Roczniki Naukowe Polskiego Towarzystwa Zootechnicznego, t. 3 (2007), nr 3
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W doSwiadczeniu na 3 grupach tucznikéw, zywionych indywidualnie (30-100 kg m.c.) wyso-
koenergetyczng mieszanka pelnoporcjowa (14,25 MJ EM/kg), okreSlano wplyw dodatku
ubichinonu i witamin antycksydacyjnych (E + C) na stan redoks organizmu. Material do
badan stanewily probki krwi i skrawki watroby pobrane od wszystkich zwierzat po uboju.
Status oksydacyjny organizmu okreslono na podstwie koncentracji 8-okso-2’deoksyguanozy-
ny (8-oxodG) w DNA hepatocytow watroby i zawarto$ei substancji reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym (TBA-RS) w osoczu krwi. Jako wskazniki statusu antyoksydacyjnego ozna-
czono aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i peroksydazy glutationowej (GPx) w e-
rytrocytach. Ponadto oznaczono poziom hormonéw metabolicznych w surowicy krwi. Zasto-
sowane przeciwutieniacze, zaré6wno witaminy E + C, jak tez E + C + ubichinon, spowsdowaly
zwigkszenie (P<0,05) koncentracji produktu oksydacji DNA — 8ox0odG w watrobie $win. Nie
stwierdzono jednak wplywu dodatku do paszy tak samych witamin, jak i witamin z ubichi-
nonem na zréznicowanie wskaznika peroksydacji lipidéw — TBA-RS. Dodatek witamin, ale
bez dodatku ubichinenu, wplynat istotnie na zwickszenie aktywno$ci SOD w erytrocytach
krwi. U $win otrzymujacych dodatek witamin, a zwlaszcza w polaczeniu z ubichinonem od-
notewane istotnie wyzszy poziom insuliny w surowicy krwi. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
dodatek ubichinonu do paszy powinien by¢ poprzedzony wnikliwym badaniem (zwlaszeza
stanu antyoksydacyjno-oksydacyjnego). Ubichinon podawany wraz z witamina C ¥/lub E mo-
ze bowiem mie¢ negatywny, prooksydacyjny wplyw na organizm (zwigkszenie poziomu inse-
liny we krwi oraz produktéw degradacji DNA).

SLOWA KLUCZOWE: tuczniki / dieta wysokoenergetyczna / ubichinon / witaminy
E i C/stan oksydo-redukeyjny

Wysoka koncentracja energii w diecie, a takze niedobdr antyoksydantéw destabili-
zuje stan redoks organizmu, prowadzac do gromadzenia sie w organizmie koficowych
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produktow utleniania lipidow, biatek, a takze DNA [35], co w efekcie moze wywola¢
mutageneze i wiele standw patologicznych.

Wielu autoréw wskazuje na interakcje witaminy E i C w zakresie antyoksydacyjnej
aktywnosci w organizmie [20, 29]. W prezentowanych badaniach uwzgledniono te teze,
ale tez przyjeto, ze dla poszukiwania optymalnego efektu antyoksydacyjnego powinno
si¢ uwzgledni¢ rowniez odpowiedni poziom ubichinonu w dawce. Ubichinon (koenzym
Q) dziala we frakeji lipidowej (i wodnej), lecz w nieco innych domenach strukturalnych
komorki niz witamina E [33]. W badaniach wykazano, ze ubichinon pozwala na reduk-
cje rodnika tokoferylowego do tokoferolu [2], a kwasu semidehydroaskorbinowego do
askorbinianu [12]. Ubichinon sam tez moze by¢ redukowany, na drodze przemiany
NADH/NADPH w komorkach, do hydrochinonu [10].

Ubichinon, jako jeden z antyoksydantow, jest syntetyzowany w organizmie w ilo-
Sci, ktora w warunkach prawidtowej homeostazy zapewnia wystarczajaca ilo$é tego
zwigzku, ale w przypadku stresu oksydacyjnego moze by¢ niewystarczajaca. Niedob6r
ubichinonu obserwowano nie tylko u ludzi w okreslonych stanach patologicznych, ale
tez u zwierzat, co sktonilo badaczy do jego stosowania w leczeniu i zywieniu zwierzat
[24].

Poniewaz w procesach oksydo-redukcyjnych obserwuje si¢ wzajemne wspotdziata-
nie ubichinonu oraz witamin E i C [1, 3, 4, 8, 27, 30, 34], wydawalo si¢ celowe
okredlenie wptywu jednoczesnego podawania tych zwigzkéw w wysokoenergetycznej
diecie dla rosnacych $win.

Material i metody

Do$wiadczenie przeprowadzono na 21 tucznikach, mieszancach czterorasowych
(wbp x pbz) x (hampshire x duroc), przydzielonych do 3 grup, po 4 loszki i 3 wieprzki
w kazdej. Zwierzgta utrzymywane byty w kojcach indywidualnych, ze statym dostgpem
do wody (poidta smoczkowe). Tucz prowadzono od okolo 30 do 100 kg masy ciata.

W do$wiadczeniu tuczniki otrzymywaly raz dziennie, zawsze o tej samej porze,
mieszanke petnoporcjowa o wysokim poziomie energii (tab. 1), ktora dla grup dodwiad-
czalnych wzbogacono w witaminy E + C (grupa II) lub E + C + ubichinon (grupa II).
Ubichinon stosowano w postaci preparatu Envit, ktéry zawierat 30 mg koenzymu Q10
(ubidecarenonum) w jednej tabletce (masa tabletki: 390 mg +5%).

Po zakofczeniu do$wiadczenia, po 12 godzinach glodzenia, pobrano od zwierzgt
krew (podczas uboju) z tetnicy szyjnej, a nastepnie skrawki watroby do analiz chemicz-
nych. Status oksydacyjny organizmu okre$lono na podstwie koncentracji 8-okso-2’de-
oksyguanozyny (8-oxodG) w DNA hepatocytow watroby i zawartoéci substancji reagu-
Jacych z kwasem tiobarbiturowym (TBA-RS) w osoczu krwi. Jako wskazniki statusu
antyoksydacyjnego oznaczono aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i peroksy-
dazy glutationowej (GPx) w erytrocytach. Ponadto oznaczono poziom hormonéw me-
tabolicznych w surowicy krwi.

Oznaczenie 8-okso-2’deoksyguanozyny (8-ox0dG) w DNA hepatocytéw wykona-
no przy uzyciu HPLC i detektora UV/VIS (DIONEX UVD 170 S) oraz detektora
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elektrochemicznego (ESA Inc. CoulArray, Model 5600A), po uprzedniej izolacji DNA
wg procedury opisanej przez Foksinskiego i wsp. [9], z wykorzystaniem spektrofoto-
metru UNICAM 5625 UV/VIS przy diugosci fali 260 nm. Koncentracje substancji
reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBA-RS) oznaczono na spektrofotometrze
UNICAM-5625. Oznaczenie SOD i GPx w erytrocytach wykonano za pomocy testu
Randox Laboratories Ltd., przy zastosowaniu analizatora biochemicznego Cobas Mira
firmy Roche [21, 37]. Poziom hormondw w surowicy oznaczono spektrofotometrycz-
nie, stosujac kity Coat-A-Count (Diagnostic Products Co., USA) dla insuliny, T3 i T4,
natomiast DPC Diagnostic Poland — dla leptyny.

Wszystkie wyniki opracowano statystycznie, przy zastosowaniu jednoczynnikowej a-
nalizy wariancji ANOVA, z wykorzystaniem programu Statgraphics 4.1 systemu Windows.

Tabela 1 - Table 1
Sklad i warto$¢ pokarmowa mieszanek stosowanych w do$wiadczeniu
Composition and nutritive value of the experimental diets

Grupa ~ Group

Wyszczegblinienic 1 i HI
Specification (kontrolna) E+O (E+C+Q)
(control)

Sklad mieszanek (%)
Composition of diets (%)

jeczmien — barley 03,86 63.56 63,53
pszenica — wheat 10,00 10,00 10,00
Sruta poekstrakeyjna sojowa 13,50 13,50 13,50
soybean meal

maczka migsno-kostna* 5,00 5,00 5,00
meat and bone meal*

smalec — lard 7,00 7,00 7,00
premiks — premix 0,50 0,50 0,50
L-lizyna — L-lysine 0.12 0,12 0,12
DL-metionina -~ DL-methionine 0,02 0,02 0.02
witamina E — vitamin E - 0,10 0,10
witamina C ~ vitamin C - 0,20 0,20
ubichinon - ubiquinone - - 0,03

Skiad chemiczny (%) i wartosé
energetyczna mieszanek**
Chemical composition (%) and
energy value of diets**

bialke ogdlne — crude protein 16,96 16,93 16,93
widkno surowe - crude fibre 4,03 4,02 4.02
tluszez surowy - ether extract 9.30 9,29 9,29
lizyna - lysine 0,88 0.88 0.88
metionina - methionine 0,56 0.56 0.56
energia metaboliczna (MI/kg) 14,25 14,22 14,21

metabolizable energy (MIkg)

*Dodwiadezenie przeprowadzono przed wprowadzeniem zakazu stosowania ww. maczek w zywieniu $wil —
Experiment was conducted before prohibition of using above mentioned meals in pig feeding

**#(Obliczono na podstawie "Norm zywienia $win — wartoéci pokarmowej pasz” [25] — Calculated on the base
of "Polish pigs standards — nutritive value of feeds” [25]
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Wyniki i dyskusja

W do$wiadczeniu stwierdzono, ze dodatek do diet dodwiadczalnych witamin E +
C, jak rowniez dodatek wymienionych witamin i ubichinonu wplynat na zwickszenie
(P<0.,05) koncentracji produktu degradacji DNA (8-okso-2’deoksyguanozyny) w watro-
bie §win (tab. 2). DNA jest jednym z bardziej odpornych zwigzkéw na procesy utlenia-
nia, a ponadto posiada bardzo sprawne i skuteczne mechanizmy obrony antyoksydacyj-
nej. Konsekwencje utleniania DNA sy bardzo niebezpieczne. Reaktywne formy tlenu
(ROS) w reakcji z kwasami nukleinowymi uszkadzaja zasady nukleinowe, reszty cu-
krowe lub prowadza do peknie¢ wigzan fosfodiestrowych taczacych nukleotydy [13].
Sposrod skladnikéw kwaséw nukleinowych ROS, zwlaszcza rodnik wodorotlenowy
1 tlen singletowy, reaguja preferencyjnie z guaning i innymi pochodnymi purynowymi
[40]. Zasady purynowe wchodzace w sktad DNA moga ulec utlenieniu w wielu pozy-
cjach. Jednym z produktéw powstatych w wyniku takich uszkodzen jest nukleozyd
8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny [11]. Oksydacja DNA prowadzi do wzrostu ilosci
8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny, co obserwowano w naszym do$wiadczeniu w gru-
pach eksperymentalnych. Zastosowane w do$wiadczeniu witaminy E i C, a takze ubi-
chinon nie wplynely natomiast na zréznicowanie wskaznika peroksydacji lipidéw -
TBA-RS (tab. 2), co moze wskazywac, ze procesy prooksydacyjne mogly dotyczy¢
bardziej fazy wodnej organizmu, lub tez, ze faza lipidowa ustroju podlegata bardziej
efektywnej ochronie antyoksydacyjne;.

Prooksydacyjne dziatanie witamin E i C w warunkach naszego do$wiadczenia, po-
twierdza¢ moze rowniez zwigkszenie aktywnosci SOD w krwinkach éwin dodwiadezal-
nych z grupy II (tab. 2). Enzym ten bierze udzial w dysmutacji anionorodnika ponad-
tlenkowego, a zwickszenie jego aktywnosci moze wynikaé z aktywizacji SOD w sytu-
acji przeciwdziatania stresowi oksydacyjnemu. Jednak nie obserwowano zmian w ak-
tywnosci GPx. Enzymy o charakterze antyutleniaczy mogy wzajemnie modyfikowad
swoje dzialanie. W badaniach na szczurach otrzymujacych rézne rodzaje thuszezu
w diecie, Kuratko i Pence [16] wykazali wysoko istotna, dodatnig korelacje pomigdzy
koncentracjg SOD a GPx, glutationem, reduktaza glutationows i katalaza. Wzajemne
wspbldzialanie antyoksydantow nieenzymatycznych, pobranych z dietg lub syntetyzo-
wanych w organizmie, z antyoksydantami o charakterze enzymatycznym jest rowniez
przedmiotem badan. Stwierdzono synergistyczne dziatanie B-karotenu i SOD, GPx
i glutationu u ludzi {7]. Obserwowano réwniez ochronne dziatanie witaminy E w sto-
sunku do SOD [26], a takze GPx [6, 28]. Jednak Lauridsen [18] nie stwierdzila zmiany
aktywno$ci SOD oraz GPx w watrobie $win pod wptywem podawania w diecie dodatku
witaminy E oraz miedzi. Badania dotyczace interakeji egzogennych i endogennych
antyutleniaczy sy niewystarczajace, zwlaszcza ze aktywno$¢ enzymow antyoksydacyj-
nych jest coraz czgéciej wskaznikiem stanu zdrowia ludzi i zwierzat, jak rébwniez ich
rola zalezy od tkanki, w jakiej sa syntetyzowane [5]. W wielu badaniach obserwowano
natomiast mniejsza wrazliwo$é na procesy rakotworcze u osobnikéw charakteryzujg-
cych sig wigksza aktywnoscig niektorych enzymow antyoksydacyjnych [36, 38, 39].
Aktywno$¢ SOD, GPx moze by¢ rdwniez zwigzana z choroby niedokrwienng serca,
miazdzyca, cukrzycy, niewydolnoscia oddechowa, schorzeniami neurologicznymi.
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Tabela 2 ~ Table 2
Wyniki eksperymentu
Results of experiment

Grupa — Group

Wskazniki 1 1T I SEM P
Indicators (kontrolna) (E+0C) E+C+Q)
(control)

Wskainiki stanu oksydacyjnego

Indicators of oxidutive state

8-okso-2 deoksyguanozyna

(8-0x0dG/10° dG) 7,78 10,30 10,38" 0.633 0.0143
8-okso-2"deoxyguanosine

Stezenie substancji reagujacych z

kwasem tiobarbiturowym — TBA-RS (umol/1) 1.97 1,92 1,78 0,099 0,4165
Thiobarbituric acid reactive

substances - TBA-RS (umol/l)

Wskainiki stanu antyoksydacyjnego
Indicators of anti-oxidative state

Dysmutaza ponadtlenkowa —~ SOD (U/g Hb) 329,37* 434,66" 312,09° 26,07 0,0076
Superoxide dismuthase — SOD (U/g Hb)
Peroksydaza glutationowa — GPx (U/g Hb) 49,221 60,569 51,540 3,574 0,0864

Glutathione peroxidase — GPx (U/g Hb)

Poziom hormaondw metabolicznyeh
Level of metabolic hormones

Insulina ~ Insuline (ng/mi) 10,40° 19.57" 27.37° 4,420 04,0466
Leptyna — Leptin (ng/ml) 2.62 2,11 3,03 0,345 0.3278
Kortyzol — Cortisol (ng/ml) 9,66 9,96 6,95 1,619 0,3847
T3 (ng/dl) 85.91 78,86 77.31 5,945 0,5671
T4 (ug/dh 525 5,88 5,02 0,395 0,3397

a, b - rdznice migdzy grupami dla P<0,05 - differences between the groups for P<0.05

Dodatek witamin E i C, zwlaszcza w polgczeniu z ubichinonem podawanym
w mieszance dla $wif grupy I (tab. 1), wplynal na zwigkszenie poziomu insuliny
w surowicy krwi zwierzat (tab. 2), natomiast poziom leptyny, kortyzolu 1 hormonéw
tarczycy nie ulegl istotnym zmianom. Podstawowa funkcja ubichinonu jest jego rola
w transferze elektrondw w mitochondrium. Koenzym Q (ubichinon) dziata jako anizo-
tropowy czynnik transportujacy protony w utleniajaco-redukujacym cyklu w mitochon-
drialnym faficuchu transportu elektronow {19, 23]. Utrzymanie transbionowego gradien-
tu protonow jest podstawg powstawania ATP [31]. Jakkolwiek ubichinon jest syntety-
zowany w organizmie we wszystkich niemalze tkankach [8], mozna przypuszczac, ze
w sytuacji intensywnego wzrostu, kiedy synteza ATP jest bardzo intensywna, moze
nastapi¢ jego niedobor [8].

W przeprowadzonym do$wiadczeniu ubichinon podawany byl w obecno$ci kwasu
askorbinowego. Kwas askorbinowy, jako silny antyoksydant, wykazuje wiaSciwosci
redukujgce, mégt zatem by¢ przyczyng powstania nadmiernej w stosunku do homeosta-
zy komorki ilodci zredukowanej formy koenzymu Q. Uniemozliwienie powstawania
utlenionej formy koenzymu Q mogto wplynaé supresyjnie na synteze bialek rozprzega-
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jacych (UCP — uncoupling protein) [17, 32]. Biatka te spetniaja nie tylko funkcje
zwigzane z transportem elektronéw, lecz réwniez s3 istotnymi antyoksydantami,
zwlaszeza w stosunku do DNA [15]. Zwigkszony poziom oksydatywne;j degradacji
DNA mogl by¢ w znacznej mierze wynikiem zmniejszenia syntezy biatek rozsprzega-
Jacych. Poziom UCP2 zwiazany jest z regulacja syntezy insuliny z glukozy w komor-
kach beta trzustki, pod wptywem genu sirt I [22]. Dlatego tez w prezentowanym
do$wiadczeniu poziom insuliny u $win grupy III, otrzymujacych koenzym Q (wraz
z witaminami E i C), mdgt by¢ istotnie wiekszy (tab. 2).

Reasumujgc nalezy stwierdzi¢, ze dodatek ubichinonu do pasz dla rosnacych $win
powinien by¢ poprzedzony wnikliwym badaniem (zwlaszcza stanu antyoksydacyjno-
-oksydacyjnego). Ubichinon podawany wraz z witaming C i/lub E moze bowiem wy-
kazywa¢ negatywny wplyw na organizm, a zwlaszcza na poziom insuliny, jak rébwniez
oksydatywng degradacje DNA. Moze zatem w pewnych uwarunkowaniach mie¢ dzia-
lanie prooksydacyjne.
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Effect of ubiquinone and vitamin E and C supplemented
to high energy diet on redox state of growing pigs

Summary
In the experiment with three groups of fatteners, fed individually (30-100 kg of BW) with high

energy diet (14.25 MJ EM/kg), the effect of the addition of ubiquinone and antioxidative vitamins

76



(E + C) on redox status of organism, was determined. After completion of the experiment, blood
and liver samples were collected for analysis from all animals. Oxidative state as a concentration
of 8-0x0-2’deoxyguanosine (8-0x0dG) in hepatocyte’s DNA and thiobarbituric acid reacting sub-
stances (TBA-RS) in blood were evaluated. Oxidative state was determined by measurement of
activities of superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) in the red blood cells.
The level of anabolic hormones were assayed in whole blood. Antioxidants, as supplied in feed,
i.e. vitamin E + C as well as E + C + ubiquinone caused increase (P<0.05) of concentration of the
DNA oxidation product — 8-oxodG in liver of pigs. Diet supplemented with vitamins alone as well
as vitamins with ubiquinone had no effect on differentiation of TBA-RS (index of lipids’ peroxi-
dation). Addition of vitamins alone (without ubiquinone) resulted in significant increase of supe-
roxide dismuthase (SOD) content in blood erythrocytes. On the other hand, in pigs, receiving
addition of vitamins, especially in combination with ubiquinone higher level of insulin in blood
serum was recorded. The results of conducted experiment indicate that addition of ubiquinone to
diet should be preceded by a thorough examination, especially of anti-oxidative-oxidative status.
Ubiquinone, as administered together with vitamin C and/or E may exert a negative, prooxidative,
influence on organism (increase of blood insulin level and products of DNA degradation).
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