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WYKAZ NAJTWAZNIEJSZYCH SKROTOW

Wykaz najwazniejszych skrotow
# - ogblna liczba
5'IDI - 5'-dejodynaza jodotyroninowa typu |
Alb -albuminy
ALP - fosfataza alkaliczna
AST - aminotransferaza asparaginianowa
BASO - bazofile
CAT (ang. Catalase) — katalaza
cDNA (od ang. complementary DNA) - komplementarny DNA
Crea - kreatynina
DNA (ang. deoxyribonucleic acid ) - kwas deoksyrybonukleinowy
dATP - deoksyadenozynotrifosforan
dCTP- deoksycytozynotrifosforan
dGTP- deoksyguanozynotrifosforan
dTTP - deoksytyminotrifosforan
EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy
EOS - eozynofile
GGT- gamma-glutamylotransferaza
GLUC - glukoza
GPX — peroksydaza glutationowa
H20-woda
H20:2 — nadtlenek wodoru
H20dd — woda dwukrotnie destylowana
HBFP - metoda barwienia z fuksyng i kwasem pikrynowym
HCT (ang. Hematocrit) - hemotokryt
HDW (ang. Hemoglobin Distribution Width) - odchylenie standardowe dla st¢zenia
hemoglobiny w krwinkach czerwonych, inaczej anizochromia erytrocytow
HE — metoda barwienia z hemotoksyling — eozyna
HGB - st¢zenie hemoglobiny we krwi
IFN-y — interferon gamma
komoérki LAK (ang. lymphokine-activated Kkiller cells) - niespecyficzne komorki
cytotoksyczne, ktore sg wytwarzane w obecnosci interleukiny-2 i przy braku antygenu

komorki NK (ang. Natural Killer) — tzw. komorki ,,urodzeni” zabojcy,



WYKAZ NAJTWAZNIEJSZYCH SKROTOW

kB- jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B

LDH -dehydrogenaza mleczanowa

LUC (ang. large unstained cells,) - liczba duzych preoksydazoujemnych komorek krwi
LYMPH - limfocyty

MCH (ang. Mean Corpuscular Hemoglobin) — srednia masa hemoglobiny w krwince

MCHC (ang. Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration) — srednie st¢zenie hemoglobiny
w krwince

MCSeP — selenoproteina kapsutki mitochondrialne;j

MCYV (ang. Mean Corpuscular Volume) — $rednia objeto$¢ krwinki

MHD (ang. mulberry heart disease) — choroba morwowego serca

MONO - monocyty

MPV (ang. Mean Platelet Volume) — $rednia objetos¢ ptytki krwi

MRNA (ang. messenger RNA) - matrycowy kwas rybonukleinowy

NADPH (ang. reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) — zredukowana fosforanu
dinukleotydu nikotynamidoadeninowego 3

NEUT -neutrofile

Og-tlen

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy

PDM — pokarmowa dystrofia mig$ni

PHGPX (ang. phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase )- peroksydaza
glutationowa wodoronadtlenku fosfolipidow

PLT (ang. Platelets) — ptytki krwi (trombocyty)

PMN — leukocyty polimorfojadrowe

gPCR (ang. real-time polymerase chain reaction, real-time PCR, qPCR) - reakcja fancuchowa
polimerazy w czasie rzeczywistym

RBC - krwinki czerwone (erytrocyty)

RDW (ang. Red-cell Distribution Width) — wskaznik zmiennosci objetosci krwinek
czerwonych.

RNA — kwas wybonukleinowy

ROS - reaktywna forma tlenu

RT-PCR - (reverse-transcription polymeraze chain reaction) - reakcja tancuchowa polimerazy
poprzedzona reakcja odwrotnej transkrypcji

rt3- odwrocona 3,5',3'- trijodotyronina

Se- selen



Se-Cys - selenocyteina

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa
SPS-2 — syntaza selenofosfaranowa
T3 - 3,5,3’-trijodotyronina

T4 — tyroksyna

TP -ang. total protein, biatko ogdlne
Urea- mocznik

WBC - krwinki biale (leukocyty)

WYKAZ NAJTWAZNIEJSZYCH SKROTOW



STRESZCZENIE

1.Streszczenie

Wplyw seleninotriglicerydow na status zdrowotny i ekspresje wybranych
genow kodujgcych enzymy uczestniczgce w procesach antyoksydacyjnych
u malych przeiuwaczy.

Stowa kluczowe: seleninotriglicerydy, jagnieta, kozleta, SOD, GPX, ekspresja genow

Niedobor selenu stanowi wcigz aktualny problem zaréwno w hodowlach owiec jak i
koz. Przyczynia si¢ do powstawania zaburzen uktadu immunologicznego, rozrodczego jaki i
chorob, m.in. pokarmowej dystrofii mi¢$ni. Dotyka ona gtownie mtodych zwierzat, w wieku 2-
6 tygodni zycia. Profilaktyka niedoboru tego pierwiastka obecnie opiera si¢ na jego
suplementacji preparatami iniekcyjnymi lub doustnymi, zawierajacymi w sktadzie selen w
postaci nieorganicznej lub organicznej. Formg organiczng selenu, ktora moze by¢ podawana
zwierzetom w postaci doustnej sg seleninotriglicerydy. Charakteryzuja si¢ one niska

toksycznos$cig, wysokim stopniem biodostepnosci oraz wchianiania z przewodu pokarmowego.

Badania przeprowadzono na 12 jagnigtach rasy kamienieckiej i 12 kozletach rasy
alpejskiej w wieku 10 dni. Zwierzg¢ta podzielono na 2 grupy: kontrolng i do§wiadczalng. Grupa
doswiadczalna przez pierwsze 7 dni eksperymentu, byla suplementowana doustnie roztworem
seleninotriglicerydow w dawce 0,5 mg substancji czynnej na kg masy ciala badanego
zwierzecia. Nastepnie od wszystkich zwierzat pobrana zostata krew w 0 (przed podaniem
roztworu seleninotriglicerydéw grupie do§wiadczalnej), 1, 7, 14, 21 1 30 dniu do$wiadczenia.
W 30 dniu do$wiadczenia jagnigta i kozlgta obu grup zostaty poddane eutanazji w celu pobrania

od nich probek migsni najdtuzszego grzbietu, dwuglowego uda, mi¢$nia sercowego 1 watroby.

W zakresie parametrOw hematologicznych oznaczano poziom hemoglobiny, liczbe
hematokrytowa, liczbe krwinek czerwonych 1 biatych oraz obliczono wskazniki
czerwonokrwinkowe (MCV, MCH i MCHC). Oznaczono takze stezenie glukozy (GLUC),
albumin (Alb), biatka catkowitego (TP), kreatyniny (Crea), mocznika (Urea), aminotransferazy
asparaginianowej (AST), fosfatazy zasadowej (ALP), gamma-glutamylotranspeptydazy (GGT)
I dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w surowicy. U wszystkich zwierzat grupy kontrolnej i
do$wiadczalnej oznaczono w surowicy stezenie selenu (Se). Ponadto zbadana zostala
aktywnos$¢ enzymatyczna peroksydazy glutationowej (GPX) oraz dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD). Pobrane proby tkanek migs$nia najdtuzszego grzbietu (m.longisimus dorsi), mig$nia
dwugtowego uda (m. biceps femoris) i mig$nia sercowego poddano analizie histopatologicznej
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w barwieniu HE (metoda barwienia z hemotoksyling — eozyng) oraz HBFP (metoda barwienia
z fuksyna i kwasem pikrynowym). Pozyskane probki mig$ni dwuglowego uda, migénia
sercowego jagniat 1 kozlat oraz miegs$nia najdtuzszego grzbietu jagniagt poddano analizie
genetycznej 1 oznaczono ekspresj¢ mRNA wybranych gendw kodujacych enzymy, biorace

udzial w procesach antyoksydacyjnych u kozlat i jagniat, tj. GPX1, SODL1.

W zakresie badan hematologicznych nie zauwazono istotnych réznic w przypadku
wiekszosci parametréw u kozlat 1 jagnigt suplementowanych seleninotriglicerydami, a grupg
niesuplementowang. Jedynymi wskaznikami, ktére byly istotnie wyzsze (p<0,05) u grup
doswiadczalnych w poréwnaniu z kontrolnymi byly: MCHC w 21 dniu do§wiadczenia u jagniat
i #LYMPH, MCV, MCH, HDW w 1. dniu u kozlat. Parametry biochemiczne badane w
surowicy krwi zwierzat grup doswiadczalnych i1 kontrolnych wykazaty istotne roznice w
zakresie aktywnosci AST u owcy kamienieckiej w 1. dniu do§wiadczenia, ktora bylta nizsza w
grupie do$wiadczalnej oraz GGT u kozlat, ktora byla znaczaco wyzsza (p<0,05) w grupie
kontrolnej w 7, 21 i 30 dniu. W 30 dniu doswiadczenia wykazano rowniez istotnie (p<0,05)

wyzszy wynik AST u koZlat.

Wyniki badan stezenia selenu w surowicy krwi u jagniagt i kozlat wykazaty, ze
suplementacja roztworem seleninotriglicerydow powoduje istotny (p<0,05) wzrost stgzenia
selenu w 1, 7, 14, 21 i 30 dniu do$wiadczenia. Podobnie u kozlat suplementowanych
seleninotriglicerydami zaobserwowano znaczaco wyzsze stezenie selenu w surowicy grupy
doswiadczalnej w poréwnaniu z grupa badang (p<0,05) w 1, 7, 14, 21 i 30 dniu doswiadczenia.
Najwyzsze stezenie selenu w grupie doswiadczalnej zanotowano w 7 dniu doswiadczenia

zaro6wno w przypadku jagniat, jak 1 kozlat.

Ponadto u kozlat zaobserwowano istotnie wyzsza (p<0,05) aktywnos¢ GPX w 1, 7, 14,
21 1 30 dniu doswiadczenia. Podobnie aktywno$¢ SOD byta istotnie wyzsza (p<0,05) w
przypadku koZlat suplementowanych seleninotriglicerydami. Podobnie u jagnigt wykazano
istotnie wyzszg aktywno$¢ GPX 1 SOD po suplementacji seleninotriglicerydami. Badania
poziomu selenu w surowicy kozlat i jagnigt wykazaty istotnie wyzszg (p<0,05) koncentracj¢

tego pierwiastka w przypadku grup doswiadczalnych.

Badaniem histopatologicznym, w barwieniu HE, tkanki mig$niowej migénia
najdtuzszego grzbietu (m. longisimus dorsi) oraz migsnia dwugtowego uda (m. biceps femoris),

w przypadku 4 z 6 kozlat grupy kontrolnej oraz 4 z 6 jagniat grupy kontrolnej, wykazano
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odcinkowe szkliwienie sarkoplazmy z zanikiem poprzecznego prazkowania. Nie
zaobserwowano takich zmian w mig$niu sercowym, a takze w zadnej z prob pobranych od
zwierzat nalezacych do grup doswiadczalnych. Barwieniem HBFP u tych samych 4 kozlat
14 jagniat nalezacych do grupy kontrolnej, stwierdzono zmiany charakteryzujace si¢ rozlegla
martwicg catych wtokien migéniowych z rozpadem sarkoplazmy i zanikiem poprzecznego
prazkowania oraz obecnoscig pobudzonych komorek miogenicznych i komorek fagocytarnych.
Nie zaobserwowano takich zmian w grupach do§wiadczalnych ani w mig$niu sercowym. W 1
z 6 badanych jagnigt grupy kontrolnej oprocz odcinkowego szkliwienia z zanikiem
poprzecznego prazkowania, w pojedynczych wtoknach mig$niowych zaobserwowano takze
odcinkowa martwice wtokien z rozpadem grudkowym sarkoplazmy i naciekiem makrofagow,
limfocytow, pojedynczych eozynofilii, w probkach migénia najdtuzszego grzbietu jak i migsnia

dwugtowego uda.

Analiza ekspresji genu GPX1 i SOD1 nie wykazata istotnych roznic statystycznych
miedzy grupami. Po suplementacji seleninotriglicerydami zauwazono nieznaczny wzrost
ekspresji genu GPX1 w przypadku mig$nia dwugtowego uda (m.biceps femoris) i watroby u
kozlat oraz podobny wzrost ekspresji genu SOD1 w przypadku badanych fragmentow watroby
u kozlat, a takze m. najdtuzszego grzbietu (m. longisimus dorsi), watroby i mi¢$nia sercowego
u jagnigt. W przypadku m. najdluzszego grzbietu, m. sercowego i watroby u jagniat, a takze
migsnia sercowego u kozlat obserwowano nieznaczny spadek aktywnosci ekspresji genu GPX1.
Podobnie spadek ekspresji genu SOD1 zaobserwowano w przypadku migénia dwugtowego uda
jagnigt i m. dwuglowego uda oraz serca u kozlat. W przypadku m. dwugtowego uda u jagniat

poziom ekspresji GPX1 pozostawat na poziomie poréwnywalnym do grupy kontrolne;.
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2. Summary

The effect of selenitetriglycerides on the health status and expression of
selected genes encoding enzymes involved in antioxidant processes in small

ruminants.

Key words: selenitetriglycerides, lambs, kids, SOD, GPX, gene expression

Selenium deficiency remains a current issue in both sheep and goat farming. It
contributes to the occurrence of immune system, reproductive system disorders, and diseases
such as nutritional muscular dystrophy. This mainly affects young animals, aged 2-6 weeks old.
The prevention of selenium deficiency is currently based on its supplementation with injectable
or oral preparations, containing selenium in inorganic or organic form. Selenitetriglyceride are
an organic form of selenium that can be administered to animals orally. They are characterized

by low toxicity, high bioavailability, and absorption from the digestive tract.

The research was carried out on 12 lambs of the Kamieniecka sheep and 12 kids of the
Alpine goat, aged 10 days. The animals were divided into 2 groups: control and experimental.
For the first 7 days of the experiment, the experimental group was orally supplemented with a
solution of selenitetriglycerides, at a dose of 0.5 mg selenitertriglicerydes, per kg of body
weight. Then, blood was collected from all animals on the Oth (before administration of the
selenitetriglyceride solution for the experimental group), 1st, 7th, 14th, 21st and 30th day of the
experiment. On the day 30. of the experiment, lambs and kids from both groups were
euthanized, then the samples of the longisimus dorsi muscle, biceps femoris muscle,

myocardium and liver was taken from them.

The following hematological parameters were determined in whole blood: hemoglobin
level, hematocrit number, red and white blood cell counts, and red cell indices (MCV, MCH
and MCHC). Glucose (GLUC), albumin (Alb), total protein (TP), ), creatinine (Crea), urea
(Urea), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (ALP), gamma-glutamyl
transpeptidase (GGT) and lactate dehydrogenase (LDH) were also determined in the serum.
Serum selenium (Se) concentrations were determined in all animals of the control and
experimental groups. In addition, the activity of the glutathione peroxidase (GPX) and
superoxide dismutase (SOD) in whole blood of all animals, were determined . Tissue samples
of the longissimus dorsi muscle (m.longisimus dorsi), biceps femoris muscle (m. biceps

femoris) and myocardium were stained with hematoxylin-eosin (HE) and with hematoxylin-
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basic fuchsin picric acid (HBFP). In the tissue samples of biceps femoris muscle, myocardium
and liver in kids and lambs, and longissimus dorsi muscle in lambs the analysis of mMRNA
expression of selected genes encoding enzymes involved in antioxidant processes, i.e. GPX1,
SOD1, was determined.

No significant differences were observed for most hematological parameters between
control and experimental group of kids and lambs Parameters that were significantly higher
(p<0.05) in the experimental group of lambs was MCHC on the day 21 and #LYMPH, MCV,
MCH, HDW on the day 1 in kids. Biochemical parameters tested in the blood serum of the
animals of the experimental and control groups showed significant differences (p<0.05) in AST
activity in lambs on the day 1 of the experiment, which was lower in the experimental group,
and GGT in kids, which was significantly higher (p<0.05) in the control group on the days 7,
21 and 30. The 30th day of the experiment also showed a significantly (p<0.05) higher AST

activity in the kids of the experimental group.

The results of serum selenium concentration in lambs and kids showed that
supplementation with selenintetriglyceride causes a significant (p<0.05) increase in selenium
concentration on the 1st, 7th, 14th, 21st and 30th days of the experiment. The highest selenium
concentration in the experimental group was recorded on day 7 of the experiment for both lambs
and kids.

In addition, significantly higher (p<0.05) GPX activity was observed in kids on the 1st,
7th, 14th, 21st and 30th days of the experiment. Similarly, SOD activity was significantly higher
(p<0.05) in selenitetriglyceride-supplemented kids. Moreover, GPX and SOD activities was
significantly higher in group supplemented lambs. Serum selenium concentration in kids and
lambs was significantly higher (p<0.05) for both experimental groups after selenitetriglicerydes

supplementation.

Histopathological examinations of muscle samples stained in HE, in the case of 4 out of
6 kids and 4 out of 6 lambs of the control group, showed segmental sarcoplasmic dystrophy
with striatal atrophy. No such changes were observed in the myocardium and in any of the
samples taken from animals of the experimental groups. HBFP staining showed in the same 4
kids and 4 lambs belonging to the control group, lesions characterized by extensive necrosis of

entire muscle fibers with disintegration of sarcoplasm and striatal atrophy, as well as the
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presence of stimulated myogenic cells and phagocytic cells. No such changes were observed in
the experimental groups or in the myocardium both groups.

In addition to the aforementioned changes, the following changes were observed in the
tissue of longisimus dorsi muscle and biceps femoris muscle collected from 1 of the 6 studied
lambs of the control group: muscle fibers necrosis with sarcoplasma dystrophy and the
infiltration of macrophages, lymphocytes, single eosinophils in single muscle fibers. Analysis

of GPX1 and SODL1 gene expression showed no significant differences between the groups.

After supplementation with selenitetriglycerides, an increase in the expression of the
GPX1 gene in the biceps femoris muscle, liver in kids was observed. Moreover, an increase in
the expression of the SOD1 gene in the analyzed fragments of the liver in kids, as well as in the
longissimus dorsi muscle (m. longisimus dorsi),, liver and myocardium in lambs was noticed.
In the case of the longisimus dorsi muscle, myocardium e and liver in lambs, as well as the
heart muscle in kids, a decrease in the expression of the GPX1 gene was observed. Similarly,
the SOD1 gene expression was decreased the biceps femoris muscle (m. biceps femoris) of
lambs and the biceps femoris muscle muscle and the heart in kids. In the case of the biceps
femoris muscle in lambs, the expression level of GPX1 remained at a level comparable to the

control group.
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3. Wstep

3.1 Rola selenu w organizmie

Selen jest pierwiastkiem Sladowym, ktory speinia szereg funkcji w organizmach
zywych, m.in. jest sktadnikiem wielu enzymoéw kontrolujacych szlaki metaboliczne, bierze
rowniez udzial w metabolizmie hormonow tarczycy, kontroluje funkcje rozrodcze i1 dziata
neuroprotekcyjnie (Barceloux, 1999, Maiorino i in., 1999, Gorini i in., 2021). Pierwiastek ten
dziataa takze antyproliferacyjne 1 przeciwzapalne oraz stymuluje uktad odpornosciowy. W
spelianiu swoich funkcji wspoétdziata z witaming E i aminokwasami zawierajgce siarke.
Niedobor selenu moze prowadzi¢ do obnizenia statusu zdrowotnego u zwierzat gospodarskich

i strat ekonomicznych w gospodarstwach (Mehdi i Dufrasne, 2016).

Se zostat odkryty przez Berzeliusa w 1818 roku jako efekt uboczny produkcji kwasu
siarkowego. Jego zawarto$¢ w glebie szacowana jest na okoto 0.05-0.5 mg Se kg~ ! (Lemly,
2004), ale r6zni si¢ w zalezno$ci od szerokosci geograficznej. W niektorych panstwach stezenie
selenu w glebie moze ulega¢ znacznym zmianom na niewielkich odleglosciach. Taka
charakterystyke rozkladu stgzen selenu w glebie zaobserwowano np. w Chinach 1 Brazylii,
gdzie moze by¢ bardzo niskie (<0,1 mg/kg) lub wysokie (>0,5 mg/kg) na terenach odleglych
zaledwie 0 20 km od siebie (Dhillon i Dhillon, 2003). W USA, Irlandii czy Indiach zawarto$¢
selenu w glebie moze by¢ bardzo wysoka i sigga¢ nawet do 100 mg/kg (Dhillon i Dhillon,
2003), co moze stanowi¢ zagrozenie wystgpowaniem selenozy na tych terenach. Polska jest
krajem do$¢ ubogim w selen, a obszary narazone na jego niedobdr w glebie to m.in.
Lubelszczyzna, potudniowa cze$¢ kraju, a takze Pomorze oraz Warmia i Mazury (Bednarek i
Bik, 1994b).

3.1.1 Woybrane selenoproteiny i ich znaczenie

Do niedawna selen byl uwazany za pierwiastek toksyczny. Dzi§ wiemy juz, ze jest
elementem wielu szlakoéw metabolicznych u zwierzat, jako sktadnik tzw. selenoprotein (Burk i
Hill, 2015). Selenoproteiny to grupa bialek, ktore zawierajg selen w postaci selenocysteiny,
bedacej analogiem cysteiny, zawierajacej atom selenu zamiast atomu siarki. Do tej pory
scharakteryzowano ponad 30 selenoprotein z czego u cztowieka zidentyfikowano do tej pory

okoto 25 (Roman i in., 2014). Biatka te sg silnymi przeciwutleniaczami, chronig komorki przed
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uszkodzeniami spowodowanymi przez wolne rodniki, ktore moga prowadzi¢ do chorob

nowotworowych 1 miazdzycy u ludzi.

Jedna z najlepiej poznanych selenoprotein jest peroksydaza glutationowa (GPX). Role
Se jako sktadnika GPX1 odkryli Rotruck i in., (1973). Dzi§ wiemy, ze w organizmach
kregowcoOw w miejscu katalitycznym enzym zawiera selenocysteing, podczas gdy u
bezkregowcow i roslin enzym ten pozbawiony jest selenu (Ursini i in., 1995). Obecnie wyr6znia

si¢ kilka form peroksydazy glutationowe;.

GPX1 zaangazowana jest w procesy detoksyfikacji nadtlenku wodoru. Wraz z GPX4
thumi kaskady fosforylacji, glownie poprzez zapobieganie inaktywacji fosfataz przez H2O2 lub
wodoronadtlenki lipidow. Najwicksze ilosci tego izoenzymu wystepuja w erytrocytach,
komorkach nerek i1 watroby. GPX2 (peroksydaza cytozolowa) peili rol¢ ochronng dla
nadtlenkow lipidowych w komorkach przewodu pokarmowego. Hamuje takze procesy
nowotworowe w komorkach jelit. GPX3 jest obecna gtéwnie w osoczu, w mniejszym stopniu
ulega ekspresji takze w nerkach, ptucach, sercu, sutku, watrobie (wylacznie u cztowieka) i
fozysku. Redukuje nadtlenki wodorowe pochodzace z lipidow zlozonych, np.
fosfatydylocholiny, cho¢ ze znacznie mniejsza efektywnoscia w porownaniu z GPX4. Niedobor
GPX3 utatwia agregacj¢ plytek krwi, prawdopodobnie poprzez hamowanie biosyntezy
tromboksanu. Jest rowniez uwazana za supresor nowotworéw. GPX4, nazywana fosfolipidowa
wodoronadtlenkowa peroksydazg glutationowa (ang. phospholipid hydroperoxide glutathione
peroxidase — PHGPX, inaczej GPX4) ulega ekspresji w trzech réznych formach.
Udowodniono, ze forma cytozolowa hamuje aktywacje czynnika jadrowego kB wywolang
interleuking-1 oraz biosynteze leukotrienow. Ponadto jest kluczowym regulatorem ferroptazy,
poniewaz redukuje grupy hydroperoksylowe ztoZzonych lipidow i1 wycisza lipooksygenazy.
Poprzez alternatywne wykorzystanie substratow, forma jadrowa przyczynia si¢ do
zaggszczania chromatyny. Mitochondrialna GPx4 tworzy mitochondrialng ostonke¢ plemnikow,
a tym samym gwarantuje meskg ptodnos¢. W odréznieniu od pozostatych peroksydaz
glutationowych, ktéore maja posta¢ tetrameryczng, GPX4 jest monomerem. Niewielkie
rozmiary oraz wlasciwos$ci hydrofobowe czasteczek GPX4 sprawiaja, ze sprawdzaja si¢ one
jako reduktory utlenowanych fosfolipidow i cholesterolu bton komoérkowych. (Brigelius-Flohé
i Flohé, 2020, Gawtowska i Rabe-Jabtonska, 2008).

Wazna grupg selenoenzymoéw sg dejodynazy jodotyroninowe, ktére regulujg przemiang

tyroksyny (T4) w 3,5,3’-trijodotyroning (T3), metabolicznie aktywny hormon tarczycy lub w
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odwrocong 3,5',3'-trijodotyroning (rt3), nieaktywny hormon. Dejodynaza 5'-jodotyroniny typu
1 jest obecna w watrobie i1 nerkach, ktére podobnie jak tarczyca produkujg hormon T3. Jego
obecno$¢ stwierdzono rowniez w mozgu i przysadce mézgowej u przezuwaczy. Dejodynaza 5'-
jodotyroniny typu 2 jest obecna w mozgu i przysadce mozgowej wszystkich gatunkow zwierzat
1 katalizuje przemiang T4 do T3 w tkankach, ktore nie sg w stanie wychwyci¢ krazacego T3.
Dejodynaza 5'-jodotyroniny typ 3 przeksztalca T4 w rt3, a T3 w dijodotyroning w mézgu,
skorze 1 tozysku 1 jest odpowiedzialna za inaktywacje hormonow tarczycy. Niedobor selenu
moze utrudnia¢ powyzszy proces konwersji, co sugeruje, ze niski poziom tego pierwiastka

moze wptywac na funkcje tarczycy (Winther i in., 2020, Kohrle, 2015).

Reduktaza tioredoksyny jest selenoproteing, ktora jest obecna u wszystkich ssakow. W
obecnosci elektronéw pobranych z NADPH, katalizuje ona redukcje utlenionej tioredoksyny i
przenosi zdolno$¢ redoks tioredoksyny do biatek komoérkowych (Lu i Holmgren, 2009).
Tioredoksyny moga przekazywac elektrony do enzymoéw redoks, w tym do reduktazy
rybonukleotydowej i peroksydazy tioredoksyny. Reduktaza tioredoksyny prawdopodobnie
rowniez uczestniczy w transkrypcji 1 wigzaniu DNA. Tioredoksyny dziataja réwniez jako

czynniki wzrostu, inhibitory apoptozy i reduktory hydroperoksydazy (Arnér i Holmgren, 2006).

Kolejnym bialkiem zawierajagcym selen jest selenoproteina P, ktora jest jedng z dwoch
zidentyfikowanych selenoprotein osocza. Obecnos¢ selenoproteiny P zostata potwierdzona we
krwi, watrobie, sercu, nerkach i jadrach. Selenoproteina P wigze proteoglikany heparyny w
komorkach 1 macierzy migdzykomorkowej. Ponadto posiada zdolnos$¢ do do wigzania jonow
metali, co pozwala na chronienie komorek $rodbtonka przed utleniaczami (Takamura, 2020,
Tsutsumi i Saito, 2020).

Selen jest wbudowany takze w selenoproteing W. Po raz pierwszy zostata ona
wyizolowana z tkanki mig$niowej szczura (Whanger, 2000). Jej obecnos¢ stwierdzono rowniez
w $ledzionie, jadrach, sercu i mozgu. Funkcje tej selenoproteiny nie sg do konca poznane.
Badania sugeruja, ze selenoproteina W uczestniczy w rdéznicowaniu i rozwoju mi¢sni poprzez

ochrong mioblastow przed stresem oksydacyjnym (Whanger, 2009).

W plemnikach zidentyfikowano do tej pory dwa rodzaje selenoprotein: selenoproteing
P i selenoproteing TXNRD3 (Michaelis i in., 2014) - biatka te znajduja si¢ w mitochondriach
plemnikéw 1 decydujg o integralnosci witek plemnikdéw. Przy niedoborze selenu jego stezenie

znacznie spada, ruchliwo$¢ plemnikow jest ostabiona, a spermatogeneza jest uposledzona.
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Do grupy bialek zawierajacych selen zalicza si¢ rowniez selenoproteing K, ktéra peini
role przeciwutleniacza w kardiomiocytach (Fredericks i Hoffmann, 2015, Marciel i Hoffmann,
2019), selenoproteiny M i H , ktore majg dzialanie neuroprotekcyjne (Zhang i in., 2010),
selenoproteine N, ktéra wspomaga prace miesni (Castets i in., 2012, Silwal i in., 2020, Zito i
Ferreiro, 2021), selenoproteing S, ktorej niedobor moze prowadzi¢ do raka jelita grubego u
ludzi (Ghelichkhani i in., 2022, Yu i Du, 2017) oraz inne biatka o mniej poznanych funkcjach,
takie jak selenoproteiny T, O i | (Lopez Heras i in., 2011).

Selen wptywa takze posrednio na dziatanie niektorych enzymow. Przyktadem moze by¢
tu dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), ktéra przyczynia si¢ do zmniejszenia stresu
oksydacyjnego poprzez skuteczne wygaszanie rodnika ponadtlenkowego i przeksztatcanie go
w mniej toksyczny nadtlenek wodoru, ktory nastepnie enzym katalaza (CAT) rozktada do wody
i tlenu, aby zapobiec uszkodzeniu DNA. W przypadku zmniejszonego poziomu selenu i innych
przeciwutleniaczy w diecie, aktywno$s¢ SOD spada, co powoduje zwickszenie poziomu
wolnych rodnikoéw w organizmach (Hosnedlova i in., 2017). Sugeruje si¢, ze wptyw na to moze

mie¢ GPX4, ktora najprawdopodobniej bierze udziat w aktywacji SOD (Liu i in., 2021).
3.1.2 Wptyw selenu na uktad odpornosciowy

Selen warunkuje prawidtowe dziatanie uktadu odpornosciowego poprzez regulacje
humoralnych mechanizméw odpornosciowych, a takze zwigkszanie poziomu immunoglobulin
typu M (Avery i Hoffmann, 2018, Huang i in., 2012). Suplementacja zwierzat selenem
zwigksza poziom przeciwcial, wzmaga aktywnos$¢ fagocytarng neutrofili, granulocytow i
makrofagdéw, a po stymulacji miogenami powoduje wzrost limfocytow T (Hoffmann, 2007),
(Kamada i in., 2007). Selen jest niezb¢dny w produkcji czynnika hamujgcego migracje
limfocytow oraz interleukiny 2 (Wintergerst i in., 2007), ktora przyspiesza proliferacje,
dojrzewanie i aktywno$¢ limfocytow T (Shrimali i in., 2008) . Limfocyty T sa szczegélnie
wrazliwe na niedobor selenu, poniewaz ich btona komorkowa zawiera lipidy, ktore sg tatwiej

utleniane niz btona lipidowa limfocytow B (Arthur i in., 2003).

Niedobor selenu obniza liczbe 1 aktywnos¢ cytotoksyczng limfocytow T, co prowadzi
do zmniejszenia produkcji limfotoksyn (Carlson i in., 2010), (Hawkes i in., 2001) Badania
przeprowadzone na grupie krow (Cao i in., 1992) wykazaty, ze u tych zwierzat niedobor selenu
prowadzi do obnizenia poziomu proliferacji limfocytow (stymulowanej konkawaling A). U

kréw, u ktérych odpornos$¢ byta uposledzona z powodu zmniejszenia liczby limfocytow T,
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podawanie suplementoéw selenu miato dziatanie immunostymulujace. Suplementacja selenem
nasila takze transformacj¢ blastyczng limfocytow Sledziony i zapobiega zmniejszeniu

proliferacji limfocytow (Hefnawy i Tortora-Pérez, 2010).

Nalezy wspomnie¢, ze peroksydaza glutationowa oraz reduktaza tioredoksyny rowniez
wplywaja na prawidlowe dziatanie uktadu odpornosciowego. Grupy tiolowe odpowiedzialne
sg za utrzymanie na powierzchni bton limfocytow w stanie zredukowanym, co z kolei zwigksza
proliferacyjng odpowiedz limfocytéw na bodzce miogenne, produkcje immunoglobulin oraz
aktywno$¢ lizosomalng limfocytow. (Akyol i in., 2007). Niedobor selenu moze zaostrzy¢
proces zapalny w organizmie, co prowadzi do spadku aktywnosci selenoenzymow, ktore
hamuja nadmierng syntez¢ kwasu arachidowego z kwasu linolowego (Sakr i in., 2007). Przy
prawidlowym poziomie selenu w organizmie peroksydaza glutationowa blokuje fosfolipaz¢ A,
co skutkuje obnizeniem st¢zenia kwasu arachidonowego i jego metabolitow potrzebnych do
syntezy leukotrienu B4. Synteza prostacyklin z arachidonianu nasila si¢, co hamuje szlak

metaboliczny lipooksygenazy (Johnson i in., 2000).

Wykazano rowniez, ze stosowanie selenianu sodu jako immunostymulatora wplywa na
ekspresje podjednostek a i f interleukiny 2 na powierzchni aktywowanych limfocytow T i B,
komorek NK oraz LAK. Nie wplywa jednak na endogenne stezenia interleukiny 1 (IL-1),
interleukiny 2 (IL-2) czy interferonu y (IFN-y). Wiazac si¢ z receptorami IL-2, IL-1 indukuje
sygnatl przejscia aktywowanych komorek z fazy G1 do fazy S cyklu komorkowego (Jozsef i
Filep, 2003). Niedobdr selenu hamuje migracj¢ neutrofili oraz zaktéca funkcjonowanie
receptorow na powierzchni tych komoérek. Mechanizm ten prawdopodobnie polega na
utlenianiu tubuliny przez nadmiar H2O>, co prowadzi do uszkodzenia mikrotubul neutrofili
(Haddad i in., 2002). Neutrofile zwierzat dotknietych niedoborem selenu wykazuja ostabiong

zdolno$¢ do wytwarzania i uwalniania wolnych rodnikow wewnatrz komorki (Yang i in., 2004).
3.1.4 Wplyw selenu na uktad rozrodczy i procesy nowotworowe

Dotychczas przeprowadzone badania donosza o zwigzku miedzy selenem a funkcjami
rozrodczymi zar6wno u samcow (Foresta i in., 2002, Marai i in., 2009, Ali Bin Talib i in., 2010,
Mohamed i in., 2012, Ahsan i in., 2014, Xiong i in., 2018 ), jak i samic (Kommisrud i in., 2005,
Xiong i in., 2018). Selen ma istotny wptyw na morfologi¢ meskich narzadow rozrodczych
(Ahsan i in., 2014), wpltywa bezpo$rednio na proces spermatogenezy u réznych gatunkow

zwierzat (Surai i Fifinin, 2015) i proces dojrzewania plemnikow u ssakéw (Ahsan i in., 2014).

18



WSTEP

Wedhug Ahsan i in. (2014) suplementacja Se poprawia jakos$¢ nasienia u trykow, zwickszajac
jego objetos¢ w ejakulacie, wptywa takze pozytywnie na ruchliwo$¢ i koncentracj¢ oraz
zmniejsza odsetek martwych i nieprawidlowo zbudowanych plemnikéw. Ponadto w jadrach
zlokalizowano Kkilka selenoprotein, takich jak syntaza selenofosforanowa (SPS-2) i

selenoproteina kapsutki mitochondrialnej (MCSeP) (Davis i in., 2012, Ceko i in., 2015) .

Stres oksydacyjny jest waznym czynnikiem, ktory w istotny sposéb wpltywa na
potencjat ptodnos$ci plemnikéw poprzez peroksydacje lipidow (Fairweather-Tait i in., 2010).
Dzieje si¢ tak dlatego, ze blona plazmatyczna plemnikéw jest niezwykle podatna na
peroksydacje lipidow ze wzgledu na obecno$¢ wysokiego stezenia wielonienasyconych
kwasow ttuszczowych (Cerolini i in., 2000, Brouwers i Gadella, 2003, Badade i in., 2011),
ktére nadaja btonie wysoki poziom ptynno$ci i elastyczno$ci niezbednej do ruchliwosci
plemnikéw 1 ich fuzji z oocytami. Peroksydacja lipidéw moze prowadzi¢ do utraty ptynnosci 1
integralno$ci blony, a tym samym do zmniejszenia zdolnosci fuzji plemnikow z oocytami
(Cerolini i in., 2000). Liczba plemnikéw i ich ruchliwos¢ sa podstawowymi wskaznikami
zdolnosci funkcjonalnej wymienionych meskich komorek rozrodczych (Fairweather-Tait i in.,
2010).

Niedobor Se u bydta moze mie¢ znaczacy wptyw na takie aspekty, jak obnizony
wskaznik ptodnosci, zatrzymanie tozyska i wystgpowanie chordob uktadu rozrodczego (Mehdi
i in., 2016). Badania donoszg takze, ze dodatek selenu do paszy powoduje zwigkszenie
wskaznikow ptodnosci, co moze wigzac si¢ ze zmniejszeniem zamieralnosci zarodkéw w ciagu

pierwszych trzydziestu dni cigzy (Mehdi i in., 2016).

Badania prowadzone przez Giadinis i in. (2016) na grupie bydta migsnego, dowiodty,
ze w ich przypadku niedobdr Se byt jedyna przyczyna poronien u kréw. Ponadto stwierdzone
zmiany w sercu ptodu i migs$niach szkieletowych $wiadczyly o wystepowaniu u nich
pokarmowej dystrofii migsni. Podobne wyniki uzyskali Underwood i Suttle, (2004). Doszli oni
do wniosku, ze najbardziej prawdopodobnym mechanizmem poronnego dziatania niedoboru
selenu jest, miedzy innymi, niewydolnos¢ serca ptodu. Innym mechanizmem moze by¢
niewystarczajace stezenie progesteronu wymagane do utrzymania cigzy w pdznym jej okresie.
(Kamada i in., 2014). Suplementacja selenu u ci¢zarnych krow wpltywa na unormowanie

wydzielania tego hormonu, a takze stymuluje jego produkcj¢ po porodzie (Kamada i in., 2014).
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Selen wptywa takze na rozwdj pecherzykow jajnikowych, poprzez dziatanie antyoksydacyjne,
o czym $wiadczy¢ moze znaczacy wzrost ekspresji genu peroksydazy glutationowej 1 (GPX1)

w komorkach ziarnistych zdrowych pecherzykow (Wille, 2006).

Niedobor selenu jest rtowniez zwigzany ze zwigkszong czestoscig wystepowania mastitis
(Meschy, 2010, Giadninis i in. ,2011). Podstawowym mechanizmem obronnym przed mastitis
jest aktywnos$¢ fagocytarna neutrofili (Meschy, 2010). Zauwazono, ze u kréw mlecznych z
niedoborem selenu zmniejsza si¢ zdolnos¢ fagocytarna krwi i neutrofili (Sordillo, 2013), co
prowadzi do zwigkszenia odsetek zapalen wymion u tych zwierzat. Selen wptywa na wrodzong
1 adaptacyjna odpowiedz immunologiczng gruczotu mlekowego poprzez aktywno$¢ humoralng
i komérkowa (Salman i in., 2009). Wptyw selenu na mechanizmy obrony gruczotu mlekowego
powoduje: szybszy i1 bardziej masywny naptyw leukocytéw polimorfojadrowych (PMN) do
wymienia (Erskine i in., 1989) skuteczniejsze zabijanie bakterii (takich jak S. aureus) przez
PMN (Erskine i in., 1990), wysoka aktywno$¢ przeciwbakteryjng serwatki hamujacg wzrost,
m.in. S. aureus (Ali-Vehmas i in., 1997) oraz wysoka ekspresje selenoprotein o wlasciwosciach

przeciwutleniajacych w gruczole mlekowym (Sordillo i in., 2007).

Obecnie uwaza sig, ze selen jest kluczowym pierwiastkiem sladowym o wiasciwosciach
przeciwnowotworowych. Badanie przeprowadzone przez Sans Alaejos i in. (2000) wykazato,
ze pacjenci cierpigcy na choroby nowotworowe charakteryzuja si¢ niedoborem selenu we krwi.
Dodatkowo, na terenach o niskim poziomie selenu w glebie, liczba przypadkoéw nowotwordw
prostaty jest wyzsza w poréwnaniu do obszarow bogatych w ten pierwiastek (Brinkman i in.,
2006). Dziatanie przeciwnowotworowe selenu opiera si¢ na kilku mechanizmach, w tym na
jego silnym dziataniu przeciwutleniajgcym (Spyrou i in., 1995). Selen moze rowniez pobudzaé
lub hamowa¢ wzrost guzow, zaleznie od dawki, oraz hamowa¢ angiogenezg i indukowac

apoptoz¢ komorek nowotworowych (Wallenberg i in., 2014, Combs i Gray, 1998).
3.2.  Najczestsze choroby zwigzane z niedoborem selenu u zwierzat

W 1957 roku Schwarz 1 Foltz potwierdzili pozytywng role selenu w organizmach
zwierzat. Stwierdzili, ze suplementacja diety selenem zapobiega martwicy watroby u szczurow
(Schwarz i Foltz, 1957). Zawartos$¢ selenu w paszach dla zwierzat jest zalezna od poziomu tego
pierwiastka §ladowego w glebie, na ktdrej uprawiane sg rosliny przeznaczone do produkcji
zielonki oraz dostepnosci selenu dla roslin. Dostepnos$¢ selenu natomiast zalezy od ilosci i

rodzaju zwigzkoéw selenu wystepujacych w glebie, gatunkdéw roslin, warunkow klimatycznych,
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pH gleby oraz obecno$ci antagonistoéw selenu, takich jak arsen, siarka i olow. Choroby
spowodowane niedoborem selenu czesto wystgpuja na obszarach, gdzie gleby sg kwasne i
charakteryzujg si¢ niedoborem selenu lub pierwiastek wystepuje w postaci trudno

przyswajalnych zwigzkow, np. jako siarczek selenu (Mehdi i in., 2013).

Niedobor selenu moze powodowac wystepowanie wielu jednostek chorobowych, m.in.
pokarmowej dystrofii mig¢sni, chorob watroby, morwowej choroby serca, zaburzen ukladu

rozrodczego (m.in. zatrzymania tozyska) czy skazy wysickowej u drobiu.

Niekorzystne skutki niedoboru selenu u zwierzat zostaly po raz pierwszy
udokumentowane w 1958 roku, kiedy niski poziom selenu i witaminy E zostatl uznany za
potencjalng przyczyng pokarmowej dystrofii migsni (Muth i in., 1958). Choroba ta, zwana
inaczej chorobg biatych mie$ni, atakuje gldwnie jagnieta, kozlgta, Zrebieta, cieleta i drob, od
urodzenia do 3 miesigca zycia. Wyr6zniamy trzy formy pokarmowej dystrofii mi¢$ni (PDM):
nadostrg, w przebiegu ktérej dochodzi do zaburzen w pracy migénia sercowego, arytmii,
dusznos$ci spoczynkowej oraz niedotlenienia objawiajacego si¢ zasinieniem bton sluzowych. U
zwierzat dotknietych ta formg PDM dochodzi do szybkich zgondéw, a $miertelno$¢ moze siegac
90% (Aleman, 2008). Kolejng forma jest ostra PDM, ktora atakuje glownie miegsnie
szkieletowe, migdzyzebrowe, przepong oraz migsien sercowy. Zwierzeta w jej przebiegu
przyjmuja charakterystyczng postaweg: maja zgigta lini¢ kregostupa, szeroko rozstawione
konczyny, szyje wyciagnieta do przodu, a ich konczyny sa szczudtowato wyprostowane.
Dodatkowo wystepuja drzenia migéni, szczegélnie koficzyn tylnych. Smiertelno$é w przebiegu
ostrego PDM moze sigga¢ 60% (Aleman, 2008). Najczestsza formg choroby biatych mig$ni jest
forma podostra. Objawy moga by¢ rézne i1 zaleza od migsni, ktore zostaty zaatakowane
procesem zwyrodnieniowym. Najczesciej sa to migsnie konczyn, tutowia, szyi, jezyka, gardia,
przetyku. Zwierzeta maja trudno$ci z poruszaniem si¢, a odruchy ssania i potykania sg
utrudnione na skutek zmian w migsniowce jezyka. Obserwuje sie takze zwigkszong liczbg

infekcji w uktadzie oddechowym i pokarmowym (Aleman, 2008).

U jagniat 1 kozlat zachorowania na PDM wystepuja zimg lub wczesng wiosng. Gtownie
dotycza one zwierzat w wieku od kilku dni do kilku miesigcy, bedacych w bardzo dobre;j
kondycji (Btazejak-Grabowska i in., 2012). W obrazie histopatologicznym tkanek dotknigtych
PDM zauwaza si¢ zwyrodnienie szkliste komorek mig$ni szkieletowych w roznych czegsciach
ciala, w tym w mig$niach przepony, mie$niu sercowym oraz migsniach jezyka (Beytut i

Karatas, 2002).
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Choroba morwowa serca (MHD) zostata po raz pierwszy opisana w 1967 r. (Seffner i
in., 1967) i nadal jest powszechnym problemem u $win (Helke i in., 2020). Choroba dotyka
zazwyczaj zwierzat mlodych zaraz po odstawieniu. Charakterystycznymi objawami
sekcyjnymi tej jednostki chorobowej sa mikroskopowe wynaczynienia w $cianic migénia
sercowego 1 cigzka martwica wtokien migsnia sercowego (Sharp i in., 1972). Serce zwierzat
chorych na MHD przypomina owoc morwy, ponadto mozna zauwazy¢ gromadzenie si¢ ptynu
w worku osierdziowym (Oropeza-Moe i in., 2019, Beckendorf i Linke, 2015). Na skutek zmian
w migsniu sercowym dochodzi do szybkich zej$¢ smiertelnych chorych zwierzat. Uwaza sig,
ze MHD jest zwigzane z niedoborem witaminy E i/lub selenu (Nielsen i in., 1989).
czestotliwo$¢ wystepowania MHD obserwowano u §win karmionych dietg o niskim poziomie
selenu zawierajaca drozdze torula (Sharp i in., 1972), a MHD zostalo eksperymentalnie
odtworzone poprzez zastosowanie paszy ze zbyt niskg zawartoscig selenu i witaminy E (Van
Vleet, 1982).

Niskiemu poziomowi selenu przypisuje si¢ réwniez problemy z porodem, wynikajace
ze zmniejszonego napigcia warstwy mie$niowej macicy. Niedobdr tego pierwiastka moze
rowniez prowadzi¢ do paraplegii i ropnych stanéw zapalnych macicy po porodzie. Selen i
witamina E utatwiaja migracje neutrofili do gruczotu mlekowego i wzmacniajg ich dziatanie

bakteriobojcze, tym samym skracajac i tagodzac objawy kliniczne (Hosnedlova i in., 2017).

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze niedobor selenu przyczynia si¢ do patologicznych
zmian u zwierzat gospodarskich, co prowadzi do ogromnych strat ekonomicznych.
Przezuwacze, szczeg6lnie jagnieta i kozlgta, wydaja si¢ by¢ szczegolnie podatne na niedobory

tego pierwiastka (Wolffram, 1992, Karwacka i in., 2014).
3.3.  Selenoza

Wysokie stezenie selenu w organizmie moze powodowac tzw. selenoze, czyli toksyczne
zatrucie selenem. Pierwsze doniesienie o tej chorobie pochodzi z zapisow Marco Polo z 1295
roku. Zauwazyt on objawy przypominajgce ostrg forme selenozy u mieszkancéw wschodniej
prowincji Chin. Dopiero w latach 50. XX wieku powigzano je ze zbyt wysokim poziomem
selenu w diecie chorych ludzi (Dodig i Cepelak, 2004). Kolejne doniesienie. Tym razem z 1933
roku zawiera informacje o toksycznym dziataniu selenu, a takze o wptywie roslin z grupy
Astragalus, Xylorriza, oraz Phomopsis, na zwierzgta domowe. Rosliny te charakteryzujg si¢

gromadzeniem selenu (Oldfield, 1987), a ich nadmierne spozycie moze powodowaé ostre
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postaci selenozy. Istnieje wiele innych badan opisujacych ostre zatrucia selenem. U koni
karmionych pasza zawierajaca selen w stezeniu 5-26 mg/kg masy ciata, wystgpowata utrata
apetytu, wzdecia oraz wypadanie siersci (Witte i in., 1993). U zwierzat laboratoryjnych zbyt
wysoka dawka pokarmowa selenu (5 mg/kg masy ciata) powodowata nizszy przyrost, choroby

watroby, splenomegali¢ czy anemi¢ (Raisbeck, 2000).

W zaleznosci od dawki, rodzaju zwigzku i czasu trwania ekspozycji, wyrézniamy forme¢
ostrg i przewlekla zatrucia selenem (Raisbeck, 2000). Ostre selenozy wystepujg niezwykle
rzadko, najczesciej sg spowodowane zastosowaniem zbyt duzej dawki suplementow
selenowych lub skarmianiem zwierzat roslinami uprawianymi na glebach bogatych w selen
(Davis i Hall, 2017). Ostra forma selenozy u zwierzat najczgsciej przybiera forme tzw. Slepe;j
kolowacizny. Najczestszymi objawami, zwigzanymi z uposledzonym dziataniem osrodkowego
uktadu nerwowego, sa otgpienie, niepewny chod, zgrzytanie zebami, $linotok, kolki i utrata
wzroku. Ostatni etap przebiegu choroby objawia si¢ dusznoscig i porazeniem konczyn, a §mierc

wynika z niewydolnosci oddechowej (Koller i Exon, 1986).

Zwierzeta domowe, ktore sa karmione pasza z wysoka zawarto$cig selenu, czgsto
cierpia na przewlekla posta¢ zatrucia selenem, zwang choroba alkaliczng. Gatunkami
szczegoOlnie wrazliwymi na te forme choroby sg bydto, konie, $§winie i dréb. W trakcie jej
przebiegu moga pojawi¢ si¢ zmiany skorne, tysienie oraz znieksztalcenie racic ( O'Toole i

Raisbeck, 1995).
3.4.Metabolizm selenu u przezuwaczy

Wchianianie selenu u przezuwaczy odbywa si¢ przez Sciang zwacza lub w jelicie
cienkim. Gléwnym miejscem wchtaniania Se, zarowno u przezuwaczy, jak 1 u zwierzat
monogastrycznych, jest dwunastnica. Nalezy jednak podkresli¢, ze mechanizm wchianiania
selenu jest nieco inny w zwaczu niz w jelitach. Ogdlnie rzecz biorac, Zwacz otrzymuje Se w
postaci seleninu i selenianu. Wigkszos¢ selenianu jest redukowana do seleninu w zwaczu przed
wchlonigciem, a czg$¢ selenianu przechodzi ze zwacza do jelita cienkiego i jest wchlaniana
jako selenian. Nast¢pnie 30-40% seleninu jest przeksztalcane w nierozpuszczalne formy Se o
matej masie czasteczkowej (Mehdi i Dufrasne, 2016), a 10—15% seleninu jest wykorzystywane
do syntezy selenoaminokwaséw (gldwnie selenocysteiny). Okoto 40-60% seleninu opuszcza
zwacz 1 wedruje bezposrednio do jelita cienkiego, gdzie jest wchianiany prawdopodobnie na

drodze dyfuzji biernej (Serra i in., 1994). Badania sugeruja, ze rzeczywista absorpcja Se w
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przypadku form nieorganicznych wynosi $rednio okoto 50% u krow mlecznych, kéz 1 owiec
(Koenigiin., 1997, lvancic i Weiss, 2001). Ogolnie stopien wchtaniania seleninu jest do$¢ niski
u przezuwaczy (tylko 29%) w poréwnaniu ze zwierz¢tami monogastrycznymi i drobiem (okoto
80-90%). Liczne czynniki dietetyczne wptywajg na wchtanianie Se u przezuwaczy ze wzgledu
na antagonistyczne dziatanie innych sktadnikow odzywczych. Diety bogate w weglowodany
lub niektore sole, takie jak azotany, siarczany, wapn, arsen, witaming C, rt¢¢ czy cyjanowodor
(koniczyna, nasiona Inu) negatywnie wptywaja na strawnos¢ Se u przezuwaczy (Kessler, 1993).
Z drugiej strony duza zawarto$¢ witaminy E, witaminy A czy biatka w diecie zwigkszaja
wchlanianie selenu. Kilka badan in vitro sugeruje, ze drozdze wzbogacone w Se zawierajg 90%
Se w postaci selenometioniny. Podaje si¢, ze strawnos$¢ Se z drozdzy wzbogaconych w Se
wynosi okoto 66%, wigc biorac pod uwage strawno$¢ selenometioniny na poziomie 80% (jako
Srednia strawno$¢ biatka mikrobiologicznego zwacza), jest ona o okoto 30% wyzsza niz
rzeczywista strawno$¢ Se z selenitu. Wiele badan wykazato, ze absorpcja i biodostepnos¢
organicznego Se sg znacznie wyzsze niz nieorganicznego Se u przezuwaczy (Weiss i Hogan,

2005, Qin i in., 2007).

Jak wspomniano powyzej, dostepnos¢ selenometioniny (selen organiczny) jest wicksza
niz selenu nieorganicznego. Ponadto selenometionina jest szybko wlaczana do biatek.
Nieorganiczny selen jest wykorzystywany prawie wytacznie do produkcji selenoenzymow,
podczas gdy organiczny Se moze by¢ uzywany do produkcji zar6wno selenoenzymow, jak i
wszystkich biatek zawierajacych metioning. Jedynym problemem zwigzanym z organicznymi

formami Se sg ich wyzsze koszty produkcji w poréwnaniu do form nieorganicznych.

Metabolizm selenu ro6zni si¢ takze w zaleznosci od formy podazy selenu (forma
organiczna czy nieorganiczna). Organiczna forma selenu musi najpierw zosta¢ przeksztatcona
w nieorganiczny selenek (selenek wodoru) przed procesem wiaczenia selenu do specyficznej
selenocysteiny, a nastgpnie wykorzystaniu jej do syntezy selenoprotein (Daniels, 1996).
Selenian jest redukowany do seleninu, a selenin jest redukowany poprzez tworzenie
selenodiglutationu do selenku (Foster i Sumar, 1997, Schrauzer, 2000). Ponadto
selenometionina jest wlaczana do wszystkich biatek bezposrednio jako substytut metioniny
(niespecyficznie), podczas gdy nieorganiczny Se jest wiaczany tylko do okreslonego
aminokwasu (cysteiny) w selenoproteinach (Burk, 1991). Selen wprowadzony do organizmu w
postaci soli nieorganicznych jest zwykle wykorzystywany bezposrednio do syntezy bialek

(Levander i in., 1983). Natomiast Se w formach organicznych, takich jak selenometionina i
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selenocysteina, jest skutecznie magazynowany w réznych tkankach, zapobiegajac w ten sposob
niedoborom Se i zwigkszajac aktywnos¢ GPX poprzez posredniczenie w statusie redoks i

stresie oksydacyjnym (Dalto i in., 2015).

Nalezy takze podkresli¢ roznice w dystrybucji selenu w roéznych szlakach
metabolicznych. W pierwszej kolejnosci pierwiastek ten jest wlaczany do specyficznych biatek
peligcych funkcje zyciowe, takich jak selenoproteina P i 5'-dejodynaza tyroniny. Dopiero
pozniej sa wlgczane w tancuchy niespecyficznych biatek (Minich, 2022). Réwniez dystrybucja
selenu w tkankach rdézni si¢ miedzy narzadami, z mozgiem, gruczolami dokrewnymi i
narzagdami rozrodczymi jako priorytetowymi strukturami w przypadku niedoboru selenu, przed

watrobga, sercem, mig¢éniami szkieletowymi i erytrocytami.
3.5.Ekspresja wybranych gendéw zwigzanych z selenem

Selen w enzymach bialkowych obecny w postaci selenocysteiny, kontroluje ekspresje¢
genéw m.in. cytozolowej peroksydazy glutationowej, (GPX), peroksydazy glutationowej
wodoronadtlenku fosfolipidow (PHGPX) i 5'-dejodynazy jodotyroninowej typu | (5'IDI)
(Sunde, 1994). Dodatek selenu do diety prowadzi do modyfikacji aktywnosci i stezenia
selenoprotein, a w warunkach ograniczonej podazy wptywa na aktywnos$¢ GPX, PHGPX i 5'IDI
w watrobie (Arthur i in., 1992, Sunde, 1994). Zdolno$¢ tkanek do kontrolowania syntezy
poszczegolnych selenoprotein jest niezbedna, aby wydajnie wykorzystywac ograniczone ilosci
tego pierwiastka, zwlaszcza ze rola metaboliczna i wzgledne znaczenie tych trzech enzyméow

roznig si¢ w zaleznos$ci od rodzaju tkanki. (Bermano i in., 1995).

Se jest wlaczany do selenoprotein poprzez rozpoznanie kodonu stop UGA jako kodonu
dla selenocysteiny, a to wymaga specyficznych struktur petli macierzystej (Chambers i in.,
1986) . Zmniejszona dostgpnos$¢ Se prowadzi do zakonczenia translacji, ale nie jest jasne, w
jaki sposob wptywa to na ekspresje roznych selenoenzymdw oraz czy istniejg inne mechanizmy

kontrolne transkrypcji i translacji.

Dotychczas przeprowadzone badania donosity, ze niedobdr selenu w diecie szczurow
powoduje silny spadek aktywno$ci GPX1 oraz poziomu mRNA tego genu w watrobie i innych
narzadach (Evenson i in., 2004). W watrobie szczuréw, podobny wplyw niskiej podazy selenu,
obserwowano rowniez dla innych selenobiatek, m.in. GPX4 i IDI (Bermano i in., 1995),
chociaz byl on mniej znaczacy. Rowniez, w przypadku dwoéch izoenzymow reduktazy

tioredoksyny, obserwowano spadek ich aktywnosci, przy czym TrxR1 byt bardziej czuty na
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obnizenie poziomu Selenu niz TrxR2 (Crosley i in., 2007). W komorkach okr¢znicy w hodowli
in vitro, niedobor selenu powodowat istotne obnizenie ekspresji genu GPX1, ale nie GPX2
(Miiller i in., 2003).

Duza czgs$¢ przeprowadzonych doswiadczen pokazuje, ze niski poziom selenu w
medium hodowlanym, w badaniach in vitro, lub w diecie zwierzat i ludzi, wptywa na zmiany
w aktywnos$ci ekspresji genow kodujacych selenobiatka. Przyktadowo, niedobdr selenu w
diecie szczuréw powoduje silny spadek aktywnosci GPX1 oraz poziomu mRNA tego genu w
watrobie i innych narzadach (Evenson i in., 2004). W watrobie szczurow, podobny wplyw
niskiej podazy selenu, obserwowano rowniez dla innych selenobiatek, m.in. GPX4 i IDI

(Bermano i in., 1995.
3.6. Formy suplementacji selenu u zwierzat

W diecie zwierzat selen wystepuje w formie organicznej i nieorganicznej. Suplementem
najczesciej uzywanym w diecie zwierzat sg sole nieorganiczne selenu tego pierwiastka (NaSOs
I NaSeO:s), gtownie w formie premixow lub innych form doustnych np. boluséw. W zalezno$ci
od rodzaju zwiazku jaki wykorzystywany jest do suplementacji obserwujemy roézny stopien
absorpcji tego pierwiastka. Selenian sodu wykazuje szybsze tempo wchtaniania po podaniu
podskérnym w porownaniu do selenianu baru (Arshad i in., 2021). Nalezy wspomnie¢, ze
nieorganiczne zrodta Se wykazuja staba biodostepno$¢ i antagonizm z innymi zwigzkami
mineralnymi, co wigze si¢ z niska skutecznoscia tych zwigzkow. Dlatego coraz czgéciej zwraca
si¢ uwagg na organiczne zrodla Se, tj. drozdze wzbogacone w Se, np. Saccharomyces
cerevisiae, ktory zawierajg selenoaminokwasy, takie jak hydroksyselenometionina,
selenometionina i selenocysteina (Se-Cys) (Schrauzer, 2003, Stewart i in., 2012, Sun i in.,
2017), badane w niniejszej pracy doktorskiej seleninotriglicerydy czy nanoselen (Hassan i in.,
2020).

3.7. Seleninotriglicerydy

Seleninotriglicerydy to nowa forma organicznego selenu, w ktorej selen jest na IV
stopniu utlenienia. Zwigzki te zawierajg selen 1 triglicerydy, ktére powstaja w wyniku
chemicznej modyfikacji oleju stonecznikowego kwasem selenowym. Sg one lipofilowe przez
co tatwo ulegaja dystrybucji w organizmie. Badania wykazaty, Ze podaz doustna 2% 1 5 %
roztworu seleninotriglicerydow prowadzi do istotnych zmian koncentracji selenu w tkankach

szczura (Jastrzebski i in., 1997). Co wazne, seleninotriglicerydy charakteryzuja si¢ stosunkowo
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niskg toksyczno$cig. Dawka $miertelna selenu suplementowanego w formie nieorganicznej
selenianu sodu jest dosy¢ niska i waha si¢ od 1 do 5 mg/kg m.c. (Koller i Exon, 1986). Badania
na szczurach wykazaly, Ze §rednia dawka $miertelna selenu w postaci 2% seleninotriglicerydoéw

wynosi 100 mg/kg m.c. i 68 mg/kg w postaci 5% roztworu (Jastrzebski i in., 1997).

Ponadto, w tej samej pracy (Jastrzebski i in., 1997) wykazano, ze seleninotriglicerydy
wchlaniajg si¢ zarowno po podaniu doustnym, podskornym jak i dootrzewnowym. Selen
dostarczony do przewodu pokarmowego w postaci seleninotriglicerydow, wigze si¢ z
erytrocytami oraz albuminami i globulinami surowicy i transportowany jest do tkanek. Jest
catkowicie eliminowany z organizmu po 24 h od podania, unikajagc kumulacji i dziatania
toksycznego (Jastrzebski i in., 1997). Ze wzgledu na obecno$¢ wielu form chemicznych
zwigzkow selenowych, efekt suplementacji selenitotriglicerydami moze rézni¢ si¢ mig¢dzy
gatunkami. Dotychczas przeprowadzone badania dotyczyty myszy, szczuréw, bydta dorostego,
cielat 1 wielbtadow (Sochacka i in., 2018, Jastrzebski i in., 1995, Jastrzebski i in., 1997,
Zarczyhska i in., 2021, Zarczynska i in., 2018, Zarczynska i in., 2020). Badania
przeprowadzone przez Sochacka i in. (2014) wykazaly, ze suplementacja
seleninotriglicerydami u zdrowych myszy powoduje istotny wzrost poziomu selenu w
surowicy, a takze wzrost aktywnosci peroksydazy glutationowe;j i selenoproteiny P. Podobnie
badania Zarczynskiej i in (2020, 2021) wykazaly wzrost poziomu selenu w osoczu wielbtadow
1 cielat poddanych suplementacji seleninotriglicerydami. Wydaje sie, ze seleninotriglicerydy
jako nowa, organiczna forma suplementacji selenu, moze okaza¢ si¢ bardzo przydatna i

bezpieczna przy zapobiegania niedoborowi tego pierwiastka.
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4.Cel i zalozenia pracy

Celem pracy bylo okreslenie wplywu seleninotriglicerydow na wybrane wskazniki
hematologiczne, biochemiczne, enzymatyczne, a takze poziom selenu we krwi kozlat oraz
jagniat. Zbadanie ich wplywu na zmiany strukturalne w tkance mig$niowej badanych zwierzat,
a takze okreslenie aktywnosci ekspresji wybranych gendéw kodujacych enzymy zaangazowane
w procesy antyoksydacyjne w tkankach badanych zwierzat.

Cele szczegdtowe obejmowaty:

- ocen¢ wplywu seleninotriglicerydéw na wybrane parametry morfologiczne krwi,

- ocen¢ wplywu seleninotriglicerydow na wybrane parametry biochemicznego krwi 4 kozlat i
jagniat, tj. poziom glukozy (GLUC), albumin (Alb), biatka catkowitego (TP), kreatyniny
(Crea), mocznika (Urea), aminotransferazy asparaginianowej (AST), fosfatazy zasadowej
(ALP), gamma-glutamylotranspeptydazy (GGT), a takze dehydrogenazy mleczanowej (LDH).
- zbadanie wptywu seleninotriglicerydow na poziom selenu (Se) w surowicy kozlat i jagniat,

- ocen¢ wpltywu badanej substancji na aktywno$¢ enzymow bioracych udziat w procesach
antyoksydacyjnych u kozlat i jagniat, tj. peroksydazy glutationowej (GPX) i dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD)

- okre$lenie zmian strukturalnych tkanki mig¢sniowej w przypadku suplementacji
seleninotriglicerydami u kozlat i jagniat,

- zbadanie ekspresji gendéw, kodujacych enzymy, biorgce udziat w procesach
antyoksydacyjnych u kozlat i jagniagt w przypadku suplementacji seleninotriglicerydami
(GPX1, SOD1).
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5. Materialy | metody

Badanie zostalo zaplanowane i przeprowadzone zgodnie z decyzjg Lokalnej Komisji
Etycznej (Uchwata 28/2021 z dnia 21.04.2021 r.). Zwierzeta przez caly okres przeprowadzenia
doswiadczenia byty pod stalym nadzorem lekarza weterynarii i nie wykazywaty zadnych
objawéw mogacych sugerowaé chorobe, a ich warunki przetrzymywania byly zgodne z

wytycznymi zawartymi w ustawie o ochronie zwierzat.
5.1. Zwierzeta i schemat badan

Badania przeprowadzono na grupie 12 jagniat rasy kamienieckiej oraz 12 kozlgtach rasy
alpejskiej, w wieku 10 dni. Zwierzeta podzielono na nastepujace grupy: kontrolng kozlat i

doswiadczalng kozlat, kontrolng jagniat i do§wiadczalng jagniat, w kazdej po 6 osobnikow.

W trakcie trwania eksperymentu zarowno jagnigta jak i kozleta zostaty odsadzone od
matek. Jagnieta w tym czasie karmione byty preparatem mlekozastepczym DOLMILK OVI, a
kozleta preparatem DOLMILK CAPRI, o sktadzie podanym w Tabeli 1., zgodnie z zaleceniami

producenta.
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Tabela 1. Sktad preparatow mlekozastepczych dla jagniat i kozlat.

DOLMILK OVI - preparat mlekozastepczy DOLMILK CAPRI-preparat
dla jagniat mlekozastepcezy dla koZlat
Skiad: serwatka w proszku, koncentrat biatka Skiad: serwatka w proszku, koncentrat biatka

sojowego, olej kokosowy, olej palmowy, olej sojowy, | sojowego, olej kokosowy, olej palmowy, olej sojowy,
otoczkowany maslan sodu; otoczkowany maslan sodu;

Dodatki w 1kg:Witaminy, prowitaminy i chemicznie | Dodatki w 1kg: Witaminy, prowitaminy i chemicznie

dobrze zdefiniowane substancje o podobnym dobrze zdefiniowane substancje o podobnym
dziataniu: Witamina A 60 000j.m., Witamina dziataniu: E672 Witamina A 66 650j.m., E671
D3 10 000j.m., Witamina E 100mg, Witamina Witamina D3 6 250 j.m., Witamina E 122mg,

B1 12mg, Witamina B2 10mg, Witamina B6 6mg, Witamina B; 13mg, Witamina B2 11mg, Witamina
Witamina B12 200pug, Witamina C 150mg, Biotyna 8 | Bg 6,6mg, Witamina By, 222ug, Witamina C

pg, Niacyna 50mg, Kwas pantotenowy 166,6mg, Biotyna 89 pg, Niacyna 55,6mg, Kwas
20mg, Mieszanki pierwiastkéw $ladowych: Zelazo pantotenowy 22mg, Chlorek choliny 110mg, DL- -
(siarczan zelaza (I1), monohydrat) 8mg, Zelazo Tokoferol 110mg;mieszanki pierwiastkow

(chelat zelazowy wodzianu glicyny) 4mg, Jod (jodek | $ladowych: E1 Zelazo (siarczan zelaza (II),

potasu) 1mg, Mangan (tlenek manganu (1)) 6mg, monohydrat) 94,4mg, E1 Zelazo (chelat zelazowy
Cynk (siarczan cynku, monohydrat) 10mg, Selen wodzianu glicyny) 50mg, E2 Jod (jodek potasu)
(selenian(1V) sodu) 0,3mg; 1,1mg, E4 Miedz (siarczan miedzi, pentahydrat)
Mikroorganizmy: Bacillus licheniformis (DSM 11,5mg, E5 Mangan (tlenek manganu (I1)) 70mg, E6
5749), Bacillus subtilis (DSM 5750) 1:1 12,5 x Cynk (siarczan cynku, monohydrat) 107mg, E8 Selen
106 CFU (selenian(1V) sodu) 0,26mg

Przeciwutleniacze : Ethoxyquin 10,7mg, BHT Przeciwutleniacze: E 324 Ethoxyquin 11,8mg, E 321
11,8mg, Propyl gallate 2mg; BHT 13,1mg, E 310 Propyl gallate 2,2mg
Konserwanty: Kwas cytrynowy 20mg Konserwanty: E 330 Kwas cytrynowy 22,2mg

Grupe do$wiadczalng suplementowano roztworem seleninotriglicerydow w postaci 2 %
roztworu doustnego, w dawce 0,5 mg substancji czynnej na kg masy ciata badanego zwierzecia,
ktéry podawano indywidualnie, raz dziennie, przez 7 dni. Od kazdej ze sztuk zaréwno w
przypadku jagniat jak 1 kozlat pobrana zostata krew w 0, 1, 7, 14, 21, 30 dniu do$wiadczenia,
w celu okreSlenia wskaznikow morfologicznych 1 biochemicznych oraz w celu okreslenia
stezenia selenu w surowicy krwi. Krew zostata pobrana z zyly jarzmowej (vena jugularis) przy
pomocy Vacumed Blood Collection System. Probowki uzywane do pobierania to probowki
Vacuette, Greiner Bio-One, France z K2 EDTA (1 ml) wykorzystanych do badan
morfologicznych krwi, Vacuette, Greiner Bio-One, France z aktywatorem wykrzepiania o
objetosci 4 ml do badan biochemicznych oraz proboéwki Becton Dickinson Vacutainero
objetosci 2 ml, z fluorkiem sodu 1 szczawianem potasu stuzacych do badan poziomu enzymow.

Probki krwi niezwtocznie po pobraniu byty przechowywyane w temperaturze 4°C a nastgpnie
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wirowane w wirowce z chtodzeniem Beckmam J-6 MC 4000 obrotow na minute przez 20

minut.

W 30. dniu zwierz¢ta grupy doswiadczalnej 1 kontrolnej poddane zostaty eutanazji. W
tym celu podano zwierzgtom Srodek uspokajajacy, ksylazyne (Vetaxyl, VetAgro), w dawce
0,05 mg / kg wagi ciata domig$niowo, w migsien udowy. Po uplywie 15 minut i pojawieniu si¢
widocznych cech sedacji zwierzgcia, podano dozylnie, do zyly jarzmowej, roztwor ketaminy
(Bioketan, Vetoquinol Biowet Sp.z.0.0) w dawce 15 mg/kg masy ciata. Po znieczuleniu
zwierzecia nastgpito dozylne podanie pentobarbitalu (Morbital, Biowet Putawy) w dawce 140

mg/kg masy ciala.

Bezposrednio po stwierdzeniu zgonu zwierzgcia pobrane zostaly fragmenty
nastepujacych tkanek: migsnia najdtuzszego grzbietu, migsnia dwuglowego uda, migsnia

sercowego i watroby, w celu przeprowadzenia analiz histopatologicznych i genetycznych.

5.2. Badania hematologiczne i biochemiczne krwi

Parametry hematologiczne i biochemiczne krwi zostaly oznaczone w laboratoriach
Wydziatu Weterynaryjnego Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie (Polska).
Badanie stezenia selenu we krwi przeprowadzono w laboratoriach Uniwersytetu Nauk

Weterynaryjnych i Farmaceutycznych w Brnie (Czechy).

Badania hematologiczne obejmowaty oznaczenia: liczby biatych krwinek (WBC),
oznaczenie leukogramu (w tym: procent bazofili, eozynofili, granulocytow i segmentowanych
granulocytow, limfocytdow 1 monocytow), liczby krwinek czerwonych (RBC), wartosci
hematokrytu (HCT), poziomu hemoglobiny (HGB), §redniej objgtosci krwinki (MCV), $redniej
masy hemoglobiny krwinkowej (MCH), $redniego st¢zenia hemoglobiny w krwinkach
(MCHC) i liczby ptytek krwi (PLT). Parametry te zostaty okreslone we krwi pelnej za pomoca
analizatora hematologicznego firmy Siemens ADVIA 2120, Healthcare Diagnostics,
Tarrytown, USA, oznaczenie w krwi pelnej pobranej na EDTAK>. Pomiar polega na odczycie

cytometryczno-laserowym z zestawami:

- zestaw optyczny perox — pomiar §wiatta rozproszonego i pochtonietego przez
pojedyncze komorki z wykorzystaniem hydrodynamicznego ogniskowania strumienia
komorek w kuwecie przeptywowe;j

- laserowy zestaw optyczny — wysoko- i niskokatowy pomiar $wiatta
rozproszonego i pochtanianego przez poszczegdlne komorki, ktorego zrodlem jest dioda
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lasera — pomiar wykorzystywany do oceny uktadu czerwonokrwinkowego i ptytkowego
oraz okreslajacy ptatowos¢ jadra komérkowego w uktadzie biato krwinkowym

— zestaw kolorymetryczny hemoglobinowy — wartoSci napi¢cia na lampie
hemoglobinowej odpowiadajg ilosci transmitowanego $wiatla

— zestaw odczynnikow PEROX i BASO — wykorzystuje reakcje cytochemiczne
do DIFF.

Badania biochemiczne krwi obejmowaty pomiar: st¢zenie glukozy (GLUC), albumin

(Alb), bialka catkowitego (TP), kreatyniny (Crea), mocznika (Urea), aminotransferazy

asparaginianowej (AST), fosfatazy zasadowej (ALP), gamma-glutamylotranspeptydazy (GGT)

I dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w surowicy Badania te wykonano przy pomocy

analizatora biochemicznego Cormay ACCENT 200 i zestawow diagnostycznych Cormay,

} omianki, Polska.

W badaniu poszczeg6lnych wskaznikdw wykorzystano metody:

— stezenie glukozy metodg oksydazowa (odczynniki firmy Cormay); 0znaczenie
na automatycznym analizatorze biochemicznym ACCENT-200 firmy Cormay; pomiar
kolorymetryczny przy dtugosci fali 510 nm/670 nm; oznaczenie w surowicy;

— stezenie albumin — metodg z zieleniag bromokrezolowa (odczynniki firmy
Cormay); oznaczenie na automatycznym analizatorze biochemicznym ACCENT-200
firmy Cormay; pomiar kolorymetryczny przy dlugosci fali 546 nm/670 nm, oznaczenie
W surowicy;

— stezenie biatka catkowitego — metoda biuretowa (odczynniki firmy Cormay);
oznaczenie na automatycznym analizatorze biochemicznym ACCENT-200 firmy
Cormay; pomiar kolorymetryczny przy dlugosci fali 546 nm/670 nm; oznaczenie w
surowicy.

- stezenie kreatyniny — metoda Jaffe (odczynniki firmy Cormay); oznaczenie na
automatycznym analizatorze biochemicznym ACCENT-200 firmy Cormay; 340
nm/450 nm, oznaczenie w surowicy;

— stezenie mocznika — metoda kinetyczng z wureazg 1 dehydrogenaza
glutaminianowa (odczynniki firmy Cormay); o0znaczenie na automatycznym
analizatorze biochemicznym ACCENT-200 firmy Cormay; pomiar kolorymetryczny
przy dhugosci fali 340 nm/450 nm; oznaczenie w surowicy;

— aktywno$¢ aminotransferazy asparaginowej — metoda kinetyczng IFCC bez

aktywacji fosforanem pirydoksalu (odczynniki firmy Cormay); oznaczenie na
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automatycznym analizatorze biochemicznym ACCENT-200 firmy Cormay; pomiar
kolorymetryczny przy dtugosci fali 340 nm/450 nm; oznaczenie w surowicy

— aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej w surowicy —metodg kinetyczng IFCC
(odczynniki  firmy Cormay); oznaczenie na automatycznym analizatorze
biochemicznym ACCENT-200 firmy Cormay; kolorymetryczny pomiar szybkosci
powstawania p-nitrofenolu przy dtugosci fali 405 nm/670 nm; oznaczenie w Surowicys;
— aktywnos$¢ gamma-glutamylotransferazy w surowicy — metoda kinetyczng z L-
v-glutamylo-3-kaboksy-4-nitroanilidem (odczynniki firmy Cormay); oznaczenie na
automatycznym analizatorze biochemicznym ACCENT-200 firmy Cormay; 340
nm/450 nm, oznaczenie w surowicy,

— aktywno$¢  dehydrogenazy mleczanowej W  surowicy —  metods
kinetyczng DGKC =z pirogronianem (odczynniki firmy Cormay); o0znaczenie
aktywno$ci enzymu w surowicy na automatycznym analizatorze biochemicznym
ACCENT-200 firmy Cormay; pomiar kolorymetryczny przy dlugosci fali 340

nm/450 nm ; 0znaczenie w surowicy.

Ponadto oznaczono st¢zenie peroksydazy glutationowej (GPX) oraz dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD). Aktywnos¢ GPX mierzono w krwi petnej metoda Paglia i Valentine z
kumenem (odczynniki RANSEL), pomiar kolorymetryczny przy diugosci fali 340 nm,
oznaczenie na automatycznym analizatorze biochemicznym ACCENT-200 firmy Cormay,, SOD
metoda z oksydaza ksantynowa XOD (odczynniki RANSOD), pomiar kolorymetryczny przy
dhugosci fali 505 nm, oznaczenie na automatycznym analizatorze biochemicznym ACCENT-200

firmy Cormay, oznaczenia we krwi heparynizowanej.

Oznaczono takze stezenie selenu w surowicy krwi (Se), wykorzystujac metode
absorpcyjnej spektrometrii atomowej (ASA), z kuwetg grafitowa, za pomoca spektrometru

Unicam 939 Solar.
5.3.  Badanie histopatologiczne tkanek
Badanie histopatologiczne tkanek wykonano w laboratoriach ~Wydzialu

Weterynaryjnego Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie (Polska).

Pobrane fragmenty migs$nia sercowego, mig$nia najdluzszego grzbietu, migénia
dwugltowego uda do analizy histopatologicznej utrwalono w 10% buforowanej formalinie.
Nastepnie zatopiono w parafinie i poci¢to na skrawki o grubosci 3 um. Przygotowane probki

mie$ni  barwiono metoda HE (hematoksylinowo-eozynowa) oraz metoda HBFP
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(Haematoxylin-Basic Fuchsin Picric Acid) w celu wykrycia martwiczych widkien
miesniowych (Lie i in., 1971, Al-Rufaie i in., 1983).

5.4. Badania genetyczne

5.4.1. Badania genetyczne — jagnicta

Badania dotyczace ekspresji wybranych genow w tkankach jagnigt owcy kamienieckiej
przeprowadzono w Katedrze Biotechnologii i Genetyki Zwierzat Politechniki Bydgoskiej.

Pobranie materialu biologicznego i izolacja RNA

Materialem biologicznym pobranym do analiz byty wycinki nast¢pujacych tkanek:
watroba, serce, migsien najdluzszy grzbietu(m. longissimus dorsi), migsien dwugtowy uda (m.
biceps femoris), ktore pobrano na bufor konserwujacy fix RNA (Eurx, Polska) i
przechowywano w 4°C. Po 24 godzinach tkanki wyjeto z buforu i zamrozono w -80°C.

Wycinki tkanek rozdrobniono w homogenizatorze BeadBug (Benchmark Scientific Inc,
USA) z zastosowaniem metalowych kulek w 1 ml mieszaniny RNA Extracol (Eurx, Polska).
RNA izolowano przy zastosowaniu zestawu odczynnikow Universal RNA Purification Kit (nr

kat. E3598, Eurx, Polska) wg protokotu producenta.
Analiza iloSciowa i jakoSciowa RNA

Ocen¢ jakosciowag oraz integralnosci RNA przeprowadzono poprzez rozdziat
elektroforetyczny prob RNA w 1,2 % zelu agarozowym z dodatkiem barwnika Midori Green
Advance DNA Stain (Nippon Genetics Europe GmbH, Niemcy) w buforze 1 x TBE (10 x TBE:
0,89M Tris, 0,89M kwas borowy, 0,02M EDTA, pH 8,0) przy napigciu 100 V przez 30 min. W
celu oceny ilosci 1 jakosci RNA dokonano pomiaru spektrofotometrycznego przy dlugosci fal
260 (A260), 280 (A280) i 230 (A320) w spektrofotometrze NanoDrop™ ( ThermoFisher
Scientific, USA). Odczytano nastgpujace parametry:

. stezenia RNA(ng/ul),

. czystos¢ proby RNA okreslanej na podstawie stosunku warto$ci absorpcji A260 do

A280 (wspolczynnik Ratio A260/A280) oraz A260 do A230 (wspotczynnik Ratio A260/A230)
Wszystkie proby rozcienczono do stgzenia roboczego 200 ng/ul. Tak przygotowane

RNA stanowito matryce w reakcji RT-qPCR.
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Odwrotna transkrypcja

Do przepisania informacji genetycznej z RNA na cDNA uzyto zestawu odczynnikow
SmMART First Strand cDNA Synthesis kit (nr kat. E0804, Eurx, Polska). Reakcje
przeprowadzono wg protokotu producenta z uzyciem 1800 ng RNA. Nastepnie potagczono po 2

ul kazdej z prob cDNA w celu uzyskania wzorcowej matrycy cDNA.
Standardowa reakcja PCR

Do analizy stabilnosci ekspresji wybrano 8 gendow referencyjnych przedstawionych w
Tabeli 2.

Tabela 2. Sekwencje starterow dla genow referencyjnych i badanych wykorzystanych podczas

badan genetycznych u jagniat.

Skrét
nazwy Sekwencja (5>3’) Zrédlo

genu

F: AAGGATGAAGAGAGGCATGTTG
SOD1 Materiat i metody
R: AAGTCATCTGGTCTTTCATGGAC

F: GACTACACCCAGATGAATGACC
GPX1 Materiat i metody
R: GTTCTTGGCGTTTTCCTGATG

F: GCAGATGTGGATCAGCAAGC
ACTB (Schulze i in., 2017)
R: GGGTGTAACGCAGCTAACAG

F: AGCCTGTGACTGTCCATTCC
RPL19 (Schulze i in., 2017)
R: ACGTTACCTTCTCGGGCATT

Do projektowania par starterow dla genow GPX1, SOD1 zastosowano program PrimerBlast
(doi: 10.1186/1471-2105-13-134).

W celu oceny specyficznosci starterow wybranych do amplifikacji fragmentow
poszczegbdlnych genow referencyjnych przeprowadzono standardowa reakcje PCR. W sktad

mieszaniny reakcyjnej wchodzity: 50 ng cDNA, po 5 pmol kazdego ze starteréw (forward 1
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reverse), 200uM mixu dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (ThermoFisher Scientific, USA), 1
U polimerazy DreamTaq (ThermoFisher Scientific, USA), 1 X stezony bufor DreamTaq
(ThermoFisher Scientific, USA) oraz woda wolna od nukleaz, zgodnic z protokotem
Grochowskiej (metoda wiasna). Informacje na temat sekwencji starteréw zastosowanych do
amplifikacji fragmentéw gendw referencyjnych zawarto w Tabeli 2. Reakcj¢ PCR

przeprowadzono w termocyklerze Mastercycler Pro (Eppendorf AG, Germany).
Wydajnos$¢ reakceji qPCR

W celu okreslenia wydajno$ci tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym
(ang. real-time polymerase chain reaction, real-time PCR, qPCR) dla kazdego analizowanego
genu wykonano krzywa standardowa z uzyciem kolejnych rozcienczen wzorcowego cDNA. W
celu sporzadzenia krzywej przygotowano szereg dziesigciokrotnych rozcienczen seryjnych
matrycy wzorcowej cDNA (102, 102, 103 10%) uzyskanej z mieszaniny wszystkich
uzyskanych matryc cDNA. Reakcje qPCR wykonano w trzech powtorzeniach technicznych dla
matrycy wzorcowej i kazdego z jej rozcienczen seryjnych, osobno dla kazdego genu
referencyjnego. Reakcje qPCR wykonano w termocyklerze LightCycler 2.0 (Roche

Diagnostics, Niemcy).
Analiza ekspresji badanych genow

Poziom ekspresji badanych gendow referencyjnych i badanych (GPX1, SOD1)
oznaczano za pomoca reakcji QPCR. Sekwencje starterow uzytych do amplifikacji fragmentéw
gendw referencyjnych i1 badanych przedstawiono w Tabeli 2. Reakcje qPCR przeprowadzono

w termocyklerze LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics, Niemcy).

Ekspresj¢ badanych genéw normalizowano wzgledem poziomu ekspresji dwoch genow
referencyjnych ACTB i RPL19.
5.4.2. Badania genetyczne — kozZl¢ta

Badania dotyczace ekspresji genow w tkankach koZzlat wykonano w laboratorium

Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie.

W celu przeprowadzeniu analiz genetycznych pobrano fragmenty nastepujacych
tkanek: watroba, serce, migsien dwuglowy uda (m. biceps femoris). Po pobraniu tkanki,

materiat bezzwlocznie przeniesiono do probéwek Simport Microtube 1 szokowo zamrozono w
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ciektym azocie. Probki nastegpnie byly przechowywane w ultra zamrazarce w temperaturze -
80°C do pozniejszej analizy. Nastepnie tkanki homogenizowano przy uzyciu kulek
ceramicznych w aparacie Fast-Prep 24 (MP Biomedicals, Illkirch-Graffenstaden, France). Do
homogenizacji uzyto odczynnika Tri-Reagent (Merck, Kenilworth, NJ, USA), a izolacja RNA
W celu izolacji RNA postgpowano zgodnie z instrukcja producenta Tri-Reagent (Merck,
Kenilworth, NJ, USA).

Analiza iloSciowa i jakoSciowa RNA

Ocen¢ jakosciowag oraz integralnosci RNA przeprowadzono poprzez rozdziat
elektroforetyczny prob RNA w 1,2 % zelu agarozowym z dodatkiem barwnika Midori Green
Advance DNA Stain (Nippon Genetics Europe GmbH, Niemcy) w buforze 1 x TBE (10 x TBE:
0,89M Tris, 0,89M kwas borowy, 0,02M EDTA, pH 8,0) przy napigciu 100 V przez 30 min. W
celu oceny ilosci 1 jako$ci RNA dokonano pomiaru spektrofotometrycznego przy dlugosci fal
260 (A260), 280 (A280) i 230 (A320) w spektrofotometrze NanoDrop™ (ThermoFisher
Scientific, USA). Odczytano nastepujgce parametry:

. stezenia RNA (ng/ul),

. czysto$¢ proby RNA okres$lanej na podstawie stosunku wartosci absorpcji A260
do A280 (wspotczynnik Ratio A260/A280) oraz A260 do A230 (wspodtczynnik Ratio
A260/A230).

Wszystkie proby rozcienczono do stezenia roboczego 200 ng/ul. Tak przygotowane

RNA stanowito matryce¢ w reakcji RT-gPCR.
Odwrotna transkrypcja

Do przepisania informacji genetycznej z RNA na cDNA zastosowano kit do odwrotnej
transkrypcji RevertAid H minus First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher, Waltham,
MA, USA). Reakcj¢ odwrotnej transkrypcji przeprowadzono wedtug instrukcji producenta.
Nastepnie potaczono po 2 ul kazdej z prob cDNA w celu uzyskania wzorcowej matrycy

cDNA.
Standardowa reakcja PCR

W celu oceny specyficznosci starterow wybranych do amplifikacji fragmentow
poszczegblnych gendéw referencyjnych przeprowadzono standardowa reakcje PCR w
termocyklerze SensoQuest (SensoQuest, Goéttingen, Germany), zgodnie z instrukcja
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producenta. Informacje na temat sekwencji starterow zastosowanych do amplifikacji

fragmentow gendw referencyjnych zawarto w Tabeli 3 .

Tabela 3. Sekwencje starterow dla gendéw referencyjnych 1 badanych wykorzystanych podczas

badan genetycznych u kozlat.

Skrét
nazwy Sekwencja (5°>3’) Zrédlo

genu

F: AAGGATGAAGAGAGGCATGTTG

SOD1 Materiat i metody

R: AAGTCATCTGGTCTTTCATGGAC

F: GACTACACCCAGATGAATGACC

GPX1 Materiat i metody

R:GTTCTTGGCGTTTTCCTGATG

F: CTCTCTGAGGCCGGGTTTAA

SDHA (Salgado i in., 2022)

R: CCAGTTGTCCTCCTCCATGTTC

Do projektowania par starterow dla genow SOD1, GPX1 zastosowano program Primer

Express™ Software v3.0.
Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Do przeprowadzenia reakcji PCR w czasie rzeczywistym uzyto aparatu ABI Prism
7900HT Real-Time PCR System (Applied Biosystems,Waltham, MA, USA) oraz Kkitu
reakcyjnego Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA, #K0222).

Reakcja RCR w czasie rzeczywistym zostata przeprowadzona dla kazdej probki w

dwoch powtorzeniach na 384-dotkowych ptytkach reakcyjnych. W sklad mieszaniny
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reakcyjnej wchodzil: ekwiwalent 5 ng RNA amplifikowanego cDNA, starter foward, starter
reverse w ilo$ci po 5 nM kazdy oraz 5 pl Master Mix (2X) oraz H20dd do objg¢tosci 10 pl.

Analiza poziomu ekspresji badanych genéw

Poziom ekspresji badanych genow referencyjnych i badanych (GPX1, SOD1)
oznaczano za pomoca reakcji qPCR. Sekwencje starterow uzytych do amplifikacji fragmentow

gendw referencyjnych i badanych przedstawiono w Tabeli 3 .

5.5.  Analiza statystyczna

Zestaw danych, skompletowany na podstawie plikow tekstowych oraz arkuszy
kalkulacyjnych programu EXCEL, poddano analizie za pomoca dwoch jezykow
programowania — Python 3.10.0 (van Rossum i Drake, 2009) oraz R 4.3.1 (R Core Team,
2020). Opracowane statystyki opisowe zostaty zaprezentowane w formie tabel, ktore zawieraja
wartosci §rednie oraz odchylenia standardowe dla kazdej zmiennej i punktu czasowego. W celu
okreslenia czy dane podazaja za rozkladem normalnym, zastosowano test Shapiro-Wilka
(Royston, 1995). Aby sprawdzi¢ jednorodno$¢ wariancji migdzy poszczegdlnymi grupami,
wykorzystano test Levene’a (Levene, 1960). Z uwagi na rozmiar proby oraz niezgodno$¢ z
zatozeniami dotyczacymi normalno$ci rozktadu, wybrano test nieparametryczny do dalszej
analizy. Dla poréwnan mig¢dzy badanymi grupami w kazdym dniu eksperymentu zastosowano
test U Manna-Whitneya (Mann & Whitney, 1947). Wizualne przedstawienie wynikow zostato
przygotowane przy uzyciu wykresow liniowych oraz stupkowych, za pomoca biblioteki
Matplotlib (Hunter, 2007). Biblioteka ta stanowi standard w dziedzinie wizualizacji danych,
oferujac szeroki wachlarz mozliwosci w zakresie stylow 1 formatow graficznych. Dane byly

analizowane na jednym poziomie istotnosci: p<0,05.
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6. Woyniki
6.1  Wyniki badan morfologicznych krwi
Wyniki badan morfologicznych krwi przedstawiono w Tabelach 4. i 5.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze suplementacja seleninotriglicerydow u jagnigt owcy
kamienieckiej nie wptywa znaczaco na wigkszo$¢ parametroéw morfologicznych krwi. Jedynie
MCHC w 21. dniu doswiadczenia byto znaczaco wyzsze (p<0,05) w grupie doswiadczalnej w

poréwnaniu z grupg kontrolng (Tabela 4., Rycina 1.).

Analogicznie przedstawiajg si¢ wyniki parametrow morfologicznych krwi w przypadku
kozlat. Wskaznikami wykazujacymi istotne roéznigcymi si¢ miedzy grupa kontrolng a
suplementowang (p<0,05) w 1. dniu doswiadczenia byty #LYMPH, MCV, MCH, HDW
(Tabela 5., Rycina 2. — 5.). Pozostate wyniki nie r6znity si¢ miedzy grupami (p>0.05).
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Tabela 4. Wyniki badan morfologicznych grupy kontrolnej i do§wiadczalnej jagniat w 0., 1.,
7.,14., 21., 30. dniu do$wiadczenia.

Wskaznik Grupa N Dzien doswiadczenia
0 1 7 14 21 30
Kon 6 7,79 7,99 6,71 7,78 7,73 8,13
WBC +2,08 + 1,63 +1,31 +2,11 + 1,86 + 1,64
(10%/u) Sel 6 9,01 8,3 8,15 7,69 7,89 8,67
+ 3,77 +3,18 + 3,03 +2,43 + 1,55 +1,6
Kon 6 35,93 34,92 24,34 29,8 25,5 25,53
%NEUT +9,2 + 8,69 + 8,38 +17,32 +9 + 5,59
(%) Sel 6 41,73 36 30,48 29,3 30,82 26,4
+ 7,69 + 8,78 +7,5 + 3,51 + 7,64 + 6,48
Kon 6 55,22 55,4 63,06 59,82 63,67 65,52
%LYMPH + 10,05 + 7,37 + 6,93 + 14,51 +10,19 +35,7
(%) Sel 6 50,27 55,32 57,65 58,65 59,3 64,75
+9,57 + 10,58 + 7,45 +4,86 + 8,01 +7,77
Kon 6 4,07 4,82 4,82 5,38 5,43 5,01
% MONO +0,57 + 1,65 +1,14 +2,18 +2.26 +0,6
(%) Sel 6 3,9 4,6 6,2 6,35 5,33 5,16
+1,32 + 1,74 + 2,34 + 1,71 +2,07 + 1,39
Kon 6 1,73 2,32 3,58 2,83 3,27 1,84
%EQOS +0,99 + 1,43 +1,77 + 1,74 + 3,35 + 1,09
(%) Sel 6 1,63 1,8 2,68 2,77 2,47 1,63
+1,1 +0,73 + 2,06 + 1,08 +1,19 + 0,62
Kon 6 1,18 1,03 0,86 0,85 0,82 1,03
%BASO +0,5 + 0,64 + 0,31 + 0,34 +0,38 + 0,28
(%) Sel 6 0,95 1,32 0,82 0,98 0,8 1,09
+0,31 +0,43 +0,32 + 0,44 +0,24 +0,41
Kon 6 1,88 1,55 3,3 1,35 1,32 1,03
%LUC +0,44 + 0,83 +2,83 + 0,87 + 0,65 +0,32
(%) Sel 6 1,53 0,97 2,18 1,92 1,32 0,93
+0,62 +0,36 +1,38 +1,25 + 0,65 + 0,46
Kon 6 2,93 2,85 1,72 2,57 1,97 2,1
#NEUT + 1,57 + 1,07 +0,87 +2,21 +0,85 + 0,64
(10%/u) Sel 6 3,94 3,18 2,61 2,28 2,44 2,27
+2.24 +2.02 + 1,46 +0,87 +0,76 + 0,58
Kon 6 4,17 4,39 4,16 4,46 4,42 5,29
#LYMPH +0,61 +0,95 +0,58 +0,92 +2,25 + 1,21
(10%/ul) Sel 6 4,31 4,35 4,54 4,44 4,68 5,64
+14 + 0,97 + 1,38 +1,19 +1,16 +1,48
Kon 6 0,31 0,38 0,31 0,39 0,43 0,4
#MONO + 0,07 +0,15 + 0,04 +0,14 +0,21 +0,1
(10%/ul) Sel 6 0,39 0,41 0,53 0,49 0,41 0,44
+ 0,29 + 0,31 +0,3 +0,21 +0,13 +0,12
Kon 6 0,15 0,17 0,23 0,2 0,25 0,15
#EOS +0,13 + 0,09 +0,12 +0,13 +0,29 + 0,08
(10%/ul) Sel 6 0,15 0,16 0,23 0,23 0,2 0,14
+0,16 +0,13 +0,23 +0,15 +0,11 + 0,06
Kon 6 0,1 0,08 0,06 0,06 0,06 0,08
+ 0,04 + 0,06 +0,02 +0,01 +0,02 + 0,01
#BASO
(10%/ul) Sel 6 0,09 0,11 0,07 0,08 0,06 0,1
+0,05 +0,05 +0,04 +0,05 +0,01 + 0,04
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Wskaznik Grupa N Dzien doswiadczenia
0 1 7 14 21 30
Kon 6 0,14 0,13 0,23 0,11 0,1 0,08
#LUC + 0,03 + 0,09 +0,22 + 0,08 +0,05 + 0,03
(10%/ul) Sel 6 0,14 0,09 0,17 0,16 0,1 0,08
+ 0,07 + 0,05 +0,12 +0,14 + 0,04 + 0,04
Kon 6 8,58 8,04 7,92 8,4 8,77 9,9
RBC + 1,03 + 0,68 +0,75 + 0,83 + 0,68 + 0,88
(108/ul) Sel 6 8,77 8,62 8,6 9,09 9,66 10,47
+ 0,83 + 1,05 + 0,76 + 0,64 +0,71 +0,93
Kon 6 10,97 9,85 8,2 8,63 8,33 9,57
HGB + 1,77 + 1,34 +1,29 + 1,47 +1,52 + 1,49
(o/DI) Sel 6 11,6 11,13 9,32 9,5 9,5 10,28
+1,5 + 1,82 + 1,41 + 1,37 + 1,08 + 0,61
Kon 6 31,28 28,85 24,64 24,88 24,22 27,37
HCT + 4,37 + 3,44 + 3,48 + 3,96 + 3,85 + 341
(%) Sel 6 32,22 31,78 27,45 27,23 26,65 28,71
+ 3,59 +42 +3,53 +3,21 +2.96 +1,65
Kon 6 36,43 35,87 30,96 29,57 27,57 27,88
MCV +1,95 +2,09 +1,69 +3,18 + 3,44 +4,27
(fL) Sel 6 36,75 36,83 31,93 29,9 27,58 27,59
+2 +1,76 +2.74 +2.42 +2,52 +2.52
Kon 6 12,77 12,22 10,26 10,28 9,5 9,75
MCH +0,89 + 0,83 +0,68 +1,37 + 1,53 + 1,81
(pg) Sel 6 13,2 12,87 10,78 10,43 9,83 9,87
+ 0,86 + 1,03 + 1,14 +1,16 +0,99 + 0,98
Kon 6 35 34,05 33,2 34,63 34,274 34,8
MCHC +0,73 +0,91 +0,52 +1,13 +1,24 +1,77
(g/dL) Sel 6 35,95 34,95 33,78 34,78 35,628 35,78
+ 0,83 +1,22 +0,93 +1,2 + 0,62 + 1,08
Kon 6 23,88 24,6 22,3 25,82 24,85 22,8
RDW + 2,64 +2,77 +10,14 +2,06 +2,.2 + 1,98
(%) Sel 6 26,05 25,88 29,02 27,9 24,87 25,29
+2 .81 + 1,64 +4,62 +4.32 +3,07 +4,27
Kon 6 2,56 2,44 2,63 2,74 2,73 2,7
HDW +0,22 +0,15 + 0,26 +0,2 +0,22 +0,32
(g/dL) Sel 6 2,65 2,44 2,59 2,67 2,59 2,6
+0,3 +0,19 +0,34 +0,43 +0,27 + 0,24
Kon 6 969,83 878,33 937,8 762,83 1287,83 848,44
PLT +261,43 + 162,37 +297,22 + 230,63 +401,6 + 267,98
(10%/u) Sel 6 903,83 680 745 910,33 826 875,08
+ 235,04 + 271,74 + 256,13 + 156,67 + 252,67 + 144,31
Kon 6 55 5,17 4,86 5,23 6,23 5,54
MPV +0,17 +0,23 +0,2 +0,29 +0,61 + 0,81
(fL) Sel 6 5,63 5,32 5,18 5,27 6 51
+0,45 +0,67 +0,61 +0,34 +0,75 + 0,35

Rdznice istotne statystycznie pomiedzy grupami na poziomie p < 0,05 oznaczono literami A-B
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Tabela 5. Wyniki badan morfologicznych grupy kontrolnej i do§wiadczalnej u kozlgt w 0., 1.,
7.,14., 21., 30. dniu do$wiadczenia.

Wskaznik Grupa N Dzien doswiadczenia
0 1 7 14 21 30
Kon 6 6,96 7,9 7,9 11,8 12,34 12,26
WBC +1,8 +1,2 + 0,94 +2.85 +2,31 +2.71
(10%/u) Sel 6 7,31 10,11 11,07 11,48 11,56 15,95
+2,32 +2,54 +4,12 +3,92 +2,67 +4,54
Kon 6 32,08 20,85 20,15 34,15 37,68 36,98
%NEUT +11,85 + 10,01 +3,92 +11,35 +9,94 +7,82
(%) Sel 6 24,92 17,08 26,02 33,07 67,55 28,78
+6,29 +3,43 +9,56 + 8,28 +90,55 + 10,07
Kon 6 4,07 5,77 5,85 6,99 7,2 6,97
%LYMPH +0,84 +1 +0,73 + 1,03 + 1,89 + 1,34
(%) Sel 6 5,19 7,94 7,51 7,06 7,68 10,93
+2,01 +2,19 +2,62 +2,42 +2,13 +4,39
Kon 6 4,55 3,2 3,33 2,67 2,1 2,75
% MONO + 1,59 +22 +2.82 + 0,95 +0,44 +0,62
(%) Sel 6 2,9 2,28 2,38 2,72 2,33 1,97
+ 0,94 + 1,07 +2,14 +1,13 +0,95 + 0,41
Kon 6 0,38 0,72 0,65 0,55 0,6 0,77
%EOS +0,19 + 0,38 + 0,57 +0,27 +0,33 +0,41
(%) Sel 6 0,52 0,62 0,92 0,38 0,58 0,78
+ 0,37 + 0,35 +1,1 + 0,29 + 0,66 + 0,47
Kon 6 2 1,43 1,28 0,9 0,82 0,87
%BASO + 1,02 +0,3 +0,5 +0,23 +0,17 +0,23
(%) Sel 6 1,8 1,4 1,27 1,12 0,9 1,05
+ 0,66 +0,32 +0,29 +0,31 +0,24 + 0,26
Kon 6 0,73 0,33 0,43 0,7 0,42 0,55
%LUC + 0,87 +0,21 +0,55 +0,18 +0,19 +0,19
(%) Sel 6 0,33 0,33 0,28 0,73 0,33 0,5
+0,12 +0,16 +0,17 +0,43 +0,14 +0,32
Kon 6 2,37 1,68 1,59 4,27 4,67 4,6
#NEUT + 1,24 +0,91 +0,36 +2.24 + 1,66 + 1,75
(10%/ul) Sel 6 1,73 1,7 2,98 3,86 3,4 4,31
+ 0,38 +0,43 +1,42 +1,59 +0,84 +0,97
Kon 6 4,07 5777 5,85 6,99 7,2 6,97
#LYMPH + 0,84 +1 +0,73 + 1,03 + 1,89 + 1,34
(10%/ul) Sel 6 5,19 7,948 7,51 7,06 7,68 10,93
+2,01 +2,19 +2,62 +2,42 +2,13 +4,39
Kon 6 0,3 0,26 0,27 0,3 0,26 0,34
#MONO +0,11 +0,16 + 0,24 +0,1 +0,07 +0,12
(10%/ul) Sel 6 0,22 0,23 0,33 0,3 0,27 0,32
+0,11 +0,1 + 0,45 +0,13 +0,12 +0,15
Kon 6 0,03 0,06 0,05 0,07 0,07 0,09
#EOS + 0,01 + 0,03 + 0,04 + 0,04 +0,02 + 0,03
(10%/ul) Sel 6 0,03 0,06 0,09 0,06 0,08 0,38
+ 0,01 + 0,04 +0,1 + 0,04 +0,1 + 0,65
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Wskaznik Grupa N Dzien doswiadczenia
0 1 7 14 21 30
Kon 6 0,14 0,12 0,1 0,1 0,11 0,11
HBASO + 0,09 + 0,04 + 0,04 + 0,03 + 0,03 + 0,04
(10%/ul) Sel 6 0,12 0,12 0,14 0,13 0,1 0,18
+0,03 + 0,06 + 0,07 + 0,05 +0,02 + 0,09
Kon 6 0,05 0,03 0,04 0,08 0,05 0,07
#LUC +0,07 +0,02 + 0,04 +0,01 + 0,03 + 0,03
(10%/ul) Sel 6 0,03 0,03 0,03 0,06 0,04 0,08
+ 0,01 + 0,01 + 0,03 + 0,04 +0,01 + 0,08
Kon 6 10,52 11,72 12,13 12,39 13,37 14,35
RBC +0,79 +1,03 +1,78 +1,28 +1,28 +1,78
(10%/ul) Sel 6 10,05 11,47 12,27 12,8 14,07 15,15
+1,5 +0,97 + 1,27 + 1,38 +1,38 +1,5
Kon 6 9,55 10,2 9,67 8,98 8,8 8,95
HGB +1,32 +1,53 +1,4 +0,77 +1 + 1,15
(o/DI) Sel 6 8,4 8,92 9,2 8,9 8,97 9,28
+1,3 +1,32 +1,31 +0,95 +0,73 + 0,83
Kon 6 39,32 42,58 39,22 36,65 35,73 36,03
HCT + 4,84 + 6,02 +6,13 + 3,43 +4,39 + 5,05
(%) Sel 6 93,73 36,78 37,02 35,87 36,7 37,35
+ 150,32 +3,97 +3,94 +3,62 +1,94 +2.75
Kon 6 37,37 36,324 32,4 29,67 26,72 25,08
MCV + 3,38 +3.4 +2,82 +2,19 +1,9 +1,5
(fL) Sel 6 33,7 32,038 30,28 28,12 26,22 24,75
+2,77 +1,5 + 3,63 + 2,34 + 1,84 +1,23
Kon 6 9,07 8,68~ 8,02 7,25 6,6 6,25
MCH +0,8 + 0,74 + 0,76 + 0,65 +0,41 +0,43
(p9) Sel 6 8,42 7,738 7,53 6,97 6,4 6,15
+ 0,75 + 0,55 + 0,96 +0,71 + 0,63 + 0,43
Kon 6 24,32 23,95 24,72 245 24,67 24,88
MCHC + 0,69 +0,7 +0,5 + 0,47 +0,63 +0,8
(g/dL) Sel 6 24,92 24,18 24,82 24,73 24,38 24,8
+ 1,07 +1,12 + 1,04 +0,76 + 1,08 + 0,85
Kon 6 39,07 40,45 42,97 40,63 37,23 34,75
RDW +2.19 +£26 +3,38 +4.75 +5095 +4,46
(%) Sel 6 42,2 44,67 41,88 37,98 77,73 33,43
+44 +64 +6,31 + 6,24 + 105,15 +5,24
Kon 6 4,22 4,347 4,23 3,82 3,61 3,71
HDW +0,24 + 0,25 +0,19 +0,18 +0,21 +0,21
(g/dL) Sel 6 4,65 5,238 4,38 3,86 3,51 3,76
+0,7 +1,31 +0,42 +0,22 +0,2 +0,32
Kon 6 1286,33 1340,33 1218,83 1015,67 987,17 913,33
PLT +311,42 + 372,44 +29326 + 341,75 + 126,81 + 119,66
(10%/ul) Sel 6 1458,5 1382,5 1119,17 1096,83 1115 962,67
+ 573,72 +480,9 + 320,96 + 132,96 + 124,75 + 230,83
Kon 6 7,77 7,67 8,28 8,03 8,02 8,42
MPV +0,12 +0,1 +0,13 +0,16 +0,15 +0,1
(fL) Sel 6 7,92 7,78 8,22 8,12 7,97 8,43
+0,18 +0,16 +0,28 +0,28 +0,16 +0,2

Roznice istotne statystycznie pomi¢dzy grupami na poziomie p < 0,05 oznaczono literami A-B
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Rycina 1. Wskaznik MCHC (g/dL) u jagniat grupy kontrolnej i doswiadczalnej. Wartosci

istotne na poziomie p <0,05 zostaly oznaczone *.

36 -

MCHC (g/dL)

33

® KON
A SEL

=

7

T T T

14 21 30

Dzieh doswiadczenia

Rycina 2. Wskaznik #LYMPH (10%/ul) u kozlat grupy kontrolnej i do§wiadczalnej. Wartosci

istotne na poziomie p <0,05 zostaly oznaczone *.
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Rycina 3. Wskaznik MCH (pg) u kozlat grupy kontrolnej i doswiadczalnej. Warto$ci istotne na

poziomie p <0,05 zostaty oznaczone *.
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Rycina 4. Wskaznik MCV (fL) u kozlat grupy kontrolnej i do§wiadczalnej. Wartosci istotne na
poziomie p <0,05 zostaty oznaczone *.
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Rycina 5. Wskaznik HDW (g/dL) u kozlat grupy kontrolnej i doswiadczalnej. Wartosci istotne

na poziomie p <0,05 zostaty oznaczone *.
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6.2  Wyniki badan biochemicznych krwi

Wyniki badan biochemicznych krwi przedstawiono w Tabelach 3. i 4. oraz Rycinach 6.

Suplementacja seleninotriglicerydéw nie wptyneta znaczaco na wigkszos¢ badanych
parametrow biochemicznych krwi u jagniat oraz kozlat. Wskaznikami, ktore wykazaly istotne
réznice miedzy grupami byta aktywno$¢ AST u jagnigt w 1. dniu do$§wiadczenia, bedaca
statystycznie nizsza w grupie suplementowanej (p<0,05) (Tabela 6., Rycina 6.) oraz aktywnos$¢
GGT u kozlat, ktérej poziom byl znaczaco wyzszy w grupie kontrolnej w 7., 21. i 30.dniu
doswiadczenia (p<0,05) (Tabela 7., Wykres 7.) W 30. dniu do§wiadczenia wykazano rowniez
istotnie wyzszy poziom aktywno$ci AST u kozlat grupy dos§wiadczalnej (p<0,05) (Tabela 7.,
Rycina 8.).
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Tabela 6. Wyniki badan biochemicznych grupy kontrolnej i do§wiadczalnej jagniat w 0., 1.,

7., 14., 21., 30 dniu doSwiadczenia.

Wskaznik Grupa N Dzien doswiadczenia
0 1 7 14 21 30
Kon 6 6,86 7,02 6,44 5,87 5,44 4,78
GLUC + 0,62 + 0,49 +1,25 +1,29 +0,68 + 0,54
(mmol/l) Sel 6 6,48 6,61 6,45 5,95 5,06 5,26
+0,27 + 0,38 + 0,76 + 0,86 +0,9 +1,11
Kon 6 31,27 31,18 32,07 31,9 32,13 33,33
ALB +1,31 +1,57 +2.23 +2.55 +1,17 +2.12
(o) Se 6 29,32 29,88 32,08 31,43 32,78 33,58
+1,7 +2,06 +0,99 +1,86 +0,37 +1,85
Kon 6 63,83 61,48 60,82 60,83 59,7 61,13
TP +4,61 +4.91 +4,88 +5,35 +5,19 +5,61
(a/h Se 6 60,33 59,65 58,63 57,92 58,53 60,72
+5.47 +3.97 +3.37 +4.71 +1,94 222
Kon 6 4,63 4,97 4,7 4,98 4,82 6,35
UREA +0,75 +0,6 + 0,64 +0,54 + 0,62 + 1,51
(Mmol/l) Sel 6 4,87 4,87 5,15 5,48 5,13 6,32
+0,31 +0,41 +0,45 +0,79 +0,42 +43]
Kon 6 37,21 39,47 44,01 53,97 59,41 79,7
CREA +12,21 + 10,55 +12,16 + 10,54 + 22,65 + 16,96
(umol/l) Sel 6 36,33 37,61 44,85 50,29 55,63 75,4
+10,86 +8.,16 +10,87 +12,32 + 15,72 + 12,09
Kon 6 66,33 694 57,33 54,67 54,83 79,33
AST (ull + 8,45 +9,55 +10,37 +132 +16,46 +43,.28
Sel 6 59,17 588 53,17 62,5 54,5 71
+ 6,18 + 6,87 +7,19 + 30,59 + 17,67 + 13,86
Kon 6 1125,5 966,17 792,17 679,83 426 307,96
ALP + 358,73 + 265,52 + 172,01 + 203,25 + 186,86 + 158,03
(u/l) Sel 6 927,67 876,5 718,5 609,67 465,5 432,67
+ 144,58 + 163,91 + 150,86 + 151,72 + 153,24 + 70,7
Kon 6 459,83 355,67 186,17 144,83 99,67 85,5
GGT + 228,11 + 168,71 + 68,94 + 48,83 +17,03 + 18,77
(u/l) Sel 6 386,5 298,17 146,5 117,5 87,67 88,67
+279,7 + 203,24 + 66,75 +455 +17,48 + 14,54
Kon 6 1364,17 1362 1186,5 1132 1001,33 1014,5
LDH +143,34 +84 +143,83 +190,38 +122,45 +161,09
(u/ Sel 6 1247 1263 1169,33 1133,33 995,67 1095,33
+169,64 +162,94 +94,99 +156,18 +216,66 +94,07

Roznice istotne statystycznie pomiedzy grupami na poziomie p < 0,05 0znaczono literami A-B

49



WYNIKI

Tabela 7. Wyniki badan biochemicznych grupy kontrolnej i doswiadczalnej kozlat w 0., 1., 7.,

14., 21., 30 dniu doswiadczenia.

Wskaznik Grupa N Dzien doswiadczenia
0 1 7 14 21 30
Kon 6 4,39 47 5 49 4,44 4,35
GLUC + 0,24 +0,32 +0,55 + 0,54 + 0,69 + 0,89
(mmol/l) Sel 6 51 5,24 5,37 5,39 4,37 4,44
+0,84 +0,91 + 1,08 + 0,35 + 0,65 + 0,49
Kon 6 35,35 34,75 34,15 33,5 32,08 32,07
ALB +1,49 +1,67 +2.01 +1,55 +1,23 +1,34
(o) Sel 6 36,03 35,53 35,03 33,87 32,37 32,15
+1,21 +1,64 +2.13 +2.45 +2,45 +1,75
Kon 6 53,6 52,33 51,05 50,8 49,2 49,52
TP +5,81 +5,34 +5,06 +3 +2.35 +2,67
(a/h Sel 6 56,47 55,12 53,77 52,78 51,63 51,63
+6,02 +6,02 +6,24 46,13 +4.95 +537
Kon 6 39,17 44,2 49,22 50,38 43,15 46,19
CREA +11,42 + 14,24 +17,6 + 13,61 + 16,48 + 9,81
(umol/l) Sel 6 43,11 43,47 43,83 43,26 48,26 39,27
+ 15,59 +13,27 +12,95 +9.28 + 15,34 + 12,66
Kon 6 6,33 5,46 4,58 3,72 4,92 4,52
UREA + 2,05 +1,36 + 0,88 + 0,86 +1,31 + 1,43
(Mmol/l) Sel 6 6,92 5,99 5,07 4,25 3,75 4,63
+1,82 +1,47 +1,22 +1,37 +1 +0,92
Kon 6 104,5 92,5 80,5 82,67 66,83 55,834
AST (ull +30,61 +16,01 +10,33 +11,96 +17,5 +29.46
Sel 6 76,67 77,83 79 84,33 64,83 878
+ 27,93 + 26,59 +26,9 +19,93 + 23,06 +10,35
Kon 6 596 505,25 4145 282,17 230,33 228,33
ALP + 286,46 + 231,83 + 179,49 + 114,04 + 63,3 + 58,54
(u/l) Sel 6 715,17 570,08 425 284,33 223,17 149,17
+ 131,82 + 121,81 +122.8 +112,92 + 138,02 + 83,32
Kon 6 54,17 50,25 46,33~ 44,83 45,17A 474
GGT + 6,31 +4.23 +2,66 + 3,49 +2,23 +4,29
(u/l) Sel 6 43,83 41,83 39,838 40,17 40,338 41,178
+ 9,58 + 6,98 +5,49 + 5,98 + 3,33 +2,93
Kon 6 768,67 757,42 746,17 528,17 557,5 605,67
LDH +445,18 +263,75 +123,58 +74,67 +137,65 +96,38
(u/ Sel 6 703 698,92 694,83 548,17 548,17 567,17
+115,87 +124,9 +141,19 +97,09 +139,36 +83,79

Roznice istotne statystycznie pomiedzy grupami na poziomie p < 0,05 oznaczono literami A-B
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Rycina 6. Aktywnos$¢ AST (u/l) u jagniat grupy kontrolnej i doswiadczalnej. Wartosci istotne

na poziomie p <0,05 zostaty oznaczone *.
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Rycina 7. Aktywnos¢ GGT (u/l) u kozlat grupy kontrolnej i doswiadczalnej. Wartosci istotne

na poziomie p <0,05 zostaty oznaczone *.
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Rycina 8. Aktywnos¢ AST (u/l) u kozlat grupy kontrolnej i do§wiadczalnej. Warto$ci istotne

na poziomie p <0,05 zostaty oznaczone *.
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6.3  Wyniki badania aktywno$ci peroksydazy glutationowej (GPX) i dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD)

6.3.1 Aktywnos¢ peroksydazy glutationowej i dysmutazy ponadtlenkowej u jagniat.
Aktywnos¢ GPX u jagniat przedstawia Tabela 8. oraz Ryciny 9. i 10.

Aktywno$¢ GPX u jagniat po suplementacji seleninotriglicerydami byta istotnie wyzsza
w poroéwnaniu do jagnigt grupy kontrolnej. Aktywnos¢ GPX grupy doswiadczalnej osiggneta
najwyzszy poziom 14. dnia eksperymentu (338, 94 + 36,19 1U/gHB, p<0,05). Aktywno$¢ GPX
u jagniagt grupy kontrolnej utrzymywata si¢ na porownywalnym poziomie w trakcie calego

eksperymentu.

Aktywno$¢ SOD po suplementacji seleninotriglicerydami byta istotnie wyzsza w
poréwnaniu do kozlagt grupy kontrolnej w 1., 7., 14., 21. oraz 30. dniu eksperymentu.
Aktywno$¢ SOD grupy badawczej osiagneta najwyzszy poziom 7. dnia eksperymentu (726,25
+ 53,59 1U/ml, p<0,05). Natomiast aktywnos$¢ SOD u jagniat grupy kontrolnej utrzymywata si¢

na poréwnywalnym poziomie w trakcie catego eksperymentu.

Tabela 8. Wyniki badan GPX i SOD grupy kontrolnej i do§wiadczalnej jagniat w 0., 1., 7., 14.,

21., 30 dniu doSwiadczenia.

Wskaznik Grupa N Dzien doswiadczenia
0 1 7 14 21 30
Kon 6 126,16 141,337 164,557 166,757 170,64 148,517
GPX + 16,61 +17,19 + 39,08 + 30,81 +22,75 +32,23
(IU/gHB) Sel 6 114,4 243,898 319,268 338,948 258,578 263,288
+11,16 +43,34 + 47,51 + 36,19 + 43,68 + 41,45
Kon 6 353,16 347,434 353,484 321,474 345,884 354,874
SOD +31,5 +29,84 + 12,97 +10,26 +22,28 + 14,34
(J/ml) 346,36 572,328 726,258 713,568 657,748 653,038
Sel 6
+19,75 + 86,53 + 53,59 +194,4 + 54,48 + 104,34

Rodznice istotne statystycznie pomiedzy grupami na poziomie p < 0,05 oznaczono literami A-B
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Rycina 9. Aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej (GPX) u jagnigt grupy kontrolnej i

doswiadczalnej. Wartosci istotne na poziomie p <0,05 zostaly oznaczone *.

* * * * *
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Rycina 10. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) u jagniat grupy kontrolnej i

doswiadczalnej. Warto$ci istotne na poziomie p <0,05 zostaly oznaczone *.
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6.3.2 Aktywnosc¢ peroksydazy glutationowej | dysmutazy ponadtlenkowej u kozlat
Aktywnos¢ GPX u kozlat przedstawia Tabela 9 oraz Ryciny 11. i 12.

Aktywnos$¢ GPX u koZlat po suplementacji seleninotriglicerydami byta istotnie wyzsza
w poréwnaniu do kozlat grupy kontrolnej. Aktywnos¢ GPX grupy badawczej charakteryzowata
si¢ stalym wzrostem przez caty okres doswiadczenia i osiagne¢ta najwyzszy poziom w 21. dnia
300,49 + 58,55 IU/gHB (p<0,05). Natomiast aktywnos¢ GPX u kozlat grupy kontrolnej

utrzymywata si¢ na poréwnywalnym poziomie w trakcie catego eksperymentu.

Aktywnos¢ SOD u kozlgt suplementowanych seleninotriglicerydami w poréwnaniu do
kozlat grupy kontrolnej byta istotnie wyzsza od 7 dnia do konca do$wiadczenia. Aktywno$¢
SOD grupy badawczej osiggneta najwyzszy poziom 30. dnia eksperymentu (753,71 + 47,27
IU/ml, p<0,05). Aktywnos¢ SOD u kozlat grupy kontrolnej utrzymywata si¢ na

porownywalnym poziomie w trakcie catego eksperymentu.

Tabela 9. Wyniki badan GPX i SOD grupy kontrolnej i do§wiadczalnej kozlat w 0., 1., 7., 14.,

21., 30 dniu doSwiadczenia.

Wskaznik Grupa N Dzien doswiadczenia
0 1 7 14 21 30

Kon 6 104,84 97,194 105,194 112,474 122,374 135,084

GPX + 28,69 + 24,01 + 18,23 +21,93 + 26,5 + 25,31
(IU/gHB) Sel 6 100,31 158,288 205,88 241,18 300,489 299,598

+ 22,65 + 23,59 + 38,76 + 35,15 + 58,55 + 44,7
Kon 6 356,24 360,594 369,394 365,744 372,524 322,384

SOD + 14,72 + 14,03 +22,95 + 18,38 + 22,25 +17,85
(1U/ml) Sel 6 307,6 310,998 665,458 624,118 703,248 753,718
+ 13,94 + 28,28 + 30,88 + 39,94 +101,9 +47,27

Rdznice istotne statystycznie pomiedzy grupami na poziomie p < 0,05 oznaczono literami A-B
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Rycina 11. Aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej (GPX) u kozlat grupy kontrolnej i

doswiadczalnej. Wartosci istotne na poziomie p <0,05 zostaly oznaczone *.
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Rycina 12. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) u kozlat grupy kontrolnej i

doswiadczalnej. Wartosci istotne na poziomie p <0,05 zostaly oznaczone *.
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6.4  Wyniki badania stezenia selenu w surowicy krwi jagniat i kozlat

WYNIKI

Wyniki badan stgzenia selenu w surowicy krwi u jagniat i kozlat przedstawia Tabela 7.

Suplementacja jagniat roztworem seleninotriglicerydéw spowodowata znaczacy wzrost

stezenie selenu w surowicy grupy doswiadczalnej w poréwnaniu z grupa kontrolng (p<0,05) w

1., 7., 14., 21. 1 30. dniu doswiadczenia (Tabela 10.). Podobnie u kozlat suplementowanych

seleninotriglicerydami zaobserwowano znaczaco wyzsze stezenie selenu w surowicy grupy

doswiadczalnej w poroéwnaniu z grupg badang (p<0,05) w 1., 7., 14., 21. i 30. dniu

doswiadczenia (Tabela 11.). Najwyzsze stezenie selenu w grupie doswiadczalnej zanotowano

w 7 dniu do$wiadczenia zarowno w przypadku jagniat, jak i kozlat, przy czym najwyzsza

warto$¢ siggajaca 509,33 £200,16 png/l zaobserwowano w grupie doswiadczalnej kozlat.

Tabela 10. Wartos¢ stezenia Se (ug/l) w grupie kontrolnej i do§wiadczalnej u jagnigt w dniu 0.,

1.,7.,14., 21. 130 do$Swiadczenia

Wskaznik Grupa N Dzien doswiadczenia
0 1 7 14 21 30
Kon 6 76,22 73,577 94,78 A 72,834 73,684 87,354
Se (ug/l) +7,12 +9,54 +25,75 +14,67 +12,59 +15,13
He Sel 6 70,75 393,028 464,588 370,838 171,598 136,638
+25,91 +98,65 +205,51 +146,04 +23 +22.6

Roznice istotne statystycznie pomigdzy grupami na poziomie p < 0,05 oznaczono literami A-B

Tabela.11 Warto$¢ stezenia Se (ug/l) w grupie kontrolnej i doswiadczalnej u kozlat w dniu 0.,

1.,7.,14.,21. 130 doswiadczenia.

Wskaznik Grupa N Dzien doswiadczenia
0 1 7 14 21 30
kon 6 64,75 56,85~ 57,13~ 51,824 53,93~ 62,18~
Se (ug/) +10,65 +6 ,95 +13.28 +8,7 + 6,45 +8,67
cueg Sel 6 60,25 372,128 509,338 170,758 122,338 118,988
+22,61 +133,33 + 200,16 + 41,80 + 34,65 + 25,09

Roznice istotne statystycznie pomi¢dzy grupami na poziomie p < 0,05 oznaczono literami A-B
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Rycina 12. Stezenie selenu (Se pg/l) u jagniagt grupy kontrolnej i do§wiadczalnej. Wartosci

istotne na poziomie p <0,05 zostaly oznaczone *.

* * * * *
600 ® KON T

540 1 A SEL
480 1
420 1

0 1 7 14 21 30
Dzien doswiadczenia

Rycina 13. Stgzenie selenu (Se pg/l) u kozlat grupy kontrolnej i doswiadczalnej. Wartosci

istotne na poziomie p <0,05 zostaly oznaczone *.
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6.5  Wyniki badan histopatologicznych

W grupie kontrolnej jagnigt w 4 na 6 badanych zwierzat obserwowano odcinkowe
szkliwienie sarkoplazmy z zanikiem poprzecznego prazkowania mi¢$nia najdtuzszego grzbietu
m. longisimus dorsi (Fot. 1.) oraz mig$nia dwuglowego uda m. biceps femoris (Fot. 2.)
barwionych metodg HE. W 1 z 6 badanych jagniat grupy kontrolnej w probkach migsénia
najdtuzszego grzbietu, jak i mig$nia dwuglowego uda, oprocz odcinkowego szkliwienia z
zanikiem poprzecznego prazkowania, w pojedynczych witdknach migsniowych
zaobserwowano takze odcinkowg martwice widkien z rozpadem grudkowym sarkoplazmy i
naciekiem makrofagow, limfocytow oraz pojedynczych eozynofilii, (Fot. 3., 4.). W barwieniu
HBFP, u tych samych jagniat nalezacych do grupy kontrolnej, stwierdzano podobne zmiany
charakteryzujace si¢ obecnoscig wtdkien migsniowych z zanikiem poprzecznego prazkowania
1 szkliwieniem sarkoplazmy oraz obecnos$cia pobudzonych komoérek miogenicznych i komorek
fagocytarnych (Fot. 5., 6.). Nie obserwowano takich zmian w grupie do§wiadczalnej, jak i w

badanych fragmentach mi¢$nia sercowego w grupie kontrolnej i dos§wiadczalnej jagniat.

W barwieniu HE, w grupie kontrolnej kozlat, rowniez stwierdzono zmiany w obrazie
histopatologicznym badanych fragmentoéw tkanki mi¢§niowej mig¢snia najdtuzszego grzbietu
(m. longisimus dorsi) i dwugtowego uda (m. biceps femoris) (Fot. 7., 8.). Obserwowano u nich
odcinkowe szkliwienie sarkoplazmy z zanikiem poprzecznego prazkowania. Barwieniem
HBFP (Fot. 9.,10.) u tych samych kozlat nalezacych do grupy kontrolnej, stwierdzano podobne
zmiany charakteryzujace si¢ rozlegla martwicg catych widkien mig$niowych z rozpadem
sarkoplazmy 1 zanikiem poprzecznego prazkowania oraz obecno$cig pobudzonych komorek
miogenicznych 1 komodrek fagocytarnych. Nie obserwowano takich zmian w grupie
doswiadczalnej, jak i w badanych fragmentach migsnia sercowego w grupie kontrolnej, a takze

wszystkich probach pobranych od grupy doswiadczalnej koZlat.
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Fot. 1. Zmiany patologiczne w mig$niu najdtuzszym grzbietu (m. longisimus dorsi) u jagnigcia.

Widoczne odcinkowe szkliwienie sarkoplazmy z zanikiem poprzecznego prazkowania

(strzatka). Barwienie HE. Pow.20x.
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100 pm

Fot. 2. Zmiany patologiczne w mig$niu dwugtowym uda (m. biceps femoris) u jagnigcia.

Widoczne odcinkowe szkliwienie sarkoplazmy z zanikiem poprzecznego prazkowania

(strzatka). Barwienie HE. Powigkszenie 20x.
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Fot. 3. Zmiany patologiczne w mig$niu najdtuzszym grzbietu (m. longisimus dorsi) u jagniecia.

Widoczne obszary odcinkowego szkliwienia z zanikiem poprzecznego prazkowania, w
pojedynczych witoknach migsniowych zaobserwowano takze odcinkowa martwice wiokien z
rozpadem grudkowym sarkoplazmy i naciekiem makrofagow, limfocytow, pojedynczych

eozynofilii (strzatka). Barwienie HE. Powigkszenie 40x.

62



WYNIKI

Fot. 4. Zmiany patologiczne w mig$niu dwugtowym uda (m. biceps femoris) u jagnigcia.

Widoczne wldkna migsniowe z zanikiem poprzecznego prazkowania i1 szkliwieniem
sarkoplazmy oraz obecnoscig pobudzonych komoérek miogenicznych i komorek fagocytarnych.

Barwienie HBFP. Powigkszenie 60x.
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Fot. 5. Zmiany patologiczne w mig$niu najdtuzszym grzbietu (m. longisimus dorsi) u jagni¢cia.

Widoczne obszary odcinkowego szkliwienia z zanikiem poprzecznego prazkowania, w
pojedynczych witoknach migsniowych zaobserwowano takze odcinkowa martwice wiokien z
rozpadem grudkowym sarkoplazmy i naciekiem makrofagow, limfocytow, pojedynczych

eozynofilii (strzatka). Barwienie HBFP. Powigkszenie 40x.
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Fot. 6. Zmiany patologiczne w mig$niu najdtuzszym grzbietu (m. longisimus dorsi) u jagniecia.

Widoczne wldkna migsniowe z zanikiem poprzecznego prazkowania i1 szkliwieniem
sarkoplazmy oraz obecnos$cig pobudzonych komorek miogenicznych i komoérek fagocytarnych

(strzatka). Barwienie HBFP. Powigkszenie 40x
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Fot. 7. Zmiany patologiczne w migséniu najdtuzszym grzbietu (m. longisimus dorsi) u kozlecia.

Widoczne odcinkowe szkliwienie sarkoplazmy z zanikiem poprzecznego prazkowania

(strzatka). Barwienie HE. Powigkszenie 40x.
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100 pm

Fot. 8. Zmiany patologiczne w migéniu dwugtowym uda (m. biceps femoris) u kozlecia.
Widoczne odcinkowe szkliwienie sarkoplazmy z zanikiem poprzecznego prazkowania

(strzatka). Barwienie HE. Powigkszenie 20x.
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100 pm

Fot. 9. Zmiany patologiczne w migséniu najdtuzszym grzbietu (m. longisimus dorsi) u kozlecia.
Widoczne odcinkowe szkliwienie sarkoplazmy z zanikiem poprzecznego prazkowania,
rozlegta martwica calych wildkien miesniowych z rozpadem sarkoplazmy i zanikiem
poprzecznego prazkowania oraz obecnos$cig pobudzonych komoérek miogenicznych i komoérek

fagocytarnych (strzatka). Barwienie HBFP. Powigkszenie 20x.
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Fot. 10. Zmiany patologiczne w mig$niu dwugtowym uda (m. biceps femoris) u kozlecia.

Widoczne odcinkowe szkliwienie sarkoplazmy z zanikiem poprzecznego prazkowania,
rozlegta martwica calych wildkien miesniowych z rozpadem sarkoplazmy i zanikiem
poprzecznego prazkowania oraz obecnoscig pobudzonych komorek miogenicznych i komorek

fagocytarnych (strzatka). Barwienie HBFP. Powigkszenie 60x.
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6.6  Wyniki badan genetycznych

6.6.1 Wyniki badan ekspresji genow GPX1 oraz SOD1 w tkance mig$niowej migénia

najdtuzszego grzbietu (m. longisimus dorsi) u jagniat.

W przypadku mig$nia najdtuzszego grzbietu (m. longisimus dorsi) u jagnigt nie
stwierdzono istotnych zmian w ekspresji genow GPX1 i SOD1. W warunkach ekspozycji na
selen w grupie doswiadczalnej obserwowano niewielki wzrost aktywnosci ekspresji genu
SOD1 (p>0.1) oraz spadek ekspresji genu GPX1 (p>0.1) w 30. dniu do$wiadczenia. (Rycina
14.)

Rycina 14. Wyniki badan ekspresji gendéw GPX1 oraz SOD1 w tkance mig§niowej mi¢snia

najdtuzszego grzbietu (M. longisimus dorsi) u jagniat.
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6.6.2 Wyniki badan ekspresji genéw GPX1 oraz SOD1 w tkance mig$nia dwuglowego uda
(m. biceps femoris) u jagniat.

W wyniku badan tkanek mig$nia dwuglowego uda (m. biceps femoris) u jagnigt nie
stwierdzono istotnych zmian w ekspresji genow GPX1 oraz SOD1. W grupie doswiadczalne;j
jagniat zaobserwowano niewielki spadek aktywnosci ekspresji genu SOD1 (p>0.1) w 30 dniu
doswiadczenia. Aktywnosc¢ ekspresji genu GPX1 (p>0.1) byta porownywalna z grupa kontrolng

w 30. dniu do$wiadczenia (Rycina 15.).

Rycina 15. Wyniki badan ekspresji genéw GPX1 oraz SOD1 w tkance mig$nia dwuglowego
uda (m. biceps femoris) u jagniat.
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6.6.3 Wyniki badan ekspresji genow GPX1 oraz SOD1 w tkance mig$niowej migénia
sercowego u jagniat

W przypadku mig$nia sercowego u jagniat nie stwierdzono istotnych zmian w ekspresji
genéw GPX1 oraz SOD1. W grupie doswiadczalnej jagnigt zaobserwowano niewielki wzrost
aktywnosci ekspresji genu SOD1 (p>0.1) oraz spadek ekspresji genu GPX1 (p>0.1) w 30. dniu
doswiadczenia. (Rycina 16.)

Rycina 16. Wyniki badan ekspresji genow GPX1 oraz SOD1 w tkance mig$niowej mig$nia

sercowego u jagniat.
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6.6.4 Wyniki badan ekspresji genow GPX1 oraz SOD1 w watrobie u jagniat

W watrobie u jagnigt suplementowanych seleninotriglicerydami nie stwierdzono
istotnych zmian w ekspresji genéw GPX1 oraz SOD1. Po ekspozycji na selen u jagniat
zaobserwowano wzrost aktywnosci ekspresji genu SOD1 (p>0.1) oraz spadek ekspresji genu
GPX1 (p>0.1) w 30. dniu do$wiadczenia. (Rycina 17.)

Rycina 17. Wyniki badan ekspresji gendéw GPX1 oraz SOD1 w watrobie u jagniat.
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6.6.5 Wyniki badan ekspresji genéw GPX1 oraz SOD1 w tkance mig$nia dwuglowego uda
(m. biceps femoris) u koZlat.

W przypadku mig$nia dwuglowego uda (m. biceps femoris) nie zaobserwowano
istotnych réznic w ekspresji w przypadku genu GPX1, jak i SOD1. U kozlat grupy
doswiadczalnej zaobserwowano niewielki spadek aktywnosci ekspresji genu SOD1 (p>0.1)
oraz wzrost ekspresji genu GPX1 (p>0.1) w 30. dniu do§wiadczenia (Rycina 18.).

Rycina 18. Wyniki badan ekspresji genéw GPX1 oraz SOD1 w tkance migénia dwuglowego
uda (m. biceps femoris) u kozlat.
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6.6.6 Wyniki badan ekspresji gendw GPX1 oraz SOD1 w tkance mig$nia sercowego u kozlat.

W przypadku mig$nia sercowego u kozlat nie stwierdzono istotnych zmian w ekspresji
genu GPX1 oraz SOD1. U kozlat grupy doswiadczalnej zaobserwowano numeryczny spadek

ekspresji genu GPX1 oraz SOD1 (p>0.1) w 30. dniu doswiadczenia. (Rycina 19.)

Rycina 19.Wyniki badan ekspresji genow GPX1 oraz SOD1 w tkance mig¢$nia sercowego u
koZlat.
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6.6.7 Wyniki badan ekspresji genow GPX1 oraz SOD1 w watrobie u koZzlat.

W watrobie kozlat nie stwierdzono istotnych zmian w ekspresji genu GPX1 oraz SOD1.
W grupie doswiadczalnej kozlat zaobserwowano niewielki wzrost ekspresji genow GPX1 oraz
SOD1 (p>0.1) w 30. dniu doswiadczenia. (Rycina 20.)

Rycina 20. Wyniki badan ekspresji genoéw GPX1 oraz SOD1 w watrobie u kozlgta.
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7. Dyskusja

7.1.  Wplyw seleninotriglicerydow na wskazniki hematologiczne krwi

Badanie wykazalo, ze suplementacja seleninotriglicerydami nie wptywa znaczaco na
wigkszo$¢ wskaznikow morfologicznych krwi u kozlat i jagnigt. Wskaznikiem, ktory byt
znaczgco wyzszy u grupy doswiadczalnej w poréwnaniu z grupg kontrolng u jagnigt w 21. dniu
doswiadczenia byt MCHC. W trakcie do§wiadczenia nie zauwazono takich zmian w grupie
eksperymentalnej kozlat. Podobny wzrost MCHC w swoim badaniu, ale w odr6znieniu od
wynikow opisywanych w niniejszej pracy, u kozlat, zaobserwowali Barcelos i in. (2022).
Nalezy jednak podkresli¢, ze istotne zmiany wykazano jedynie w 21. dniu do$wiadczenia,
natomiast w kolejnych pobraniach nie zaobserwowano wplywu seleninotriglicerydow na

wskazniki morfologiczne krwi u jagniat.

Wskaznikami wykazujacymi istotne réznice (p<0,05) u kozlgt byla ogolna liczba
limfocytow (#LYMPH), MCV, MCH, HDW, ale jedyniec w 1 dniu do$wiadczenia. Na
podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowa¢, ze seleninotriglicerydy nie wplywaja
znaczaco na produkcje komorek krwi u koZlat i jagnigt. Podobne wyniki uzyskata (Zarczynska
i in., 2021) u cielat, gdzie jednokrotna suplementacja seleninotriglicerydami nie wptyneta
znaczgco na liczbe erytrocytow, leukocytow czy ptytek krwi. Fakt ten, potwierdzaja
wczesniejsze badania, ktére dowiodly, Ze suplementacja selenem w postaci nieorganicznej nie
stymuluje procesow erytropoezy zachodzacych w szpiku kostnym (Snarska i in., 2018).
Suplementacja selenu nie miala takze istotnego wptywu na erytrogram lub leukogram u cielat
(Bordignon i in., 2019), cielat bawotow (Shinde i in., 2009a), jagniat (Mohri i in., 2011) i koz
(Shiiin., 2018).

Uzyskane w opisywanych badaniach wlasnych wyniki sg rozne od otrzymanych w
innych badaniach przeprowadzonych na kozZlgtach i jagnigtach (Soliman, 2015, Barwary i in.,
2016, Mohamed i in., 2017, Khalid i Jasim, 2019), gdzie suplementacja nieorganicznymi
formami selenu miata istotny wptyw na wskazniki morfologiczne krwi. Moze by¢ to zwigzane
z wiekiem, stanem fizjologicznym, poziomem Se w diecie badanych zwierzat lub roznicami w

zrodtach selenu wykorzystanych w wyzej wymienionych badaniach (Shi i in., 2018).
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7.2.  Wplyw seleninotriglicerydow na wskazniki biochemiczne w surowicy.

W trakcie trwania do$wiadczenie nie zaobserwowano istotnych zmian dotyczacych
poziomu glukozy w surowicy. Podobne wyniki zaobserwowali inni autorzy (Dominguez-Vara
iin., 2009, Abbas, 2002). Z kolei badania (Jablonska i in., 2016) przeprowadzone na szczurach
wykazaly, ze selen moze wptywac na procesy glikemiczne w organizmie tj. reakcj¢ insulinowa,
glikoliz¢ i metabolizm pirogronianu. Podobnie Ebrahimi i in. (2009), zaobserwowali istotny
spadek poziomu glukozy u cielat pojonych mlekiem z dodatkiem organicznej formy selenu.
Wyzej wymienione doswiadczenia nie odnosity si¢ jednak do badania wptywu suplementacji

selenu w postaci seleninotriglicerydow.

W trakcie trwania eksperymentu zauwazono brak wplywu prowadzonej suplementacji
na poziom albumin i poziom biatka catkowitego u jagnigt i kozlat. Podobne wyniki w
przypadku suplementacji seleninotriglicerydami zaobserwowano na grupie badanych
wielbtadow i cielat (Zarczynska i in., 2020, Zarczynska i in., 2021). Z drugiej strony badania
wplywu selenu na poziom biatka catkowitego i albumin w surowicy Krwi u kéz wykazaty, ze
selen moze stymulowac¢ biosynteze biatek, a jego suplementacja powoduje wzrost poziomu
biatka catkowitego we krwi (Reczynska i in., 2019). Podobnie spadek biatka catkowitego w
surowicy krwi cielat z wrodzong postacia pokarmowej dystrofii migsni obserwowat
(Abutarbush i Radostits, 2003) czy (Gerloff, 1992) u bydla mlecznego. Badania
przeprowadzone na owcach przez innych autorow (El-Shahat i Abdel Monem, 2011, Soliman
i in., 2012) wykazaly wzrost poziomu biatka catkowitego w surowicy zwierzat
suplementowanych selenem czego nie potwierdzity wyniki uzyskane przez Ziaei (2015). Z
kolei w innych badaniach (Saba i in., 2019) wykazano, ze r6znice w st¢zeniu biatka catkowitego
zaleza nie tylko od formy Se, ale takze od rasy owiec. W cytowanym badaniu
przeprowadzonym na owcach rasy Farafra st¢zenie biatka ogodlnego bylo istotnie wyzsze w
grupie otrzymujacej organiczny Se niz w grupie kontrolnej, podczas gdy takiej zaleznosci nie
zaobserwowano u rasy Saidi, gdzie st¢zenie biatka wzrastalo w grupach otrzymujacych obie

formy selenu.

W badaniu wykazano réwniez brak wptywu suplementacji seleninotriglicerydami na
prawidlowe dzialanie nerek, o czym $wiadczy poziom mocznika i kreatyniny w surowicy
badanych zwierzat. Zmian w stezeniach wymienionych enzyméw nie zaobserwowano w
pracach dotyczacych wplywu selenitriglicerydow na organizm szczuréw (Jastrzebski i in.,

1995), cielat (Zarczynska i in., 2021) oraz wielbtadéw (Zarczynska i in., 2020). Podobnie,
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zmiany stezenia mocznika i kreatyniny nie byly obserwowane przy zastosowaniu selenianu
baru u jagniat (Btazejak-Grabowska i in., 2022), a takze selenianu sodu u kozlat (Sobiech i
Zarczynska, 2020) i cielat (Mudgal i in., 2008, Shinde i in., 2009b).

Badanie wykazalo istotnie nizszg aktywno$¢ AST w grupie doswiadczalnej jagnigt w 1.
dniu do$wiadczenia. W 30.dniu dos§wiadczenia wykazano istotnie wyzszy wynik AST u kozlat
suplementowanych seleninotriglicerydami. Wzrost $redniej aktywnos$ci aminotranferazy
asparaginianowej u koz obserwowali m.in. Sobiech i Zarczynska (2020). W badaniu tym wzrost
aktywnosci tego wskaznika tlumaczono wystepowaniem pokarmowej dystrofii miesni u
badanych przez nich zwierzat. Nalezy podkresli¢, ze aktywno$¢ AST moze by¢ jest
wskaznikiem toksycznosci selenu. Dawka seleninotriglicerydéw uzyta w doswiadczeniu
dobrana zostata na podstawie wcze$niej przeprowadzonych badan (Jastrzebski i in., 1995,
Zarczynska i in., 2020, Zarczynska i in., 2021). Nalezy podkresli¢, ze dotychczas nie badano
wptywu seleninotriglicerydéw na wskazniki biochemiczne krwi kozlat. W zwiazku z
wystepujaca podwyzszong aktywno$cig AST u badanej grupy doswiadczalnej kozlat w 30 dniu,
stuszne wydaje si¢ by¢ przeprowadzenie kolejnych badan dotyczacych suplementacji
seleninotriglicerydow w dawce mniejszej niz zastosowana w niniejszym eksperymencie.
Jednoczes$nie nalezy podkresli¢, ze dotychczas przeprowadzone do$wiadczenia dotyczace
suplementacji selenitriglicerydami u zwierzat nie udowodnity wptywu badanego suplementu
diety na parametry watrobowe w surowicy zwierzat (Zarczynska i in., 2021, Zarczynska i in.,

2020).

W przypadku badanych kozlat zaobserwowano wyzsza aktywnos¢ GGT w grupie
kontrolnej w 7., 21. i 30. dniu doswiadczenia. Enzym ten znajduje si¢ m.in w hepatocytach,
nerkach oraz trzustce (Pratt i Kaplan, 2000). GGT moze stanowi¢ wazny wskaznik dotyczacy
zmian w watrobie, poniewaz najwyzsza jego aktywno$¢ u koz obserwujemy wiasnie w tym
narzadzie (Dufour i in., 2000). Nalezy jednak podkresli¢, ze inne wskazniki oceniajace stan
watroby u kozlat grupy kontrolnej, nie $wiadczyty o zaburzeniach przebiegajacych w obregbie

tego narzadu.

Kolejnym enzymem analizowanym w niniejszym badaniu wlasnym jest fostataza
alkaliczna.. W przypadku przezuwaczy pochodzi ona gtéwnie z watroby i nerek (Doornenbal i
in., 1988). Opisany w niniejszej pracy doktorskiej brak wplywu seleninotriglicerydow na
aktywnos¢ ALP w surowicy moze $wiadczy¢ o tym, ze badana substancja nie powoduje

zaburzen funkcjonowania watroby u matych przezuwaczy.
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W trakcie badan wlasnych nie wykazano wplywu suplementacji seleninotriglicerydami
na aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) zar6wno u badanych owiec jak i koz.
Podobne wyniki otrzymali Zarczynska i in. (2020) u wielbtadéw. Podwyzszona aktywno$é
LDH czgsto obserwuje si¢ w przypadkach klinicznych pokarmowej dystrofii mie$ni (Andrés i
in., 1997, Kozat, 2007). Nalezy jednak pami¢taé, ze odstgpstwa od normy fizjologicznej tego
enzymu, moga wystepowac takze w przypadku wystgpienia choréb watroby, nerek, uktadu

szkieletowego czy w dysfunkcjach trawiennych (Klein i in., 2020).

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna wnioskowa¢, ze seleninotriglicerydy nie
dziataja negatywnie na funkcjonowanie watroby, nerek, pluc, serca czy migéni jagniat i kozlat.
Preparat ten jest wigc bezpieczng forma suplementacji selenu u wymienionych matych

przezuwaczy.
7.3.  Whplyw seleninotriglicerydow na poziom selenu w surowicy krwi

Badania wtasne wykazaty, ze suplementacja jagniat rasy kamienieckiej jak i kozlat rasy
alpejskiej roztworem seleninotriglicerydow w postaci doustnej, powoduje istotny wzrost
stezenia Se w surowicy tych zwierzat. Potwierdza to hipotezg, ze forma selenu uzyta w
doswiadczeniu cechuje si¢ wysoka biodostepnoscia w przypadku podania per os u mtodych
matych przezuwaczy. Dotychczas przeprowadzone do§wiadczenia na szczurach, cieletach i
wielbladach, rowniez potwierdzajg to zatozenie (Sochacka i in., 2014, Jastrzebski i in., 1997,
Jastrzebski i in., 1995, Zarczynska i in., 2021 Zarczynska i in., 2020). Nalezy podkresli¢, ze
wysoki poziom selenu utrzymywal si¢ w obu grupach do$wiadczalnych przez caty okres
trwania eksperymentu i byt istotnie wyzszy w porownaniu z grupg kontrolng. Ponadto grupy
kontrolne zar6wno jagniat, jak 1 kozlat cechowatly si¢ niskim poziomem selenu w surowicy,
ktory mogt swiadczy¢ o podklinicznym niedoborze tego pierwiastka (Ammerman i Miller,
1975, Sobiech i Zarczynska, 2020).

W grupie do$wiadczalnej kozlat w 1, 14, 21 1 30 dniu do§wiadczenia poziom selenu byt
istotnie wyzszy (p<0,05) 1 mie$cil si¢ on w granicach fizjologicznej normy dla tego pierwiastka
(Pugh, 2002). Co ciekawe w 7 dniu doswiadczenia zaobserwowano gwaltowny wzrost stezenia
selenu, ktory byl wyzszy niz fizjologiczna norma dla tego gatunku (Pugh, 2002). Nie
obserwowano jednak zadnych objawow klinicznych zatrucia selenem (Ahmed i in., 1990),
ponadto w surowicy nie zaobserwowano istotnych réznic w przypadku aktywnosci enzymow
watrobowych, informujacych o stanie watroby 1 ewentualnym zatruciu miedzy grupa kontrolng

1 badang. Podobny wzrost stezenia selenu w surowicy wielbladow w 7 dniu doswiadczenia,
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wykraczajacy poza fizjologiczne normy obserwowali Zarczynska i in.(2020).

W przypadku jagniat, poziom selenu w grupie suplementowanej byt istotnie wyzszy w
porownaniu z grupg kontrolng. Surowicze st¢zenie tego pierwiastka wykraczato poza przyjete
do tej pory fizjologiczne normy u owiec (Blazejak-Grabowska i in.,2022), od momentu
suplementacji az do 21. dnia eksperymentu. Podobnie jak u kozlat nie wigzato si¢ to jednak z
pojawieniem zadnych symptoméw $wiadczacych o podklinicznej lub klinicznej selenozie

(Blodgett i Bevill, 1987, Smyth i in., 1990).

Nalezy podkresli¢, ze dawka seleninotriglicerydéw, podawana jagnigtom i kozletom,
zostata dobrana na podstawie dotychczasowych badan (Jastrzebski i in., 1995, Jastrzebski i in.,
1997, Sochacka i in., 2014, Zarczyfiska i in., 2021, Zarczynska i in., 2021). Stuszne wydaje si¢
wiec przeprowadzenie dalszych badan w celu okre$lenia toksycznosci badanej dawki preparatu

selenowego oraz ewentualnej jej modyfikacji.

7.4.  Wplyw seleninotriglicerydow na aktywno$¢ peroksydazy glutationowej i dysmutazy
ponadtlenkowej

Pomiar aktywno$ci peroksydazy glutationowej wykorzystywany jest w celu
wykrywania 1 monitorowania przypadkow niedoboru selenu, a co za tym idzie migdzy innymi
pokarmowej dystrofii migsni zaréwno u koz (Bickhardt i in., 1999, Ramirez-Bribiesca i in.,
2001, Song i in., 2015, Sobiech i Zarczyﬁska, 2020), owiec (Thompson i in., 1976, Ramirez-
Bribiesca i in., 2001, Milad i in., 2001, Pavlata i in., 2012), jak i u bydta (Hoshino i in., 1989,
Zarczynska i in., 2018a, Zarczynska i in., 2018b, Zarczynska i in., 2021) czy koni (Higuchi i
in., 1989, Katz i in., 2009). Wigkszo$¢ z wymienionych autoréw zwraca uwage na ujemng
korelacje pomiedzy spadkiem aktywnos$ci peroksydazy glutationowej a narastaniem objawow

dystrofii mig$ni, przy jednoczesnym obnizonym st¢zeniu selenu w surowicy.

Badania kozlat grupy doswiadczalnej wykazaty staty wzrost aktywnosci peroksydazy
glutationowej w trakcie trwania eksperymentu. Wyniki te koresponduja z danymi uzyskanymi
przez innych autoréw (Shi i in., 2011), ktorzy zauwazyli istotny wzrost aktywnosci GPX po
suplementacji kozlat selenianem sodu, drozdzami wzbogaconymi w selen, a takze preparatami
zawierajagcymi w swoim skladzie nanoselen. W cytowanym badaniu wzrost aktywnosci
peroksydazy glutationowej obserwowano po 90 dniach. Uzyskane w badaniu wiasnym wyniki
aktywnosci peroksydazy glutationowej w przypadku jagnigt cechowaly si¢ istotng roznicg w
porownaniu z grupg kontrolng. Wyniki innych badan réwniez wykazaty istotnie wyzsza

aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej w przypadku suplementacji selenianem sodu i
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drozdzami wzbogaconymi w selen u jagniat (Bai i in., 2022) i dorostych owiec (Cobanova i in.,
2017). Nalezy podkresli¢, ze w dostgpnej literaturze brak jest badan dotyczacych wpltywu

selenitriglicerydow na aktywno$¢ peroksydazy glutationowej u jagniat 1 kozlat.

Analizujac korelacje miedzy stezeniem Se w surowicy a aktywnoscig peroksydazy u
kozlat 1 jagniat grupy suplementowanej, zauwazono dalszy wzrost aktywnosci GPX, mimo
obnizenia si¢ st¢zenia tego biopierwiastka. Dane te potwierdzaja wnioski wyciagnigte przez
innych badaczy (Osame i in., 1990, Yaghmaie i in., 2017, Pavlata i in., 2000, Sobiech i
Zarczynska, 2020), ze wzrost aktywnosci peroksydazy jest zwigzany ze wzrostem stezenia Se

w surowicy tylko do osiggnigcia przez organizm stanu wysycenia tym pierwiastkiem.

Osiagnieta pod koniec eksperymentu u kozlat i jagniagt grupy doswiadczalnej aktywnosé
peroksydazy glutationowej wynoszaca odpowiednio: 263,28+ 41,45 IU/gHb i 299,59+ 44,7

[U/gHD byta dosy¢ wysoka i moze §wiadczy¢ o duzej biodostepnosci badanego pierwiastka.

Aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) byla istotnie wyzsza u kozlat i jagniat
grupy doswiadczalnej w poréwnaniu z grupg kontrolng. Podobne wyniki uzyskano w
przypadku suplementacji kozlat innymi preparatami selenowymi, tj. nano- selenem, drozdzami
wzbogaconymi selenem oraz selenianem sodu, przy czym najwyzszy poziom aktywnosci tego
enzymu obserwowano w przypadku suplementéw zawierajagcych nano-selen (Shi i in., 2011,
Zhan 1 in., 2007). Dotychczas nie przeprowadzono takich badan w przypadku

seleninotriglicerydow.

7.5.  Badania histopatologiczne

Badania wlasne wykazaty zmiany charakterystyczne dla pokarmowej dystrofii migsni u
wiekszosci kozlat 1 jagniat grup kontrolnych. Nalezy jednak podkresli¢, ze ze wzgledu na brak
objawow klinicznych oraz istotnych zmian aktywno$ci enzymoéw zwigzanych z tkanka
migsniowg (AST 1 LDH) zmiany te wskazuja na nieznaczne zaburzenia o charakterze
podklinicznym. Badane probki migsni grupy kontrolnej charakteryzowaty si¢ wystgpowaniem
m.in. wiokien o jednorodnej, szklistej sarkoplazmie. Podobne zmiany w migsniach u
przezuwaczy byly opisane przez licznych autorow, m.in. (Beytut i Karatas, 2002, Hafner i in.,
1996). W badaniach wilasnych u zwierzat grup kontrolnych stwierdzono obecno$¢ komorek
miogenicznych, procesy laczenia si¢ w miotuby oraz powstawanie miodych widkien
mig$niowych. Wedlug niektorych autorow (Beytut i Karatas, 2002, Gore i in., 1990) zaréwno
procesy martwicowe, jak i1 regeneracyjne, sg charakterystyczne dla pokarmowej dystrofii

mig$ni. Zmianom wstecznym w mig¢$niach towarzysza procesy regeneracji rozpoczynajace si¢
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bardzo szybko po uszkodzeniu wtokien. Badania (Hafner i in., 1996, Mikaelian i in., 1996)
wykazaly, ze regeneracja wiokien migsniowych moze nastgpowaé juz po 1-2 dniu od
uszkodzenia. Zmiany obrazu histopatologicznego tkanek nastepujg wiec do$¢ szybko po
usuni¢ciu przyczyny patognomicznej wystepowania pokarmowej dystrofii migsni, jaka jest
niedobdr selenu. Mozna wigc wnioskowaé, ze brak charakterystycznych zmian w tkankach
migsniowych koz i owiec w grupach do§wiadczalnych, $wiadczy o tym, ze seleninotriglicerydy

moga zapobiega¢ wystepowaniu PDM u jagniat i kozlat.
7.6. Ekspresja wybranych gendéw bioracy udzial w procesach antyoksydacyjnych

W przeprowadzonym badaniu wtasnym wykazano brak istotnych ro6znic statystycznych
w przypadku ekspresji genow GPX1 i SOD1. Nalezy podkresli¢, ze opisywane badania sg
pierwszg proba okreslenia wptywu seleninotriglicerydéw na ekspresj¢ wymienionych genow,

zardwno w przypadku koz jak 1 owiec.

GPX1 jest jednym z kluczowych enzyméw nalezacych do grupy peroksydaz (Lei i in.,
1995). Ma dziatanie antyoksydacyjne, a glutation wchodzacy w sklad wyzej wymienionego
enzymu stanowi kofaktor w procesach redukcji nadtlenkow do alkoholi (Modrick i in., 2009).
Ponadto badania dowiodly, Zze u myszy genetycznie pozbawionych genu GPX1 (GPx-1-/-)
wzrasta produkcja mitochodrialnego reaktywnego tlenu (ROS), co moze powodowac
uszkodzenia DNA, a takze uszkodzenia tkanek z powodu ich niedokrwienia. (Thu i in., 2010).
Co wigcej, aktywno$¢ ekspresji genu GPX1 jest silnie powigzana z niedoborami selenu

(Schomburg i Schweizer, 2009).

Gen kodujacy GPX1 obserwowany jest w wielu tkankach tj. migénie, watroba, nerki czy
gruczoty endokrynne. Ponadto, Zhang 1 in. (2011) doniesli, ze poziom ekspresji mRNA genu
GPX1 u koéz, jest rozna w zalezno$ci od rodzaju tkanki. NajwyzZszy jej poziom notowano w
watrobie, nastepnie w plucach, sercu, §ledzionie, nerkach i mig¢éniu najdluzszym grzbietu, co

potwierdzito wcze$niejsze badania Lei 1 in. (1995) oraz Evenson 1 in. (2004).

Dotychczas przeprowadzone badania sugeruja, ze aktywnos¢ ekspresji genu GPX1 byta
znaczaco wyzsza w przypadku podazy selenu (Jiang 1 in., 2012). Poréwnanie aktywnoSci
ekspresji genu GPX1 u kéz wypasanych na obszarach bogatych w selen, z grupa kéz wypasana
na glebach ubogich w ten pierwiastek (Zhang, Zhou 1 in., 2013), udowodnity, ze aktywnos¢
GPX1 jest wyzsza w przypadku skarmiania paszg z wyzszg zawartoscig Se. Podobnie wyzsza
aktywnos¢ GPX1 w badaniach in vitro zaobserwowali Abo EI-Magd i in. (2022). Wykazali oni,
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ze dodatek selenianu sodu do hodowli komoérkowej adipocytéow wplywa na zwigkszona
aktywnos$¢ genu GPX1, w poréwnaniu do linii komoérkowych bez dodatku selenianu sodu.
Autorzy ttumaczyli ten fakt udziatem GPX1 w procesach zwigzanych ze stresem oksydacyjnym
w badanych komorkach tkanki thuszczowej. Badania prowadzone na grupie owiec wykazaty
wyzszg aktywnos$¢ genu GPX1 w przypadku zwierzat skarmianych paszg z dodatkiem selenianu
sodu (Humann-Ziehank i in., 2013). Nalezy podkresli¢, ze w tym przypadku zwierzeta byty
suplementowane przez okres 750 dni i byl to czas, w ktérym moglto doj$¢ do uzupeknienia
niedoboréw selenu w organizmie. Podobne wyniki badan uzyskali Juszczuk-Kubiak i in.
(2016). Wykazali oni istotny wzrost aktywnosci ekspresji genu GPX1 w watrobie i mig$niach
jagniat suplementowanych selenianem sodu przez okres 8 tygodni.

Z drugiej strony, czg¢$¢ doniesien opisuje spadek poziomu ekspresji genu GPX1 w
przypadku suplementacji selenem. Przykladem mogg by¢ tu badania przeprowadzone na
komoérkach endometrium bydta mlecznego, ktére wykazaty spadek poziomu ekspresji genu
GPX1 w przypadku podazy selenometioniny (Adeniran i in., 2022). Wedtug autoréw, ma to
zwigzek z faktem, ze GPX1 jest stosunkowo nisko w hierarchii dostgpnosci selenu,
wystepujacej w przypadku selenoprotein (Mariotti i in., 2012). Ponadto Zhou i in. (2009)
zaobserwowali, ze poziom mMRNA innej selenoproteiny - GPX2 w przysadce prosiat byt wyzszy
u zwierzat skarmianych paszg z dodatkiem selenianu sodu w dawce 0,3 mg Se/kg, niz u prosiat
suplementowanych wyzszg dawka selenu (3,0 mg Se/kg). Podobnie badania przeprowadzone
na myszach u ktorych diete wzbogacono odpowiednio w 0,045 mg Se/kg, 0.1 mg Se/kg, 0.4
mg Se/kg 1 0.8 mg Se/kg wykazaly, ze dawka selenu 0,8 mg Se/ kg spowodowata spadek
poziomu mRNA w watrobie (Zhang i in., 2013). Mozliwe, ze jest to konsekwencja wyzszej
toksycznosci selenianu sodu w przypadku jego wysokiego st¢zenia w paszy (Zhang i in., 2013).

Enzymem bioracym udzial w procesach antyoksydacyjnych jest réwniez dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD). W ich wyniku w organizmie powstaja aktywne formy tlenu (ROS),
ktore nastgpnie metabolizowane sg przez wyzej wymieniony enzym do H20,. Nastgpnie nowo
powstaty nadtlenek wodoru redukowany jest do H20 + Oz, z udzialem GPX. (Trachootham 1
in., 2009, Peng i in.., 2019). Wiele badan donosi, ze dodatek selenu do diety moze zwiekszac
ekspresje SOD1 (Chen i in., 2017, Khan i in., 2018, Mengistu i in., 2021).

Badania in vitro przeprowadzone na komorkach epithelium gruczotu mlekowego kéz w
trakcie stresu cieplnego wykazaly, ze dodatek selenu powoduje wzrost ekspresji genu SOD1
(Liu i in., 2021). Podobnie wyniki badan (Ibrahim i in., 2019) przeprowadzonych na brojlerach
kurzych, suplementowanych selenem w postaci siarczku selenu, selenometioniny i nanoselenu,

w roznych stezeniach dowiodty, ze dawka 0,6 mg/kg selenometioniny 1 nanoselenu powoduje
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wyzszy poziom ekspresji mRNA GPX1 jak i SOD1. Zwigkszony poziom aktywnosci genu
SOD1 obserwowat takze Zhang i in. (2018) u szczuréw suplementowanych selenem, u ktorych
zastosowano wysokottuszczowg diete.

W badaniu wlasnym zaobserwowano nizszg aktywnos¢ ekspresji genow GPX1 i SOD1,
w przypadku tkanki migénia sercowego jagniat i kozlat oraz mig$nia dwuglowego uda jagniat
W grupach suplementowanych selenem. Nalezy jednak podkresli¢, Ze rdznica ta nie byta istotna
statystycznie. Podobne wyniki uzyskali Gholam 1 in. (2012), ktérzy badali wptyw selenu na
ekspresje genu kodujacego transferryne u owiec. Autorzy zauwazyli, ze poziom mRNA wyzej
wymienionego genu u zwierzat suplementowanych selenianem sodu przez 10 dni, wzrasta do
ostatniego dnia suplementacji, po czym poziom ten znaczgco spada (p < 0.05).

Uzyskane w badaniach wlasnych wyniki wskazujace na brak istotnego wptywu
suplementacji seleninotriglicerydami na poziom ekspresji genow GPX1 i SOD1 wynika
prawdopodobnie z dosy¢ krotkiego, bo tylko 7 — dniowego okresu ich podawania i tym samym
braku mozliwosci wptywu na aktywacje mechanizmow molekularnych w 30. dniu
doswiadczenia. Nalezatoby podja¢ dalsze badania mogace wyjasni¢ te zalezno$ci z uzyciem

liczniejszych grup zwierzecych i uwzglednieniem réznych okreséw suplementac;i.
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8. WhniosKi

Wyniki badan nad wptywem seleninotriglicerydéw na status zdrowotny i ekspresje genow

GPX1 1 SOD1 u jagniat i kozlat upowazniaja do sformutowania nastepujacych wnioskow:

1.

Seleninotriglicerydy nie wptywaja negatywnie na wyniki badan morfologicznych i
biochemicznych krwi jagniat i kozlat, a co za tym idzie mogg by¢ wykorzystywane jako
bezpieczny srodek uzupehiajgcy selen w ich organizmach.

Seleninotriglicerydy powoduja znaczacy wzrost stezenia selenu w organizmie matych
przezuwaczy, co swiadczy o jego wysokiej biodostgpnosci w organizmie.

Aktywnos¢ peroksydazy glutationowej i dysmutazy ponadtlenkowej, osiaga wyzszy
poziom po ekspozycji na badany preparat. Co moze $wiadczy¢é o wzmozonych
procesach antyoksydacyjnych.

Seleninotriglicerydy moga by¢ wykorzystywane w celu zapobiegania pokarmowej
dystrofii mie$ni u mtodych matych przezuwaczy. Potwierdza to brak zmian w obrazie
histopatologicznym tkanek, charakterystycznych dla podklinicznej formy PDM, u
zwierzat suplementowanych ta forma selenu.

Suplementacja seleninotriglicerydami nie wptyngta znaczaco na ekspresje genow GPX1
i SODL.
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