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Prosti radikali so nestabilne in zelo reaktivne oblike kisikovih atomov, molekul ali
ionov z vsaj enim neparnim elektronom. Kadar se ravnotezje porusi v prid prostih
radikalov, kar imenujemo oksidacijski stres, pride do poskodb celi¢nih struktur. Ob
normalni celi¢ni presnovi v organizmu nastajajo tudi reaktivne kisikove spojine.
Reaktivne kisikove spojine so sposobne poskodovati DNK, lipide, beljakovine in
ogljikove hidrate. To lahko vodi do nastanka razlicnih obolenj, kot so obolenja srca
in ozilja, bolezni dihal, sklepov, mastitis itd. Oksidacijski stres povzroca tudi
fizi€na obremenitev. Namen naloge je bil prikazati raziskave o pomenu dodajanja
antioksidantov pri fizi¢no aktivnih konjih. Raziskave drugih avtorjev kaZejo, da
kombinacije razli¢nih antioksidantov, kot so vitamin E, vitamin C in elementi v
sledovih, lahko oksidacijski proces v veliki meri zmanjSajo in s tem preprecijo
moznost obolenj. Iz pregleda literature smo ugotovili, da konji, izpostavljeni
vectedenskim fizi¢nim naporom, potrebujejo priblizno do 300 IE/kg SS obroka
vitamina E za vzdrzevanje koncentracije vitamina E na ustreznem nivoju v krvi in
miSi¢nem tkivu, priporocila za vitamin C niso dolo¢ena saj konji vitamin C lahko
sintetizirajo sami. Za 500 kg tezkega, fizi¢no aktivnega, konja so dnevne potrebe po
bakru okoli 86 mg , potrebe po cinku 236 mg Zn in potrebe po selenu od 1 do 1,25
mg.
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Free radicals are unstable and very reactive forms of oxygen atoms, molecules or
ions, with at least one odd electron. When imbalance occurs in favour of the free
radicals, which is called oxidative stress, cell structures are damaged. Reactive
oxygen species are also formed at normal cell metabolism in organism. Reactive
oxygen species are able to damage DNA, lipids, proteins and carbohydrates. This
can lead to emergence of various diseases, such as cardiovascular diseases,
respiratory diseases, joint problems, mastitis, etc. Oxidative stress can also be
caused by physical overload. The aim of this paper was to present research work
about the significance of adding antioxidants to active horses. Examined researches
have shown that not many published papers exist on this matter. However, available
researches show that combinations of various antioxidants, such as vitamin E,
vitamin C and elements in traces can largely reduce oxidative processes and thus
prevent the occurrence of diseases. Daily requirements for the weight of 500 kg
horses in training are up to 300 [U/kg DM for vitamin E. Requirements for vitamin
C are not set because horses can produce vitamin C by themselves. 86 mg of copper,
236 mg of zinc, and 1 to 1.25 mg of selenium are required to maintain the
concentration in blood and muscle tissue.
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1 UVOD

Vse celice Zivijo v aerobnih pogojih, zato so ves €as izpostavljene Stevilnim oksidantom.
Nastajanje oksidantov pa lahko vodi do oksidacijskih poskodb. Oksidanti so molekule, ki
so vkljuene v mnoge procese v organizmu, ki povzro€ajo vnetja in poskodbe. Ob
normalni celi¢ni presnovi v organizmu nastajajo tudi reaktivne kisikove spojine (ROS),
med katere, spadajo: vodikov peroksid, lipidni vodikov peroksid in prosti vodik.

Reaktivne kisikove spojine so sposobne poSkodovati DNK, lipide, beljakovine in ogljikove
hidrate, kar lahko vodi do nastanka razli¢nih obolenj. Zaradi stalne izpostavljenosti
razlicnim oksidantom so aerobni organizmi razvili nacin, kako se pred oksidativnim
stresom primerno zascititi. V obrambni mehanizem spadajo Stevilni encimi, elementi v
sledovih in vitamini, ki so nujno potrebni za obstoj in normalno delovanje celotnega
organizma.

V diplomski nalogi smo se osredotoili na pojav oksidativnega stresa pri konjih.
Oksidativni stres lahko pri konjih predstavlja resen problem, saj so dandanes konji
pogostokrat izpostavljeni zahtevnim treningom in tekmovanjem, da bi zadostili nasi Zelji
po uspehu. Za dosego optimalne fizi€ne pripravljenosti in zdravja je konje potrebno
ustrezno krmiti, da bi se izognili morebitnim boleznim in poskodbam.

Z ustreznim dodajanjem antioksidantov, kot so vitamin E, vitamin C in elementi v
sledovih, lahko oksidativne procese v veliki meri zmanjSamo, s tem prepreimo moZnost
obolenj. S pravilnim krmljenjem in predvsem znanjem lahko preprecimo Skodo, ki jo
povzroca oksidativni stres, vendar moramo prehrano vsakemu konju prilagoditi posebe;.
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2 PROSTI RADIKALI IN OKSIDATIVNI STRES

Oksidativni stres povzro€ajo nestabilne in zelo reaktivne oblike kisikovih atomov, molekul
in ionov z vsaj enim neparnim elektronom. Stopnja reaktivnosti prostih radikalov je
odvisna od njihove "Zelje", da privlaijo elektron z nasprotnim spinom (Asmus in
Bonifacic, 2000). Neradikalski derivati kisika, kot sta ozon in vodikov peroksid, sta kljub
temu, da sta manj reaktivna, vseeno sposobna povzrociti oksidativne poskodbe. Proste
radikale in neradikalske derivate kisika s skupnim imenom imenujemo reaktivne kisikove
spojine (ROS) (Asmus in Bonifacic, 2000). Rezultat redukcije kisika je nastanek
superoksidnih anionov (O: °) (enacba 1).

0.+e -0, ..(1)

Superoksidni anion ima bodisi oksidacijsko funkcijo, kjer se le ta oksidira do vodikovega
peroksida (H.0.) ali redukcijsko funkcijo, kjer se oksidira nazaj do kisika. Iz dveh
superoksidnih anionov dismutaze nastane vodikov peroksid in kisik (enacba 2).

20: + 2H+ — O:+ H:0: .. (2)

Reakcija lahko poteka spontano vendar pa je stopnja reakcije vecja, kadar jo katalizira
superoksid dismutaza (SOD) (1,9 do 2,3 x 10 mol "1 s 1 proti 1,2 x 10° mol ~1s "1
(Butler in Halliwell, 1982; Forman in Fridovich, 1973; McCord in Fridovich, 1969).
Vodikov peroksid lahko tvori veliko Stevilo oksidantov, med najbolj reaktivna dva spadata
hidroksilni radikal OH" in hipoklorna kislina (HOCI).

Hidroksilni radikal nastaja ob prisotnosti tranzitne kovine npr. Zeleza (Fe?"), ko superoksid
reagira z vodikovim peroksidom. Taka reakcija je poznana pod imenom Haber-Weissova
reakcija (Halliwell in Gutteridge, 1986) (enacbe 3, 4, 5). Hipoklorna kislina pa nastaja iz
vodikovega peroksida in klorida to reakcijo katalizira mieloperoksidaza (enacba 6)
(Babior, 2000).

Fe3 +0. —»Fe2"+0, ..(3)
Fe?" +H.0.— OH + OH "+ Fe 3* . (4)
0O: '+ H:O.— OH + OH + 0O, ...(5)
H.O. +2CI— OCl~ +H.O ...(6)

Dusikov oksid (NO®) lahko prav tako reagira s superoksidom, pri Cemer nastaja
peroksinitrit (ONOQ™) (enacba 7). Peroksinitrit ima relativno dolgo Zivljenjsko dobo in je
zmoZen prehajati preko celi¢nih membran (Suzuki, 1990).
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0. "+ NO'— ONOO ..(7)

Glavni pomen tvorbe peroksinitrita, hidroksilnih radikalov in hipoklorne kisline je v tem,
da ti zelo reaktivni oksidanti nastajajo iz manj reaktivnih. S tem je povecana tudi moznost
nastanka oksidativnih poskodb (Halliwell, 1990; Pryor in Squadrito, 1995).

Prosti radikali, kot Ze omenjeno, so snovi, ki so sposobne oksidirati molekule. Proste
radikale lahko delimo na ve¢ podskupin glede na njihovo kemic¢no naravo ali reaktivnost.
Oksidanti so (prosti) radikali, ki imajo na zunanji orbitali neparni elektron, kar prispeva k
nestabilnosti molekule.

Radikalna skupina vsebuje vrste kot so hidroksilni radikal (HO"), duSikov oksid (NO") in
superoksid (O.” "). Komponente so lahko prav tako visoko reaktivne, tudi ¢e niso radikali.
Med oksidante, ki niso prosti radikali Stejemo peroksinitrit (ONOQO?), vodikov peroksid
(H:0), hipoklorno kislino (HOCI), hidroperoksid (ROOH).

V organizmu ob normalnih pogojih prav tako nastajajo ROS, vendar lahko organizem sam
vzpostavi ravnovesje med antioksidanti in nastalimi reaktivnimi kisikovimi spojinami
(Slika 1). Pod normalnimi pogoji ob mirovanju in zdravih osebkih prav tako nastajajo
ROS, vendar se primerno nevtralizirajo s pomocjo neencimatskega in encimatskega
sistema, nastane nekaksno ravnovesje med produkcijo in odstranjevanjem ROS.

[o7h
OH
Amtinksidanti .

Slika 1: Ravnovesje med antioksidanti in ROS (prirejeno po Deaton in Marlin, 2003)
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Vse celice Zivijo v aerobnih pogojih in so ves cas izpostavljene velikim Stevilom
oksidantov, ki izhajajo iz razli¢nih eksogenih in endogenih virov (Gutteridge in Halliwell,
1994). Pomembno je vedeti, kako nastajanje oksidantov vodi do oksidativnih poSkodb, saj
so oksidanti molekule, ki so vklju¢ene v mnoge procese, kot so apoptoza in vnetje.
Nastajanje prostih vodikovih radikalov je klju¢ni dejavnik za pojav bolezni, karcinoma,
osteoartritisa, sr¢no Zilnih obolenj in drugih degenerativnih bolezni (Clark, 2002).
PoveCano nastajanje oksidantov ni nujno vedno povezano z oksidativho poskodbo.
Poseben primer je radikal duSikov oksid, ki ima pomembno vlogo pri cirkulacijskih
procesih kot mediator vazodilacije. Povecano nastajanje (NO") samo po sebi Se ni merilo
za oksidativni stres, Ceprav poveCana koncentracija (NO’) lahko vodi k nastanku
Skodljivega oksidanta peroksinitrita (ONOO™ ). Endogeni viri oksidantov so Stevilni in
vklju€ujejo dihalno verigo v mitohondriju, ki pretvarja molekularni kisik v vodo. Nekaj
odstotkov kisika ves €as izhaja iz elektronske transportne verige kot ROS, rezultat tega pa
so oksidanti in vivo. Imunske reakcije lahko znatno prispevajo h kopicenju oksidantov,
posebno med infekcijami ali kot rezultat avtoimunskega odgovora. Neutrofilci v postopku
dihanja sprosc¢ajo ROS s ciljem, da napadejo ciljne tuje patogene.

Nastajanje reaktivnih vodikovih spojin je posledica normalne celi¢ne presnove. Levkociti
se odzovejo na vnetje, ki ga povzroca izpostavljenost okoljskim vplivom (UV sevanje,
onesnazevanje, kemi¢ne snovi, tobac¢ni dim) (Evans in Halliwell, 2001). Nastali kisikovi
prosti radikali vsebujejo tudi Stevilne perokside, npr. vodikov peroksid, lipidni vodikov
peroksid, prosti vodik. Tako nastale molekule pri pro-oksidativnih reakcijah so samo
ohranjujoce in so sposobne poskodovati DNK, lipide, beljakovine in ogljikove hidrate.

V membranah celic se nahaja velik delez lipidov, ki vsebujejo nenasi¢ene masCobne
kisline, v masCobnih zalogah pa triacilgliceroli. Vir energije v procesu [-oksidacije
predstavljajo lipidi, ki se v organizmu nahajajo v celicnih membranah ter kot lipidne
zaloge (Jese Janezic, 2001).

Lipidna peroksidacija je reakcija, v kateri nenasiCene maSCobne kisline neposredno
reagirajo s kisikom, to vodi do nastanka kompleksnih kemi¢nih sprememb. PoviSan nivo
lipidne peroksidacije povzroca povecan vnos nenasi¢enih masc¢obnih kislin s prehrano, s
tem pa se povecajo tudi potrebe po antioksidantih (RDA, 1989). Za lipidno reakcijo je
znacilno, da je veriZna in da poteka v treh stopnjah (Burton in Ingold, 1986; Narita, 1993):

® iniciacija oz. zaCetek nastajanja prostih radikalov
® propagacija vstop prostih radikalov v reakcije

e terminacija povezave dveh radikalov ter nastanek stabilnega produkta.
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Lipidno peroksidacijo lahko povzrocajo poleg OH" radikalov tudi peroksilni (LOO") in
aloksilni (LO") radikali, ki nastajajo v tako imenovani propagacijski fazi lipidne
peroksidacije. Toksicni peroksilni radikali (LOO") imajo lastnost, da lahko poSkodujejo
vecino celic v organizmu (Halliwell in Chirico, 1993). Vodikov peroksid (H.O.) in
hiperoksidni radikal-anion ne reagirata neposredno z nenasi¢enimi mascobnimi kislinami.
Propad celi¢ne membrane povzrocajo produkti lipidne peroksidacije, kar na koncu vodi v
razpad celice.

Lipidno peroksidacijo prepreCujejo antioksidanti, ki se nahajajo v celi¢nih in subceli¢nih
fosfolipidnih membranah (Fang in sod., 2002; Huang in sod., 2002). Antioksidanti delujejo
tako, da razgrajujejo lipidne perokside v produkte, ki niso radikali in odstranjujejo
peroksilne in aloksilne radikale, tako onemogo&ajo potek verizne reakcije (Suput in
Kamaric, 1998).

Oksidativni stres se pojavi, ko antioksidantska kapaciteta organizma ne more zadostiti 0z.
vzpostaviti ravnotezja med antioksidanti in ROS (Slika 2). Kljub zadostni antioksidantski
kapaciteti (encimatski in neencimatski), lahko povecano nastajanje ROS porusi ravnovesje,
kar vodi v nastanek oksidativnega stresa.

A

Slika 2: PoruSeno ravnovesje med antioksidanti in ROS (prirejeno po Deaton in Marlin,
2003)

Antanlesidamti

0
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Med bolj pomembne antioksidante, ki zniZuje lipidno peroksidacijo, spada vitamin E
(Burton in Ingold, 1986; Fats... 1994; McCall in Frei, 1999; Marnett, 1999).
Najpomembnejse reakcije med vitaminom E in nastalimi prostimi radikali, ki so nastali pri
lipidni peroksidaciji so :

LOO +E —- LOOH + E° ... (8
LO +E —-LOH +E’ ...(9)
L"+E—>LH+E ...(10)

LOOH vstopa v reakcijo z glutationom (2GSH) ob prisotnosti encima glutation
peroksidaza, kjer nastane lipidni alkohol (LOH), oksidiran glutation in voda. Tranzitne
kovine katalizirajo razpad hidroperoksidov OH", H+ in alkoksilni ter peroksilni radikal
(Fang in sod., 2002).

Normalno nastajanje ROS prav tako vodi do pojava oksidativnega stresa, kadar je motena
antioksidantska obramba organizma (Slika 3). Oksidativni stres se lahko pojavi, kljub
normalni produkciji ROS, zaradi redukcije komponent, ki sestavljajo encimatsko ali
neencimatsko antioksidantsko obrambo.

A

Slika 3: Poruseno ravnovesje med antioksidanti in ROS zaradi motene antioksidantske
obrambe (prirejeno po Deaton in Marlin, 2003)

Artinlesidanti

RO3

Med produkte lipidne peroksidacije spada tudi malondialdehid (MDA), ki je zelo mutagen
in karcinogen. MDA je aldehid malonske kisline, nastaja pa kot stranski produkt pri
biosintezi prostaglandinov in pri presnovi arahidonske kisline (Marnett, 1999, 2002;
Shuker, 2002).
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Ob nastopu bolezni v organizmu se poveca nastajanje ROS, hkrati pa bolezen organizma
prispeva tudi k slab$i antioksidantski obrambi (Slika 4). NajslabSi moZen scenarij je
zmanjSanje antioksidantske kapacitete in povecanje nastajanja ROS. To se lahko zgodi ob
pojavu dolocenih bolezenskih stanj, kot so astma pri ¢loveku ali obstrukcija dihalnih poti
pri konjih.

A

RO3

Slika 4: Neravnovesje med ROS in antioksidanti ob pojavu bolezni (prirejeno po Deaton
in Marlin, 2003)

Oksidativni stres se lahko pojavi tudi ob poveCanem vnosu antioksidantov v organizem
(Slika 5). Pod doloc¢enimi pogoji lahko prekomerni vnos antioksidantov prav tako vodi do
oksidativnega stresa, npr. s prekomernim vnosom askorbinske kisline, ob prisotnosti
7elezovih in bakrovih ionov. Skodljivi ROS se lahko pojavijo v interakciji z zmanj$ano
koncentracijo askorbinske kisline.

hatation

A 1

A skorbinska kislma

Slika 5: Neravnovesje med glutationom in askorbinsko kislino (prirejeno po Deaton in
Marlin, 2003)
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3 OBRAMBNI MEHANIZMI

Aerobni organizmi so zaradi stalne izpostavljenosti oksidantom razvili metode, kako se
pred oksidativnim stresom ubraniti.

Antioksidacijski obrambni sistem organizma delimo na tri nivoje:
® primarni
e sekundarni
® terciarni

Primarno obrambo pred prostimi radikali vrSijo celiéni encimi tako, da radikale
spreminjajo v bolj stabilne produkte in s tem preprecijo verizne kemicne reakcije (Seifried
in sod., 2007). V primarno obrambo spadajo endogeni antioksidanti.

e glutation peroksidaza/reduktaza (GSH-Px/GSH-R)
¢ mitohondrijska superoksid dismutaza (MnSOD)

e citoplazemska superoksid dismutaza (Cu(Zn)SOD)
e Fe-katalaza (CAT)

SOD spreminja hiperoksidni radikal-anion v kisik in vodikov peroksid, ki ga CAT
pretvarja v kisik in vodo. GSH-Px ima v tako imenovanem aktivnem centru selen z
aminokislino cistein in za svoje pravilno delovanje potrebuje glutation kot substrat, v celici
pa je ta prisoten v oksidirani (GS-SG) ali reducirani obliki (GSH). Glutation ima v celici
vlogo pri nastajanju DNK molekul in proteinov, transportu aminokislin, vodikov peroksid
pretvarja v vodo in sodeluje pri redukciji lipidnih hidroperoksidov (Gaté in sod., 1999)

Glutation je endogeni in eksogeni oksidant saj v organizmu nastaja de novo, nekaj ga v telo
vnasamo s hrano in se delno absorbira v tankem crevesju (Roth in sod., 2002). Naloga
NADPH v celici je, da regulira razmerje med (GSH)? in (GSH) in zagotavlja normalen
redoks potencial. NADPH nastaja pri presnovi glukoze preko ciklusa pentoze-5-fosfata. V
primeru zviSanja koncentracije (GS-SG) in zniZanja koncentracije (GSH)? v celici se
poveca presnova glukoze preko ciklusa pentoze-5-fosfata (Fang in sod., 2002).

Glutation peroksidazo najdemo v mitohondrijih, citosolu in celi¢nih membranah. GSH-Px,
kjer je glutation donor elektronov, reducira vodikov peroksid in organske hidroperokside.
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Aktivnost GSH-Px je odvisna od selena, njegova aktivnost pa je najvecja v miSic¢nih
vlaknih tipa I (visoko oksidativna vlakna) (Deaton in sod., 2004).

Glutation reduktaza je pomembna pri pretvorbi oksidiranega glutationa (GSSG) nazaj v
reducirano obliko (GSH) pri tem se porablja NADPH, kot reducent (Deaton in sod., 2004).

Katalaza (CAT) se v glavnem nahaja v peroksisomih in mitohondrijih. Njena naloga je
odstranjevanje vodikovega peroksida. CAT kot kofaktor potrebuje Zelezo, njena aktivnost
je tako kot aktivnost GSH-Px in SOD, najve¢ja v visoko oksidativnih miSi¢nih vlaknih
(Deaton in sod., 2004).

Antioksidante lahko primarno lo¢imo v dve skupini: antioksidanti z majhno molekularno
maso in antioksidanti z veliko molekularno maso (encimatski). Med antioksidante z
majhno molekularno maso sodijo vitamin C in E ter glutation (GSH). Encimatski
antioksidanti pa so redkejsSi, vendar imajo pomembne funkcije. Npr. superoksid dismutaza
katalizira dve molekuli O." * v eno molekulo dioksida in eno molekulo H.O.. Katalaza in
GSH peroksidaza direktno odstranjujeta H.O., ki izhaja iz elektronske transportne verige.
Dehidroaskorbat reduktaza in GSH reduktaza v veliki meri omogocata lazje recikliranje
antioksidantov, vitamina C in GSH. Encimatsko in neencimatsko odstranjevanje kisikovih
prostih radikalov v celicah sesalcev je prikazano na sliki 6.
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Riboza 5-P Glukoza
NADPH + H* NADP*
GSH-R
+ DNA

@\ ﬁDNA'
€< - 2051 €€— GsH

@ / (eksogeni in endogeni)

Vitamin C, E,
karotenoidi, se¢na
kislina, beljakovine
(albumini...)...

LOH + H,0|  vitamin C Vitamin C

Vitamin E' VT Vitamin E

LOOH LOO

/_H

2H' +20, % H,0,
Citohrom C¢ ¢

0,

0. H0+0, +OH",HO",,0, lipoksigenaze
GSH glutation LOH lipidni alkohol
GS-GS oksidiran glutation LOO’ peroksilni radikal
GSH-R encim glutation reduktaza LOOH lipidni hiperoksid
GSH-PX encim glutation peroksidaza PUFA veckrat nenasi¢ena mascobna kislina
SOD encim superoksid dismutaza CAT encim katalaza

Slika 6: Odstranjevanje kisikovih prostih radikalov in drugih reaktivnih spojin v celicah
sesalcev (Gutteridge in Halliwell, 1994; Fang in sod., 2002: 875)

V sekundarno obrambo spadajo eksogeni in endogeni antioksidanti. To so antioksidanti, ki
prepreCujejo oksidativne verizne reakcije, ne da bi se sami vkljucili vanje. Preprecujejo in
zadrzujejo vstop nastalih prostih radikalov v verizne reakcije. Pri teh reakcijah se prosti
radikali oksidirajo in tako sami postanejo radikali. Nastali radikali so bolj stabilni in se
lahko sami razgradijo oz. jih drugi antioksidanti reducirajo nazaj v njihovo prvotno obliko
(Fang in sod., 2002).
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Najpomembne;jsi eksogeni antioksidanti so:
e vitamin E
e vitamin C
e [-karoten
e polifenoli
Endogeni antioksidanti so:
e glutation
e koencim Q10
® secna kislina
¢ lipojska kislina

Koencim Q deluje kot lipofilni antioksidant, prav tako pa igra pomembno vlogo v
mitohondrijski elektronski transportni verigi. Reducirana oblika koencima Q je donor
elektronov, s ¢imer preprecuje zacetek in nadaljevanje lipidne peroksidacije in tudi
reducira o-tokoferoksil nazaj v a-tokoferol (Ernster in Frosmark-Andree, 1993).

Secna kislina nastaja ob razgradnji purinskih komponent pri vecini sesalcev in se naprej
razgrajuje ob secni oksidazi. Pri ljudeh vodi neaktivnost seCne oksidaze do visoke
koncentracije se¢ne kisline v plazmi (Becker, 1993). Funkcije seCne kisline kot
antioksidanta so med drugim odstranjevanje ROS, kot so hipoklorna kislina in hidroksilni
radikali (Sevianian in sod., 1991), pri ¢emer se oksidirajo do seCnega radikala, ki se potem
reciklira nazaj do se¢ne kisline ali pa se oksidira naprej, kjer nastaja v glavnem alantoin
(Becker, 1993; Kaur in Halliwell, 1990).

Naslednja zelo pomembna stopnja obrambe je terciarna obramba, ki ima sposobnost najti
in popraviti napako oz. odstraniti oksidirane in poSkodovane molekule. Sem uvr§¢amo
encime, ki v DNK napako najdejo, poSkodovan del izreZejo in vstavijo nepoSkodovan del
DNK. Ocenjeno je bilo, da je DNK vsake zZive celice izpostavljena 10000 do 100000
oksidacijskim spremembam na dan in da 99,99 % poskodb popravijo encimi. Naloga
terciarne obrambe je prav tako odstranjevanje oz. nevtraliziranje prostih radikalov.
Terciarna obramba organizma nastopi takrat, kadar sta primarna in sekundarna obramba
neucinkoviti pri nevtralizaciji prostih radikalov ali ko je antioksidantska obramba zaradi
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doloCenih pogojev oslabljena in zaradi tega nastajajo poskodbe celi¢nih struktur. V
terciarno obrambo spadajo encimi:

® lipaze
® proteaze
® encimi, ki popravljajo poskodbe na DNA

Stevilne esencialne hranljive snovi imajo popolno oz. delno biologko vlogo pri primarni
oksidativni zasciti proti okoljskim ali oksidiranim snovem (Frei, 1994; Clark, 2002).

Stevilni elementi v sledovih so gradniki encimov, ki imajo antioksidantske lastnosti med
njim so glutation peroksidaza (selen), superoksid dizmutaze (baker, cink, magnezij) in
katalaze (Zelezo). Pomembna pa sta Se vitamin A in vitamin E, ki igrata pomembno vlogo
pri vseh bioloSkih funkcijah kot celi¢na antioksidanta (Frei, 1994).

Antioksidanti, ki delujejo skupaj ali posamezno, so zmozZni kemi¢no spremeniti ROS v
manj reaktivne ali nereaktivne molekule, torej zmanjSujejo moZnost za nastanek celi¢nih
poskodb.

3.1 VITAMIN C

Funkcije C vitamina kot bioloSkega antioksidanta znotraj redoks sistema in kofaktorja za
razne oksidazne funkcije vkljuCujejo nastajanje kolagena, karnitina in noradrenalina.
Aktivnost vitamina C doloc¢ata L-askorbinska kislina in dehidro-L-askorbinska kislina, ki
sta po bioloski aktivnosti ekvivalentni (McDowell, 1989).

V prehrambene dodatke za konje dodajamo predvsem askorbinsko kislino, askorbil
palmitat in kalcijev askorbil-2-fosfat (Snow in Frigg, 1987, 1990). Pri dvigovanju
koncentracije askorbinske kisline v plazmi so Deaton in sod. (2003) ugotovili, da je
askorbil palmitat bolj ucinkovit od askorbil-2-monofosfata. Vitamin C se pri konjih
sintetizira iz glukoze (Chatterjee, 1973). Oskrbovanje in dostopnost askorbinske kisline je
kompleksna in je odvisna od kemicne oblike, koli¢ine, pogostosti doziranja zato med
posamezniki obstajajo zelo velike razlike (Snow in Frigg, 1990).

McDowell (1989) navaja, da je vitamin C pomemben pri pretvarjanju energije, hormonov
in sintezi aminokislin. Vitamin C ima pomembno vlogo pri nastajanju kolagena, ki sestavni
del vezivnega tkiva in koze.

Priporocila za C vitamin za konje niso doloCena saj konji lahko C vitamin sintetizirajo
sami.
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3.2 VITAMINE

Vitamin E je najbolj znan kot bioloski antioksidant (Sies, 1993). Njegova lipofilna narava
omogoca vkljuevanje v celicne membrane, kjer varuje nenasi¢ene mascobe in ostale
komponente celicne membrane, ki so dovzetne za oksidativne poSkodbe. Vitamin E
prispeva vodikov atom iz svoje fenolne skupine k mas¢obnim preroksilnim radikalom, ki
nastajajo med oksidacijo membrane. Veckrat nenasi¢ene mascobne kisline oblikujejo bolj
stabilne maS¢obne perokside in stabilne tokoferilne radikale. Nastali mas¢obni peroksidi se
nadaljnje razgradijo glutation peroksidazo, ki je odvisna od selena. Aktivnost vitamina E
izhaja iz osmih razlicnih naravnih komponent Stirih tokoferolov (a, B, y, o) in Stirih
tokotrienolov (a, B, v, 6) (Lynch in sod., 1996a). Tokoferoli in tokotrienoli so sestavljeni iz
kromanolnega obroca in stranske verige 16 ogljikov. Tokoferoli imajo nasi¢ene stranske
verige medtem, ko imajo tokotrienoli nenasi¢ene stranske verige. Razli¢ne oblike a, B, v, 0
se razlikujejo po poloZaju in Stevilu metilnih skupin na kromanolnem obrocu kar prispeva,
da imajo razli¢ne oblike E vitamina razli¢ne aktive sposobnosti.

Stranska veriga a-tokoferola ima tri asimetricno vezane vodike, ki se odrazajo v osmih
razli¢nih stereoizomerah (Lynch in sod., 1996b). Tokoferoli v naravi obstajajo kot 2R' 4R’
8'R. RRR a-tokoferol ima najvecjo biolosko aktivnost (1,49 IE/mg) med ostalimi oblikami
E vitamina. Najvecja vsebnost vitamina E se nahaja v svezi krmi (30 do 100 IE/kg SS),
medtem ko imajo Zita, kot so koruza, oves in je¢men manjSo koncentracijo (20 do 30 IE/kg
SS). Pri skladiS€enju krme se vsebnost E vitamina s Casom zmanjSuje. Na primer vsebnost
vitamina E se pri lucerni shranjeni pri 33°C po 12 tednih zmanjSa za 54 do 73 odstotkov.
Koli¢ina vnosa vitamina E je odvisna od nacina in sestave konjevega obroka. Vecina
komercialnih krmnih meSanic za konje vsebuje a-tokoferol acetat, kar omogoca
kompenzacijo vitamina E ob pomanjkanju le tega v voluminozni krmi. Vitamin E, ki se
uporablja v komercialne namene, v krmo dodajamo najveckrat v obliki a-tokoferol estra.
Naravni vir RRR a- tokoferil acetata vsebuje 1,36 IE/mg, sinteti¢ni all-rac-o-tokoferil
acetat, pa vsebuje 1IE/mg. Naravni vir vitamina E je bolj ucinkovit pri vecevanju
koncentracije serumskega a-tokoferola v primerjavi s sinteticnim E vitaminom.

Gansen in sod. (2001, cit. po Kane 2010) so preucevali dostopnost naravne in sinteticne
oblike a-tokoferola pri konjih in ugotovili, da so imeli konji, ki so jim dodajali naravno
obliko a-tokoferola vecjo koncentracijo le tega v plazmi. Ugotovili so tudi, da je za dosego
podobne koncentracije a-tokoferola v plazmi potrebno dodajati skoraj polovico manj IE
naravnega vitamina E (Slika 7). Konjem, ki so jim dodajali 288 IE naravnega vitamina E,
se je koncentracija po 40 dneh dvignila na skoraj isti nivo kot konjem po 40 dneh, ki so jim
dodajali 672 IE sintetiCnega vitamina E. Gansen in sod. (2001), (cit. po Kane 2010)
zakljucujejo, da je naravni vir vitamina E dokazano bolj ucinkovit, oz. da je konjem bolj
dostopen.
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Slika 7: Vpliv naravnega in sinteticnega vitamina E na koncentracijo a-tokoferola v
plazmi (Gansen in sod., 2001, cit. po Kane 2010)

Priporocila

Leta 1978 je NRC prvi€ objavil priporocila o krmljenju konj z vitaminom E, ki so bila 15
IE/kg SS (Preglednica 1), koncentracija je bila dolo¢ena na podlagi vzdrZevanja stabilnosti
eritrocitov pri Zrebetih, ki jih niso zadostno oskrbovali z E vitaminom. Leta 1989 je NRC
povecal priporoc€ila na 50 IE/kg SS oz. na priblizno 1 IE/kg TM. Raziskave so pokazale, da
naj bi bila od 1,4 do 4,4 IE vitamina E/kg TM potrebna koncentracija za povecanje zalog
vitamina E v tkivih pri konjih.

3.3 ELEMENTI, KI SO POMEMBNI ZA SINTEZO ANTIOKSIDANTSKIH
ENCIMOV

3.3.1 Cink (Zn)

Cink (Zn) je prisoten v telesu kot komponenta ve¢ kot stotih encimov, npr. ogljikove
anhidraze, alkalne fosfataze in karboksipeptidaze. Najvecja vsebnost cinka se pojavlja v
Zilnici o€esa in v prostati, nekoliko niZja koncentracija cinka pa je v koZi, jetrih, kosteh in
miSicah. ManjSa vsebnost cinka je v krvi, mleku, pljuc¢ih in moZganih.

Cink je, kot navajajo OreSnik in Kermauner (2006), pomemben za normalen razvoj in
kalcifikacijo kosti, ucinkovit pa je tudi pri zdravljenju ran. Cink je vkljucen v sintezo in
izloCanje Stevilnih hormonov kot so testosteron, inzulin, timosin, prostaglandini. Posebno
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dobro je raziskan njegov pozitivni ucinek na delovanje reproduktivnih organov. Ob
pomanjkanju cinka se sreCujemo s Stevilnimi spremembami na kozi (izpadanje dlake) in
sluznicah (paraketoza), rozevini kopit in okostju. Pomankanje cinka omejuje zauzivanje
krme, kar posledi¢no prispeva k po€asnejsi rasti.

Pomanjkanje cinka so ugotovili pri Zrebetih, ki so jih krmili s krmo, ki je vsebovala 5 mg
Zn/kg krme. Pomanjkanje cinka se kaze pri Zrebetih z izgubo apetita, pocCasnejSo rastjo,
parakeratozo posebno na spodnjih delih nog zmanj$ano serumsko in tkivno koncentracijo
cinka in zmanjSano aktivnostjo alkalne fosfataze (Harrington in sod., 1973).

Absorpcija cinka iz prebavil je pri konjih odvisna od koliCine cinka v obroku, ki ga zZival
zauZije in v povpre¢ju znasa 5 do 15 odstotkov. Pagan in Jackson (1991b) sta ugotovila, da
je navidezna prebavljivost med 7,8 in 11,5 %. Wagner in sod. (2005) so ugotovili, da je
absorpcija cinkovega oksida, cinkovega sulfata ali organskega cinkovega kelata med 12,8
in 13,9 % in 10,6 % pri odraslih konjih.

Vecina krmil vsebuje 15 do 40 Zn/kg SS. Anorganski viri cinka so cinkov sulfat, cinkov
oksid, cinkov klorid, cinkov karbonat in razli¢ni naravni viri cinkovih kelatov. Pomembno
je omeniti, da je cink neizkoristljiv, Ce je vezan v fitatni obliki, zelo dobro pa je izkoristljiv,
¢e je vezan na aminokisline ali beljakovine v tako imenovani kelatni obliki. Baker in sod.
(2005) so ugotovili, da imajo odrasli konji v telesu ve¢ cinka, ¢e so jim dodajali cink v
obliki cinkovega oksida kot cink v kelatni obliki. Konji so dokaj tolerantni glede presezkov
cinka. Maksimalna Se spremenljiva koncentracija cinka znasa 500 mg/kg (NRC, 2005).

Priporocila

Priporocila NRC (2005) navajajo, da koncentracija 50 mg Zn/kg/SS (Preglednica 1)
zadostuje vsem kategorijam konj, hkrati pa navajajo, da naj bi se koncentracija priblizevala
vrednosti 90 mg Zn/kg SS, Ce se zelimo izogniti tveganju za nastanek presnovnih bolezni
okostja. Pri raziskavi na Zrebetih so Harrington in sod. (1973) ugotovili, da je zadostna
koncentracija 40 mg Zn/kg SS obroka. Pri oskrbi je pomembno upoStevati tudi endogene
izgube, ki, kot je ugotovil Pagan (1994) znaSajo 54 mg/dan za 550 kg tezkega konja, kar je
priblizno 0,1 mg/kg TM. Prava prebavljivost cinka je 20,8 %, na podlagi ¢esar lahko
dolo¢imo dnevno potrebo za 500 kg tezkega konja, ki znaSa 236 mg Zn/dan.
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3.3.2 Baker (Cu)

Baker je vklju¢en v mnoge encimske sisteme, ki so povezani s fosforilacijo in oksidacijo
(Ore$nik in Kermauner, 2006). Baker ima pomembno vlogo pri izkoriS€anju Zeleza iz
telesnih rezerv in je zato zelo pomemben pri nastajanju hemoglobina. Potreben je za
¢vrstost kosti, normalno tvorbo vezivnega tkiva, elastina in kolagena. Pripisujejo pa mu
tudi sodelovanje pri obrambnih funkcijah organizma.

Prisotnost bakra v krmi moc¢no variira od priblizno 1 mg/kg v koruzi do 80 mg/kg melase
sladkornega trsa (Cromwell in sod., 1978, 1984). Schryver in sod. (1974) so ugotovili, da
znaSa absorpcija bakra med 24 in 48 odstotki. Na presnovo bakra vpliva ve¢ dejavnikov.
Baker je v interakciji z nekaterimi drugimi minerali kot so molibden, Zveplo, cink, selen,
srebro, kadmij in svinec (Underwood, 1981).

Konji relativno dobro prenasajo visoko koncentracijo bakra v krmi. Pri poni kobilah, ki so
jih krmili s krmo, ki je vsebovala 792 mg Cu/kg krme 183 dni, je sicer priSlo do povecanja
vsebnosti bakra v jetrih, negativnih vplivov, tako pri kobilah, kot tudi pri njihovih Zrebetih
ni bilo opaziti (Smith in sod., 1975).

Najvecja koncentracija bakra, ki jo konji Se tolerirajo, je bila ocenjena na priblizno 250
mg/kg obroka (NRC, 2005).

Priporocila

NRC (2005) za baker priporoca 10 mg Cu/kg SS (Preglednica 1) krme za konje vseh
starosti, vendar pa naj bi na potrebe vplival tudi spol, pasma, starost in brejost. Pagan
(1994) je ocenil pravo prebavljivost bakra pri odraslih konjih na 40 odstotkov, endogene
izgube na 0,069 mg/kg TM. Tako lahko dolo¢imo dnevno potrebo bakra za 500 kg tezkega
konja, ki znasa 86 mg/dan oz. 0,172 mg Cu/kg TM.

3.3.3 Selen (Se)

Selen je element, kateremu pripisujejo antioksidantske lastnosti (OreSnik in Kermauner,
2006). Encim glutation peroksidaza vsebuje selen. Njegova naloga je, da razgrajuje
perokside, ki bi lahko poskodovali celicne membrane. Pomembne lastnosti selena so, da
varuje miSi¢ne celice pred degenerativnimi procesi, ugodno deluje na reprodukcijski
sistem, v sodelovanju z E vitaminom vpliva na delovanje celic, ki proizvajajo
imunoglobuline, potreben pa je tudi pri obnovi DNK.

Selen je v krmi in Zitih navadno prisoten v organski obliki kot selenocistin, selenocistein in
selenometionin (Podoll in sod., 1992). Med anorganske vire selena priStevamo natrijev
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selenit in natrijev selenat. Ugotovili so, da ne obstaja razlik v bioloski dostopnosti med
organskim in anorganskim virom selena.
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Preglednica 1: Dnevne potrebe konj NRC (2005)

Tip Telesna Cu Se Zn E

masa (kg) (mg/dan) (mg/dan) (mg/dan) (IE/dan)
Delo
Lahko 500 100,0 1,00 400,0 800
Srednje 500 112,5 1,13 450,0 900
Tezko 500 125,0 1,25 500,0 1000
Zelo tezko 500 125,0 1,25 500,0 1000
Zrebci
Neplemenski 500 100,0 1,00 400,0 500
Plemenski 500 100,0 1,00 400,0 800
Breje kobile
Zgodnja brejost (<5 500 100,0 1,00 400,0 800
mesecev)
5 mesecev 504 100,0 1,00 400,0 800
6 mesecev 508 100,0 1,00 400,0 800
7 mesecev 515 100,0 1,00 400,0 800
8 mesecev 523 100,0 1,00 400,0 800
9 mesecev 534 125,0 1,00 400,0 800
10 mesecev 548 125,0 1,00 400,0 800
11 mesecev 566 125,0 1,00 400,0 800
Dojece kobile (od
1. do 6. meseca) 500 125,0 1,25 500,0 1000
Rastoci konji
4 mesecev 168 42,1 0,42 168.,5 337
6 mesecev 216 54,0 0,54 215,9 432
12mesecev 321 80,3 0,80 321,2 642
18mesecev 387 96,9 0,97 387,5 775
18 lahko delo 387 96,9 0,97 387,5 775
18 srednje delo 387 96,9 0,97 387,5 775
24 mesecev 429 107,3 1,07 429,2 858
24 lahko delo 429 107,3 1,07 429,2 858
24 srednje delo 429 107,3 1,07 429,2 858
24 tezko delo 429 107,3 1,07 429,2 858
24 zelo tezko delo 429 107,3 1,07 429,2 858

Dnevne potrebe Se in Zn v preglednici so navedene ob predpostavki, da dojece kobile
zauzijejo 2,5 % SS od svoje TM, rastoCi konji in konji, ki tezko ali zelo tezko delajo
zauzijejo 2,25 % SS krme od svoje telesne mase, konji, ki opravljajo srednje delo in ostale
kategorije konj zauZijejo 2 % SS krme od svoje TM.
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3.4 SINERGIJSKO DELOVANIJE RAZLICNIH ANTIOKSIDANTOV IN
ANTIOKSIDANTSKIH SISTEMOV

Vitamin E je v maS€obah topen vitamin, ki preprecuje lipidno peroksidacijo. Franki¢ in
Salobir (2007) navajata, da vitamin E kot sestavni del celicnih membran varuje
membranske lipide pred prostimi radikali in s tem ohranja njihovo integriteto. V vodi topni
antioksidanti npr. vitamin C pa §¢itijo molekule in ostale strukture v vodnem okolju in tako
sodelujejo pri tako imenovanem recikliranju ostalih antioksidantov. Vitamin C in katehini
imajo namre€ to sposobnost, da lahko reducirajo oksidirane oblike Vitamina E tako, da je
spet sposoben loviti proste radikale. Med antioksidanti tako lahko prihaja do
sinergistinega vpliva, kar pomen da ima ve¢ antioksidantov hkrati vecji ucinek, kot vsak
posamezen posebej (Slika 8).

Lipidna peroksidacija nastopi, ko se vodikov atom izlo€i iz bis-alilne strani (metilne
skupine [-CH.-] med dvema dvojnima vezema veckrat nenasienih mascobnih kislin
PUFA). Nato nastane lipidni radikal (L") s centrom v C atomu (enacba 11), ki reagira s
kisikom in nastane peroksilni radikal (LOO") (enacba 12). Peroksilni radikal lahko reagira
s sosednjo stransko verigo PUFA (L'H) in nastane lipidni radikal (L") in lipidni hiperoksid
(LOOH) (enacba 13) ¢emur sledi verizna reakcija (Frei, 1994).

LH—L+H (1)
L'+0. — LOO .(12)
LOO" + L'H — LOOH + L" ..(13)

Lipidni peroksidi lahko razpadajo na Stevilne aldehide, kot so malondialdehid in 4-
hidroksi-2-nonenal, kateri lahko naprej povzrocajo poskodbe z oksidacijo beljakovin ali
DNK (Esterbauer in sod., 1991; Uchida in sod., 1999).
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GS- SH
NAD(P)H NAD(P)
Monodehidroaskorbat
reduktaza

GSH-
dehidroksiaskorbat
reduktaza

GSH

LOOH LH
B B 3 BO:

GSH Glutation LO, lipidni peroksilni radikal
LH mascobna kislina DHA" dehidroaskorbat
EOOL  adukt LOOH  peroksilni radikal
E tokoferilni radikal L lipidni radikal
E vitamin E MDA"~  monodehidroksiaskorbat
C vitamin C B B-karoten
B’ konjugirani polienski radikali B- karotena BOOH  B-karoten hidroperoksid

BO, B- karoten peroksilni radikal

Slika 8: Shema moZnega mehanizma sinergisticnega delovanja med vitaminom E,
vitaminom C in B-karotenom in njihova regeneracija (prirejeno po Niki, 1991:
1122; Niki in sod., 1995: 1326)
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4 SKODLJIV VPLIV REAKTIVNIH KISIKOVIH SPOJIN IN MERITVE
OKSIDATIVNEGA STRESA IN POSKODB

Reaktivne kisikove spojine imajo lahko unicujo¢ ucinek na lipide, beljakovine in DNK,
kakor tudi na protivnetne aktivnosti. Na beljakovinah lahko povzrocajo ROS strukturne
spremembe, kot tudi spremembe v encimski aktivnosti. Tako npr. vodikov peroksid
inducira inaktivacijo SOD (Choi in sod., 1999). Hipoklorna kislina inducira inaktivacijo
inhibitorja a-1 proteinaze (Dallegri in Ottonello, 1997). Oksidanti, kot so npr. hidroksilni
radikali, lahko direktno povzroc¢ijo poSkodbe DNK oz. aktivacijo specifi¢nih presnovnih
poti, ki uni¢ujejo DNK (Birnboim, 1988; Halliwell, 1990; Sarna in sod., 1993). Mehanizmi
popravljanja DNK delujejo tako, da poSkodovane nukleotide odstranijo, nepopravljeni oz.
neodstranjeni deli nukleotidov pa lahko vodijo do mutacij in spremembe funkcije nastale
beljakovine. Ocenjujejo, da dnevno nastane na celico 10000 baznih parov (Lindahl in
Nyberg, 1972). Kontrolirana celicna smrt nastopi, ko oksidativna poskodba vodi do
nepopravljive celiCne funkcije. Ko so signalne stopnje poSkodovane ali ko oksidativni stres
presega zmoznosti obrambnega mehanizma, nastopi nekontrolirana celicna smrt. PoSkodbe
tkiva in razvoj malignih celic lahko vodi v bolezen (Slika 9).
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Slika 9: Shematski prikaz celicne obrambe proti oksidativnim poSkodbam celic (prirejeno
po Lykkesfeldt in Svendsen, 2007)

Kot smo omenili oksidativni stres opisuje neravnovesje med prostimi radikali in
antioksidanti (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007). Metode za dolocitev oksidativnega stresa
vkljuéujejo neposredne in posredne meritve prostih radikalov in antioksidantov. Stevilne
specifiéne meritve antioksidantov vkljuujejo meritve dveh najbolj pomembnih
antioksidantskih biomarkerjev, kot sta GSH in askorbat, ki imata sposobnost regeneracije
ostalih antioksidantov v njihovo aktivno stanje. Spremembe v koncentraciji vitamina E in
koencima Q so prav tako merjene direktno kot biomarkerji oksidativnega stresa. GSH je
prisoten v celici v koncentraciji 2 do 8 mM, zanemarljive koliine pa so prisotne tudi v
plazmi. Askorbat je prisoten v koncentraciji 20 do 50 uM v plazmi, medtem ko so
milimolarno koncentracijo askorbata prav tako zasledili v celici.

Aktivnost prostih radikalov in antioksidantov lahko dolo¢amo in situ z elektronsko spin
resonanco, vendar ta metoda ni primerna za rutinske analize. Meritve antioksidantov se
lahko osredoto€ajo na ocenjevanje skupne kapacitete antioksidantov ali natan¢ne dolocCitve
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kljucnih antioksidantov. Testi za skupno kapaciteto antioksidantov vkljucujejo skupni
antioksidantski status (TAS), Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC), total radical-
trapping antioxidant parameter (TRAP) in ferric reducing-antoxidant power (FRAP).
Specificne metode bazirajo na visoko zmogljivi tekocinski kromatografiji (HPLC) in
vkljucujejo doloCitev redoks para GSH-GSH disulfida (GSSH) in askorbat-
dehidroaskorbinske kisline za nadaljnje informacije redoks stanja. ZmanjSani
antioksidantski status in zmanjSano redoks razmerje GSH-GSH ali askorbat-
dehidroksiaskorbinske kisline pomenijo povecanje oksidativnega stresa.

Meritve oksidativnih poskodb se osredotoCajo predvsem na tri glavne makromolekule:
DNK, beljakovine in lipide. Za dolocitev obsega poskodovane DNK uporabljajo kometni
test, kjer semikvantitativno testirajo Stevilo poskodovanih sklopov DNK v sami celici
(Collins, 2004). Stopnjo poskodbe DNK ocenjujemo z meritvijo baz DNK, ki so oksidirane
oz. s koli¢ino poskodovanih fragmentov DNK (Ostling in Johanson, 1984.)

Mascobe posebno veckrat nenasi¢ene mascobne kisline so nagnjene k oksidaciji. Lipidno
oksidacijo lahko dolocamo na Stevilne nacine, dva najbolj uporabljana testa sta dolocitev
malondialdehida (MDA) in isoprostanov. Test MDA vkljuCuje derivatizacijo s
tiobarbiturno kislino, kateri sledi spektrofotometri¢na dolocitev (Esterbauer in sod., 1991).
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S VPLETENOST OKSIDATIVNEGA STRESA V NEKATERE BOLEZNI
PRI PERUTNINI, PRASICIH, GOVEDU IN KONJIH

Oksidativni stres in bolezni pri domacih Zivalih so prvotno raziskovali pri prasicih, govedu
in konjih. Glavne raziskave so bile opravljene pri prasi¢ih in govedu z obolenji, kot so:
pljucnica, enteritis, mastitis, endometritis in vnetje. Raziskave pri konjih pa so zajemale
konje z obolenji, kot so: obstrukcija dihalnih poti, plju¢no krvavenje zaradi povecane
fizi€ne obremenitve, oksidativni stres povzrocen zaradi tekmovanja, laminitisa, artritisa,
¢revesnega zastoja.

5.1 OKSIDATIVNI STRES PRI PERUTNINI

Toplotni stres oz. visoka temperatura je dejavnik s katerim se pogosto srecujemo pri reji
perutnine. Franki¢ in Salobir (2007) povzemata, da toplotni stres prispeva k sproS¢anju
kateholaminov in Kkortikosterona, kar povzroCa lipidno peroksidacijo v celi¢nih
membranah. Visoka temperatura vpliva na konzumacijo krme, slabSe izkoriscanje krme in
posledi¢no na slabsi prirast in slabSo nesnost. Oksidativnii stres, povzrocen zaradi visoke
temperature, povecuje nastajanje produktov oksidacije mascobnih kislin v organizmu, prav
tako pa zmanjsuje koncentracijo vitamina E in C v plazmi. Pri pticah je ugotovljeno, da
dodatek vitamina C v vro¢em okolju zmanjSuje nastajanje kortikosteroidnih hormonov,
povecuje trdnost jajéne lupine, povecuje nesnost in kakovost jajc pri nesnicah. 250 mg
vitamina E na kg krme naj bi bila zadostna koncentracija, ki znacilno zmanjSuje negativni
vpliv toplotnega stresa na proizvodnjo jajc. Pri pitovnih piscancih je bilo ugotovljeno, da
40 mg vitamina C na Zival izboljSuje dnevni prirast in zmanjSuje pogin brojlerjev. Poleg
temperature na oksidativnii stres vplivajo tudi Stevilne bolezni. Najvecjo gospodarsko
Skodo pri reji brojlerjev predstavlja pljucna hipertenzija in posledicni ascites. PoveCanje
oksidativnega stresa prav tako povzroCa kokcidioza, ki jo povzrofajo za gostitelja zelo
specificni zajedavci protozoji iz rodu Eimeria.

5.2 OKSIDATIVNI STRES PRI PRASICIH

Sepsa je dokaj pogost pojav pri pujskih, katere lastnosti se odrazajo kot pove€anje Zilnega
tonusa in patoloSko pove€anem plju¢nem tlaku. Prav tako so s sepso povezane motnje pri
motoriki ¢revesja. Endotoksemic¢ni Sok pri praSi¢ih naj bi bil povezan tudi s povecanim
oksidativnim stresom. Basu in Eriksson (1998, 2000) sta ugotovila zmanjSanje
koncentracije antioksidantov v plazmi pri meritvi koncentracije o-tokoferola in povecano
lipidno peroksidacijo pri meritvi izprostanov pri prasicih z notranjo zastrupitvijo. Dokazala
sta, da propofol in retinol preko njunega antioksidantskega ucinka preprecCujeta lipidno
peroksidacijo, ki je povezana z notranjimi zastrupitvami (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007).
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Franki¢ in Salobir (2007) navajata, da Zivali lahko s krmo zauZzijejo nekatere zdravju
Skodljive snovi, kot so npr. mikotoksini. S plesnimi kontaminirana krma in s tem tudi z
mikotoksini je zelo pogosta in se ji v praksi ni moZno izogniti. Ze dokaj nizke
koncentracija mikotoksinov v krmi vpliva na zmanjSanje prireje, povecuje pojav kuznih
bolezni, kar posledi¢no lahko vodi v gospodarsko Skodo. Ocenjujejo, da naj bi bila kar
Cetrtina svetovnega pridelka Zit kontaminirana z mikotoksini. Mikotoksini naj bi v
organizmu Zivali povzrocali oksidativni stres zaradi sprozanja produkcije prostih radikalov.
Mikotoksini naj bi tudi zmanjSevali sposobnost prehajanja antioksidantov skozi ¢revesno
steno.

5.3 OKSIDATIVNI STRES PRI GOVEDU

Mastitis

Za zdravljenje akutnega in subklini¢nega mastitisa pri govedu najveCkrat uporabljamo
antibiotike, v kombinaciji z nesteroidnimi protivnetnimi zdravili (Lykkesfeldt in Svendsen,
2007). Pri kravah molznicah s subklini¢no obliko mastitisa, ki so ga povzrocili, so
Kleczkowski in sod. (2005) opazili zniZanje koncentracije askorbata v plazmi v primerjavi
z molznicami brez mastitisa. Prav tako so odkrili povecano stopnjo lipidnega
hidroperoksida v eritrocitih pri kravah molznicah z akutnim mastitisom. Povecano lipidno
peroksidacijo in nizko koncentracijo askorbata povezujejo z oksidativnim stresom,
povzroCenim zaradi obolenja vimena. Oksidativni stres zaradi mastitisa so
Chaiyotwittayakun in sod. (2002) poskusali prepreciti z injeciranjem visokih doz askorbata
in L-histidina v notranjost mle¢ne Zleze. Ugotovili so, da askorbat ni imel nobenega ucinka
na klini¢ne znake. Ugotovili so samo izboljSanje mle¢nosti. Dodajanje vitamina E in selena
kravam pred telitvijo je dobra preventiva proti mastitisu. Pri kravah, ki so jim podkoZno
injecirali 3000 IE vitamina E 10 in 5 dni pred telitvijo, so Smith in sod. (1997) opazili
pove€ano koncentracijo o-tokoferola v plazmi v primerjavi s kravami, ki jim ga niso
injecirali. Prav tako so opazili, da ima skupina belih krvnick z imenom neutrofili
granulociti (neutrofilci) krav, ki so jim vitamin E injecirali, ve¢jo sposobnost pobijanja
bakterij.

Pljucnica

Na govedu je bilo do sedaj opravljeno malo raziskav o tem, kako pljucnica vpliva na
povecanje oksidativnega stresa. Lykkesfeldt in Svendsen (2007) ugotavljata, da imajo pri
infekciji dihalnih poti neutrofilci pomembno vlogo pri odstranjevanju mikroorganizmov s
fagocitozo. Plju¢nica pri govedu v nekaterih primerih povecuje Stevilo poskodovanih celic
in tkiva. Med razlicnimi produkti, ki jih izlo¢ajo neutrofilci, so reaktivni duSikovi
intermediati in NO', ki povzrocajo akutne in kroni¢ne vnetne reakcije. PoSkodbe tkiv v
najvecji meri povzroca ONOO', ki nastane v reakciji med O™, in NO'. Pri obolelih teletih
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sta Ledwozyw in Stolarczyk (1992) ugotovila, da izolirani granulociti proizvedejo
desetkrat ve¢ O™ in da imajo niZjo koncentracijo superoksid dizmutaze v plazmi kot
zdrava teleta.

5.4 OKSIDATIVNI STRES PRI KONJIH

Na oksidativni stres pri konjih vplivata temperatura okolja in vlaga v zraku. Pri fizi¢ni
obremenitvi ob poviSani temperaturi in zracni vlagi so Mills in sod. (1996) ugotovili
poveCanje lipidne peroksidacije in oksidacije GSH. Zanimivo pri konjih je to, da
termoregulacijo delno uravnava duSikov oksid NO'.

5.4.1 Obolenja sklepov

Pri konjih z obolelimi sklepi so De la Calle in sod. (2002) ugotovili poviSan nivo
dusSikovega oksida v sinovialni teko€ini in plazmi. Smith in sod. (1998) so v raziskavi pri
konjih s sinovitisom ugotovili, da apliciranje dimetil sulfoksida (DMSO) ucinkovito
zmanjSuje koncentracijo levkocitov v sinovialni tekocCini in tudi Stevilo neutrofilcev v
primerjavi s konji, ki jim DMSO niso aplicirali. Apliciranje DMSO vpliva na zmanjSanje
prostih radikalov in s tem posledi¢no zmanjSa oksidativni stres.

5.4.2 Vpliv antioksidantov na konje, ki imajo tezave s ponavljajo¢o obstrukcijo
dihalnih poti

Deaton in sod. (2004) so opravili zanimivo raziskavo, da bi ugotovili, kako antioksidanti
vplivajo na konje, ki imajo tezave z obstrukcijo dihalnih poti. Tekocina, ki prekriva pljucni
epitelij ima veliko antioksidantsko kapaciteto. Askorbinska kislina pri konjih predstavlja
glavni neencimatski antioksidant, konji pa, kot je bilo Ze omenjeno, lahko sami
sintetizirajo askorbinsko kislino. Pri konjih, ki bolehajo za ponavljajoco se obstrukcijo
dihalnih poti je obseg oksidativnega stresa povezan s koli¢ino neutrofilcev pri vnetju
dihalnih poti. Ugotovili so, da imajo oboleli konji niZjo koncentracijo askorbinske kisline v
bronhoalveolarni tekoc€ini v primerjavi z zdravimi konji. NiZja antioksidantska kapaciteta
pri obolelih konjih lahko prispeva k oksidativnemu stresu.

V raziskavi, ki so jo opravili Deaton in sod. (2004), je bilo v poskus vkljuc¢enih 5 obolelih
konj s ponavljajoCo obstrukcijo dihalnih poti. Vsak konj je prvotno opravil primarno vajo
na tekoCem traku, pri kateri so dolocili maksimalno porabo kisika. Trije konji so nato po
Stirih tednih zaceli dobivati antioksidantski dodatek, ostala dva pa nista dobivala
antioksidantskih dodatkov. Po §tirih tednih so konje pregledali. Antioksidantski dodatek je
vseboval sledece komponente: vitamin E kot 10 g a-tokoferol acetata/kg dodatka, vitamin
C kot 57 g kalcijevega askorbil monofosfata na kg/dodatka in 4 mg selena/kg dodatka.
Dnevna koli¢ina dodatka ni podana.
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Med poskusom so bili konji fizicno obremenjeni 3 krat tedensko in sicer na teko¢em traku
po 17 minut na dan, preostale Stiri dni na teden pa so bili po 30 minut v sprehajalni
napravi. Antioksidantski dodatek je mocno povecal koncentracijo askorbinske kisline v
plazmi pri konjih ob pocitku, 0, 15, 60 minut in 24. ur po fizi¢ni obremenitvi v primerjavi s
konji, ki dodatka niso dobivali. Koncentracija a-tokoferola v plazmi se je pri konjih, ki so
dobivali dodatk prav tako poveCala vendar pa fizicna obremenitev na povecanje ni
vplivala. Fizi¢na obremenitev oz. antioksidantski dodatek na koncentracijo GSH, GSSG in

glutation redoks razmerje nista vplivala.

W
[«
1

—&— placebo
—@— dodatek antioksidantov

IS
[e]
T

2
(=)
T

> @

>

FIZICNA
OBREMENITEV

Askorbinska kislina v plazmi (umol/1)

pocitek 0 15 30 45 60 75 24h

=]
~
~

trajanje obremenitve (min)

Slika 10:  Vpliv dodatka meSanice vitamina C, vitamina E in selena, na koncentracijo
askorbinske kisline v plazmi v Casu pocitka in fizicne obremenitve (prirejeno po
Deaton in sod., 2004).

Koncentracija askorbinske kisline v plazmi konj, ki so jih oskrbovali z antioksidanti, se je
takoj po fizi¢ni obremenitvi dvignila nad 30 umol/l in nato v eni uri rahlo padla (Slika 10),
po 24 urah po obremenitvi pa je koncentracija askorbinske kisline padla pod 20 umol/l. Pri
konjih, ki jim niso dodajali antioksidantskega dodatka, se je koncentracija askorbinske
kisline v plazmi le rahlo spremenila. Najvecja sprememba je bila opazna takoj po fizi¢ni
obremenitvi (Deaton in sod., 2004).
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Slika 11: Vpliv dodatka meSanice vitamina C, vitamina E in selena, na koncentracijo o-
tokoferola v plazmi v €asu pocitka in fiziCne obremenitve (prirejeno po Deaton
in sod., 2004).

Koncentracija a-tokoferola v plazmi konj, ki so jim dodajali antioksidantski dodatek, je
bila najvisja pred fizi€no obremenitvijo, po obremenitvi pa je zacela padati in se je po eni
uri po obremenitvi dvignila na skoraj isti nivo, kot je bil pred fizicno obremenitvijo (Slika
11). Pri konjih, ki jim antioksidantskega dodatka niso dodajali, opazimo podobne
spremembe, le da je zaCetna koncentracija za pribliZzno 2 umol/l manjSa (Deaton in sod.,
2004).

6 OKSIDATIVNI STRES IN FIZICNA OBREMENITEV

Podaljsano fizi¢no obremenitev povezujemo s povecanjem oksidativnega stresa, ki lahko
negativno vpliva na delovne sposobnosti in zdravstveno stanje pri konjih. Marlin in sod.
(2002) so postavili hipotezo, da tekmovanje konj na vzdrzljivostnih dirkah oz. endurance
dirkah povzro¢a spremembe v antioksidantski kapaciteti, kar povzroca sistemski
oksidativni stres. V raziskavo so vkljucili 40 konj, ki so tekmovali na 140 km dolgi
vzdrzljivostni preizku$nji. Temperatura je bila 15 do 19 °C relativna zra¢na vlaga pa 62 do
68 %. Konjem so odvzeli vzorce krvi pred fizicno obremenitvijo, takoj po fizi¢ni
obremenitvi in 16 ur po fizi¢ni obremenitvi. Koncentracija askorbinske kisline pred
obremenitvijo je znasala 11,1 pmol/L (4,6 do 20,3 umol/L) in takoj po njej 9,7 umol/L (3,0
do 38,9umol/L). Veliko zmanjSanje koncentracije so ugotovili 16 ur po fizi¢ni obremenitvi,
saj je padla na 5,5 pmol/L (2,8 do 15,5umol/L; P<0,05). Koncentracija skupnega glutationa
v rdecih krvnickah (TGSH) po fizi¢ni obremenitvi, se je obcutno zmanjSala. Na zacetku je
bila 1261 pmol/L (883 do 1532umol/L) na koncu obremenitve 1065 pmol/L (757 do
1334pumol/L; P<0,05) in po 16 urah 1032 umol/L (752 do 1362umol/L; P<0,05). Glutation
redoks razmerje je po obremenitvi ostalo nespremenjeno, zmanjSalo se je Sele po 16. urah
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po obremenitvi. Koncentracija snovi, ki reagirajo s tiobarbiturno kislino (TBARS) se je po
fizi¢ni obremenitvi povecala iz zaetne, ki je znaSala 309 nmol/L (66 do1048 nmol/L) na
408 nmol/L (170 do 1196 nmol/L; P<0,05) po obremenitvi in po 16 urah je 380 nmol/L (99
do 1161 nmol/L). Zanimivo je, da se koncentracija a- tokoferola po obremenitvi oz. 16.
urah ni spremenila. Povprecna hitrost med tekmovanjem je bila dobro korelirana s
koncentracijo askorbinske kisline po obremenitvi.
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Slika 12:  Vplivi obremenitve konj na koncentracijo vitamina C, TGSH in TBARS v
plazmi (prirejeno po Marlin in sod., 2002)
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Ugotovili smo zanimivo povezavo med povprecno hitrostjo in koncentracijo askorbinske
kisline v plazmi. Konji, ki so tekli z ve¢jo povprecno hitrostjo so imeli ob koncu dirke tudi
visjo koncentracijo askorbinske kisline v plazmi. MoZna razlaga za to je, da konji, ki so
imeli nizZjo koncentracijo askorbinske kisline v pazmi niso bili sposobni doseci velike
hitrosti na dirki. Pomembna je tudi povezava v koncentraciji askorbinske kisline na koncu
testa, saj je visja koncentracija askorbinske kisline prispevala tudi k visji koncentraciji
Zeleza na koncu testa. Visja koncentracija a-tokoferola na zacetku testa je prispevala k
niZji koncentraciji TBARS na koncu testa.
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Preglednica 2: Korelacije med povprecno hitrostjo in nekaterimi biokemijskimi parametri
pred in na koncu fizi¢ne obremenitve (prirejeno po Marlin in sod. 2002 )

R P-vrednost

Povprecna hitrost/ askorbinska. 0,622 <0,01
kislina (konec)
GSH (zacetek) / seCna kislina -0,331 0,04
(konec)
GSH (zacetek) / GRR (konec) -0,410 <0,01
TGSH (zacetek)/ TBARS (konec) -0,359 0,03
Secna kislina (zacetek 0,468 <0,01
obremenitve./  sefna  kislina
(konec)
o- tokoferol (zaCetek)/ TBARS -0,425 <0,01
(konec)
GSH (konec)/ TBARS (konec) -0,370 0,02
Askorbinska  kislina  (konec)/ 0,529 <0,01
Zelezo (konec)
AST (konec)/ seCna Kkislina 0,514 <0,01
(konec)
CK (konec)/ seCna Kkislina 0,373 0,02
(konec)
Sprememba v CK/ se€na kislina 0,368 0,02
(konec)
Legenda: GSH = glutation

GRR = glutation redoks razmerje

TGSH = skupni glutation v rde¢ih krvnickah

TBARS = tiobarbiturne reaktivne substance

AST = aspartat aminotransferaza

CK = kreatin fosfokinaza

Fizicna obremenitev lahko za nekajkrat poveca porabo kisika. Med pocitkom je poraba
kisika pri angleSkem polnokrvnem konju priblizno 5 mL/min/kg telesne mase (Butler in
sod., 1993), kar je veliko manj, kot med maksimalno fizicno obremenitvijo, ki znaSa med
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110 in 220 mL/min/kg (Young in sod., 2002). Poraba kisika individualnih miSi¢nih vlaken
je lahko Se vecja zaradi povecanja krvnega obtoka in arteriovenozne razlike (Lykkesfeldt
in sod., 1995). Povecana poraba kisika, pa lahko vodi do nastanka oksidativnega stresa.

Ksantin dehidrogenaza je encim, ki tvori proste radikale kisika. Ta oksidira hipoksantin do
ksantina in nato ksantin do secCne kisline. Pri tem se porablja NAD+ kot prejemnik
elektronov in nastaja NADH. Med intenzivno telesno obremenitvijo lahko vlakna v
aktivnih miSicah postanejo hipoksi¢na, kar pomeni, da nimajo dovolj kisika (Packer,
1997). Med ishemijo (pomanjkanjem krvi v tkivu) se tvori ksantin po poti anaerobnega
metabolizma ATP. Tako se ksantin dehidrogenaza pretvori v ksantin oksidazo (Kanter,
1998). Med reperfuzijo (ponovno vzpostavitvijo pretoka krvi skozi tkivo) ksantin oksidaza
Se vedno pretvarja hipoksantin v sefno kislino, vendar pri tem uporablja kisik kot
prejemnik elektronov in tako nastaja superoksid (enacba 14) (Heunks in Dekhuijzen,
2000).

Ksantin + H-O +2 O. — se¢na kislina + O. " 2H+ (14

Med fizicno obremenitvijo lahko nastajajo poskodbe tkiva, ki povzrocajo aktivacijo
vnetnih celic, kot so neutrofilci in nadaljnjega nastajanja prostih radikalov iz NADPH
oksidaze (Kanter, 1998). Prav tako se lahko med fizicno obremenitvijo povecuje
koncentracija kateholamina, pri njihovi oksidaciji pa nastajajo ROS (Sealy in sod. 1984).

Povecanje telesne temperature zaradi fizicne obremenitve lahko povzroc€i oksidativni stres
(Sanchez-Quesada in sod. 1998). Povecanje temperature in relativne vlage od 20° C in 40
% na 30°C in 80% povecuje oksidacijo glutationa v rdecih krvni¢kah hemolizata in lipidni
peroksidaciji v plazmi pri maksimalno fizi¢no obremenjenih konjih (Mills in sod., 1996).
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7  UCINKI RAZLICNIH ANTIOKSIDANTOV PRI FIZICNI OBREMENITVI
7.1 GLUTATION

Glutation pri podganah slabo prehaja v tkiva (Sen in sod., 1994a), zato kaZe veC zanimanja
aplikacija prekurzorjev glutationa npr. N-Acetilcistein (NAC) je derivat cisteina in je
zaradi svoje tiolne skupine zmozen direktno odstranjevati vodikov peroksid, hidroksilne
radikale in hipoklorno kislino (Gillissen in Nowak, 1998). NAC se z lahkoto spremeni v
cistein, ki je pomemben prekurzor nastajanja celicnega glutationa. Velika fizi¢na
obremenitev povecuje oksidacijo GSH v krvi in v pljucih pri podganah, ki so jim dodajali
NAC intraperitonealno (Sen in sod., 1994b). Infuzija NAC zmanjSuje oksidacijo glutationa
v krvi pri ljudeh ob kratkotrajnem intenzivnem telesnem naporu (Medved in sod., 2003).
Pomanjkanje selena kot kofaktorja glutation peroksidaze se odraza v zmanjSani aktivnosti
glutation peroksidaze (Witt in sod., 1992).

7.2 VITAMIN E

V raziskavi so Petersson in sod. (1991) preucevali vpliv vitamina E na lipidno
peroksidacijo med fizicno obremenitvijo pri konjih. Preucevali so dve skupini konjev pod
fizicno obremenitvijo in kontrolno skupino, ki ni bila fizi€no obremenjena. Konje so 4
mesece krmili s krmo, ki je v osnovi vsebovala 13 IE vitamina E, nato so jim ga v krmo Se
dodatno dodajali. Ugotovili so, da pri nobeni skupini ni bilo klini¢nih znakov pomanjkanja
vitamina E, kljub hipotezi, da fizicna obremenitev lahko povecuje znake lipidne
peroksidacije, kot so nastajanje pentanov v izdihanem zraku in snovi, ki reagirajo s
tiobarbiturno kislino v plazmi. Dodajanje vitamina E ni spremenilo odziva na fizi¢no
obremenitev, potrebno pa je omeniti, da vzorcev miSi¢nega tkiva in krvi niso odvzeli
neposredno po fizi¢ni obremenitvi, kar je lahko tudi razlog, da razlik niso odkrili.

Siciliano in sod. (1997) so opravili raziskavo o vplivu razliénih koncentracij vitamina E na
miSicno integriteto pri fizicno obremenjenih konjih. Raziskavo so opravili na 19 konjih, ki
so jih razdelili v tri skupine. Prvi skupini niso dodajali vitamina E, E vitamin je vsebovala
samo osnovna krma, drugi skupini so dodajali 80 IE vitamina E/kg SS tretji pa 300 IE
vitamina E/kg SS. Osnovna krma je vsebovala manj kot 44 IE vitamin E/kg SS. V 90
dnevnem poskusu so bili konji fizicno obremenjeni 5-krat na teden. Konjem so odvzeli
vzorce krvi in miSi¢nega tkiva na zaetku poskusa, po 30 dneh in na koncu poskusa 90.
dan. Ugotovili so, da je konjem, ki so bili na osnovni krmi, koncentracija a-tokoferola v
plazmi padla iz 3 na 2 pg/ml in da je od 30. do 90. dne koncentracija Se rahlo padala.
Konjem, ki so jim dodajali 80 IE vitamina E, je koncentracija a-tokoferola v prvih 30 dneh
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padla, po 30. dnevu pa je ostala konstantna (Slika 13). Konjem, ki so jim dodajali 300 IE
vitamina E, se koncentracija a-tokoferola ni spremenila.

4 -
\ ———a
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Serumski
o-tokoferol
(ng/ml)
2 o
1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
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Dnevi v poskusu (dan)
—=— Brez dodatka —=— B0IE —=— 300 IE

Slika 13: Povprecna koncentracija o-tokoferola v plazmi konj, krmljenih s krmo z
razli¢no koncentracijo vitamina E (v IE/kg SS) (prirejeno po Siciliano in sod.,
1997)

Koncentracija a-tokoferola v miSicah pri konjih, ki so jim dodajali 300 IE vitamina E, je v
prvih 30 dneh moc¢no narasla, po 30 dnevu pa je bil izmerjen rahel padec koncentracije. Pri
konjih, ki so jim dodajali 80 IE vitamina E in pri konjih brez dodatka vitamina E, je
koncentracija padala vseh 90 dni (Slika 14).
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Slika 14: Povprec¢na koncentracija a-tokoferola v miSicah konj, krmljenih s krmo z razli¢no
koncentracijo vitamina E (v IE/kg/SS) (prirejeno po Siciliano in sod.,1997)

Siciliano in sod. (1997) sklepajo, da naj bi konji, ki so izpostavljeni ve¢ tedenskem
fizicnem naporu potrebovali dodatek vitamina E nekje do 300 IE/kg SS za vzdrZevanje
koncentracije vitamina E na ustreznem nivoju v krvi in miSi¢nem tkivu. Dodajanje 80
IE/kg SS koncentracije a-tokoferola v plazmi in miSicah na dolgi rok skoraj ne spremeni.

7.3 VPLIV DODATKA VITAMINA E IN SELENA NA VSEBNOST VITAMINA E V
KRVI IN IZLOCANJE MDA V PLAZMI KONJ PO FIZICNI OBREMENITVI

Avellini in sod. (1999) so v raziskavi preucevali vpliv dodatkov vitamina E in selena na 70
dnevno fizi¢no obremenitev 3 letnih Zrebcev. Konjem so dnevno dodajali 20 pg selena/kg
in 40 mg vitamina E/kg. Primerjali so vsebnost malondialdehida, kon¢nega produkta
lipidne peroksidacije, s koncentracijo vitamina E v krvi (Slika 15). Na zacetku poskusa
(test 1) in na koncu poskusa po 70. dneh in oskrbovanju z vitaminom E in selenom (test 2)
so kri vzor¢ili pred obremenitvijo, po obremenitvi, po 18 urah pocitka in po najvecji fizi¢ni
obremenitvi. Pri obeh testih so Avellini in sod. (1999) opazili povec¢ano vsebnost MDA.
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Slika 15: Vsebnost malondialdehida v plazmi konj v 1. testu na zacetku poskusa in v 2.
testu, po 70 dneh obremenitve (prirejeno po Avellini in sod., 1999)

Vsebnost MDA v plazmi je bila pri konjih pred treningom, pri konjih, ki so pocivali in
konjih, ki so bili fizicno obremenjenih signifikantno vecja kot pri konjih, ki so bili 70 dni v
treningu in oskrbovani z vitaminom E (Slika 16). Pri prvem testu ni bilo ugotovljenih

razlik med posameznimi ¢asovnimi intervali vzor¢enja.
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Slika 16:  Vsebnost vitamina E v plazmi konj v 1. testu in v 2. testu po 70. dneh treninga
in oskrbovanja z dodatki vitamina E in selena (prirejeno po Avellini in sod.,

1999)
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Pred obdobjem treningov je bila vsebnost vitamina E ne glede na ¢as vzorCenja zelo
majhna. Avellini in sod. (1999) sklepajo, da trening in oskrbovanje konjev z vitaminom E
in selenom ugodno vpliva oz. izbolj$uje antioksidantsko obrambo konjev. Ce Zelimo konje,
ki so v aktivnem treningu, ustrezno zasCititi pred oksidativnim stresom, jim moramo
dodajati poleg vitamina E Se selen.

74 VITAMIN C

Vitamin C ima mnoge pozitivne u¢inke na antioksidantsko zaSc¢ito pri Zivalih. Dodajanje
askorbinske kisline v obrok zmanjSuje koncentracije TBARS v plazmi pri ¢loveku po 30
minutah zmerne obremenitve (Alessio in sod., 1997). Odmerek 1 g askorbinske kisline
preprec¢i nastajanje prostih radikalov (merjeno z ESR spektroskopijo) in lipidno
peroksidacijo po fizi¢ni obremenitvi (Ashton in sod., 1999).

Oralna aplikacija askorbinske kisline ima nizko biolo§ko dostopnost pri konjih (Loscher in
sod., 1984; Snow in sod., 1987). Oskrba konjev z derivati askorbinske kisline, kot so
askorbil palmitat in kalcijev askorbil monofosfat, dvigne koncentracijo askorbinske kisline
v plazmi (Deaton in sod., 2003; Snow in Frigg, 1987). Intravenozna aplikacija 5 g
askorbinske kisline pred fizicno obremenitvijo preprecuje povecanje TBARS v plazmi po 1
km dolgi dirki (White in sod., 2001).

Snow in Frigg. (1987) so pri konjih, ki so jim dnevno dodajali 4,5 ali 20 g askorbinske
kisline v kristalni obliki, ugotovili skoraj dvakratno povecanje koncentracije askorbinske
kisline v plazmi v primerjavi s kontrolno skupino, ki jim askorbinske kisline niso dodajali.
Pri tem niso opazili nobenih razlik glede na odmerek 4,5 g ali 20 g/dan. Toksi¢nost
askorbinske kisline pri konjih, ki so jim dali enkraten odmerek 20g/dan en dan, ni poznana
(NRC, 1987), glede dodajanja na daljSe obdobje pa nimamo ocen.

7.5 VPLIV VITAMINA E NA ANTIOKSIDANTSKI STATUS PRI KONJIH

Gansen in sod. (1995) so ugotavljali, kako razlicne oblike E vitamina vplivajo na
koncentracijo a-tokoferola v plazmi. Ugotovili so podobno povecanje serumskega o-
tokoferola pri konjih, ki so jim 6 tednov dodajali naravni vir vitamina E (212 mg RRR a-
tokoferol acatata, 252 mg RRR vy-tokoferol acetata in 116 mg RRR-6-tokoferil acetata) kot
pri konjih, ki so jih krmili s sinteticno obliko (672 mg all-rac- a-tokoferil acetata).
Ugotovili so, da naravni vir vitamina E vsebuje le priblizno eno tretjino u¢inkovitosti a-
tokoferola v primerjavi s sinteti¢no obliko.

Pagan in sod. (2005) so prav tako preucevali, kako razlicne oblike vitamina E vplivajo na
koncentracijo a-tokoferola v plazmi. Ugotovili so, da je bila sinteti¢na oblika vitamina E
(all-rac-o-tokoferil acetat) manj ucinkovita pri veCanju koncentracije o-tokoferola v
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plazmi kot naravna oblika vitamina E. Tako je naravna oblika vitamina E bolj u¢inkovita
pri dvigovanju a-tokoferola v plazmi v krajSem ¢asovnem obdobju dodajanja (~14 dni) kot
druge oblike vitamina E.

Kot je Ze znano, ima vitamin E pozitiven ucinek na organizem, Se posebno pri fizicno
obremenjenih konjih, saj vzdrzuje miSi¢no integriteto in ravnovesje med antioksidanti in
prostimi radikali. Plemenski konji oz. kobile predstavljajo pomembno kategorijo, ki je prav
tako izpostavljena stresu v obdobju parjenja, brejosti in dojenja. Gard (cit. po Kane 2010)
navaja, da vitamin E ni vedno v zadostni meri dostopen plemenskim kobilam, posebej ¢e
Zrebijo in dojijo v zimskih mesecih, ko nimajo dostopa do zelene krme in paSe. Kobile v
pozni brejosti in zgodnji laktaciji je priporo€ljivo krmiti s krmo z visoko koncentracijo
vitamina E, saj le na ta nain lahko zagotovimo zadostno koncentracijo vitamina E v
kolostrumu in mleku. Posebej pa je potrebno izpostaviti kobile, ki so v prejSnjih letih slabo
prenasale pasivno imunost na svoja zZrebeta. Te naj bi oskrbovali z dvakratnim odmerkom
vitamina E na dan, najmanj mesec dni pred Zrebitvijo in po nje;j.

Na Svedskem je Gard leta 2003 (cit. po Kane, 2010) opravil raziskavo, v kateri je brejim
kobilam 21 dni pred Zrebitvijo dodajal po 1500 IE vitamina E na dan v naravni vodotopni
obliki. Ugotovil je, da imajo njihova Zrebeta ob Zrebitvi in 12 do 36 ur po Zrebitvi vi§jo
koncentracijo a-tokoferola v plazmi (Slika 17). Pri kobilah, ki so jim dodajali vitamin E so
ugotovili povecan prenos protiteles na Zrebeta, kar ugodno vpliva na celoten imunski
sistem. Stopnja IgG v kolostrumu in serumu je bila viSja pri kobilah, ki so jim dodajali 160
IE vitamina E na kg krme, kot pri kobilah, ki so jim dodajali 80 IE vitamina E na kg krme.
Zrebeta vseh kobil so imela takoj po rojstvu podobno koncentracijo IgG, IgA in IgM v
serumu, takoj po zauzitju kolostruma pa je ugotovil poviSano koncentracijo IgG, IgA in
IgM pri Zrebetih od kobil, ki so jim dodajali ve¢ vitamina E.
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Slika 17: Koncentracija tokoferola v plazmi kobil, ki so jim dodajali 1500 IE vitamina E
na dan (prirejeno po Gard, 2003, cit. po Kane, 2010)

Oskrbovanje z E vitaminom zmanjsSuje stopnjo lipidne peroksidacije v izdihanem zraku in
plazmi pri ¢loveku in podganah, ki so bili pod razli¢nimi fizi¢nimi obremenitvami (Dillard
in sod. 1978; Goldfarb in sod., 1994; Meydani in sod., 1993; Sumida in sod., 1989)
Poskodbe misic ¢loveka zaradi 6 dnevne zaporedne fizi¢ne obremenitve so bile manjse ob
vnosu o-tokoferola (Itoh in sod., 2000). Med 90 dnevnim treningom konj se je
koncentracija a-tokoferola v plazmi zmanjSala pri konjih, ki so jim dodajali 80 IE/kg
obroka, medtem ko se koncentracija a-tokoferola v plazmi ni zmanjSevala konjem ki so
jim dodajali 300 IE /kg ob predpostavki, da je Ze osnovna krma vsebovala 40 IE vitamina
E/ kg (Siciliano in sod., 1997).

7.6 GLUTAMIN

Stohrer in sod. (2007) so postavili hipotezo, da naj bi oralna administracija L-glutamina, ki
je prekurzor GSH, lahko izboljSala intracelularno GSH/GSSG razmerje in s tem prispevala
k boljsi zaSciti pred prostimi radikali.Konje pasme haflinger so razdelili v dve skupini:
kontrolno, ki ji glutamina niso dodajali in skupino, ki so ji 4 dni dodajali 20 g
glutamina/100 kg telesne mase. Vzorce krvi so zbrali pred dodajanjem glutamina, takoj
pred treningom, takoj po treningu in 20 ur po treningu na nadmorski viSini 2000 m.
Koncentracija glutamina takoj pred treningom je bila 400+54 mol/l. Po dodajanju
glutamina pa je nivo narasel na 600+80 mol/l. Tudi koncentracija GSH je bila takoj po
treningu visja pri konjih, ki so jim dodajali glutamin (891£277 mol/l) pri kontrolni skupini
pa 803+182 mol/l. Koncentracija GSSG pri kontrolni skupini je bila nekoliko vi§ja.
Pri¢akovano sta se pri skupini, ki so ji dodajali glutamin, poviSala skupna antioksidantska
kapaciteta in koncentracija vitamina C v plazmi. Aktivnost kreatin kinaze v plazmi, ki je
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indikator miSi¢nih poskodb, je bila nizja pri skupini, ki so ji dodajali glutamin. Dokazujejo,
da dodatek glutamina pozitivno vpliva na antioksidantski status, prav tako pa preprecuje
morebitne poskodbe miSic ob fizi¢ni obremenitvi.

7.7 DODAJANJE KOMBINACIJE ANTIOKSIDANTOV

Igrashi in sod. (1991) ter Suzuki (1990) so preucevali medsebojno delovanje posameznih
antioksidantov in predpostavili hipotezo, da naj bi imela ve¢ kot dva razli¢na antioksidanta
medsebojno sinergisticno delovanje. Oksidacija antioksidantov se lahko zmanjSa z drugimi
antioksidanti. Tako za askorbinsko kislino menijo, da reciklira oksidiran o-tokoferol in
se€no kislino (Becker, 1993; Packer in sod., 1979), medtem ko glutation reducira
oksidirano askorbinsko kislino (Borsook in sod., 1937). Antioksidanti se prav tako
razlikujejo po svoji aktivnosti in lokaciji. a-tokoferol je pomemben lipidni antioksidant, ki
odstranjuje proste radikale vklju¢no s superoksidi, hidroksilne radikale in lipidneperokside
(Tidius in Houston, 2001), medtem ko je askorbinska kislina pomemben antioksidant v
vodni fazi.

Baskin in sod. (2000) so v raziskavi na vle¢nih psih ugotovili, da je isto¢asno oskrbovanje
vle¢nih psov z a-tokoferolom, luteinom in B-karotenom zmanjSalo poskodbe DNK po treh
dneh vzdrzljivostne obremenitve v primerjavi s skupino, ki jo niso oskrbovali.

Kombinacije antioksidantov kot so derivati askorbinske kisline, vitamin E in selen
prepreCujejo povecanje koncentracije secne kisline v plazmi pri konjih, kateri so bolehali
za ponavljajo¢im obolenjem obstrukcije dihal (Kirschvink in sod., 2002). Koncentracija
askorbinske kisline je bila vi§ja po zmernem fizicnem naporu pri konjih, ki so jih
oskrbovali s kombinacijo antioksidantov (Deaton in sod., 2002).

De B. Moffarts in sod. (2005) so predpostavili, da dodajanje kombinacij razli¢nih
antioksidantov v obdobju 3 mesecev lahko izboljSajo antioksidantsko obrambo konj. S tem
naj bi posledi¢no prispevali k manjsi miSi¢ni utrujenosti in poSkodbam misSi¢nih vlaken ter
k boljSemu vsesploSnem pocutju konja. Konji se tako lahko spopadajo z vec¢jimi izzivi na
treningih in lahko dosegajo boljSe rezultate na tekmovanjih. V poskus je bilo vkljucenih 40
angleSkih polnokrvnih konj v treningu. Od tega 20 kobil, (10 starih 2 leti, ostalih 10 pa 3
leta). 17 Zrebcev in 3 kastrati (10 starih 3 leta in 10 starih 2 leti). Poskus so opravili v tri
mesecnem tekmovalnem obdobju (med avgustom in novembrom 2002). Konji so bili ves
Cas pod veterinarskim nadzorom. Konji so dnevno trenirali in v povpre€ju so z njimi
opravili 2,4 dirke na teden. Vsi konji so bili vhlevljeni v boksih z nastilom iz slame. Krmili
so jih 2 krat dnevno s senom (6 kg/dan) in ovsom (6 kg/dan), kar jim je zagotavljalo
povprecen vnos 120 mg vitamina E, 0,4 mg Se, 48 mg Zn in 75 mg Cu. Vzorce krvi so v
trimesecnem obdobju poskusa odvzeli trikrat, na zacetku poskusa, po 6 tednih in po 12
tednih. Ugotavljali so vsebnost sledeCih markerjev: askorbinsko kislino (AA),
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antioksidantsko kapaciteto v vodi topnih komponent v plazmi (ACW), glutation: reduciran
(GSH), oksidirani (GSSG), redoks razmerje glutationa (GSSG/(GSH+GSSQ)), a-tokoferol,
B-karoten, antioksidantsko kapaciteto v mascobah topnih komponent v plazmi (ACL),
aktivnost glutation peroksidaze (GPx), aktivnost superoksid dismutaze (SOD), selen (Se),
baker (Cu) in cink (Zn) ter kreatin foskokinazo (CPK) kot indikator stanja miSic. Konje so
razdelili v dve skupini. Trideset konj je bilo v skupini, ki je prejemala antioksidante, 10 pa
v kontrolni skupini, ki jim niso dodajali antioksidantov. Konji so bili enakomerno
porazdeljeni tudi glede na spol in starost. Dodatek antioksidantov v poskusu je konjem
dnevno zagotavljal vitamine in elemente v sledovih: askorbinsko kislino 11,50 mg a-
tokoferol acetat 7000 mg B-karoten 500 mg Cu 187 mg Zn 769 mg in Se 7 mg. Pri konjih,
ki jim antioksidantov niso dodajali, so opazili znizanje koncentracije GSH v krvi in veliko
poveCanje GSSG in prav tako GRR. Povefanje GSSG in GRR kaze na povecCanje
oksidativnih procesov ob koncu tekmovalnega obdobja zaradi stresa in fizicne
obremenitve, hkrati pa simultano zmanjsanje GSH kaze na osiromasenje antioksidantskih
rezerv. ZmanjSanje antioksidantske kapacitete se je pokazala v mocno zmanjSani
aktivnosti, SOD izmerjeni v 12. tednu.

Koncentracija antioksidantov v kontrolni skupini je presenetljiva, saj so bili konji ves Cas
izpostavljeni fiziCni obremenitvi. Rezultati raziskave kazejo na prehodno povecanje
askorbinske kisline v 6. tednu poskusa pri konjih, ki jim niso dodajali antioksidantov, kar
je bilo nepri¢akovano. V 6. tednu poskusa so na konjih ugotovili povisano koncentracijo
kreatin kinaze, kar kaZze na to, da so imeli konji poskodovane miSice, prav tako pa so
opazili povecanje koncentracije B-karotena v plazmi, vendar vzrok za to povecanje ostaja
neznan. Potrebno pa je vedeti, da so ti konji tekmovali oz. dirkali Ze 7 mesecev prej in da
se je njihova antioksidantska kapaciteta prilagodila na dolocen reZim fizi¢ne obremenitve.
Pri¢akovano je bilo tudi, da se antioksidantska kapaciteta ne bo zmanjsala, ampak da bo
ostala na priblizno enakem nivoju.

Pri skupini 30 konj, ki so jim dodajali antioksidante je bilo opaziti pomembno povecanje
koncentracije nekaterih snovi v krvi in zelo spremenjena hidrofilna, lipofilna in encimatska
antioksidantska kapaciteta. Koncentracija a-tokoferola, B-karotena in selena v plazmi se je
ob dodajanju antioksidantov pri konjih mo¢no povecala, kar kaze na uspesno absorbcijo
antioksidantov. Koncentracija cinka in bakra se nista veliko spremenili, kar kaze na
morebitno slabSo absorpcijo in dostopnost oz. nalaganje teh elementov v druga tkiva, kot
so jetra in miSice in ne v kri. Koncentracija GSH, GSSG in GRR se zaradi dodajanja
antioksidantov ni spremenila. Aktivnost GPx v eritrocitih se je pri kontrolni skupini moc¢no
zmanjSala, medtem ko je pri skupini z antioksidanti ostala nespremenjena po 6. tednu in
poveCana po 12. tednu poskusa. De B. Moffarts in sod. (2005) so ugotovili, da
antioksidanti ne samo preprecujejo aktivnost GPx, ampak jo tudi izboljSujejo in da
dodajanje antioksidantov izboljSuje antioksidantski status Sportnih konj.
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Zabelezili so tudi zanimive razlike med spoloma in razlicnimi starostmi. Med
preiskovanimi markerji je bila koncentracija askorbinske kisline in ACW veliko visja pri
dvoletnikih, kot pri triletnikih. Razlog za to je sinteza kolagena med obdobjem rasti
(Hoffman in sod., 1995). Koncentracija a-tokoferola in selena je bila vi§ja pri triletnikih.
Pri Zrebcih so ugotovili, da imajo v primerjavi s kobilami visjo koncentracijo askorbinske
kisline v plazmi, k temu pa naj bi prispeval temperament. Kobile so imele visjo
koncentracijo o-tokoferola v plazmi, kot tudi vec¢jo aktivnost SOD in GPx. Dodajanje
antioksidantov tako delno omogoca uravnavanje antioksidantskega ravnoteZja v glavnem z
izboljSanjem ACW, a-tokoferola, B- karotena, ACL in selena v plazmi.
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8 SKLEPI

e V organizmu ob normalnih pogojih, prav tako nastajajo reaktivne kisikove spojine
(ROS), vendar ima organizem sposobnost, da lahko sam vzpostavi ravnovesje med
nastalimi reaktivnimi kisikovimi spojinami in antioksidanti. Oksidativni stres
povzrocajo nestabilne in zelo reaktivne oblike kisikovih atomov, molekul in ionov,
ki imajo vsaj en neparni elektron.

e Oksidativni stres se v organizmu pojavi, ko antioksidantska kapaciteta organizma
ne zmore vzpostaviti ravnovesja med antioksidanti in nastalimi ROS. Povecano
nastajanje ROS porusi ravnovesje med antioksidanti in ROS, kar vodi v nastanek
oksidativnega stresa.

e Aerobni organizmi so zaradi stalne izpostavljenosti oksidantom razvili nacin, da se
lahko pred oksidativnim stresom ustrezno zascitijo. Antioksidantski obrambni
sistem delimo na tri nivoje: primarni, sekundarni in terciarni. V antioksidantski
obrambni sistem so vkljuceni Stevilni encimi, vitamini in elementi v sledovih, ki
imajo antioksidantske lastnosti.

e Stevilo objav na podro&ju oksidativnega stresa pri konjih in antioksidantske za¢ite
ni veliko. Opravljene raziskave kazejo na ugodne ucinke posameznih
antioksidantov: ti zmanjSujejo oksidativni stres, preprecujejo morebitna obolenja in
poskodbe. Pri obolenjih sklepov so pri konjih ugotovili ugoden u¢inek DMSO, ker
zmanjSuje nastajanje prostih radikalov in s tem posledi¢no zmanjSuje oksidativni
stres.

® Pri fizi¢no obremenjenih konjih so Siciliano in sod. (1997) ugotovili, da konji
potrebujejo za vzdrZevanje ravni vitamina E na ustreznem nivoju v krvi in
miSi¢nem tkivu nekje do 300 IE/kg/SS vitamina E.

e Zelo pombna je oblika vitamina E dodajanja konjem. Znanstevniki Gansen in
s0d.(2001) so ugotovili, da je naravna oblika vitamina E bolj ucikovita. Za dosego
podobne koncentracije a-tokoferola v plazmi, je bilo potrebno dodajati skoraj
polovico manj naravnega vitamina E.

¢ Dodajanje antioksidantov izboljSuje antioksidantsko obrambo konj. S tem
posledi¢no prispevamo k manjSi miSi¢ni utrujenosti, manj posSkodbam in boljSemu
vsesploSnemu pocutju konja.
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9 POVZETEK

Za doseganje dobrih Sportnih rezultatov tako kot pri ljudeh, je tudi pri konjih potreben visji
nivo treninga. Pri povecani vsakodnevni fizi¢ni obremenitvi prosti radikali nastajajo v
vecjem obsegu s tem pa se vea moznost za nastanek razlicnih obolenj npr. obolenj
sklepov, srca, oZilja, dihal itd. NasS cilj je izniCiti oz. zmanjSati poSkodbe, ki jih povzrocajo
prosti radikali, to lako doseZemo tako, da konjem dodajamo antioksidante, kot so vitamin
E, vitamin C in elemente v sledovih. Do sedaj opravljene raziskave kazejo kakSna koli¢ina
posameznih antioksidantov je potrebna za vzdrZevanje optimalne antioksidantske
kapacitete. Za zmanjSanje stroSkov ob morebitnih poSkodbah in boleznih, ki jih povzroca
oksidativni stres dodajamo konjem antioksidante.

Iz pregleda literature smo ugotovili minimalne potrebe antioksidantov, ki jih je smotrno
dodajati glede na prehrano in fizicno obremenitev Sportnih konj. Iz leta v leto se
selekcioniranje in trening Sportnih konj vlaga vse veC sredstev in vse teZje je vzgojiti
vrhunskega konja, zato nam omenjene raziskave pomagajo priti do tega cilja in konja
dolgoro¢no obdrzati zdravega.
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