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Szanowni Panstwo,

Przekazujemy Panstwu kolejny zeszyt ACTA SCIENTIARUM POLONORUM
Medicina Veterinaria, czasopisma naukowego wydawanego przez wszystkie
polskie uczelnie rolnicze i przyrodnicze w 14 seriach. Seria Medicina
Veterinaria ukazuje sie naktadem Wydawnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu.

Czasopismo nasze publikuje oryginalne prace z zakresu szeroko rozumianej
medycyny weterynaryjnej oraz pokrewnych obszarow wiedzy, z naciskiem na
aspekty praktyczne. Publikowane sq zarowno oryginalne prace badawcze,

Jjak i artykuly o charakterze monograficznym, w jezyku polskim lub angielskim,
ze streszczeniami w obydwu jezykach, takze wszystkie opisy rysunkow i tabel
sq dwujezyczne. Prace sq recenzowane przez najlepszych specjalistow

z danej dziedziny. Rowniez w biezqcym numerze dominujq prace o charakterze
aplikacyjnym.

Od roku 2007 czasopismo wydawane jest jako kwartalnik. Szczegoly dotyczqce
przygotowania artykutu oraz wymogi redakcyjne mozna znalez¢é na stronie
www.acta.media.pl.

Zespot Redakceyjny



Dear Readers,

1t is a great pleasure to introduce you the next issue of ACTA SCIENTIARUM
POLONORUM Medicina Vetrinaria, a scientific journal published by all polish
universities of environmental sciences. The series of Medicina Vetrinaria

is released by publishing house of Wroclaw University of Environmental and
Life Sciences.

The journal publishes original papers of broadly understood veterinary
medicine and related topics, with emphasis on practical aspects. There are
published both original research articles and monographs, in Polish or English,
with abstracts in both languages, as well all figures’ and tables’ captions are
bilingual. The papers are reviewed by the best specialists in the field. This issue
is also dominated by the application problems.

Since 2007 the journal has been published as a quarterly. Details concerning
the instruction for authors and editorial requirements can be found
at www.media.pl.

Editorial Team
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EKSPERYMENTALNE METODY

WYWOLYWANIA TETNIAKOW AORTY BRZUSZNEJ
ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM SWINI
JAKO DUZEGO MODELU ZWIERZECEGO

Albert Czerski'?, Jolanta Bujok'?, Agnieszka Rusiecka'?,
Wojciech Zawadzki'?, Jan Gnus?, Willy Hauser?, Kornel Ratajczak?,
Wojciech Witkiewicz?

! Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu
2 WroVasc — Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowo-Naczyniowe;j,
Wojewodzki Szpital Specjalistyczny we Wroctawiu

Streszczenie. Tgtniak aorty brzusznej (AAA) stanowi dziesiata z kolei przyczyng $mierci
wsrod mezezyzn powyzej 55. roku zycia. Metoda leczenia tgtniakow o $rednicy przewyz-
szajacej 5,5 cm jest zabieg operacyjny klasyczny lub wewnatrznaczyniowy. Odsetek zgo-
néw i powiklan zwiazanych z zabiegiem wciaz jest wysoki, co sprawia, ze prowadzi si¢
liczne badania nad etiopatogeneza, patofizjologia oraz leczeniem t¢tniaka aorty brzuszne;.
Opracowano liczne modele zwierzgece AAA. Do badan wykorzystuje si¢ zwierzgta predys-
ponowane oraz modele, u ktorych tetniaka wywotuje si¢ metodami chemicznymi lub fi-
zycznymi. Swinie stanowia dobry model do$wiadczalny do udoskonalania nowych technik
operacyjnych. Wykorzystuje si¢ liczne metody fizyczne (szczegdlnie operacyjne) w celu
wytworzenia te¢tniaka u §win oraz laczy si¢ metody chemiczne z mechanicznymi, ktére
stale sg ulepszane.

Slowa Kkluczowe: tgtniak aorty brzusznej (AAA), duzy model zwierzgcy, $winia,
wywotywanie tgtniaka

WSTEP

Tetniak jest miejscowym poszerzeniem wszystkich warstw $ciany naczynia z tenden-
cja do powigkszania si¢ i pgkania. Tetniak aorty brzusznej (abdominal aortic aneurysm,
AAA) to rozszerzenie naczynia wynoszace wigcej niz 30 mm lub wigeej niz 1,5 wielkosci

© Copyright by Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Adres do korespondencji — Corresponding author: Albert Czerski, Katedra Biostruktury i Fizjologii
Zwierzat, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. Kozuchowska 5, 51-631 Wroctaw, e-mail:
albert.czerski@up.wroc.pl



6 A. Czerski i in.

srednicy naczynia, ktore lokalizuje sig¢ ponizej odejécia tetnic nerkowych [Collin 1988,
Wanhainen 2008]. Zmiana odpowiada za okoto 2% zgonow me¢zczyzn powyzej 65. roku
zycia [Crane 2003]. Czgsto$¢ wystepowania tetniakow aorty okreslana na podstawie ul-
trasonograficznych badan przesiewowych wynosi do 18,5% u mezezyzn i do 4,2% wérod
kobiet [Grootenboer 2009]. Powigkszaniu si¢ t¢tniaka najczgsciej nie towarzysza zadne
objawy az do momentu pgknigcia, ktore stanowi najpowazniejsza komplikacje procesu
patologicznego. Innymi, rzadziej pojawiajacymi si¢ powiktaniami t¢tniakow sa zator po-
nizej rozszerzenia, przetoki aortalno-jelitowe lub do jamy brzusznej oraz zakrzepica zyt
glebokich spowodowana uciskiem na zyt¢ biodrowa [Golledge 2006].

Jedyna obecnie stosowang metoda leczenia tetniakow jest zabieg operacyjny klasycz-
ny lub wewnatrznaczyniowy. Wskazaniem do operacji jest wykrycie w badaniu obra-
zowym zmiany o $rednicy przewyzszajacej 55 mm [Horrocks 1998]. Leczenie opera-
cyjne mniejszych tetniakdw nie ma pozytywnego wplywu na czas przezycia pacjenta,
natomiast rozszerzenia §wiatla aorty wigksze niz 55 mm charakteryzuja si¢ tendencja
do szybszego wzrostu 1 wigkszym ryzykiem pgknigcia [Thompson 2000]. Pierwszy ze
sposobow leczenia operacyjnego polega na wszczepieniu w przestrzen zaotrzewnowa
protezy naczyniowej, drugi z kolei na umieszczeniu stent-graftu w §wietle zmienionego
odcinka naczynia po uzyskaniu dojscia z naczynia obwodowego [Moll 2011]. Mimo iz
wprowadzenie leczenia technika wewnatrznaczyniowa przyczynito si¢ do zmniejszenia
$miertelnosci, odsetek zgonoéw i1 powiktan zwiazanych z zabiegiem wciaz stanowi pro-
blem. Wérdd najczestszych powiklan pooperacyjnych nalezy wymieni¢ powstawanie
przecickow wewngtrznych miedzy stent-graftem a Sciang tgtniaka, przesunigcie stent-
graftu oraz dalsze powigkszanie lub wznowa tgtniaka obok miejsca wszczepienia protezy
albo stent-graftu [Blum 1997, Matsumura 1998, Parodi 1997, White 1997]. Z tego wzglg-
du prowadzi si¢ intensywne badania nad etiopatogeneza, patofizjologia oraz leczeniem
tetniaka aorty brzusznej, wykorzystujac ku temu modele zwierzgce, wycinki tkanek, kul-
tury komoérkowe, symulacje hemodynamiczne z uzyciem materiatow syntetycznych oraz
komputerowe symulacje biomechaniczne [Dadgar 1997, Evans 1991, Springer 2007,
Volodos 2003, Wills 1996]. Model zwierzecy stanowi bogate zrodto wiedzy w tej ma-
terii. Opracowano wiele metod wywotywania AAA u zwierzat laboratoryjnych, takich
jak mysz, szczur czy krolik, co pozwolito na lepsze poznanie przyczyn rozwoju tgtniaka
oraz zmian zachodzacych w $cianie naczynia. Natomiast maty model zwierzecy trudno
wykorzystaé w opracowywaniu nowych metod leczenia chirurgicznego i analizie powi-
ktan zwiazanych z poszczegolnymi technikami operacyjnymi. W tym celu tetniaka aorty
brzusznej probuje wywoltywacé si¢ u §win.

Etiopatogeneza i patofizjologia zmian tetniakowatych

Aorta jest grubos$ciennym elastycznym naczyniem, rozciagajacym w si¢ podczas skurczu
i wracajacym do poprzedniego ksztattu w trakcie rozkurczu serca. Sktada si¢ z trzech
warstw: $rodbtonka, btony srodkowej i przydanki. W blonie $rodkowej i przydance
znajduja si¢ widkna sprezyste i kolagenowe utozone w sposob regularny. Elastyna wy-
twarzana jest jedynie w okresie dziecigcym, ale ze wzgledu na dhugi okres pottrwania
(70 lat) w warunkach prawidtowych zapewnia odpowiednie wtasciwos$ci naczynia przez
cate zycie. Wtokna kolagenowe utozone sg naprzemiennie z wtdknami elastynowymi,
ograniczaja zakres rozciagliwosci $ciany aorty i sa bardzo odporne na zrywanie. Na od-
cinku aorty, ponizej odgalezien tetnic nerkowych, warstwa wiokien tkanki tacznej jest
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najciensza, tam tez powstaje zdecydowana wigkszo$¢ zmian tgtniakowatych aorty
(powyzej 90%).

Etiopatogeneza tetniaka aorty brzusznej nie jest w petni wyjasniona. Gtownymi czyn-
nikami ryzyka rozwoju tetniaka sa pte¢ oraz wiek, zmiana rozwija si¢ w zdecydowane;j
wigkszosci u megzczyzn w podesztym wieku. Do powstawania tgtniakéw predysponu-
ja tez palenie tytoniu oraz hipercholesterolemia i miazdzyca [Golledge 2006, Jamrozik
2000, Lederle 1997]. Przyczyny tych zaleznosci nie sa jednoznacznie wyjasnione. Praw-
dopodobnie jest to zwiazane ze zwigkszaniem sztywnosci §cian tgtnic oraz lepkosci krwi
u palaczy oraz w przebiegu miazdzycy, co zwigksza naczyniowy ,.stres $cinania” (wa-
scular shear stress, WSS) [Singh 2010]. Mniejsze znaczenie ma nadcisnienie, a cukrzyca
zmniejsza ryzyko wystapienia choroby [Alcorn 1996, Pleumeekers 1995].

Postuluje si¢ mozliwos$¢ udziatu czynnikdéw genetycznych w powstawaniu tetniakow.
Geny mogace mie¢ tu znaczenie koduja m.in. interleuking (IL)-15, receptor endotelinowy
A i biatko zwiazane z receptorem dla LDL [Shibamura 2004]. Za przyczyng odpowia-
dajaca za powstawanie AAA uwaza si¢ tez stan zapalny naczynia z naciekiem makrofa-
gow i limfocytow (dominuja limfocyty Th2) w btonie srodkowej i przydance [Freestone
1995]. Makrofagi odpowiadaja za produkcj¢ proteaz a limfocyty uwalniaja mediatory
zapalne, glownie interleukiny oraz TNF-o [Schonbeck 2002]. Kolejnym typem komorek
gromadzacych si¢ w przydance t¢tniakowato zmienionej aorty sa mastocyty, ktore maja
zdolnos$¢ uwalniania czynnikéw mogacych wywotaé stan zapalny naczynia z neowasku-
laryzacja, atrofi¢ komorek migsni gtadkich aorty oraz aktywowaé metaloproteinazy [Tsu-
ruda 2008, Tchougounova 2005]. Oprécz nich, w $cianie tgtniakéw, w matych ilosciach
gromadza si¢ tez komorki NK i limfocyty B [Pearce 1996]. Przyczyna indukujaca stan
zapalny aorty moga by¢ czynniki infekcyjne (Chlamydia pneumoniae) [Wolski 2002]
oraz angiotensyna II [Daugherty 2000].

Postepowanie zmian w $cianie naczynia wiaze si¢ z aktywacja licznych enzyméow
proteolitycznych prowadzaca do przebudowy btony srodkowe;j i przydanki [Sadek 2008].
Za dominujace uwaza si¢ metaloproteinazy MMP-9 i MMP-2, ktorych aktywno$¢ jest
zwigkszona w fragmentach tgtniakow pobranych od pacjentéw i koreluje z wielko$cia
zmiany [Petersen 2000]. Kolejna grupg enzymow, ktorych aktywno$¢ wzrasta w $cia-
nie tetniakow, sa proteazy cysteinowe [Lindholt 2001]. W rozwoju AAA najprawdopo-
dobniej odgrywaja réwniez zaburzenia przeptywu krwi, ktoéry z laminarnego staje si¢
beztadny. Wptywa to na zmiany w wielkosci i gradiencie WSS, co z kolei ma znaczenie
dla prawidtowego funkcjonowania srodbtonka i przenikania do $ciany naczynia komorek
immunologicznych, gtéwnie monocytéw [Chiu 2011].

W wyniku procesow patofizjologicznych w obrazie histopatologicznym tetniakoéw
ludzkich pojawiaja si¢ takie zmiany jak: zanik btony srodkowej zwiazany z degradacja
wlokien sprezystych oraz atrofia migéni gtadkich, nadmierne odktadanie wiokien kola-
genowych w przydance z rownoczesnym zmniejszeniem zawartosci elastyny i zwigksze-
niem catkowitej grubosci $ciany naczynia [Guo 2006]. Ultrastruktura wtdkien tacznotka-
nkowych réwniez zostaje zaburzona. Widkna elastynowe sa poskrecane i traca postac
regularnych pgczkow o ciagtym przebiegu, a w przydance rozdzielajg je liczne widkna
kolagenowe [White 1996]. W btonie srodkowej zwigksza si¢ liczba odzywczych naczyn
krwionos$nych, $ciang naciekajg tez komorki zapalne, glownie limfocyty T [Hellenthal
2009]. Czgsto tez tgtniakom towarzysza zakrzepy przysScienne o charakterystycznej struk-
turze [Adolph 1997].

Medicina Veterinaria 10 (4) 2011



8 A. Czerski i in.

Rodzaje metod wykorzystywanych w celu wywolania tetniaka aorty u zwierzat

Po raz pierwszy sposoby wywolywania tgtniakow in vivo podzielit na kategorie Powell
[1991]. Wyr6znit model genetyczny, model z niszczeniem btony srodkowej i model he-
modynamiczny. Wedtug innego podzialu modele zwierzgce mozna zaklasyfikowac do
jednej z trzech ogdlnych kategorii. Tetniaki u zwierzat genetycznie predysponowanych,
tetniaki wywolane metoda fizyczna lub tetniaki uzyskane chemicznie [Tsui 2010]. Obec-
nie najczesciej stosuje si¢ modele taczace metody z rdznych kategorii, tak aby uzyskac
zmiang charakteryzujaca si¢ cechami te¢tniaka wystepujacego u ludzi.

Ze zwierzat predysponowanych mozna wymieni¢ indyki rasy bronz szerokopier$ny
i bronz standard. Badajac je, udowodniono wptyw czynnikdéw cisnienia i zmian w struk-
turze wiokien elasytnowych na rozwdj tetniakéw [Simpson 1968, 1970]. Kolejna pre-
dysponowana rasa zwierzat okazaty si¢ myszy ,,plamiste” (blotchy), u ktérych wystepuje
defekt sieciowania wtokien sprezystych i kolagenowych [Brophy 1988]. Nastepna grupg
zwierzat stanowia zwierz¢ta modyfikowane genetycznie. Jednym z lepiej zbadanych mo-
deli modyfikowanych sa myszy pozbawione gendéw dla receptoréw lipoproteinowych lub
gendéw kodujacych enzymy biorace udzial w metabolizmie wtokien tacznotkankowych
[Miki 2002, Tangirala 1995]. Najwazniejsze modele myszy modyfikowanych genetycz-
nie zostaly zestawione w tabeli 1.

Tabela 1. Myszy nokautowe jako modele AAA
Table 1. Knockout mice models of AAA

Myszy be z genu dla receptora ApoE  Niszczenie blony srodkowej z jednoczesnym pogrubieniem

[Zhang 1992] przydanki

ApoE receptor deficient mice Destruction of the media counteracted by thickening of the adventitia

Myszy bez genu dla receptora Rozwdj zmian miazdzycowych i tgtniakow, ktorym towarzyszy zwigk-

dla LDL [Prescott 1999] szona ekspresja MMP-3, MMP-12 i MMP-13

LDL receptor deficient mice Development of complex atherosclerosis and medial elastolysis (aneu-
rysm) accompanied by overexpression of MMP-3, MMP-12, and MMP-13

Myszy bez gendéw dla ApoE U 25% myszy powstaly miazdzycowe tgtniaki aorty powyzej tgtnic

i srédbtonkowej NOS nerkowych, maksymalne powigkszenie naczynia o 180%

[Kuhlencordt 2001] 25% of mice developed atherosclerotic suprarenal abdominal aortic

ApoE/endothelial NO synthase aneurysms, with a maximal increase in vessel diameter of 180%

double-knockoutt mice

Myszy bez genéw dla LRP mig- Aorty systematycznie powigkszajace sig, z towarzyszacym pogru-

$ni gladkich i receptora dla LDL bianiem $ciany, zwigkszeniem aktywno$ci metaloproteinaz (MMP-2

[Boucher 2003] i MMP-9)

Smooth muscle specific LRP/LDL  Aortas consistently distended and dilated, accompanied by thickening

receptor double knockout mice of the aortic wall, modestly increased matrix metalloproteinase
activity (MMP-2 and MMP-9)

Myszy bez gendéw dla ApoE i tkan- Tetniaki charakteryzujace sig $cienczeniem $ciany aorty, fragmentacja

kowego inhibitora metaloproteinaz 1 i rozrywaniem bton spr¢zystych w btonie §rodkowej

[Silence 2002] Aneurysms characterized by thinning of the aortic wall and

ApoE/Tissue inhibitor of metalopro- fragmentation and rupture of elastic membranes across the media
teinase 1 double knockout mice

Legenda — Legend:

LRP — loe-density lipoprotein receptor-related protein, biatko zwiazane z lipoproteing o matej ggstosci
LDL — low-density lipoprotein, lipoproteina o malej ggstosci

ApoE — apolipoprotein E, apolipoproteina E

NOS - nitric oxide synthase, syntaza tlenku azotu

TU — international unit, jednostka migdzynarodowa

Ang II — angiotensin II, angiotensyna II

MMP — metalloproteinase, metaloproteinaza

Acta Sci. Pol.
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Fizyczne metody uzyskiwania tgtniakdw stanowia niejednorodna grupe procedur. Na-
daja si¢ najlepiej do badania nowych sposoboéw leczenia, szczegdlnie pomocne sa w te-
stowaniu stent-graftow. Pierwsza z nich jest chirurgiczne niszczenie blony $rodkowe;j
i przydanki [Economou 1960]. Kolejne opisane metody to uszkadzanie §ciany naczy-
nia laserem, sztuczne zwegzenie $wiatla aorty (za ktorym powstaje rozszerzenie), roz-
szerzanie $wiatta naczynia nickompatybilnym balonem angioplastycznym, zast¢gpowanie
fragmentu $ciany aorty rurowa proteza z tworzywa syntetycznego (dakron, poliuretan),
wszczepianie w przednia $ciang naczynia ,laty” z tworzywa sztucznego (dakron) lub
naturalnego pochodzacego od biorcy badz heterologicznego (fragment zyty szyjnej we-
wnetrznej krowy utrwalonej w aldehydzie glutarowym, fragment $ciany aorty pochodza-
cy od innego gatunku) [Allaire 1994, Balko 1986, Castaneda-Zuniga 1980, Dobrin 1991,
Laborde 1992, Quigley 1987, Verbin 1995, Whitbread 1996, Zollikofer 1987]. W tech-
nice wszywania ,,Jaty” w Sciang aorty (anterior patch technique) wykorzystuje si¢ takie
naturalne materiaty jak powi¢z mig$nia prostego brzucha, jelito czcze, zyta biodrowa lub
tata z dwoch warstw otrzewnej [Criado 1995, Eton 1996, Maynar 2003, Palmaz 1995].

Metody fizyczne dobrze nadaja si¢ do testowania nowych technik operacyjnych oraz
powiktan z nimi zwiazanych. Jednak procesy patofizjologiczne zachodzace podczas
rozwoju tetniakow w modelach roznig si¢ od tych u ludzi. Po wszczepieniu ,taty” do-
chodzi do wzrostu liczby fibroblastow i komorek migsni gtadkich, czego nie obserwuje
si¢ w AAA u ludzi [Molacek 2009]. Metody wykorzystujace miejscowe zwezenie aorty
i zaburzenie przeptywu ze zmianami WSS roéwniez nie oddaja w petni charakterystyki
patofizjologii t¢tniakow aorty brzusznej, poniewaz u podstawy ich rozwoju leza inne me-
chanizmy niz stenoza.

Tabela 2. Metody fizyczne wywotywania tgtniakow aorty brzusznej
Table 2. Physical methods of abdominal aortic aneurysm formation

Usuwanie kompleksu intima-media
Intima media stripping

Uszkodzenie laserem

> Laser injury
Rozszerzenie balonikiem angioplastycznym
> Angioplasty balloon dilatation
Rozszerzenie za miejscem zwegzenia
4 Poststenotic dilatation
Wstawienie protezy
> Conduit Interposition
6. Lata” w przedniej $cianie naczynia

Anterior patch

Metody chemiczne polegaja na aplikacji réznych substancji chemicznych do $wiatta
aorty lub na §ciang naczynia, ktére spowoduja stopniowe rozszerzenie danego odcin-
ka aorty brzusznej. Sa szeroko stosowane u zwierzat laboratoryjnych, takich jak myszy,
szczury oraz kréliki i pomagaja w wyjasnieniu patofizjologii schorzenia jak i w opra-
cowaniu protokoldéw leczenia zachowawczego. Wsrdd substancji chemicznych stoso-
wanych do wywolywania t¢tniakow aorty brzusznej nalezy wymieni¢ chlorek wapnia,

Medicina Veterinaria 10 (4) 2011



10 A. Czerski i in.

ktory aplikuje si¢ zewnatrznaczyniowo w celu wywotania zmian w przydance i blonie
srodkowej. Pierwsze doniesienia o mozliwosci zastosowania chlorku wapnia w wywoty-
waniu rozszerzenia $wiatla tetnic pochodza z badan na kroélikach [Gertz 1988]. Po pota-
czeniu z dieta wysokocholesterolows i tioglikolatem powoduje on pojawienie si¢ zmian
tetniakowatych na odcinku aorty brzusznej ponizej odejscia tetnic nerkowych u krolikow.
Podobne wyniki udato uzyska¢ si¢ u myszy [Chiou 2001, Freestone 1997]. Innym mo-
delem chemicznym zastosowanym u myszy nokautowych pozbawionych receptorow dla
ApoE lub LDL jest podawanie podskorne angiotensyny 11, ktora przyspiesza pojawianie
si¢ zmian atherosklerotycznych i prowadzi do rozwoju te¢tniakow na odcinku powyzej
odgalezienia tgtnic nerkowych [Manning 2002] (tab. 3a). Bardzo szerokie zastosowanie
w wywoltywaniu tetniakéw aorty brzusznej u matych zwierzat znalazta elastaza (tab. 3b
i 3¢). Enzym podaje si¢ do $wiatta czasowo odizolowanego odcinka aorty lub aplikuje
si¢ go od zewnatrz. Zastosowanie tej metody pozwolito na zbadanie wielu czynnikéw
predysponujacych oraz wptywu leczenia farmakologicznego na progresj¢ zmian tgtnia-
kowatych [Anidjar 1992, Thompson 2006]. Metodg z elastazg probuje si¢ udoskonalaé
przez taczenie z innymi substancjami. Enzymem proteolitycznym uzywanym wraz z ela-
stazg do wywotywania tgtniakow jest kolagenaza. Zastosowano takze polaczenie elastazy
z chlorkiem wapnia u szczuréw [Tanaka 2009].

Tabela 3a. Metody chemiczne wywotywania tgtniakow aorty brzusznej
Table 3a. Chemical methods of abdominal aortic aneurysm formation

Chlorek wapnia — Calcium chloride

Krolik [Freestone 1997] Uszkodzenie §rodbtonka i btony srodkowej ze zwapnieniami (aorta
miazdzycowa, podawano tioglikolat)

Rabbit Medial injury with calcification and endothelial injury (atheroscle-
rotic, thioglycollate treatment)

Szczur Znaczny rozktad elastyny w btonie srodkowej, widoczny jako ubytki
w lamelach

Rat Extensive breakdown of medial elastin, visible as gaping holes in the

elastic lamellae

Mysz [Chiou 2001] Nacieki zapalne w btonie wewngtrznej i srodkowej, uszkodzenie
sieci wiokien elastycznych
Mouse Inflammatory infiltrates in the intima and media layers, disruption

of the elastic network within the media

Fosforan wapnia — Calcium phosphate

Mysz (aplikacja CaCl, I PBS Rozktad widkien sprezystych, apoptoza komorek migsni gladkich,
na aortg) [ Yamanouchi 2012] naciek makrofagdéw, zwapnienia tkanki

Mouse (application of CaCl, and Elastin degradation, smooth muscle cell apoptosis, macrophage
PBS onto aorta) infiltration and tissue calcification

Angiotensyna II — Angiotensin II

Mysz bez genu dla ApoE Tetniaki glownie u samcow, gromadzenie makrofagow, rozktad ela-

[Daugherty 2000] styny (500 do 1000 ng - kg - min' Ang II s.c. wszczepiong pompa
osmotyczna)

ApoE knockout mice Aneurysm predominantly in males, macrophage accumulation associat-

ed with elastin degradation (500 to 1000 ng - kg' per minute Ang 11, s.c.
implanted osmotic mini-pumps)
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Tabela 3b. Metody chemiczne wywolywania tetniakow aorty brzusznej — metody enzymatyczne
Table 3b. Chemical methods of abdominal aortic aneurysm formation — enzymatic methods

Elastaza — Elastase

Mysz [Pyo 2000]

Mouse

Znaczne zniszczenie lameli wiokien sprezystych, naciek zapalny (makrofa-
gi) w przydance, neutrofile w obwodowej czgsci

Extensive destruction of the elastic lamellae, pronounced inflammatory
infiltrate (macrophages) in adventitia, neutrophils on the peripheral aspects
of the adventitia

Szczur [Anidjar 1990]
Rat

Utrata tkanki sprezystej, ztogi wioknika w $wietle tgtniaka
Loss of elastic tissue, fibrin deposits in the aneurysmal lumen

Krolik [Kobayashi 2004]

Rabbit

Zgrubienie btony wewngtrznej, fragmentacja blony sprezystej, Scienczenie
btony srodkowej
Intimal thickening, fragmentation of internal elastic lamina, media thinning

Pies [Strindberg 1998]

Dog

Zniszczenie struktury sieci wiokien we wszystkich warstwach aorty,
zmniejszenie liczby komorek migsni gtadkich, zakrzepy $rodscienne (weze-
$niejsze rozszerzenie aorty balonikiem, na aortg dziatano tez kolagenaza)
Disruption of elastic network of the intima, media, and adventitia, reduction
in the number of smooth muscle cells, intramural thrombi (earlier distention
with balloon catheter, aorta treated with collagenase also)

Tabela 3c.T¢tniaki aorty brzusznej wywotane za pomoca elastazy u §win
Table 3c. Elastase induced AAA in swine

Elastaza — Elastase

Infuzja elastazy in vitro
[Tierney 2010]
In vitro elastase infusion

Zmniejszenie zawartos$ci wiokien elastycznych o $rednio 73,02% (20 TU - I,
4 godz.; rozszerzenie balonem po trawieniu elastaza)

Average 73,02% decrease in elastin content (20 IU - I, 4 h; ballon inflation
after elastase treatment)

Infuzja samej elastazy in vivo
[Marinov 1997]

In vivo elastase solely

Nie uzyskano tgtniakow, uszkodzenie wtokien sprezystych blony srodkowej,
zmniejszenie liczby komorek migéni gtadkich, ztogi wapnia, zmiany mar-
twicze

No aneurysm obtained, destruction of elastic fibers of medial lamina, reduc-
tion of smooth muscle cells, calcium deposits, necrotic lesions

Infuzja 30 1U elastazy

18000 IU kolagenazy in vivo
[Hynecek 2007]

In vivo elastase 30 IU and
collagenase 8000 IU infusion

Czg$ciowa utrata $rodbtonka, naciek neutrofilow, rozktad wiokien sprezy-
stych; czgsciowe cofnigcie zmian po 3—6 tygodniach

Partial endothelial loss, mural neutrophil infiltrate, elastin disruption; partial
recovery after 3—-6 weeks (after distention with balloon catheter)

Infuzja elastazy i zatozenie
opaski zwezajacej in vivo
[Molagek 2009]

In vivo elastase infusion with
stenosing cuff application

Zgrubienie btony wewngtrznej, zniszczenie i fragmentacja blony sprezystej
wewngtrznej i wiokien sprezystych btony srodkowej, proliferacja komorek
migéni gladkich, naciek zapalny w btonie §rodkowej I przydance
Thickening of the tunica intima, damaged and fragmented lamina elastica
interna, damaged elastic membranes in the tunica media, SMC proliferation,
inflammatory infiltration in the tunica media and tunica adventitia
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Techniki wywolywania AAA zastosowane u §win

Poczatkowo jako duzy model zwierzecy tetniaka aorty brzusznej stuzyly psy [Econo-
mou 1960]. Jednak ze wzgledow etycznych oraz przez réznice w metabolizmie lipido-
wym migdzy psem a cztowiekiem preferowanym modelem stata si¢ §winia (Sus scrofta)
(tab. 4). Opracowano wiele metod wywotywania t¢tniakow aorty brzusznej u $win, gtow-
nie fizycznych, ktére stuza do badania nowych technik operacyjnych w leczeniu AAA.
W nowszych badaniach nad wywotywaniem t¢tniakow u §win wykorzystuje si¢ taczenie
metod fizycznych z chemicznymi, co pozwalana na uzyskanie zmian bardziej przypomi-
najacych tetniaki naturalnie wystepujace u ludzi.

Tabela 4. Zalety i wady $win jako modelu do badania t¢tniakow aorty brzusznej
Table 4. Advantages and disadvantages of porcine model of AAA

Zalety Wady
Advantages Disadvantages
Anatomia uktadu krazenia podobna do ludzkiej Wysokie koszty
[McKenzie 1996] High costs

Human-like cardiovascular anatomy

Rozmiar ciata pozwalajacy na testowanie technik
operacyjnych i protez [Swindle 1988]

Body size allowing testing of surgery techniques
and new prosthetic devices

Spontaniczny rozw6j zmian miazdzycowych szczegolnie
w aorcie brzusznej [Skold 1966]

Development of spontaneous atherosclerotic lesions
comparable with that of human, particularly

in abdominal aorta

Metabolizm lipoprotein podobny do ludzkiego

($rednio 60% cholesterolu transportowane jako LDL)
[Kieft 1991]

Similar to human lipoprotein metabolism (average 60%

Mato precyzyjna charakterystyka genotypu
Less precise genetic characterization

Trudnosci w utrzymaniu i obstudze
odpowiednio licznej grupy zwierzat
Difficulties in maintaining sufficiently large
groups of animals and their handling

Problem z uzyskaniem modeli
transgenicznych i pozyskaniem
przeciwciat

Difficult to access transgenic models
and antibodies

Mniejszy rozmiar duzych tgtnic
Smaller central veins

of cholesterol transported as LDL)

Jedna z szerzej stosowanych technik u §win jest wszywanie w §ciang aorty ,.taty”
z autologicznego materialu. Wykorzystano w tym celu migdzy innymi powi¢z mig$nia
prostego brzucha oraz otrzewna ztozona w dwie warstwy [Jordan 1998, Maynar 2003].
U $win zastosowano takze ,.taty” z dakronu [Diaz 2004, Vos 2004]. Metoda wywotywa-
nia t¢tniakow polega na uzyskaniu dojécia operacyjnego do aorty na odcinku pomigdzy
odgalezieniami tetnic nerkowych a rozdwojeniem aorty. Fragment naczynia czasowo
zaciska si¢ na obu koncach, wykonuje podtuzne cigcie, przeplukuje si¢ wngtrze naczy-
nia heparyna. Po nacigciu aorty dokonuje sig¢ resekcji fragmentu §ciany i w to miejsce
przyszywa wczesniej przygotowana, elipsoidalng late, ktora zwigksza $rednice naczynia
na obszarze cigcia. Tak uzyskane tetniaki charakteryzuja si¢ duzym rozmiarem, poten-
cjatem do dalszego wzrostu i w zalezno$ci od uzytego materiatu sktonnoscia do pekania.
Duza tendencj¢ do powigkszania si¢ i pgkania zaobserwowano po zastosowaniu dwuwar-
stwowego fragmentu otrzewnej. ,.Laty” z autologicznych tkanek dobrze przyjmuja si¢
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w $cianie naczynia, ulegaja endoteliazizacji, zwigksza si¢ w nich ilos¢ kolagenu. Stuza
przede wszystkim do testowania nowych stent-graftow oraz badania komplikacji poope-
racyjnych, takich jak przecieki wewnatrz tetniaka czy odnowa zmiany po leczeniu opera-
cyjnym [Jordan 1998]. Ze wzgledu na zastosowanie obcej tkanki/materiatu nie stanowia
jednak dobrej metody do oceny proceséw patofizjologicznych zachodzacych w aorcie
w trakcie powstawania i rozwoju zmian [Maynar 2003]. U §win wykorzystano tez mate-
riat ksenogeniczny do wytworzenia zmiany t¢tniakowatej w aorcie brzusznej. W $ciang
naczynia wszyto zakonserwowany w aldehydzie glutarowym fragment zyty biodrowe;j
pochodzacej od krowy. Uzyskano w ten sposdb dwukrotne rozszerzenie $wiatla aorty.
Zwierzgta po dwoch tygodniach od zabiegu postuzyty do testowania wewnatrznaczynio-
wej metody leczenia chirurgicznego tetniakéw [Whitbread 1996].

Na $winiach probowano tez zastosowa¢ model chemiczny w wykorzystaniem ela-
stazy. O ile udato si¢ wywotaé¢ zmiany w tetnicy szyjnej z wykorzystaniem elastazy oraz
doprowadzi¢ do rozszerzenia fragmentdw aorty brzusznej ex vivo, o tyle proby wywota-
nia t¢tniaka aorty u zywych $win nie powiodly sig, mimo iz dochodzito do zniszczenia
wilokien sprezystych na odcinku, na ktory dziatat enzym [Goericke 2009, Kratzberg 2009,
Marinov 1997]. Zaczeto modyfikowaé metode z elastaza, dodajac kolejne elementy do
postgpowania. Nasz zespot potaczyl nasaczanie odcinka aorty elastaza z rozszerzeniem
mechanicznym $ciany naczynia za pomoca balonu angioplastycznego. Zmiang udato si¢
wywotac¢ tylko u jednego zwierzgcia. Nie byta ona duza (ponizej 150% $rednicy zdro-
wego naczynia) i miata tendencj¢ do zanikania podczas 5-tygodniowego okresu moni-
toringu [dane niepublikowane]. Kolejnym udoskonaleniem metody byto zastosowanie
opaski uciskajacej powyzej odcinka aorty brzusznej, na ktory podziatano enzymem tak,
aby wywotac turbulentny przeptyw krwi. Na aortg dziatano 5 ml roztworu elastazy o ste-
zeniu 5 Ul/ml przez 30 minut, po czym zatozono opaskg. Wymiary aorty zwigkszyty sig
7 7,29+0,76 do 15,6+1,21 mm (okoto 214%) po trzech tygodniach od procedury. Zmiany
histologiczne obejmowaty pogrubienie btony wewngtrznej, degradacje witokien sprezy-
stych w btonie §rodkowej, nacieki zapalne w catej btonie srodkowej i przydance, co przy-
pomina obraz histopatologiczny AAA u ludzi [Molacek 2009].

Kolejna metoda opracowang u $win jest potaczenie mechanicznego rozszerzania
$wiatla aorty za pomoca balonu angioplastycznego z nadtrawianiem z uzyciem mieszani-
ny enzymow proteolitycznych, mianowicie elastazy i kolagenazy. Po rozszerzeniu aorty
brzusznej balonem do odizolowanego odcinka wprowadzono pod ci$nieniem 50 ml roz-
tworu zawierajacego 8000 IU kolagenazy i 30 IU elastazy na 20 minut, az zauwazono
przeciekanie roztworu przez $ciang naczynia. Tuz po zabiegu odnotowano rozszerzenie
aorty 0 62+35%, a w szdstym tygodniu obserwacji w obrazie MRI zmiana miata $redni-
c¢ wynoszaca 1944+37% normalnego wymiaru naczynia. Obraz histologiczny tetniakow
ulegat zmianom w czasie. Poczatkowo obserwowano zanik komorek endotelium i mig-
$ni gladkich oraz degradacj¢ wiokiem sprezystych i kolagenowych. W szostym tygodniu
endotelium uleglo regeneracji, zauwazono tez czg¢sciowa odnowe warstwy migsniowe;j,
natomiast postgpowaly zmiany we wtoknach tacznotkankowych, pojawity si¢ ogniska
zwapnienia otoczone przez limfocyty [Hynecek 2007]. Fragmenty t¢tniakow uzyskanych
w ten sposob poddano badaniom ekspresji genow i stwierdzono, ze zwigkszeniu ulega
ckspresja metaloproteinaz i katepsyn oraz TNFa, interleukin i aktywatora plazminogenu
tkankowego [Sadek 2008]. Sa to czynniki, ktdre najprawdopodobniej maja udziat w etio-
patogenezie AAA u ludzi. Nasz zespdt osiagnat podobne rezultaty, modyfikujac meto-
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de. Po mechanicznym rozszerzeniu $wiatla aort¢ nasaczano od wewnatrz mieszaning
enzymow (6000 IU kolagenazy i 200 IU elastazy przez 20 minut). T¢tniaki udato si¢
wywota¢ u wszystkich poddanych procedurze zwierzat, w piatym tygodniu osiagnety
wielko$¢ odpowiadajaca okoto 173% normalnej $rednicy aorty na tym odcinku. Zmiany
histologiczne przypominaty te zaobserwowane przez poprzedni zespdt [dane niepubliko-
wane].

Tabela 5. Wymiary tetniakow aorty brzusznej po 3 tygodniach od wywotania zmiany metoda
fizykochemiczna
Table 5. Abdominal aortic aneurysm size after 3 weeks from physicochemical procedure

Nr Metoda Rozmiar AAA po 3 tygodniach
No Procedure AAA size after 3 weeks
1. Elastaza z opaska zwegzajaca 214% normalnego wymiaru aorty
$wiatlo [Molacek 2009]
Elastase with stenosing cuff 214% of normal aorta diameter
2. Rozszerzenie mechaniczne 182% normalnej $rednicy aorty
i dziatanie elastaza/ [Hynecek 2007]
kolagenaza 182% of normal aorta diameter
Mechanic dilatation and 170% normalnej $rednicy aorty
elastase/collagenase [dane niepublikowane]
treatment 170% of normal aorta diameter
[not published]
3. Rozszerzenie mechaniczne 234% normalnej $rednicy aorty
i dzialanie elastaza/ [dane niepublikowane]
kolagenaza oraz CaCl, 234% of normal aorta diameter after
Mechanic dilatation and 2 weeks [data not published]

elastase/collagenase plus
CaCl, treatment

W naszym osrodku wykorzystano tez potaczenie metody enzymatycznej z nasacza-
niem $ciany aorty od zewnatrz roztworem chlorku wapnia. Procedura nie roznita si¢ zna-
czaco od metody z wykorzystaniem elastazy i kolagenazy. Po uzyskaniu dojscia opera-
cyjnego pozaotrzewnowo zacisnigto odcinek aorty brzusznej ponizej tg¢tnic nerkowych
oraz przed rozgalgzieniem aorty, przez male nacigcie wprowadzono kateter zakonczony
balonikiem, ktory z kolei wypelniono powietrzem tak, aby poszerzy¢ $wiatto naczynia.
Nastegpnie, tym samym otworem wprowadzono pod ci$nieniem mieszaning enzymow
proteolitycznych o sktadzie identycznym jak we wczesniejszej metodzie. Koncowym eta-
pem procedury byto natozenie na Sciang aorty od zewnatrz jalowej gazy nasaczonej 0,5M
roztworem chlorku wapnia. W drugim tygodniu obserwacji w obrazie USG tgtniaki miaty
wielko$¢ okoto 237% $rednicy zdrowego naczynia (rys. 1). Prowadzone sa dalsze obser-
wacje 1 badania, ktore pozwola ustali¢ w jakim stopniu uzyskane t¢tniaki aorty brzusznej
u $win nasladuja zmiany u ludzi.

Acta Sci. Pol.



Eksperymentalne metody wywolywania tetniakow aorty brzusznej...

www.trimed.com.pl 14/02/2012 10:39:47
morar 14,02.2012swzclca 120214-103155-80CE Abdomen

B1 F65 D62 G54
FR36  IP6 DR70 M

+ Dist 0.66cm

X Dist 0.68cm
Rys. 1. Niezmieniona aorta $wini uwidoczniona za pomoca ultrasonografii
Fig. 1. Normal swine abdominal aorta visualized by ultrasonography
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Rys. 2. Tetniak aorty brzusznej u $§wini po zastosowaniu metody kolagenazowo-elastazowej

z CaCl,, badanie kontrolne po dwoch tygodniach

Fig. 2. AAA in swine after treatment with collagenase/elastase and CaCl,, follow-up examination

in the 2™ week

U swin wywotywano tez tetniaki za pomoca powtarzanego nadmuchiwania balonu
angioplastycznego w $wietle naczynia, az do osiagnigcia przez aortg¢ brzuszna srednicy
1,5 razy wigkszej od normalnego wymiaru naczynia. W ten sposob uzyskuje si¢ AAA,
ktére wykorzystuje si¢ w badaniu stent-graftow. Nie wiadomo jednak, czy w taki sposob

wywotane zmiany utrzymuja si¢ przez dtuzszy czas [Raman 2005].
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PODSUMOWANIE

Tetniaki aorty brzusznej sa problemem, ktory zyskuje na znaczeniu w starzejacych si¢
populacjach krajow rozwinigtych. Stanowia jedna z gtownych przyczyn zgonow wsrod
mezezyzn powyzej 55. roku zycia. Leczenie operacyjne ciagle wiaze si¢ z duzym od-
setkiem powiklan. Z tego wzgledu bardzo duze zainteresowanie $rodowisk naukowych
budzi opracowywanie modeli zwierzgcych, ktore pozwola na lepsze poznanie procesow
lezacych u podstawy rozwoju AAA oraz bgda stuzyly udoskonalaniu metod leczenia za-
réwno farmakologicznego, jak i operacyjnego. Swinie, z uwagi na duze podobienstwo
do cztowieka w zakresie budowy i czynnosci uktadu krazenia, wydaja si¢ stanowi¢ do-
skonaly model badawczy. Jak dotad udato si¢ dobrze opracowac chirurgiczne metody
tworzenia tetniakdw aorty brzusznej u §win, ktore jednak nie odzwierciedlaja w peni
zmian wystepujacych u cztowieka. Najnowsze badania skupiaja si¢ na metodach wywo-
tywania AAA, ktére podlegaja procesom patofizjologicznym podobnym do tych u ludzi.
Obiecujace pod tym wzgledem wydaja si¢ by¢ techniki z wykorzystaniem potaczenia
mechanicznego rozszerzania §wiatla naczynia z dziataniem enzymow proteolitycznych
oraz chlorku wapnia.
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EXPERIMENTAL METHODS OF ABDOMINAL AORTIC ANEURYSM
CREATION WITH PARTICULAR EMPHASIS ON SWINE AS A LARGE
ANIMAL MODEL

Abstract. Abdominal aortic aneurysm (AAA) is on the 10th position of the causes of death
in men above 55 years of age. Method of treatment of AAA measuring above 5,5 cm is the
classical surgery or endovascular procedure. Death and complication rates associated with
surgery are still high. For this reason further studies on pathogenesis, pathophysiology and
treatment of abdominal aortic aneurysm are needed. Numerous animal models of AAA
have been developed. Research is conducted on predisposed animals and on models, in
which AAA have been induced by chemical or physical methods. Swine are good experi-
mental model for the improvement of new surgical techniques. Many physical protocols are
used to produce aneurysm in swine (especially operational), combinations of physical and
chemical methods are also introduced and constantly improved.

Key words: abdominal aortic aneurysm (AAA), large animal model, swine, aneurysm
creation
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WPLYW NIENASYCONYCH KWASOW
TEUSZCZOWYCH N-3 I N-6
NA METABOLIZM TKANKI KOSTNEJ

Dorota Grabos$, Anna Gawlowska

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Streszczenie. Kosci sa aktywna metabolicznie tkanka podlegajaca trwajacemu przez cate
zycie procesowi modelowania. Metabolizm kos$ci kontroluja czynniki systemowe, jak
réwniez i lokalne, a znaczaca rolg ogrywa takze odpowiednio zbilansowana dieta. Wielo-
nienasycone kwasy ttuszczowe (WKT) budza zainteresowanie jako naturalne substancje,
ktore moga oddziatywac na komorki tkanki kostnej modyfikujac ich metabolizm. Sa one
prekursorami eikozanoidow, ktore uczestnicza w wielu mechanizmach regulacyjnych. Przy
udziale COX powstaja prostaglandyny, prostacykliny i tromboksany, natomiast pod wpty-
wem LOX leukotrieny.

Z kwasu arachidonowego (AA) pod wptywem COX powstaje m.in. PGE2, ktéra posredni-
czy w oddzialywaniu na tkanke kostna hormonéw kalcytropowych, cytokin proresorbey;j-
nych i czynnikoéw wzrostu. Prawidlowa suplementacja ogranicza dziatanie AA, czego skut-
kiem jest obnizenie poziomu PGE2, a tym samym ostabienie intensywnosci zmian zaniko-
wych tkanki kostnej. W $wietle przeprowadzonych badan dotyczacych leczenia, a przede
wszystkim profilaktyki, suplementacja diety WKT odgrywa znaczaca rolg w metabolizmie
tkanki kostnej zwierzat i ludzi.

Stowa kluczowe: osteoporoza, nienasycone kwasy tluszczowe, tkanka kostna, PGE2

W ostatnich latach poswigca si¢ wiele uwagi wplywowi na organizm wielonienasyconych
kwasow tluszczowych (WKT). Najwigcej badan dotyczy chordb sercowo-naczyniowych
tj.: migotanie przedsionkdéw, niewydolnos$¢ serca, udary moézgu, nadci$nienie tgtnicze,
choroba niedokrwienna. Kardioprotekcyjne dziatanie tych kwasoéw znane jest juz od po-
nad 70 lat, ciagle jednak odkrywane sa nowe witasciwosci, ktore mozna wykorzystac
w suplementacji diety kobiet cigzarnych, 0sob z choroba Alzheimera i cukrzycy. Ostatnie
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badania dowiodly, iz WKT maja rowniez wplyw na uktad kostny u ludzi, jak i u zwierzat
przy czym nie jest on do konca jednoznaczny [Watkins i in. 2005, 2006, Shen i in. 2006].
W zwiazku z powyzszym, w niniejszej pracy podjeto probe wyjasnienia mechanizmow
dziatania i wptywu wielonienasyconych kwasow tluszczowych, a takze ich metabolitow
na metabolizm i wtasciwosci tkanki kostnej u ludzi 1 zwierzat oraz potencjalnych mozli-
wosci ich wykorzystania w prewencji schorzen metabolicznych kosci.

Z punktu widzenia prewencji chordb cywilizacyjnych na szczegdlng uwageg za-
stuguja kwasy n-3 i n-6. Zwiazkiem zapoczatkowujacym seri¢ kwasow n-3 jest kwas
a-linolenowy (ALA C18:3), a kwasow n-6 kwas linolowy (LA C18:2) [Caldwell i in.
1972]. W watrobie, jak rowniez w niewielkich ilosciach w innych tkankach, ulegaja one
przemianom katalizowanym przez wiele enzyméw, co powoduje wydtuzanie tancucha
i tworzenie wiazan podwdjnych. W torze przemian kwaséw n-3 sa kwasy: eikozapen-
taenowy (EPA C20:5), kwas dokozapentaecnowy (DPA C22:5) oraz kwas dokozaheksa-
enowy (DHA C22:6). W organizmie z ALA na drodze elongacji i desaturacji zachodzi
synteza EPA i DHA. Z LA natomiast pod wplywem desaturazy powstaje kwas gamma-
linolenowy (GLA C18:3), ktory jest wydtuzany do kwasu dihomo-gamma-linolenowego
(DGLA C20:3), ulegajacego desaturacji do kwasu arachidonowego (AA C20:4) [Arche-
mowicz i Szary-Szwost 2005]. Z uwagi na fakt, iz w metabolizmie kwasow thuszczowych
n-3 i n-6 uczestnicza te same uktady enzymatyczne spozywanie duzych ilosci LA powo-
duje zmniejszenie syntezy EPA i DHA, a nasilenie syntezy AA. Z drugiej strony spozycie
duzych ilosci ALA ostabia syntez¢ AA i stymuluje wytwarzanie EPA i DHA [Claassen
iin. 1995].

Ssaki nie maja jednakze zdolnosci syntetyzowania kwasu linolowego i linolenowego,
dlatego musza by¢ one dostarczane z pozywieniem. Ich Zrédlem moga by¢ oleje po-
chodzenia roslinnego lub zwierzgcego. Oleje z ziaren zbdz bogate sa w kwas linolowy,
natomiast oleje z warzyw zielonych w kwas a-linolenowy (tab. 1). Naturalnym, bogatym
zrodlem wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych z rodziny n-3 sa oleje rybne (tab. 2).
Zawarto$¢ EPA i DHA oraz ich wzajemne proporcje w thuszczu rybim zaleza od gatunku
i stanu fizjologicznego ryb, pory roku oraz akwenu potowu, np. ryby z zimnych morz pot-
nocnych zawieraja wigcej EPA, z potudniowych za$ wigcej DHA [Archemowicz i Szary-
-Szwost 2005].

Wielonienasycone dtugotancuchowe kwasy thuszczowe pod wptywem fosfolipazy A2
sa uwalniane z fosfolipidéw bton komérkowych i wchodza w reakcje z udziatem jedne-
go z dwoch grup enzymow: cyklooksygenaza (COX) lub lipooksygenaza (LOX). Przy
udziale COX powstaja prostaglandyny, prostacykliny i tromboksany, a pod wptywem
LOX leukotrieny. Powyzsze zwiazki sa swoistymi przekaznikami, ktore wzmacniaja lub
ostabiaja regulacyjna rolg hormonéw i neuromediatoréw [Burdan i in. 2006]. Zwiazkiem
macierzystym dla prostaglandyn, prostacyklin i tromboksanéw monoenowych (PGE,,
PGF, TXA)) jest DGLA, dienowych (PGD,, PGE,, PGF,, PGL,, TXA)) — AA, a trie-
nowych (PGD,, PGE,, PGF,, PGI,, TXA,) — EPA. Pod wptywem LOX z AA powstaja
leukotrieny serii 4, a z EPA leukotrieny serii 5. Szlak syntezy prostaglandyn, prostacyklin
i tromboksanow wspotzawodniczy o substraty ze szlakiem syntezy leukotrienow, zas typ
oraz ilos¢ powstajacych zwiazkow zaleza od dostgpnosci substratow, aktywnosci fosfoli-
pazy A, COX i LOX. W ocenie niektorych eikozanoidy bedace pochodnymi AA cechuja
si¢ wigksza aktywnoscia biologiczna niz pochodne EPA i DGLA [Watkins i in. 2001].
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Tabela 1. Zawarto$¢ procentowa wielonienasyconych kwasow tluszczowych n-3 i n-6 w wybra-
nych olejach roslinnych [%]
Table 1. The percentage content of polyunsaturated fatty acids n-3 and n-6 in selected vegetable

oils
Oleje kwasy ttuszczowe n-3 kwasy tluszczowe n-6
Oils n-3 fatty acids n-6 fatty acids
Olej z siemienia Inianego 52,7 16,2
Flax oil
Olej sojowy 3,0 47,3
Soybean oil
Olej rzepakowy 9,7 21,3
Rapeseed oil
Olej kukurydziany 0,7 60,2
Corn oil
Olej stonecznikowy 0,0 66,7
Sunflower oil
Olej Iniankowy 35,5 17,0
Camelina oil
Olej arachidowy 0,0 75,4
Peanut oil
Olej oliwkowy 0,6 8,3
Olive oil

Tabela 2. Zawarto$¢ kwaséow n-3 w wybranych gatunkach ryb [g/100 g produktu]
Table 2. The content of n-3 fatty acids in selected fish species [g/100 g of product]

Gatunek ryby kwasy ttuszczowe n-3
Fish species n-3 fatty acids
Loso$ atlantycki 1,4-19
Salmon
Sledz 1,2-1,7
Herring
Sardynki 1,4
Sardines
Makrela 1,0-2,5
Mackerel
Pstrag 0,7-1,0
Trout
Halibut 0,4
Halibut
Fladra 0,4
Flounder
Tunczyk z puszki 0,7-1,0
Tuna
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W metabolizmie tkanki kostnej najwigksze znaczenie maja prostaglandyny serii 2,
powstajace w osteocytach i osteoblastach z kwasu arachidonowego przy udziale COX
[Burdan i in. 2006]. PGE, poSredniczy w oddziatywaniach na tkanke kostna hormonow
kalcytropowych, cytokin proresorbcyjnych — TNFa (czynnik martwicy nowotworu o),
IL-1 (interleukina-1), IL-3 (interleukina-3), IL-6 (interleukina-6) i czynnikow wzrostu —
TGF-B (transformujacy czynnik wzrostu f), PDGF (pltytkowy czynnik wzrostu), bFGF
(czynnik wzrostu fibroblastow), a jej wplyw ma charakter dawkozalezny [Watkins 1 in.
2005]. Mianowicie jej niskie st¢zenia, np. przy obciazeniach mechanicznych, maja ana-
boliczny wpltyw na masg kostna [Cohen i in. 2005], stymuluja proliferacje¢ osteoblastow
i synteze kolagenu [Raisz i Fall 1990]. PGE, podawana w niewielkiej ilo$ci (3 mg/kg m.
c./dzien) [Yao i in. 1999] stymuluje kosciotworzenie w obrebie trzonu kosci piszczelo-
wej szczurdw, a w przypadku owariektomizowanych szczurow powoduje z jednej strony
zwigkszenie masy kosci korowej, a z drugiej nasila jej przebudowe. Wysoka dawka PGE,
(6 mg/kg m. c./dzien) sprzyja natomiast resorpcji tkanki kostnej [Jee i in. 1990].

Badania in vivo i in vitro wskazuja, ze PGE, pei integracyjna funkcj¢ regulacyjna
w odniesieniu do powstawania i funkcji zarowno osteoblastow, jak i osteoklastow. Oste-
oblasty syntetyzuja i uwalniaja RANKL (ligand receptora aktywujacego jadrowy czyn-
nik NF-kB) oraz M-CSF (czynnik stymulujacy powstawanie kolonii makrofagow), pod
wptywem ktorych dochodzi do pobudzenia komoérek prekursorowych osteoklastow z linii
makrofagéw lub monocytdéw, a nast¢pnie do ich réznicowania i fuzji w wielojadrzaste
osteoklasty. RANKL po potaczeniu z receptorem aktywujacym jadrowy czynnik NF-xB
(RANK) na powierzchni komodrek prekursorowych osteoklastow wyzwala kaskade sy-
gnatowa wewnatrz komorki dojrzewajacego osteoklastu. Istotna rolg w tych procesach
odgrywa COX-2, ktora katalizuje syntezg PGE, z kwasu arachidonowego. Wzrost synte-
zy PGE, skutkuje wzrostem poziomu RANK i jednoczes$nie hamowaniem syntezy oste-
oprotegryny (OPG) [Liu i in. 2006, Mgczekalski i Czyzyk 2009]. OPG, syntetyzowana
glownie przez osteoblasty, nalezy do rodziny receptorow czynnika martwicy nowotwo-
row. Majac zdolnos$¢ wiazania RANKL, uniemozliwia jego wiazanie z RANK 1 w kon-
sekwencji zapobiega réznicowaniu prekursorow osteoklastow [Kosteniuk i Shalhoub
2001]. PGE, zwigkszajac ekspresje zarowno RANKL, jak i RANK oraz hamujac ekspre-
sj¢ OPG, dziata proresorpcyjnie, wzmagajac aktywnos¢ osteoklastow. Podobny wptyw
na tkanke¢ kostna wykazuja leukotrieny, bedace metabolitami lipooksygenazy, ktore jako
lokalne regulatory stymuluja resorpcjg kosci, jak rdéwniez hamuja jej tworzenie [Traia-
nedes 1 in. 1998, Laufer 2003, Jiang 1 in. 2005]. W doswiadczeniach Meghji i in. [1988]
oraz Trainanedes i in. [1998] stymulacja resorpcji kosci 1 aktywacja osteoklastow in vitro
zachodzita pod wptywem leukotrienow B4 (LTB4), jak i C4 (LTC4) i D4 (LTD4).

PGE, bierze rowniez udziat w stymulacji osteoblastogenezy poprzez aktywacjg szlaku
sygnatowego Wnt, zwigkszenie ekspresji IGF-1 oraz czynnika transkrypcyjnego Chfa-1
[Guaniin. 2002, Yoshida i in. 2002, Watkins i in. 2003, Celil i Campbell 2005, Bonewald
2006]. Z drugiej strony wykazano, iz WKT moga hamowac ekspresj¢ Chfa-1, a tym sa-
mym roéznicowanie osteoblastow i proces osteoblastogenezy [Watkins i in. 2003].

Insulinopodobne czynniki wzrostu (IGFs), bedace glownymi czynnikami wzrostu
pochodzacym z kosci, uwalniane sa z macierzy kostnej podczas osteoklastycznej resorp-
cji kosci 1 dziatajac na drodze auto- i parakrynnej stymuluja kosciotworzenie. Relacje
migdzy prostaglandynami a insulinopodobnymi czynnikami wzrostu maja bardzo duze
znaczenie w utrzymaniu homeostazy tkanki kostnej i odpowiedniej masy podczas kry-
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tycznych etapdw wzrostu i rozwoju szkieletu oraz podczas starzenia [Massicotte i in.
2006]. Jak wynika z badan Watkins’a i in. [1997] i Li i in. [1999] podawanie kurcz¢tom
i szczurom WKT n-3 wplywa na synteze PGE, i stezenie IGF-1, czego wynikiem jest
nasilenie procesu kosciotworzenia. W innych badaniach przy wzbogaceniu diety w DHA
lub mieszank¢ DHA i EPA réwniez mozna byto zaobserwowac wzrost poziomu IGF-1
[Shen i in. 2006, Poulsen i in. 2007]

Literatura ostatnich lat zawiera sporo doniesien o badaniach in vivo i in vitro doty-
czacych wptywu WKT na wlasciwos$ci 1 metabolizm tkanki kostnej, przy czym w opisy-
wanych uktadach dos§wiadczalnych wykorzystuje si¢ zarowno oleje roslinne i zwierzegce
o réznej zawartosci kwasow n-3 1 n-6, jak rowniez poszczegdlne nienasycone kwasy
thuszczowe. Wplyw mieszaniny kwasu y-linolenowego (GLA) i EPA badali Kruger i in.
[1998], podajac ja kobictom w podesztym wicku. Po 18 miesiacach doswiadczenia za-
obserwowali protekcyjny wptyw zastosowanych kwasdéw na tkanke kostna objawiajacy
si¢ wzrostem gestosci mineralnej odcinka ledzwiowego kregostupa. Podobne pozytywne
oddzialywanie na BMD zaobserwowali Classen i in. [1995] oraz Haag i in. [2003], na-
tomiast brak wptywu na parametry densytometryczne tkanki kostnej diety zawierajacej
kwasy n-3 stwierdzili Bassey i in. [2000], Dodin i in. [2005] oraz Appleton i in. [2011].

Odzwierciedleniem zmian zachodzacych w ko$ciach sa markery jej metabolizmu okre-
slane we krwi i moczu, jednakze uzyskiwane w tym zakresie wyniki sg rozbiezne. U ko-
biet po menopauzie ze stwierdzong osteoporoza, ktérym podawano codziennie w diecie
przez 16 tygodni 4 g oleju rybiego, zawierajacego mieszankg kwasow EPA i DHA oraz
oleju rybiego z olejem z wiesiotka (60% LA, 8% GLA, 4% EPA, 3% DHA) zaobserwo-
wano np. zmniejszenie aktywnosci fosfatazy zasadowej oraz wzrost stezenia prokolagenu
W surowicy, czemu towarzyszyt wzrost poziomu w osoczu osteokalcyny, specyficznego
nickolagenowego bialka, ktére jest uwalniane do krwi zarowno przy tworzeniu nowe;j
tkanki kostnej, jak i podczas procesu przebudowy tkanki kostnej [Watkins i in. 2001].
Powyzsze wyniki nie sg jednoznaczne, gdyz wzrost w osoczu poziomu prokolagenu ma
miejsce przy tworzeniu nowych wiokien kolagenowych podczas proceséw kosciotworze-
nia [Das 2000], za$ zmniejszenie poziomu fosfatazy zasadowej wskazuje na zmniejszenie
tempa mineralizacji koSci. Natomiast Griel i wsp. [2007] wykazali, iz wysoka zawarto$¢
nienasyconych kwasow ttuszczowych w diecie obniza poziom wskaznika resorpcji kosci,
jakim jest NTx (N-koncowy usieciowany telopeptyd tancucha kolagenu typu I), pozosta-
jac bez wptywu na poziom fosfatazy zasadowej. Przy czym redukcja poziomu NTx byta
wigksza przy diecie z duza zawartoscia ALA (n-6/ n-3 1,6:1), zas mniejsza przy diecie
z duza zawartoscia LA (n-6/ n-3 3.5:1). Brak wptywu na poziom markeréw metabolizmu
kostnego zaobserwowali z kolei Sharif i in. [2010].

Znacznie wigcej badan z zakresu wpltywu nienasyconych kwasow thuszczowych na
metabolizm tkanki kostnej prowadzonych jest na zwierzgtach. Udowodniono m.in. ze
podawanie dlugotancuchowych wiclonienasyconych kwaséw tluszczowych samicom
szczurdw w fazie koncowej ciazy i laktacji, przy wczesniejszym niedoborze tych kwa-
sow, powoduje wzrost masy ciala i zawartosci mineralnej kosci (BMC) u noworodka
[Bassey i in. 2000]. Zwigkszenie gestosci mineralnej kosci udowej przy jednoczesnym
zmniejszeniu poziomu osteokalcyny w osoczu rosnacych szczuréw przy 7% suplemen-
tacji kwasami n-3 wykazali Green i in. [2004]. Pozytywny wptyw na tkankeg kostna ro-
snacych szczuréw i myszy zaobserwowali rowniez Li i in. [2010] oraz Lau i in. [2009].
Prosigta, ktorym podawano niewielkie ilosci AA i DHA réwniez wykazywaty wzrost
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masy kostnej, za§ u zwierzat spozywajacych 1,2 g/100 g thuszczu i 2,4 g/100 g ttuszczu
obserwowano mniej korzystne efekty [Korotkova i in. 2003]. W dostepnej literaturze sa
rowniez badania wskazujace na nickorzystny wptyw WKT na tkanke¢ kostna rosnacych
zwierzat [Bassey 1 in. 2000, Dodin i in. 2005], co $wiadczy o tym, iz nie tylko rodzaj kwa-
sow ttuszczowych zawartych w diecie, ale rowniez wielko$¢ suplementacji oraz stosunek
n-3 do n-6 ma duze znaczenie dla jej metabolizmu [Classen i in. 1995, Kruger i in. 1998,
Weiler i Fitzpatrick-Wong 2002, Watkins i in. 2006].

Liu i in. [2003] wykazali znaczaco wyzsze wartosci BMC u przepidrek otrzymu-
jacych olej rybi (duza zawarto$¢ n-3) w pordwnaniu z grupa otrzymujaca olej sojowy
(duza zawarto$¢ n-6). Podobne wyniki zaobserwowali Sun i in. [2003] oraz Bhattacharya
iin. [2005] u szczurdw otrzymujacych olej rybi w pordwnaniu ze szczurami otrzymuja-
cym olej kukurydziany. Cohen i in. [2005] stwierdzili, Ze rosnace myszy karmione pasza
z 10% dodatkiem oleju Inianego (15% LA i 56% ALA, stosunek n-3 do n-6 4:1) wykazy-
waly wzrost zawartosci ALA, EPA, DHA w osoczu, z kolei po dodatku oleju kukurydzia-
nego (57% LA 1 1% ALA, stosunek n-3 do n-6 1:57) nastapit spadek AA i LA w osoczu.
Nie stwierdzono natomiast roznic w poziomie cytokin prozapalnych w obu grupach, jak
roéwniez nie zaobserwowano istotnego wpltywu dodatku oleju Inianego na biochemiczne
markery metabolizmu kostnego oraz BMD. Watkins i in. [2006] w swoich badaniach
u szczurOw ze zniesiona funkcja hormonalng gonad stwierdzili, Ze stosunek kwasow
thuszczowych n-3 do n-6 w diecie rowny 1:5 byt bardziej korzystny niz stosunek 1:10.
Z kolei Baird i in. [2008] nie zaobserwowali znaczacych réznic w BMD i BMC u kurczat
otrzymujacych paszg wzbogacona w n-3 i n-6 w stosunku 1:47,8; 1:18; 1:7,6 oraz 1:4,7.
Podobnie brak istotnych réznic w BMD i BMC przy réznym stosunku kwaséw n-3 do n-6
stwierdzit Johnston i in. [2006] u indykow.

Wigkszos¢ badan wskazuje jednak, iz dieta o niskim stosunku kwaséw n-6 do n-3 wy-
kazuje pozytywny wplyw na tkanke kostna i wspomaga utrzymanie ggstosci mineralnej
kosci [Watkins i in. 2000, Albertazzi i Coupland 2002, Liu i in. 2003]. Duza zawarto$¢
kwasow n-6 w diecie moze skutkowaé wysokim stosunkiem AA do EPA w ko$ciach,
czego efektem jest redukcja kosciotworzenia i nasilenie procesow resorpcyjnych poprzez
wzrost syntezy i uwalniania PGE,. Wzrost konsumpcji kwasoéw n-3 obniza natomiast za-
warto$¢ AA, efektem czego jest zmniejszenie stosunku AA do EPA, obnizenie poziomu
PGE,, a tym samym redukcja aktywnosci osteoklastow. EPA jest prekursorem prostaglan-
dyn serii 3, ktore rowniez stymuluja resorpcj¢ tkanki kostnej, jednak jego konwersja do
PGE, jest znacznie mniej efektywna niz AA do PGE, [Watkins i in. 2000, Watkins i in.
2003].

Przejawem inhibicyjnego wptywu dlugotancuchowych WKT n-3 na osteoklastogene-
z¢ 1resorpcje tkanki kostnej jest rowniez hamowanie aktywacji NF-kB [Sun i in. 2003]
i RANKL [Rahman i in. 2005] oraz obnizenie aktywnos$ci winianoopornej kwasnej fosfa-
tazy (enzymu uczestniczacego w resorpcji tkanki kostnej), poziomu TNF-q, IL-2, INF-y
[Sun i in. 2003]. O korzystniejszym wptywie kwasow n-3 na tkanke kostna $wiadcza
takze: redukcja poziomu NO w kosciach, wzrost poziomu w osoczu krwi IGF-1 oraz ak-
tywnosci fosfatazy zasadowej przy jednoczesnym obnizeniu wydalania z moczem mar-
kerow resorpcji kosci pirydynoliny i wapnia [Shen i in. 2006]. W zwiazku z powyzszym
odpowiednia suplementacja diety pod wzgledem zawarto$ci kwaséw n-3 i n-6 moze osta-
bia¢ intensywnos$¢ zmian zanikowych tkanki kostnej [Watkins 1 in. 1996, 2000, 2003, Liu
i Denbow 2001, Albertazzi i Coupland 2002, Liu i in. 2003, Poulsen i in. 2007].
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Jak wykazuja badania, najczgstsza przyczyna rozwoju metabolicznych chordb zani-
kowych uktadu kostnego zwierzat i ludzi jest spadek poziomu estrogendw, u podtoza kto-
rego leza wiek lub gonadektomia podyktowana wzgledami medycznymi czy hodowla-
nymi. Estrogeny odgrywaja kluczowa rolg we wzroscie i utrzymaniu masy kostnej, a ich
dziatanie ma charakter wielokierunkowy. Procesy te realizowane sg poprzez stymulacjg
dojrzewania ptytki wzrostowej, pobudzanie osteoblastogenezy i mineralizacji, a w efek-
cie zwigkszanie wytrzymatosci kosci. Oddzialywanie estrogendow przejawia si¢ rowniez
w ich regulacyjnym wptywie na synteze¢ cytokin prozapalnych —IL-1, IL-6 oraz TNF-o —
pobudzajacych resorpcyjng aktywnos$¢ osteoklastow [Veldhuis i in. 2005]. W momencie
zmniejszenia aktywnosci hormonalnej gonad obserwuje si¢ zwigkszenie st¢zenia tych cy-
tokin, jak rowniez RANKL. Cytokiny prozapalne moga mie¢ negatywny wptyw na kosci
przez stymulacjg¢ resorpcji dwiema drogami: poprzez zwigkszenie proliferacji i aktywacji
osteoklastow lub przez stymulacj¢ osteoblastow do uwalniania RANKL [Poulsen i in.
2007]. Stwierdzono rowniez, iz wpltywaja one hamujaco na proliferacj¢ chondrocytow
i powoduja degradacje chrzastki stawowej [Nietfeld i in. 1990]. Podawanie owariektomi-
zowanym szczurzycom w diecie dlugotancuchowych kwasow n-3, EPA i DHA, z dodat-
kiem lub nie kwasow n-6, powoduje natomiast hamowanie ekspresji RANKL, ostabienie
syntezy cytokin prozaplanych, a w efekcie redukcje resorpcji kosci oraz utrzymanie BMC
na odpowiednim poziomie [Watkins i in. 2000, Green i in. 2004].

Estrogeny stymuluja jelitowa absorpcje wapnia oraz uczestnicza w utrzymaniu jego
odpowiedniego poziomu w tkance kostnej. W przypadku ich braku nast¢puje wzrost po-
ziomu wapnia w surowicy oraz obnizenie wchianiania jelitowego. WKT, a gtdéwnie EPA
i DHA, zwiekszaja aktywno$¢ jelitowej Ca?*-ATPazy, a tym samym wchtanianie wapnia
w jelitach, co wiaze si¢ z mniejszym jego wydalaniem z katem. Doswiadczenia przepro-
wadzone na owariektomizowanych szczurach otrzymujacych dietg bogata w EPA i DHA
wskazujg na zmniejszenie ubytkow tkanki kostnej, a w przypadku braku kalmoduliny —
na wzrost aktywnego transportu wapnia w przewodzie pokarmowym [Coetzer i in. 1994,
Haag 2003].

Dieta, pte¢ oraz wiek maja znaczacy wpltyw na metabolizm dtugotancuchowych kwa-
sow ttuszczowych. Czynnikami hamujacymi ich konwersj¢ sa: wysokie spozycie sodu,
niedobor biotyny, cukrzyca. Wraz z wiekiem zmianie ulega profil lipidow w btonach
fosfolipidowych, jak rowniez sktad tkanki thuszczowej — nastgpuje wzrost zawarto$ci
AA, DPA i DHA, co jest silnie zaznaczone u osobnikow plci zenskiej. Istnieja rowniez
roéznice w poziomie dtugotancuchowych kwasow tluszczowych we krwi, zalezne od pfci,
co $wiadczy o wptywie hormondw piciowych na ich metabolizm. Zaleznosci te ttuma-
czy si¢ oddziatywaniem hormonéw plciowych na aktywnos¢ uktadow enzymatycznych
uczestniczacych w konwersji ALA 1 LA. Postgpujace wraz z wiekiem obnizenie poziomu
hormonow piciowych i spadek aktywnos$ci enzymatycznej powoduja zmiany w meta-
bolizmie nienasyconych kwasow tluszczowych i eikozanoidow, co prowadzi do zmian
patologicznych tkanki kostnej [Poulsen i in. 2007].

Wigkszoé¢ badan in vivo na ludziach i zwierzetach, jak i in vitro wskazuje na protek-
cyjny wplyw kwasow rodzin n-3 i n-6 na tkanke kostna. Odbywa si¢ to najprawdopo-
dobniej przez regulacje syntezy cytokin oraz eikozanoiddw, jak rowniez przez wptyw na
metabolizm wapnia. Zapobieganie zmianom zanikowym tkanki kostnej, objawiajace si¢
utrzymywaniem masy kostnej na statym poziomie lub zmniejszaniem jej ubytkow, bar-
dzo czesto nie ma jednak odzwierciedlenia w poziomie marker6w metabolizmu kostne-
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go. Istnieje w zwiazku z tym konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan, ktére umozliwia
okreslenie poziomu i profilu nienasyconych kwasow tluszczowych w codziennej diecie,
najbardziej korzystnych w procesach fizjologicznych tkanki kostnej.
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THE EFFECT OF UNSATURATED FATTY ACIDS N-3
AND N-6 ON BONE TISSUE METABOLISM

Abstract. Bones are metabolically active tissues, which undergo a lifelong process of mod-
eling. Bone metabolism is controlled by system factors as well as by local ones, besides
balanced diet plays a significant role. Polyunsaturated fatty acids (PUFA) raise an interest
as natural substances that can affect bone cells and modify their metabolism. They are
the precursors of eicosanoids which are involved in a number of regulatory mechanisms,
among others, at the level of bone tissue. With the participation of COX there appear pros-
taglandins, prostacyclins and monoenes thromboxanes, while under the influence of LOX
leukotrienes. From arachidonic acid (AA) under the influence of COX is formed PGE,,
which in turn mediates in the impact on calciotropic hormones bone tissue, proresorptive
cytokines and growth factors. Adequate supplementation reduces the activity of AA result-
ing in a diminution of PGE, level, thereby weakening the intensity of atrophic changes in
bone tissue. In the light of conducted research on the treatment and in particular on the
prevention, PUFA diet supplementation plays a significant role in the metabolism of both
animal and human bone tissue.

Key words: osteoporosis, polyunsaturated fatty acids, bone tissue, PGE,
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WPLYW ZASTOSOWANIA ALG MORSKICH
I OLEJU RYBNEGO NA WYDAJNOSC, SKEAD MLEKA
ORAZ PARAMETRY BIOCHEMICZNE KRWI KROW*

Robert Kupczynski, Witold Janeczek, Krystyna Pogoda-Sewerniak,
Michat Dzigciol, Marek Szottysik, Wojciech Zawadzki

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Prezentowane badania dotyczyly wpltywu stosowania w dawkach pokarmo-
wych krow mlecznych bedacych w pierwszym okresie laktacji oleju rybnego z watroby
dorsza wraz z mikroalgami morskimi na wybrane parametry biochemiczne krwi i wydaj-
nos$¢ mleka. Olej rybny wraz z mikroalgami krowy otrzymywaty od 7. dnia laktacji przez
okres 8 tygodni, w ilo$ci 1% suchej masy dawki pokarmowej. Zastosowane dodatki spowo-
dowaly zmniejszenie pobrania paszy, co z kolei doprowadzito do zmniejszonej wydajnosci
mleka. Zaobserwowano rowniez redukcj¢ zawarto$ci ttuszczu i biatka w mleku. Zwigk-
szona zawarto$¢ w dawce pokarmowej PUFA spowodowatla wzrost stezenia triglicerydow,
cholesterolu oraz kwasu B-hydroksymastowego w surowicy krwi. Odnotowano réwniez
wzrost st¢zenia bilirubiny catkowitej, natomiast aktywnos¢ enzyméw nie wskazywata na
zaburzenie funkcjonalne watroby.

Stowa kluczowe: krowy, olej rybny, mikroalgi morskie, profil metaboliczny krwi

WSTEP

Niedobdr energii wystepujacy u krow mlecznych w okresie poporodowym uzupetniac¢
mozna roéznego rodzaju thuszczami, takimi jak 16j, oleje roslinne pochodzace z nasion
roslin oleistych i thuszezow odpadowych czy ostatnio oleje rybne [Elizalde i in. 1999,
Dhiman i in. 2000, Nowak i Potkanski 2000, Bauman i in. 2003, Shingfield i in. 2006,
AbuGhazaleh i in. 2009]. Thuszcze te moga by¢ podawane w roéznych postaciach jako
niechronione lub chronione. Te ostatnie, obojgtne dla srodowiska zwacza, stosuje si¢ naj-
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czgsdciej w postaci mydel wapniowych kwasoéw tluszczowych [Petit 1 in. 2004], nasion
ro$lin oleistych poddawanych procesowi ogrzewania badz ekstruzji [Dhiman i in. 2000],
thuszczoéw otoczkowanych [Castaneda-Gutieérrez i in. 2009] czy mikrokrystalizowanego
oleju rybnego i Inianego [Carriquiry i in. 2008]. W ostatnich latach bardzo wiele badan
dotyczyto rowniez wptywu tluszczow réznego pochodzenia na modyfikacje sktadu kwa-
sow ttuszczowych tlhuszczu mleka krow [Abu-Ghazaleh i in. 2002, Palmquist i Griinari
2006, Castaneda-Gutieérrez i in. 2009, Abu-Ghazaleh i in. 2009]. Bardziej efektywne niz
oleje roslinne w modyfikacji sktadu i koncentracji kwasow thuszczowych w mleku, w tym
sprzgzonego kwasu linolowego (CLA), okazaty sig oleje rybne [Donovan i in. 2000, Abu-
Ghazaleh i in. 2002, 2003, 2009] lub oleju rybnego wraz z olejami roslinnymi bogatymi
w kwas linolowy C ., n-6 [Abu-Ghazaleh i in. 2003, Whitlock i in. 2006]. Tego rodzaju
modyfikacja diety krow wptywa na wzrost zawarto$ci trans-11 C18:1 oraz wyzsza endo-
genna syntezg cis-9, trans-11 CLA w gruczole mlekowym.

Innym Zrédlem wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych moga by¢ algi morskie.
[Boeckaert i in. 2008, Kupczynski i in. 2011]. Pozyskiwane sg one poprzez odtawianie
z wod powierzchniowych (makroalgi) lub na drodze hodowli (mikroalgi). Bogate sg one
w kwasy ttuszczowe z rodziny n-3, m.in. kwasu dokozaheksaenowego DHA, ktorego po-
ziom waha si¢ w granicach od 5,24 do 5,52%. W swoim sktadzie zawieraja takze weglo-
wodany, biatko, mikro- i makroelementy, B-karoteny, witaming C i B,, [Kupczynski i in.
2011]. Zastosowanie alg morskich badano w ujeciu ich wptywu na procesy fermentacji
zachodzace w zwaczu oraz zmiany kwasow tluszczowych mleka krow [Boeckaert i in.
2007, Or-Rashid i in. 2008]. Nie oceniano natomiast ich wptywu na przemiany metabo-
liczne zachodzace w organizmach krow.

Celem badan byta ocena wptywu stosowania w dawkach pokarmowych krow mlecznych
bedacych w pierwszym okresie laktacji oleju rybnego z watroby dorsza wraz z mikroalgami
morskimi na wybrane parametry biochemiczne krwi w zakresie przemiany weglowodano-
wo-lipidowej i aktywnosci wybranych enzyméw (AST, GGT, LDH). Oceniono réwniez
wplyw zastosowanych dodatkéw na kondycje kréw, wydajnosc i sktad mleka krow.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na krowach rasy holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biate;j,
o $redniej rocznej wydajnos$ci stada 9000 kg mleka za laktacjg¢. Do doswiadczenia Scistego
wytypowano metoda analogdw 16 krow, uwzgledniajac kolejnos¢ laktacji (50% stanowity
pierwiastki, za§ 50% wielorddki w 2. i 3. laktacji), stan fizjologiczny (7. dzien laktacji)
oraz wydajno$¢. Krowy utrzymywano na uwigzi i izolowano przestrzennie. Zwierzgta
zywiono systemem TMR (Total Mixed Ration), ktory podawano dwa razy dziennie.

Wartos$¢ pokarmowa dawki TMR dla krow opracowano wedlug norm zywienia prze-
zuwaczy INRA 2007 [Strzetelski 2009]. Pasze poddano analizie chemicznej, okresla-
jac zawarto$¢: suchej masy, bialka ogdlnego, popiolu surowego, tluszczu surowego,
wlokna surowego i frakcji wtdkna (ADF i NDF) zgodnie z obowiazujacymi normami
AOAC [2005]. Podany w tabeli 1 sktad chemiczny i warto$¢ pokarmowa dawek TMR nie
uwzglednialy dodatku oleju rybnego i alg morskich. Pobranie suchej masy paszy okre-
$lano poprzez wazenie dawki pokarmowej przed karmieniem i niedojadow po karmieniu,
oznaczajac sucha masg¢ co 3 dni podczas trwania eksperymentu.

Acta Sci. Pol.



Wplyw zastosowania alg morskich i oleju rybnego... 37

Tabela 1. Sktad chemiczny dawki TMR
Table 1. Chemical content of TMR diet

Wyszczegolnienie

Item

ha masa [
]S)lll'; mattesr e 46,72
Popiot surowy [% SM] 506
Crude ash [% DM] ’
Biatko og(’)lr}e [% SM] 16.02
Crude protein [% DM] ’
Thuszez [% SM] 320
Crude fat [% DM] ?
Wiokno surowe [% SM] 18.29
Crude fiber [% DM] ’
BAW [% SM] - [% DM] 56,53
NDF [% SM] — [% DM] 38,38
ADF [% SM] — [% DM] 20,37
Warto$¢ pokarmowa
Nutritive value
JPM 20,93
BTIN [g] 2936
BTIE [g] 2135
JWK 18,31
P [g] 59
Ca[g] 182

BAW — bezazotowe zwiazki wyciagowe — Nitrogen-free extract, NDF — Wiokno rozpuszczalne w detergentach
neutralnych — Neutral detergent fiber, ADF — Wi6kno rozpuszczalne w detergentach kwasnych — Acid
detergent fiber

JPM — Jednostka paszowa produkeji mleka — Feed unit for lactation

JWK — Jednostka wypetnieniowa paszy objgtosciowej dla krow mlecznych — Fill unit for lactation

Krowy grupy kontrolnej (n=8) zywiono dawka TMR, natomiast grupie do§wiadczalnej
dodawano do dawki TMR niechroniony olej rybny z watroby dorsza (P.H. Island, Polska)
wraz z mikroalgami morskimi (DHA Gold, Novus Polska). Zawarto$¢ thuszczu w mi-
kroalgach wedtug producenta wynosi 35%, natomiast kwasu eikozapentaenowego (EPA)
1,9%, a dokozaheksaenowego (DHA) 42,3%. Zawartos¢ kwasow n-3 w oleju rybnym
wynosita dla EPA 8,22%, natomiast DHA 11,31% (badania wtasne). Dodatki stosowano
od 7. dnia laktacji, przez okres 8 tygodni, w dawce 1% suchej masy (SM) raz dziennie.
Krew do badan biochemicznych pobierano od krow z zyly szyjnej zewngtrznej
(v. jungularis externa) w godzinach porannych przed karmieniem na poczatku badan
(7. dzien laktacji) oraz po 4 i 8 tygodniach trwania do§wiadczenia. Analizy parametrow
biochemicznych w surowicy krwi wykonano przy uzyciu analizatora Pentra 400 (Horiba
ABX Diagnostics, Francja), oznaczajac:
— stezenie glukozy metoda oksydazowa przy uzyciu odczynnikéw firmy HORIBA
ABX (Glukoza PAP, Nr kat. A11A01679),

— koncentracje kwasu B-hydroksymastowego (BHB), wolnych kwasow tluszczo-
wych (WKT) — metoda enzymatyczna przy uzyciu odczynnikoéw firmy Randox
(RANBUT, Nr kat. RB1007 i WKT Nr kat. FA 115),
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— stezenie triglicerydow (TG), cholesterolu catkowitego metoda enzymatycz-
na, odczynniki HORIBA ABX (TG Nr kat. A11A01640, cholesterol Nr kat.
A11A01634),

— aktywnos$¢ enzymow: aminotransferazy asparaginianowej (AST), dehydrogena-
zy meczanowe]j (LDH) i y-glutamylotransferazy (GGT) metoda kinetyczna we-
dtug zalecen IFCC, przy uzyciu odczynnikéw firmy HORIBA ABX (ALT Nr kat.
A11A01629, GGT Nr kat. A11A01630),

— stezenie bilirubiny catkowitej metoda kolorymetryczna, odczynniki HORIBA
ABX (Nr kat. A11A01639).

W tych samych terminach co badania krwi pobierano reprezentatywne proby mleka
celem oznaczenia sktadu chemicznego (tluszcz, biatko, laktoza, sucha masa) analizato-
rem Bentley 150 (Bentley Instruments, USA) oraz liczby komoérek somatycznych przy
uzyciu analizatora Somacount 150 (Bentley Instruments, USA). Oceniono rowniez kon-
dycje krow metoda BCS (1-5 pkt).

Wszystkie wartosci liczbowe uzyskane podczas badan poddano analizie statystycznej
przy wykorzystaniu pakietu Statistica ver. 10. Uwzgledniono $rednie arytmetyczne, od-
chylenia standardowe, standardowy btad $redniej (SEM). Wykonano jednokierunkowa
analize¢ wariancji przy uzyciu procedury ANOVA. Istotno$¢ roznic pomigdzy $rednimi
oszacowano za pomoca testu Duncana.

WYNIKI BADAN

Srednie pobranie suchej masy dawki pokarmowej byto zblizone u obu grup (tab. 2). Nieco
wyzsze pobranie suchej masy dawki w grupie kontrolnej przetozyto si¢ na wyzsza wydaj-
nos¢ mleka 37,38 kg w poréwnaniu z 35,65 kg. W okresie badan wyzsza kondycja charak-
teryzowaly si¢ krowy grupy doswiadczalnej. Zawarto$¢ ttuszczu w grupie doswiadczal-
nej byta nizsza (3,81%), podczas gdy u krow kontrolnych wyniosta 3,98%. Stwierdzono
jednoczesnie wyzsza zawarto$¢ biatka w mleku kréw kontrolnych. Réznic statystycznych
pomigdzy grupami, jak i pobraniami w obrgbie grupy nie odnotowano w zawartosci lakto-
zy, natomiast wystapity pomiedzy zawarto$cia suchej masy (p<0,01). Srednia liczba komo-
rek somatycznych w okresie badan byla podwyzszona w grupie kontrolnej, przekraczajac
wartosci dopuszczalne dla mleka surowego [Rozporzadzenie (WE) nr 853/2004]. Nizsza
(p<0,05) ich zawarto§¢ w mleku odnotowano w grupie doswiadczalnej. Wystgpujace pod-
czas badan przypadki podklinicznego stanu zapalnego gruczolu mlekowego wynikaty
prawdopodobnie z braku higieny doju i wplywu czynnikéw srodowiskowych.

Tabela 2. Pobranie suchej masy, BCS, wydajnos¢ mleka i jego sktad [+£s]
Table 2. Dry matter intake, BCS, milk yield, milk composition

Grupa — Group

Wyszczeg6lnienie

Item Kontrolna Olej rybny + algi

Fish oil + algae
1 2 3
Pobranie suchej masy [kg]
Dry matter intake

BCS [pki] 3224037 331+024

22,64 +1,23 21,98 +£ 1,48
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Tabela 2 cd.
Table 2 cont.
1 2 3
Wydajno$¢ mleka [kg/dzien]
Milk field [ke/d] 783 o
0,
Thuszez [%] 3,98 £ 0,92 3,81+0,79
Fat
3 0,
Blaik.o [%] 3,32+£0,32 3,22+0,21
Protein
0,
Laktoza [%] 4,87 +0,32 4,89 +£0,21
Lactose
Sucha masa [%] A B
Total solids 1276110 L
3
LKS x 10%/ml 433,92 + 135,39 256,54+ 115,72

SCC x 10%ml

a, b — $rednie oznaczone roéznymi literami roznia si¢ statystycznie przy p<0,05
a, b — means marked with different letters differ statistically with p<0.05

A, B — $rednie oznaczone roéznymi literami roznia sig statystycznie przy p<0,01
A, B — means marked with different letters differ statistically with p<0.01

Analiza parametrow charakteryzujacych gospodarke weglowodanowo-lipidowa
wykazata, ze w surowicy krwi krow zywionych z dodatkiem oleju rybnego i mikroalg
morskich, w poréwnaniu z krowami kontrolnymi, koncentracja glukozy wyraznie wzro-
sta po 4 tygodniach stosowania dodatkéw. Po tym okresie w grupie do§wiadczalnej za-
znaczyl si¢ spadek, natomiast w grupie kontrolnej widoczne byly tendencje wzrostowe
zawartosci tego parametru w surowicy krwi. W grupie kontrolnej po 4 tygodniach eks-
perymentu widoczny byt wzrost tego parametru, a nast¢gpnie obnizenie si¢, zas w grupie
doswiadczalnej systematyczny wzrost (tab. 3). W surowicy krwi krow otrzymujacych
olej rybny wraz z algami morskimi w ciagu 8 tygodni podawania preparatoéw wzrosto
(p<0,05) stezenie cholesterolu (z 3,74 mmol/l do 6,19 mmol/l) oraz triglicerydow (z 0,10
do 0,16 mmol/l). Srednia zawarto$¢ WKT w surowicy krwi ksztattowata si¢ u obu grup
krow na zblizonym poziomie w poszczegdlnych pobraniach i nie stwierdzono w okresie
trwania do$wiadczenia roznic statystycznych (tab. 3).

W grupie kréw kontrolnych stwierdzono podwyzszona aktywnos¢ AST w 5. tygodniu
laktacji. Tendencje wzrostowe aktywnos$ci tego enzymu roéwniez odnotowano w surowicy
krwi krow doswiadczalnych (tab. 4). Podobnie ksztaltowata si¢ w okresie badan aktyw-
nos$¢ GGT. Stosowanie zwigkszonej podazy PUFA, wraz z podawanym krowom olejem
rybnym i algami, przyczynilo si¢ do istotnego wzrostu aktywnosci GGT (p<0,01). Ak-
tywnos¢ tego enzymu miescita si¢ jednak w granicach wartosci prawidtowych podawa-
nych przez Winnicka [2008]. Aktywnosci LDH mimo pewnych wahan w dniu zakoncze-
nia badan nie roéznita si¢ pomigdzy grupami. W dniu rozpoczecia doswiadczenia stezenie
bilirubiny ksztattowato si¢ na wysokim poziomie u kréw kontrolnych (9,07 umol/l), by
w nastgpnych tygodniach obnizy¢ si¢ do wartosci 5,92 umol/l. W grupie do§wiadczalnej
majwyzszy poziom stwierdzono po 4 tygodniach podawania preparatow (8,69 umol/l)
i niewielkie obnizenie si¢ w dniu zakonczenia badan (7,64 pmol/l).
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Tabela 3. Zawartos¢ badanych parametrow biochemicznych w surowicy krwi krow [+s]
Table 3. Metabolite concentrations in serum of cows

SO . . Grupa — Group
Wyszczegolnienie Tygodnie laktacji - -
Item Weeks of lactation Kontrolna Olej rybny + algi

Control Fish oil + algae
1 3,17+0,36 2,92 +0,32
Glukoza [mmoll] 5 3,09+ 0,40 3,53 40,36
Glucose
9 3,21 +0,66 3,00+ 0,34
WKT [mmoll] 1 0,40 +0,27 0,19 + 0,07
mmo
NEFA 5 0,31 +0,21 0,25 + 0,04
9 0,21 £0,10 0,23 £ 0,05
BHB [ " 1 0,71 +0,18 0,83 +0,47
mmo
BHBA 5 1,26 + 0,90 0,95+ 0,37
9 0,67 +0,27 1,08 0,37
N | I 1 4,87 +0,84a 3,74 £ 0,66b
Cholesterol mmol/l} 5 3,68+ 1,24a 421+0,72b
Cholesterol
9 3,68 + 0,80A 6,19+0,81B
o 1 0,12+ 0,02 0,10 + 0,02
Triglicerydy [mmol/l] 5 0,10+ 0,03A 0.16 + 0,038
Triacyloglycerols
9 0,09 +0,3A 0,16 +0,04B

a, b — $rednie oznaczone réznymi literami roznia sig statystycznie przy p<0,05
a, b — means marked with different letters differ statistically with p<0.05

A, B — $rednie oznaczone réznymi literami réznig sig statystycznie przy p<0,01
A, B — means marked with different letters differ statistically with p<0.01

Tabela 4. Aktywno$¢ enzymow oraz stezenie bilirubiny catkowitej w surowicy krwi krow [+s]
Table 4. Enzymes activity and total bilirubin content in blood serum of cows

Grupa — Group

Wyszczegblnienie Tygodnie laktacji
Item Weeks of lactation Kontrolna Olej rybny+algi
Control Fish oil+algae
1 74,43 £ 10,36 65,59+ 6,73
AST [U/] 5 98,59 + 26,44 73,09 + 6,88
9 80,23 + 21,01 82,58 + 12,94
1 24,63 +£2,594 30,70 + 4,838
GGT [U/L] 5 26,50 + 7,504 33,08 + 8,498
9 18,40 = 4,724 34,84 £ 8,978
1 1602,10 + 278,74 1815,77 395,77
LDH [U/1] 5 2143,88 + 480,77 1756,75 + 288,12
9 1946,0 + 470,72 1902,08 + 278,74
o 1 9,07 +3,30 6,48 + 3,46
gﬂ:ﬁ‘;gi;’g [pmol/l] 5 531+2,09 8,69+ 3,95
9 5,92 +2,44 7,64 +4,07

A, B — $rednie oznaczone réznymi literami réznig sig statystycznie przy p<0,01
A, B — means marked with different letters differ statistically with p<0.01
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OMOWIENIE WYNIKOW

Olej rybny, jak rowniez algi morskie, jest bogatym zrodtem wielonienasyconych kwa-
sow tluszczowych [Kupczynski i in. 2011]. Dlugoterminowe stosowanie tych dodatkéw
w badaniach wlasnych przyczynito si¢ do nizszego pobrania suchej masy dawki pokar-
mowych, a tym samym nieco nizszej wydajnosci mleka. Obnizenie pobrania suchej masy
paszy rowniez odnotowano w innych badaniach po zastosowaniu niechronionego oleju
rybnego [Donovan i in. 2000, Shingfield i in. 2006]. Odmienne wyniki uzyskano, stosujac
sole wapniowe oleju rybnego (2,3%), gdyz zaobserwowano wzrost wydajnosci mleka
i pobrania paszy bez wplywu jednak na bilans energii [Heravi Moussavi i in. 2007]. Brak
wplywu na wydajnos$¢ i sktad mleka stwierdzono, podajac krowom rézne dawki oleju
rybnego i alg morskich [Abu-Ghazaleh i in. 2009]. W cytowanych badaniach wyzsza wy-
dajno$¢ mleka odnotowano po zastosowaniu alg morskich, natomiast algi w potaczeniu
z olejem rybnym przyczynity si¢ do nieco nizszej wydajno$ci w poréwnaniu z grupa kon-
trolna. Podobne zaleznosci stwierdzono w badaniach wtasnych, odnotowujac redukcje
zawartosci thuszezu w mleku krow, ktorym podawano alej rybny wraz z algami morskimi.
Jest to skutek niepetnego uwodorowania kwasow ttuszczowych, w tym powstawania pro-
duktoéw posrednich takich jak trans-10, cis-12 CLA, ktory jest inhibitorem syntezy ttusz-
czu w gruczole mlekowym w warunkach stosowania diety bogatej w wielonienasycone
kwasy tluszczowe [Bauman i in. 2008].

W doswiadczeniach in vitro stwierdzono, ze DHA jest silnym inhibitorem biouwodo-
rowania kwasu linolowego [Wallace i in. 2007]. Stosowanie niechronionego oleju rybne-
20, z duzym udziatem DHA w zywieniu kroéw, wiaze si¢ ze spadkiem zawarto$ci thuszczu
w mleku [Shingfield i in. 2003, Whitlock i in. 2006]. Boeckaert i in. [2008] podajac kro-
wom algi morskie, stwierdzili spadek koncentracji ttuszczu w mleku z 47,9 do 22,5 g/kg
mleka pomigdzy 12. a 19. dniem eksperymentu. Stosowanie alg w formie chronionej lub
niechronionej w identycznym stopniu powodowato spadek zawarto$ci ttuszczu w mleku
[Franklin i in. 1999]. W badaniach tych nie odnotowano wptywu na zawarto$¢ biatka
w mleku, podobnie jak w badaniach wlasnych.

Dodatek thuszczu do dawki pokarmowej krow powoduje zwigkszenie w niej kon-
centracji energii, mogac mie¢ jednoczesnie wyrazny wplyw na przemiany energetyczne
i ksztaltowanie si¢ szeregu parametrow biochemicznych krwi krow. Thiszcze roslinne
zawierajace kwas palmitynowy powoduja wzrost koncentracji WKT w surowicy krwi
krow [Moallem i in. 2007]. Stosujac duze ilo$ci soli wapniowych oleju rybnego, nie od-
notowano natomiast ich wptywu na ksztaltowanie si¢ zawarto§ci WKT we krwi [Heravi
Moussavi i in. 2007]. Odmienne wyniki uzyskali Childs i in. [2008], ktorzy przy wzrasta-
jacych dawkach oleju rybnego stwierdzili obnizenie stezenia WKT we krwi. W badaniach
wlasnych poza zastosowaniu oleju rybnego i alg nie zauwazono nasilonej lipolizy. DeFra-
in 1 in. [2005] stosujac w okresie przejSciowym propioniany i dtugotancuchowe kwasy
thuszczowe stwierdzili, ze wyzsze dawki preparatow poprawily bilans energii po porodzie
poprzez obnizenie zawartosci WKT we krwi.

Zastosowanie oleju rybnego wraz z olejem roslinnym powodowal wzrost st¢zenia
kwasu mastowego w ptynie zwaczowym [Palmquist i Griinari 2006], a takze produkcji
propioniandw, podstawowego substratu w procesie glukoneogenezy watrobowej [Fievez
iin. 2003]. W przeprowadzonych badaniach algi wraz z olejem rybnym przyczynily si¢
do wzrostu stgzenia glukozy jedynie po 4 tygodniach doswiadczenia. Rowniez Heravi
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Moussavi i in. [2007] stosujac sole wapniowe oleju rybnego, stwierdzili istotny wzrost
(p<0,05) stezenia glukozy we krwi. Uzywajac oleju rybnego, nie stwierdzono jego wpty-
wu na koncentracj¢ kwasu B-hydroksymastowego we krwi [Heravi Moussavi i in. 2007,
Childs i in. 2008]. W badaniach wtasnych nie odnotowano wyraznego zwiazku podawa-
nych dodatkow ze zmianami zawartosci kwasu B-hydroksymastowego w surowicy krwi
krow.

Zastosowanie w zywieniu krow oleju rybnego ma pozytywny wplyw na syntezg cho-
lesterolu, prowadzac do jego wzrostu we krwi [Childs i in. 2008]. W badaniach wtasnych
odnotowano liniowy wzrost stezenia cholesterolu po zastosowaniu suplementacji dodat-
koéw bogatych w PUFA n-3.

Zwigkszona podaz PUFA, wraz z podawanym krowom olejem rybnym i algami, przy-
czynita si¢ do istotnego wzrostu (p<0,01) aktywnosci GGT. Zauwazono réwniez pewien
wzrost aktywno$ci AST, jednak zaobserwowane wartosci nie przekraczaty norm fizjolo-
gicznych [Winnicka 2008]. Mimo wzrostu aktywnosci swoistego enzymu watrobowego
jakim jest GGT, raczej nie mozna mowi¢ o uszkodzeniu struktur watroby krow, gdyz nie
byto jednoczesnie ponadnormatywnego wzrostu aktywnosci innych enzyméw. W bada-
niach Heravi Moussavi i in. [2007], mimo nizszej aktywnosci AST we krwi krow otrzy-
mujacych chroniony olej rybny, takze nie stwierdzono roznic statystycznych.

Marczuk i Filar [2003] wskazuja na szczeg6lna przydatno$¢ oznaczania aktywnosci
GLDH, GGT, AST oraz st¢zenia bilirubiny w rozpoznawaniu subklinicznych uszkodzen
i zaburzen czynno$ci watroby w przebiegu sthuszczenia watroby. Zakres warto$ci prawi-
dlowych stezenia bilirubiny catkowitej we krwi obejmuje przedziat od 1,9 do 7,0 umol/l
[Winnicka 2008]. W dniu rozpoczgcia badan w grupie kontrolnej krow stwierdzono pod-
wyzszone stgzenia bilirubiny. Zastosowane dodatki wiazaty si¢ z umiarkowanym, przej-
sciowym wzrostem tego parametru. U kréw z podkliniczng ketoza stwierdzono wartosé
tego wskaznika na poziomie 7,27 pmol/l [Nowakowski 2008], a u kréw z podkliniczna
postacia zespotu stluszczenia watroby w 1.-2. tygodniu laktacji 14,2 pmol/l [Marczuk i Fi-
lar 2003]. W badaniach wlasnych najwyzsze st¢zenie bilirubiny wystgpowato na poczat-
ku badan w grupie kontrolnej (9,07 umol/l) oraz w 5. tygodniu laktacji u grupy doswiad-
czalnej (8,69 umol/l). Mordak i Nicpon [2006] oceniajac profil metaboliczny pomigdzy
3 a 5 dniem po porodzie u krow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej, stwierdzili pod-
wyzszony poziom bilirubiny catkowitej (12,34 pmol/l).

PODSUMOWANIE

Zwigkszona podaz PUFA (olej rybny wraz z algami) w dawce pokarmowej krow prowa-
dzita do mniejszego pobrania paszy i obnizenia wydajnosci mleka. Zastosowane dodatki
spowodowaty rowniez redukcjg zawartosci tluszczu i biatka w mleku. Ksztattowanie sig
parametrow biochemicznych krwi krow doswiadczalnych, zywionych pasza z dodatkiem
olejurybnego i alg morskich, §wiadczy o wptywie tych dodatkéw na przemiany lipidowe.
Stwierdzono wzrost triglicerydow, cholesterolu oraz kwasu B-hydroksymastowego we
krwi. Po zastosowaniu dodatkow zaobserwowano wzrost st¢zenia bilirubiny catkowite;j,
jednak aktywnos$¢ enzymow nie wskazywala na zaburzenie funkcjonalne watroby.
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INFLUENCE OF MARINE ALGAE AND FISH OIL APPLICATION
ON DAIRY COWS METABOLISM

Abstract. The study presented concerned an influence of an application of fish oil from cod
liver with marine microalgae in feed doses of dairy cows in the first period of lactation on
selected biochemical parameters of blood and milk yield. The fish oil with microalgae was
applied to cows from 7™ day of lactation for a period of 8 weeks, in an amount of 1% of feed
dose dry matter. The additives used caused decrease in feed intake, what in turn resulted
in lowered milk yield. Also a reduction of fat and protein content in milk was observed.
Increased PUFA content in feed dose caused an increase in triglycerides, cholesterol and
B-hydroxybutyrate acid content in blood serum. An increase in total bilirubin concentration
was also noted, however enzymes activity did not point any functional liver disorders.

Key words: cows, fish oil, marine micro alga, blood metabolic profile
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