SZENT ISTVAN EGYETEM

Allatorvos-tudomanyi Doktori Iskola

Az antioxidans rendszer vizsgalata élettani
és koros viszonyok kozott egyes
allatfajokban

Doktori értekezés tézisei

Készitette:

Dr. Balogh Nandor

Budapest

2003



Szent Istvan Egyetem

Allatorvos-tudomanyi Doktori Iskola

IskolavezetO:
Dr. Rudas Péter, DSc
egyetemi tanar

Témavezetd és témabizottsagi tagok:

Dr. Gaal Tibor, PhD
egyetemi tandr
SZIE AOTK Belgy6gyaszati Tanszék és Klinika

Szo6llésiné Dr. Varga Ilona, PhD
tudoményos fomunkatars
Szegedi Egyetem

Dr. Veresegyhézi Tamds, PhD
egyetemi tanar
SZIE AOTK, Elettani és Biokémiai Tanszék

Dr. Rudas Péter Dr. Balogh Néandor

Késziilt 1 példanyban.



Bevezetés

A szabadgyokok 4ltal indukalt folyamatok szamos
fiziol6gids és koros mechanizmusnak az alapjat képezik.
Koztudott, hogy szerepiikk van az Oregedésben, a fizikai
terhelésre  adott  vdlaszban, az  ischaemia-reperfiizios
jelenségben, a cukorbetegségben, az atherosclerosisban, és
tulajdonképpen valamennyi gyulladdsos betegségben.

Az oOregedés kapcsdan az antioxiddns rendszerben
bekovetkezd valtozdsoknak szdmos vonatkozdsat vizsgaltdk
mar. A csirkék embriondlis fejlodésével kapcsolatban
megallapitottak, hogy az egyes szervekben a kiilonbozo6 tipusu
antioxiddnsok kiilonb6z6 koncentracidoban vannak jelen. Sok
tdplalkozdasi eredetli, az antioxiddns rendszer milkodésének
zavarabol adodo betegség is ismertté valt.

A lovakban fizikai megterhelésre jelentkezd valtozdsokat
is szamos nézOpontbdl vizsgéltdk. Egyre tobb adat bizonyitja,
hogy a megterhelés alatti fokozott oxigénfogyasztds oxidativ
stresszt okoz az dllatok szervezetében. A munkavégzés
hatdsdra magasabb vérplazma lipidperoxid koncetriciot, és
csokkent vorosvérsejt (vvs) glutation-peroxiddz  (GPX)
aktivitast figyeltek meg. Bizonyitottdk, hogy terhelés hatdsara
az izmok és a vorosvérsejtek foszfolipidjei peroxidalédnak, és
a lipidperoxidéacid metastabil végtermékének, a
malondialdehidnek emelkedik a koncentricija. Fentieken tul
az is sz€leskortien ismert, hogy a munkavégzés a vér szamos
biokémiai és hematologiai mutatdjanak valtozasat is eléidézi.

A szorosabb értelemben vett kdlikds megbetegedések az
allatorvosi teriileten kiemelkedd jelentdséggel birnak, mivel a
lovak leggyakoribb elhulldsi okai kozott szerepelnek. Bar a
sebészeti és intenziv terdpids eljardsok hatalmas fejloddésen
mentek keresztiill az utdbbi évtizedekben, a mutétre keriilt
allatok kozott még mindig jelentds a mortalitas.

A kolikas esemény révén kialakul6 intestinalis ischaemia-
reperfizié (I/R) sordn szdmos olyan folyamat indulhat meg,



amely végsd soron az érintett szovetek elhaldsat, valamint
sokkos dllapotot idézhet eld. Szamos olyan mechanizmus
ismert, amely az I/R sordn szabadgyokoket termelhet. A
szabadgyokok dltal  kivéltott kdrosodds hatdsara az
endothelsejtek kiilonb6z6 medidtoranyagokat vélasztanak el,
amelyek eldsegitik a neutrophil granulocytdknak a karosodott
nyélkahartydba torténd vandorldsat. A neutrophil granulocytdk
myeloperoxiddz aktivitisuk révén a szabadgyokképzés
fokozodasat idézik eld. Ugyanakkor egyre tobb adat tdmasztja
ald azt a felvetést, hogy a nitrogén-monoxid €s metabolitjai
fontos szerepet jatszanak az I/R patogenezisében. A bélszovet
karosodasan tdl az intestinalis I/R — tumor nekrézis faktor,
trombocita aktivdlé faktor, valamint prosztaglandinok és
leukotriének felszabaditdsa révén - kedvezoétleniil befolyédsolja
tavolabbi szervek (tiid6, sziv) mukodését is .

Szamos, a kordbban emlitett hatdsok megel6zését célzd
kisérletet ~ végeztek  kiilonboz6  hatéanyagokkal,  igy
gyokfogokkal, antioxidans enzimekkel,
gyulladascsokkentokkel, antineutrofil  vegyiiletekkel  és
fémkelatképz6 anyagokkal. Sajnos eziddig egyetlen vegyiilet
sem tudta Onmagdban véve kivédeni lovakban a bélfal I/R
okozta kdrosod4sat.

A dolgozatban szereplé Kkisérletek célkitiizései

Célom volt, hogy megvizsgaljam a broilcsirkék agy- és
majszovetében jelentkezd lipidperoxidacidénak és vérplazma
antioxidéns statuszanak alakuldsat az élet els6 harom hetében.

Vizsgdlni kivantam, hogy milyen biokémiai ¢és
antioxiddns paraméterek véltozasa jelentkezik oOttusa lovakban
a versenyterhelés hatdsara. Ezenkiviil azt is vizsgdltam, hogy
alkalmazhaté-e a kozelmultban kifejlesztett, a plazma
vasredukdlé képességének meghatdrozasan alapulé (FRAP)
modszer lovakndl a vérplazma anitoxiddns-kapacitdsdnak
meghatarozasara.



Vilaszt kerestem arra a kérdésre is,hogy a bélben az I/R
soran zajlé LP-s hatdsok kimutathaték-e a vérplazma és a vvs-
ek hasonld paramétereiben. Azt is tanulmdnyozni kivantam,
hogy az emlitett folyamatok befolyasolhatok-e deferoxamin
(vaskelatképzd) vagy L-arginin (NO-donor) kezeléssel. A fent
leirt vizsgalatokat patkdny modellben végeztem.

Szandékom volt kolikds lovakban a perioperativ
idészakban a sav-bdzis és vérgdz mutatokban, valamint a
vérplazma €s a vorosvérsejtek antioxiddns paramétereiben
jelentkezd esetleges valtozasok vizsgélata.

Anyag és médszer

1. kisérlet
Kisérleti elrendezés

Huszonegy darab napos csirke keriilt kontrollélt
kortilmények kozotti elhelyezésre ad libitum takarmanyozassal
és ivovizhez val6 hozzaféréssel.
Mintavétel és el6készités

Minden mintavételi idOpontban (1, 10 és 21 napos
korban) 7 csirke keriilt elvéreztetésre. Agy- és mdjszovet,
valamint heparinos vérmintdk vétele tortént meg. A
mintavételek utdn a vérplazmat centrifugéldssal kiilonitettem
el. A szovetekbdl koriilbeliil 0, 5 g-ot fizioldgids séoldattal
homogenizédltam. A vizsgédlatok megtorténtéig a mintakat
fagyasztva taroltam.

2. kisérlet
Kisérleti elrendezés

A vizsgalatban 14 kiilonbozd ivary, életkord €s fajtaju 16
szerepelt. Minden I6nak 20 perces bemelegitést kovetden
koriilbeliil egyperces, 12 darab, 120 cm magas ugrasbdl allé
sorozatot kellett teljesitenie (egy dupla és egy harmas akadélyt
beleértve). Ezt kovetéen 20 perc milva (ezalatt a



bemelegitéssel megegyez6 munkdt végezték a lovak)
ugyanazzal a lovassal megismételték a sorozatot az allatok. A
versenyterhelés alatt atlagosan 7m/s atlagsebességel futottak a
vizsgalatban résztvevo lovak.
Mintavétel és el6készités

A mintdkat az dallatok torkolati véndjabol heparinozott
vérvételi csovekbe gyljtottem 24 Graval a  versenyt
megeldzden, kozvetleniil, valamint 24 6rdval a terhelés utan. A
mintavétel utdn a plazmat elkiilonitettem, és vOrdsvérsejt
hemolizatumot készitettem, majd ezeket a feldolgozasig
fagyasztva tdroltam.

3. kisérlet
Kisérleti elrendezés

A kisérletben 56 nOstény White Wistar patkdnyt
haszndltam. Az déllatokat 4 csoportra osztottam az aldbbiak
szerint:

A kisérleti ischaemia-reperfizids (I/R) csoport (n= 14):
az éllatokat pentobarbitdl hasiiregbe torténd fecskendezésével
elaltattam, majd a torkolati véndt sebészileg feltartam, és
vérmintdt gyiijtdttem heparinizélt vérvételi csovekbe. Ezutin -
medidn laparotomiit kovetéen - az eliils6 bélfodri verdérre
ligatarat helyeztem fel. Harminc perc elteltével 1 ml
vivéanyagot jutattam az dllatok torkolati véndjaba. Ujabb
tizen6t perc mdaltdn ismét vért, és 7 dallatbol teljes
keresztmetszeti jejunum mintdt vettem. A csoportot alkotd
masik 7 4llat esetében a ligatdrat eltivolitottam az eliilsd
bélfodri verdérrdl, majd 45 perc reperfiizié utdn végeztem el a
jejunum  bioptatum és ismételt vérminta vételét. A
bélszovetmintdk levétele utdn az 4llatokat pentobarbital
tiladagoldsdval extermindltam. Az L-argininnel (A) és
deferoxaminnal (D) kezelt csoport allatai az I/R csoporthoz
hasonlo eljardson estek at azzal kiilonbséggel, hogy vivOanyag
helyett L-arginin (300 mg/kg), illetve deferoxamin (50 mg/kg)



injekciot kaptak a reperfuzid eldtt 15 perccel. Az al-operdlt
(SOP) csoportba tartozé allatok koziil 4-bdl az anesztézia utan
utan azonnal jejunum mintdkat gyiijtdttem (negativ kontroll). A
csoport tobbi dllatdbol, a bélfodri verdér ligatirdjanak
felhelyezését kivéve, az I/R csoportnal leirtak szerint tortént a
mintavétel.
A mintak elékészitése

A vérmintakkal az el6z6 kisérletnél leirttal megegyezden
jartam el. A jejunum mintdkat fiziol6gids sdoldattal dtmostam,
majd ugyancsak élettani  séoldattal homogenizaltam.
Valamennyi mintdt fagyasztva taroltam a meghatarozasok
megtorténtéig.

4. kisérlet
Kisérleti elrendezés

A vizsgdlatban 14 ileus miatt miitétre keriilt 16 szerepelt.
Az intraoperativ diagn6zisok megoszldsa az aldbbiak szerint
alakult: a tdgremese bal felsé helyzetvaltozasa (n=3) — 180° —
os csavaroddssal (n=2), a medencei gorbiilet retroflexidja
(n=2), a tagremese jobb felsé helyzetvaltozdsa (n=1),
ileocecalis invaginatio (n=1), az ileum hereboréksérv A4ltali
kizarédasa (n=1), a jejunum strangulatioja (n=4). Kontrollként
9 ortopédiai problémdk miatt a kolikdsokkal megegyezd
anesztézidn atesett lovat hasznéltam.
Mintavétel és el6készités

A vérmintdkat az dllatok torkolati véndjabol gytijtottem
az aldbbiak szerint: az anesztézia indukcidja (xylazin-ketamin-
diazepam) el6tt, kozvetleniil az allatok ledontése utdn, de a
hasiireg megnyitésa elott, majd 30 perccel, 1, 2, 12 és 24 éraval
a hasiireg megnyitdsa utin. A belek reperfiizi6ja a hasiireg
megnyitdsa utani 15.-45. percben tortént meg. Kozvetleniil a
mintavétel utdn elvégeztem a vérgdz mutatok vizsgalatat (pH,
aktudlis bazisfelesleg (ABE), standard hidrogén-karbonét
koncentracié (HCO3), teljes szén-dioxid koncentracié (TCOy),



parcidlis szén-dioxid tenzié (pCO;), parcidlis oxigén tenzid
(pO»), a haemoglobin oxigén szaturicidja (SAT)) Radiometer
ABL 330 tipusu késziiléken. Ezutdan a vérplazmat
centrifugdldssal elkiilonitettem, és vorosvérsejt hemolizdtumot
készitettem. A mintakat a vizsgélatok megkezdéséig fagyasztva
taroltam.

A biokémiai meghatarozasok modja

Az alabbi, a vonatkozé kisérletekben hasznalt biokémiai,
illetve antioxiddns paramétereket, spektrofotometrids tton
hatdroztam meg: Osszfehérje (TP), hugysav, laktat, nitrogén-
monoxid (NO), tiobarbitursav reaktiv anyagok (TBARS),
redukadlt- (GSH) és oxidélt- (GSSG) glutation, koncentricio,
malondialdehid és 4-hidroxi-nonenal egyiittes koncentracio
(M4HN), teljes antioxiddns stiatusz (TAS), a plazma
vasredukal6 képessége (FRAP), valamint laktat-dehidrogendz
(LDH), kreatin-kindz (CK) glutation-peroxiddz (GPX) é&s
szuperoxid-dizmutdz aktivitas.

Alkalmazott statisztikai médszerek

Az adatok statisztikai elemzését Microsoft Excel 5.0 és
Statgraphics 6.0  programok  segitségével  végeztem.
Varianciaanalizist, paros ¢és kétmintds t-probédkat, és
korreldcidvizsgalatot haszndltam fel. A szignifikanciaszint
p<0,05 volt.

Eredmények

Elsé kisérlet

A naposcsirkék agyszovetében mintegy haromszor
magasabb TBARS koncentraciot mértem, mint a méjszdvetben.
A 10 napos csirkékben a médjszovet TBARS koncentricidja
majdnem kétszerese volt a naposkori értéknek, ugyanakkor a
két vizsgdlt szerv kozott nem volt szignifikans kiilonbség. A



kovetkezd tiz napos iddszak elteltével az agyszovetben
kifejezetten emelkedett, mig a mdjban az el6z6hoz hasonld
TBARS értéket kaptam. A vérplazma TAS értéke a 10. napon
vett mintdkban a masik két mintavételi idopontnal mérteknek
alig felét érte el.

Masodik kisérlet

A FRAP mdédszert sikeresen alkalmaztam lovakndl a
vérplazma antioxiddns-kapacitdsdnak mérésére. A vérplazma
higysav és FRAP értéke kozott szoros linedris korreldciot
taladltam. A versenyterhelés hatdsara magasabb vérplazma TP,
CK, LDH, FRAP szintek jelentkeztek a vizsgalt allatokban. A
vérplazma TAS értékében és a vvs-ek GPX-aktivitdsaban is
hasonlé tendencia volt megfigyelhetd. A vvs-ek TBARS és
GSH koncentricidja ugyanakkor a terhelés utdn kozvetleniil
nem, csak 24 6ra mulva emelkedett.

Harmadik kisérlet

Az SOP csoportban a vizsgélt mutatok tekintetében az
egyetlen kimutathaté valtozds a bélszoveti SOD aktivitds
ischeamia alatti emelkedése volt. A bélszovet TBARS
koncetracidja 2-3-szoros emelkedést mutatott a reperfizié alatt
az I/R és az A csoportban, mig a D csoportban nem volt
lényeges véltozds. Az ischaemia alatt a bélszoveti M4HN
koncenraci6 nem valtozott a SOP, D és A csoportokban, mig az
I/R-csoportba tartozé dllatok esetében mintegy 80%-kal
magasabb értéket figyeltem meg , ami a kovetkezd mintavétel
esetében is hasonldan alakult. Az ischaemids allapothoz képest
a reperfizié utdn vett mintdkban magasabb FRAP értékeket
taldltam az I/R, A és D csoportokban. Ezenkiviil a D
csoportban a FRAP érték emelkedése mar az els6 45 percben
megfigyelhetd volt. A vérplazma NO koncentracidja a D
csoportban szignifikdnsan, az A csoportban kifejezetten, de
nem szignifikdnsan magasabb volt a reperfizié utdn vett



mintdkban, mint az azt megelozéekben. A vvs-ek TBARS
koncentraciéja az I/R-csoportban a reperfuzié utdn vett
mintdkban magasabb volt, mint a kezdeti, illetve az ischaemids
allapotot jellemz0 érték. Fentieken kiviil a D-csoportban a vvs-
ek GPX aktivitdsdnak csokkenése volt megfigyelhetd a
reperfizio alatt. Ugyanakkor a SOD aktivitds az ischaemia alatt
emelkedett, majd a reperfizié alatt a kezdeti értékre tért vissza
az I/R csoportban, valamint ezt a tendencidt figyeltem meg az
A- és D-csoportokban is.

Negyedik kisérlet

A kontroll allatok esetében az id0 fiiggvényében egyetlen
paraméter sem mutatott szignifikdns valtozast. A kolikds
betegek esetében a vénds vér pH, ABE, pCO,, pO,, HCOs,
TCO,, SAT, valamint a vérplazma HUGYSAV, NO
koncentraciéja és a vvs-ek TBARS koncentraci6ja mutatott a
mintavételi idopontok tekintetében szignifikdns valtozast. Az
értékek 1d0 szerinti lefutdsa szignifikansan kiillonboz6 volt a két
csoport kozott a pH, ABE, pCO,, higysav és NO szintek
esetében. A két csoportban mért értékek (fiiggetleniil a
mintavételi idOponttél) a SAT, TCO,, GSH, GSSG szintek
kivételével szignifikdnsan kiillonbozéek voltak valamennyi
paraméter esetében.

A kolikds lovak metabolikus acidézis allapotaban
érkeztek a klinikara. Az anesztézia sordn ezekben az allatokban
kifejezett vegyes tipusu acidézis jelent meg. Ennek ellenére a
vér pO, és SAT ért€kel az anesztézia madasodik Ordjaig
emelkedtek. A plazma hdgysav koncentriciéja mintegy
mastélszer magasabb volt az anesztézia végéig a kontroll
allatokban. Ugyanakkor a koélikds lovak esetében koriilbeliil
kétszer magasabb FRAP értékeket taldltam, mint a
kontrollokndl. A vérplazma NO-koncentrici6ja a kolikés
lovakban a miitétet megel6zden kifejezetten magas volt, amit
fokozatos csokkenés kovetett. A vvs-ek TBARS koncentricidja
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a hasiireg megnyitdsa utan egy oOraval (a reperfizé utan 15-45
perccel) vett mintdkban volt a legmagasabb.

Kovetkeztetések és ajanlasok

Megéllapitottam, hogy a napos csirkék vérplazmajanak
antioxiddns-kapacitdsa mds fajok hasonlé kord egyedeihez
kozelit. A LP mértéke viszonylag alacsony a mdjszdvetben, és
magas az agyszovetben a napos koru csirkékben. Fokozott LP
jelentkezik mdjszovetben az élet 10., mig az agyban az élet 21.
napjan. Elébbi  valtozdst a  vérplazma  antioxidans-
kapacitdsanak  csokkenése kiséri. Ezen megfigyelések
radmutatnak a méjnak a vérplazma antioxiddns-kapacitdsanak
fenntartdsaban jatszott lehetséges szerepére.

Valamennyi vizsgalt biokémiai mutaté emelkedést
mutatott a versenyterhelés hatdsara ottusa lovak esetében,
tilkkrozve elsosorban az izmok fokozott megterhelését, aminek
hatdsdra emelkedd izomenzim, laktit €s huigysav szintek
jelentkeznek a vérplazmaban. A FRAP értékek a hugysav
értékekkel kimutatott linedris Osszefiiggés alapjan szintén
emelkedtek a terhelés hatdsdra. Ugyanakkor a TAS értékeknél
ellentétes valtozast talaltam, ami a két antioxidans mutatd
metodoldgiai kiilonbségeivel magyardzhatd. A versenyterhelés
a vvs-ek antioxidans mutatoinak valtozasat is el6idézte, bar
nem zarhat6 ki, hogy a mért eltérések az edzéssel kapcsolatos
hosszabb adapticids folyamat részét képezik. Fentiek alapjan
célszertinek latszik, hogy az ottusaversenyeken résztvevd lovak
antioxiddns mutatéi rendszeresen legyenek vizsgalva.
Ugyanakkor inkdbb ajanlhaté tobb paraméter meghatdrozésa,
mint egy-egy ,,atfogd” mutatd vizsgalata.

A bélszoveti I/R éltal eloidézett LP-s hatdsok a vérplazma
és a vvs-ek antioxiddns mutatéiban is kovethetok voltak
patkdny modellben. A vérplazma és vvs-ek antioxidans
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paraméterei ennélfogva felhaszndlhatok a bélszoveti I/R 4ltal
kivaltott LP indirekt nyomonkovetésére. Ezenkiviil a
deferoxamin kezelés hatdsa kedvezOnek bizonyult az I/R
okozta LP kivédésére, mig az L-arginin alkalmazdisa
ellentmondésos eredményeket adott, igy tovabbi vizsgélatokat
tesz sziikségessé.

A kolikaval operdlt lovak kozepes foki metabolikus
acidozissal keriiltek a klinikdra. Az anesztézia indukcidja utdn
a kontroll és a koélikas lovak kozotti kiilonbség még
kifejezettebbé valt. Bar mindkét csoportban kontrollalt
lélegeztetést és intravénds szupportiv terdpiat alkalmaztunk,
mégsem sikeriilt megakadalyozni a kolikés lovakban jelentkezd
tovabbi bikarbonat veszteséget, a szén-dioxidnak és mads
szerves savaknak a vérben torténd felhalmozddasit. A
vérplazma és a vvs-ek antioxiddns mutatéiban kimutatott
valtozasok egyrészt az antioxiddns terdpia sziikségességét
tdmasztjdk ald, madsrészt a terdpia hatékonysdganak
nyomonkovetésére is alkalmazhatok lehetnek. A vérplazmaban
kolikds lovakban magas NO szinteket mértem, ami megerdsiti
a molekula szerepét a korfolyamat patogenezisében,
ugyanakkor ennek pontos mikéntje még tovabbi vizsgdlatokat
kivdan. Eredményeim alapjan javaslom a vér antioxidans
mutatéinak monitorozdsat, €s antioxidans terapia alkalmazdsat
kolikds lovakban.

Az dj tudomanyos eredmények osszefoglalasa

1. A naposcsirkék vérplazmdjanak antioxiddns-kapacitdsa
mas fajokéhoz hasonl6. A LP mértéke viszonylag
alacsony a mdjban, és magas az agyszovetben napos
kort broiler csirkékben. Fokozott LP jelentkezik a
madjban 10 napos, az agyszovetben 21 napos korban. Az
eldbbit a vérplazma antioxiddns-kapacitdsdnak jelentds
csokkenése kiséri.
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2. A FRAP moddszer alkalmazhat6 lovakndl a vérplazma
antioxiddns-kapacitdsdnak mérésére. A FRAP értékek
és a vérplazma hugysav koncentricidja kozott szoros
linedris Osszefiiggés mutathaté6 ki fizikai terhelés esetén
lovakban. Az ottusa lovak szdmdra 4atlagosnak
tekinthetd versenyterhelés hatdsidra a vérplazmaban az
izomeredetll enzimek aktivitasa, illetve a TP, laktat és a
higysav koncentricié, valamint a FRAP érték
emelkedik, a TAS érték csokkenése mellett.

3. A Dbélszovetben zajlé6 LP-s valtozdsok tiikrozédnek a
plazma és a vvs-ek mutatiban is patkdny modellben.
Deferoxamin kezelés hatdsosnak bizonyult az I/R
eldidézte LP kivédésére, az L-arginin kezelés és az NO
szerepe  azonban  ellentmonddsos, és  tovabbi
vizsgdlatokat tesz sziikségessé.

4. A mitétre keriilt kdlikds lovak metabolikus acidézissal
érkeztek a klinikdra, ami az anesztézia alatt még
kifejezettebbé vélt. A perioperativ id0szakban kolikds
lovakban a vérplazma és a vvs-ek antioxiddns
mutatéiban a kontrollokhoz képest, és az idd
fliggvényében is jelentds valtozdsok tapsztalhatok,
elsdsorban a fokozott LP kovetkeztében. A kolikas
lovak vérplazmdjaban a miitét elétt magas NO szintek
mérheték, melyek fokozatosan visszatérnek a
fiziologiasnak tekinthetd szintre.
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