolnego rodnika glutationu (1). Bierze udzial w odtwarzaniu
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uszkodzonych sktadnikéw komoérki. Warto tutaj jednoczesnie podkresli¢, iz
gldéwna jego funkcja jest utrzymanie grup tiolowych biatek w stanie zredukowa-
nym, co w wielu przypadkach jest wrgcz niezbedne dla aktywnosci funkcjonal-
nej biatek. Interesujacy jest takze fakt, iz obnizenie jego stezenia do potowy
warto$ci uznawanych za referencyjne z reguly nie prowadzi do zauwazalnych
nastgpstw fizjologicznych. Co wigcej, enzymy wspétdziatajace z GSH w komor-
ce, nawet w warunkach istotnego obnizenia tego tripeptydu, nie zmniejszaja
swojej aktywnosci. Dopiero znaczny spadek stezenia GSH obniza ich efektyw-
no$¢ (1). Poziom (GSH+GSSG) u dorostych lisow przebywajacych w klatkach
byt statystycznie istotnie nizszy (0,000692nmol/mgb) w poréwnaniu z lisami
przebywajacymi w zamknigciu (0,00097nmol/mgb).

Wazna rolg w systemie obrony przed atakiem WRT pelnig enzymy antyok-
sydacyjne. Do nich naleza m.in. dysmutaza ponadtlenkowa (EC-SOD) oraz pe-
roksydaza glutationu (GPx). Enzymy te metabolizuja wolne rodniki (O°, W
przypadku SOD) badz to produkty posrednie (H,O, w przypadku GPx) do mniej
toksycznych lub nietoksycznych produktéw. Czgsto EC-SOD nazywany jest
»miejscowo specyficznym” enzymem ochronnym. Zwiazane jest to z analogia
do miejscowego, specyficznego tworzenia rodnika ‘OH.(1,7)

Warto tutaj jednoczesnie podkresli¢, ze aktywnos$é dysmutazy ponadtlenko-
wej w ptynach pozakomdrkowych jest nizsza niz wewnatrz komérek. Pomimo
tego ochrona powierzchni komérek jest chroniona przed anionorodnikiem po-
nadtlenkowym przez zwiazane z nimi matle ilosci EC-SOD (1). W czasie prze-
prowadzonych badan poziom EC-SOD zaréwno u dorostych, jak i mtodych li-
sOw przebywajacych w zamknigciu osiagnal statystycznie istotnie nizsze warto-
$ci w pordwnaniu ze zwierz¢tami zamknigtymi w klatkach.

Peroksydaza glutationu (GPx) jest enzymem adaptatywnym, jej aktywno$¢
ro$nie w odpowiedzi na stres oksydacyjny (10). Katalizuje ona redukcj¢ nad-
tlenku wodoru i nadtlenkéw organicznych przez zredukowany glutation. W ko-
morkach czlowieka stwierdzono wystgpowanie czterech réznych form peroksy-
dazy glutationowej. Pierwsza z nich to wewnatrzkomérkowa, zwana , klasyczna”
(cGPx). Wystepuje ona w réznych komérkach, m.in. w erytrocytach, a jej zada-
niem jest ochrona komoérek przed stresem oksydacyjnym, zwlaszcza nadtlen-
kiem wodoru. Kolejng forma jest GI-GPx, czyli peroksydaza zoladkowo-
-jelitowa, wystepujaca w $cianach przewodu pokarmowego. Jej obecno$¢
stwierdza si¢ takze w watrobie i niektorych liniach komérek nowotworowych.
Stanowi barier¢ przed nadtlenkami i ksenobiotykami, ktére przedostaty si¢ do
przewodu pokarmowego (3). Forma osoczowa (pGPx) wystepuje glownie W
ptynach pozakomoérkowych jak réwniez w tkankach, ktére pozostaja z nimi W
kontakcie (nerki, lozysko). Ostatnia forma jest peroksydaza glutationowa wodo-
rotlenkéw fosfolipidéw (PHGPx). Najwigksze ilosci tego enzymu u ssakow
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stwierdza si¢ w jadrach samcoéw. Ciekawe, ze wystgpujac w mitochondriach
plemnikéw odpowiada prawie za potowe catkowitej zawartosci biatka zewngtrz-
nej ich blony mitochondrialnej, a w dojrzatych plemnikach jest nieaktywna. Z
pewnoscig odgrywa tam'istotng fizjologiczna rolg, poniewaz w plemnikach bez-
plodnych mezczyzn stwierdza si¢ znacznie mniejsze ilosci tego enzymu (1).
Poziomy peroksydazy glutationowej u lisow utrzymywanych w klatkach byly
wyzsze w poréwnaniu z lisami przebywajacymi w zamknigciu.

W czasie badan dokonano takze pomiaru biatka rozpuszczalnego. Uzyskane
wyniki przedstawiono w tabeli 1. Jego warto$¢ w przypadku dorostych lisow
utrzymywanych w klatkach ksztattowata si¢ na poziomie 82,9 mg/ml i byla staty-
stycznie istotnie nizsza w poréwnaniu z poziomem bialka zwierzat przebywaja-
cych w zamknigciu (98,66mg/ml). Analogicznie przedstawiala si¢ sytuacja w od-
niesieniu do miodych (klatka — 53,23 mg/ml; pomieszczenie — 54,06 mg/ml).

Ze wzgledu na fakt, iz brak jest publikacji, do ktérych mozna byloby odnies¢
uzyskane wyniki, przedstawione wartosci nalezy traktowa¢ jako badania wstgpne.

WNIOSKI

1. Nizsze wartosci parametrow antyoksydacyjnych stwierdzono, z wyjatkiem
glutationu i peroksydazy glutationowej u matek, co §wiadczy o mozliwosci wy-
stapienia u nich stresu oksydacyjnego.

2. Istotny wplyw na ksztaltowanie si¢ pozioméw przeciwutleniaczy mialy
warunki chowu. W pomieszczeniu, gdzie stgzenia gazéw sa wyzsze, zaroOwno u
matek, jak i ich potomstwa odnotowano nizsze wartosci antyoksydantéw w po-
réwnaniu ze zwierzetami utrzymywanymi w klatkach na otwartej przestrzeni.
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SUMMARY

The studies were conducted on two treatment groups of foxes, 6 animals each. One group was
maintained in a closed space equipped with exhaust ventilation, the other caged in the open. The
animals were at varied age. In I group (March) blood for examination was collected from dams,
while in II group from their offspring (August). The examinations of blood plasma included de-
termination of: GSH-GSSG, TAS, EC-SOD and GPx. Moreover, FRAP and protein soluble were
established. The studies led to the following conclusions. The lower values of antioxidation pa-
rameters (except glutathione and glutathione peroxidase) were detected at dams, which proved 2
potential antioxidation stress occurrence. The higher antioxidant levels at their offspring are likely
to result from the adaptation of the successive animal generation to the unfavourable maintenance
conditions. Time may also exert some impact as the young were exposed to the harmful sub-
stances operation for a shorter period. However, it is clear that a significant influence on the anti-
oxidant level development was exerted by the very maintenance of animals. In the closed spac€
where gas concentrations are higher, in both dams and offspring, lower antioxidant values weré
recorded as compared to the caged animals kept in the open.




