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SOUHRN

Fyzick&d zatZ zvySuje v organismu koni produkci reaktivnichefor kysliku (ROS), které
zpasobuji poSkozeni bwinych membran tkani lipidovou peroxidaci. Svalovéntie

k lipoperoxidaci, ve srovnani s jinymi tk&mi téla, nachylwjsi, protoze obsahuje m&n
antioxidanti, které by ji ped nadprodukci ROS chranily. Antioxighd obranny systém je
tvofen enzymatickymi a neenzymatickych antioxidanty. &fevnani s¢lovékem nemaji
zvifata tak vysokou koncentraci neenzymatickych andiax. Proto je zejména u koni
zarazenych do vrcholového sportu nutnyijgm antioxidani v krmné davce. Jednim
z vhodnych dopiki antioxidant do krmné davky plnokrevnych koni v plném tréninde
jevil pridavek oleje z pupalky dvoulet®¢nothera biennis) s vySSim obsahem mastnych
kyselin a to kyselinya-linolenové, kyselinyy-linolenové, kyseliny linolové a kyseliny

olejové.

Cilem studie bylo potvrdit zlepSeni antioxidéa kapacity organismu plnokrevnych koni
v maximalni z&Zi po podéani pupalkového oleje. 16ti-tydenni expent byl proveden na
10ti klinicky zdravych plnokrevnych konich. Kazdytézhto koni byl v §Zném tréninkovém
programu. Prvnich 8 tydnexperimentu byli ko& krmeni dietou, odpovidajici z&i koni,
bez pupalkového oleje (prvni 3 aulp krve) a dalSich 8 tydnstejnou dietou dopémou

0 150 ml oleje z pupalky dvouleté (nasledné 3¢oglxrve). Sledovanymi ukazateli Uravn
antioxidanti byla celkova antioxidani aktivita (TAS) a kyselina miova (UA). Mira lipidové
peroxidace byla ®&fena pomoci testu pro latky reagujici s kyselinowbidrbiturovou
(TBARS) a doplgna o znény aktivit vybranych svalovych enzynmaspartataminotranferazy
(AST) a kreatinkinazy (CK). Zarovie byl sledovan vliv na energeticky a tukovy
metabolismus pro&tdnictvim vybranych metabaiit a to glukézy a triacylglycerdl(TAG)

a hormonu inzulinu. Biochemické analyzy byly prosey kome&nimi kity. Statisticky byly
hodnoceny odlry s gidavkem EPO (4., 5., 6. o&lf) a jako kontrolni byl stanoven oghx. 3

tji. v Oty den podavani EPOid®ichozi odéry nebyly do statistickych sledovani zahrnuty.

Bylo prokazano, zeifjem pupalkového oleje v davce 150 ml statistickgnamm snizil
hodnoty TBARS, inzulinu a zvysil hodnoty glykémieTAG. Studie neprokézala statisticky
vyznamny vliv na hodnoty kyseliny miové, TAS a svalovych enzyimAST a CK. Za¥rem
lze konstatovat, Ze dopdk pupalkového oleje Bh pozitivni vliv na snizeni oxidativniho
stresu organismu a na energeticky metabolismushdegth koni v zatZi a jeho pouZiti 1ze
doporuit jako efektivni doplgk krmné davky pro zlepSeni zdravotniho stavu koragzi.
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SUMMARY

Physical exercise increases a production of reactxygen species (ROS) in equine
organism. ROS cause damage to cell membranessofeisby lipid peroxidation. Muscle

tissue is much more susceptible to lipoperoxidatias compared to other body tissues,
because it contains less antioxidants, which shprdtected against over-production of ROS.
The antioxidant defense system consists of enzgmatid non-enzymatic antioxidants.
Animals do not have such a high concentration ai-@ozymatic antioxidants in comparison
with human. Therefore, especially horses enrolledtap-level sport requires intake of

antioxidants in the diet. One of the suitable sappnts of antioxidants in the diet of
thoroughbred horses in full training appears to ame addition of evening primrose oil

(Oenothera biennis) with a higher content of fatty acid such @ainolenic acid,y-linolenic

acid, linoleic acid and oleic acid.

The aim of the study was to confirm the improvemehthe antioxidant capacity of the
organism of thoroughbred horses in maximal exerafser the supplementation of evening
primrose oil. 16-week experiment was conducted Onclinically healthy thoroughbred
horses. Each of these horses was in normal traipiegram. The first 8 weeks of the
experiment, horses were fed by a diet without prseroil (first 3 blood tests) and another 8
weeks the same diet was supplemented with 150 melvehing primrose oil (subsequent 3
blood tests). The monitored indicators of antioridalevels were total antioxidant activity
(TAS) and uric acid (UA). The rate of lipid perogitbn was measured by thiobarbituric acid-
reactive substances (TBARS) and it was accompdbyephonitoring of changes in muscle
enzyme activities of aspartate aminotransferaseljAhd creatine kinase (CK). We also
monitored the influence on the energy and fattyalelism by selected metabolites such as
glucose, triacylglycerols (TAG) and the hormoneulits Biochemical analyzes were
performed by commercial kits. Samples with addittdrEPO (3rd, 4th, 5th sampling) were
statistically evaluated and sample No. 3 was deteted as a control (means 0 day addition

of EPO). Previous samples were not included irsthistical monitoring.

It has been shown that the intake of primroserodmount of 150 ml significantly decreased
the values of TBARS, insulin and increased levélblood glucose and TAG. Study did not
show a statistically significant effect on uric &devels, TAS and muscle enzymes AST and

CK. It can be concluded that evening primrose oppement had a positive effect on the



reduction of oxidative stress of the organism andrgy metabolism of race horses during
exercise and it can be recommended as an effestigplement of diet for improving the

health status of horses during exercise.
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oxidative stress, free radicals, antioxidants, @ser Evening Primose
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1 UvOD

V dnesdni dob je vyznam ko# v oblasti spoléenské, kulturni a sportovni. Ze sportovnich
a rekred@nich aktivit je w¥novana velk& pozornost dostihovému sportu. Jear8jsh zarove
nejatraktiviéjSi pro divaky i pro chovatele. Pro tento rychléssport je vySleckn kan
plemene anglicky plnokrevnik a vykony v dostiziclougi jako kriteria pro Zazeni

do chovu.

Pozornost odborné ignosti a vyzkumu je zattena na vykonnost koni, na procesy
organismu fi zakzi, na adaptaci tkani na 2af na dieteticky vyrovnané slozeni diety,

poskytujici co nejlepsSi konverzi zivin v maximauykon.

Vykonnost dostihovych koni zavisirgglevSim na genetickychigapokladech a furdki
vykonnostni kapagitorganismu. Tyto genetické a fumk predpoklady jsou pak ovlivmy
vlivy vn¢jSiho prostedi, které psobi na vykonnost kén Do komplexu &hto vlivi pati
v prvni fack vlastni trénink a vyziva, pak také makroklima tr&oveho prosedi,
mikroklima staje, zppsob ustajeni, oS@vani atd. (Hanék a Olehla, 2010).

Vykon — z&¢Z je stresor. VyZaduje cirkulaci, mobilizaci energa udrZzovani konstantni
télesné teploty. Tyto mechanismyagobi na senzory v regél@m systému a vedou
k formulaci spravné odpedi. V prabéhu zatze vznikd oxidativni stres, ktery ma
u sportovnich koni potencialni vliv na zdravotnavsta reaktivitu svalového aparatu,
dychaciho a pohybového systému a tim také na olstimgkon. Oxidativni stresipdstavuje
narist volnych radikal a reaktivnich kyslikovych forem (ROS) vikach, kde se hromadi
ve vysSich nez dinych hladinach. # nadbytku oxidaniho stresu dochazi k poruseni
rovnovahy produkce volnych radikaa antioxidani. ROS a volné radikaly poskozuijiiky

a tkar¢, zejména mitochondrie, b&né membrany, DNA, proteiny a lipidy. Vyrovnanou
kvalitativné i kvantitativre optimalni krmnou davku se snazime tyto vedlejddpkty stresu
eliminovat. Hlavni ulohu ve vyzé&dostihoveho kot sehravaji zejména energetické slozky
(sacharidy, tuky) a stavebni (bilkoviny) a minerdétky a vitaminy. Nedostatek gebnych
energetickych zdrdj (sacharid a tuki) vede k poklesu vykonnosti. K eliminaci volnych
radikdlh a ROS slouZi saturace antioxidanty. Hlavni rolgoaidanti spaiva v inaktivaci
nebo transformaci oxidainta zabrasni nebo omezeni oxidaiho poskozeni latek ROS
a volnymi radikaly. U koni, dopky stravy s antioxidanty podouji zvySeni antioxidai
ochrany v extracelularni kapatina krevnich biikkach a tim dochézi k lepSi regeneraci

organismu po z&¥i.



Problematika volnych radik&| oxidatniho stresu a antioxidaich schopnosti organismu je
nyni v centru zajmu vyzkumu se z&m@nim na vykonnostni schopnosti dostihovych koni.
S ohledem na fakt, Ze volné radikaly mohou vyznapuoskozovat lipidy, proteiny, nukleove

kyseliny a tim zfisobovat chorobné zimy, je jim wWnovana stale&Si pozornost.



2 CILPRACE

Hypotéza: ZatZ znamena pro dostihové korstresovou situaci, ktera se prezentuje
ve vnitnim prostedi zménami, které odrazeji vybrané biochemické ukazaléleouwasnosti
stoji ve stedu zajmu pray oxidativni stres a antioxidai mechanismy organismu gefe.
Doplrék pupalkového oleje by & mit diky svému vysokému obsahu omega 3
a omega 6 mastnych kyselin pozitivni vliv na minidativnhiho stresu a na energeticky

metabolismus organismu dostihového &ereatzi.

Zakladnim cilem této diplomové prace bylo sledovaiibéhu tréninkové periody dopad
omega 3 a omega 6 mastnych kyseliiignych do krmné davky dostihovych koni na miru
oxidativniho stresu sledovaného pomoci celkovéoaid&ni kapacity, kyseliny mimvé,
testu pro latky reagujici s kyselinou thiobarbitton, aspartataminotransferazy
a kreatinkindzy a jejich dopad na energeticky nmiaimus sledovany prasdnictvim

inzulinu, glykémie a triacylglycerél
V ramciteSeni byly déle geny tyto cile:

* Vypracovani literarni reSerSe na téma oxidativrsbr@su v organismu dostihového
korg pri zakZi, biochemickych zrn ve vnitnim prostedi zviete a sledovanych
parameti.

e Zpracovani odebranych vzdrk

* Analyza vybranych biomarkér inzulin, glykémie (GLC), triacylglyceroly (TAG),
celkova antioxideni kapacita (TAS), test pro latky reagujici s kisal
thiobarbiturovou (TBARS), kyselina mova (UA), kreatinkinAza (CK)

a aspartataminotransferaza (AST).



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Reakce organismu na zat éz

Zawz mize byt definovana jako planovana strukturov@miost, ktera vede ke zvySeni
energetického vydeje a stahé frekvence. Existujitzné druhy z&?e ve vztahu k intenzit
(aerobni a anaerobni), ke svalové kontrakci (izaoi&t, koncentrickd a excentrickd),
a k frekvenci (akutni a chronickd); (Gomes et2012).

Reakce organismu na #atse dli na bezprosedni reakci a postupnou adaptaci.
Bezprostedni reakcge rychla odpovd organismu na stresor. Jeji rychlost se pohybuje
v rozmezi gkolika sekund, minut nebo hodin. Usktitaje se pedevSim progednictvim
vzruSivych soustav organismu, které jsouc¢ktb funkcim pedem pipraveny (pedevsim
nervovy a endokrinni systém). Pro adaptaejsou zprosedkujici soustavy organismu
piedem pipraveny. Vlivem opakovanych poé&ht (za€zi) dochazi postugnk prestavid
prislusnych orgai a jejich funkci,¢imz reakce fejde v trvaly stav - adaptaci. Jde o proces
znan¢ slozity a dlouhodoby, ktery trv&kolik dni, mésial, piipadré i let. K adaptanim
zménam dochazi na bgdné darovni, na drovni tkéani, orgé&nsysténi ¢i celého organismu.
Adaptaci jsou tedy mysSleny 2Zmy v organismu nutné k zachovani homeostazy organiz
kor¢ (Hanék a Olehla, 2010).

Sreakci organismu na 2at souvisi tzv. adaptai syndrom, coZz znamena obecné
piizptisobeni se organizmu ke stresu. Jde o adaptaci isngama opakovanéuapobeni
stresob. Je to souhrn specifickych i nespecifickychémnv organizmu, neboli reakci, které
narusuji homeostazu organismu a kterymi organizi@aguje na opakovamusobici stresory
(na za¥Zz nejen fyzickou, ale i entai, chladovou, tepelnou, nemoc atd.). Selyeho aeori
stresového syndromu se opirfegevsim o neuro-humorélni koncepgRidici funkci ma
centralni nervovy systém (CNS)frigemz Zlazy s vnihi sekreci, pedevSim hypofyza
a nadledviny se pokladaji za ddvé organy. Ty slouzi jako r@pojovaci stanice
tzv. neurohumoralnich vlivna buiky a tkar organismu (Hanak a Olehla, 2010; Coenen,
2005).

Hlavni fyziologicky rozdil mezi aerobni a anaerozé&zi je zdroje energie. Aerobni 2at
lze charakterizovat vyuzivanim aerobniho metabalidithem fyzické namahy. Aerobni
metabolismus generuje energitedevSsim z tuk a s vyuzitim kysliku vyrabi energii.

P aerobnim metabolismu nedochazi k hrogmackyseliny ml€né v krvi. Anaerobni z&k



se vyznéuje kratkymi intervaly vysoké az maximalni namahynergie je dodavana
pies anaerobni metabolismus bez vyuZiti kysliku, @@ za nasledek hromad kyseliny

mlécné v krvi (Gomes et al., 2012).

Fyzickou z&tZ kore Ize povazovat za adaptd podrét pro rozvoj tréninkovych adaptaich
zmeén, pro trénovanost kén AvSak ne kazdy podh je schopen vyvolat v organismu
adaptani zmeny. Musi to byt vzdy podi dostaténé silny, pisobici po dostateé dlouhou
dobu, a v dostateé frekvenci. HIiS slabé nebo naopakiipd silné adaptni podrety

vétSinou k adaptaci nevedou (Hanak a Olehla, 2010).

3.1.1 Anaerobni zat éz

Anaerobni metabolismus se vztahuje k biochemickgakeim smsfujicim k syntéze ATP,
bez gitomnosti kysliku. Mize byt rozdlen do dvou iiznych mechanisin Prvni systém
zahrnuje energii fosfatuipvedenou na kombinaci enzymovych systémeatinkinazy (1),

adenylatkinazy (2) a AMP deaminazy (3):
1. ADP + fosfokreatin> ATP + kreatin

2. ADP + ADP— ATP + AMP

3. AMP + H20— IMP + NH3

Tyto reakce se vyskytuji v aktivnich svalech pejvysSi rychlosti, ale poskytuji jen malé
mnoZstvi ATP po dobu &kolika sekund (Hinchcliff et al., 2008). V d®&bextrémni
energetické natmosti, kdy je resyntéza ATP nedostat@ a dochazi k akumulaci ADP,
fosfat mize byt geveden z jedné molekuly ADP do druhé. Jedna mdelAilP je
produkovana s jednou molekulou adenosinmonofos{atMP), ktery je metabolizovan
na inosinmonofosfat (IMP) a amoniak a kyselinu¢cowmu (UA). Tato reakce se oznhge
jako myokinazova reakce (2); (Hinchcliff et al.,(8).

Druha anaerobni drahafgulstavuje glykolyzu fg@chazejici nezavisle z oxidativnich cest.
Glykolyza vyzaduje glukézu-6-fosfat jako substhdiery mize byt odvozen z fosforylace
glukdzy hexokinazou nebo uveimim intracelularniho glykogenu, ktery je metaboliao
nejprve na glukozu-1-fosfat prostnictvim glykogenolyzy a potérgveden na glukézu-6-



fosfat. Glykolytické cesty vedou k vytieni dvou molekul pyruvatu, které jsou
v negitomnosti kysliku pevedeny na laktat (Schubach and Gustavsson, 1998).

Ackoli vycerpani glykogenu neni povazovano za hlavni fakt@pfrvajici k Una¥ béhem
anaerobni zé&fe, je jeho wvyerpani spojovano se shizenou anaerobni vyrobougiener
(Hinchcliff et al., 2008).

Intramuskularni glykogen a hladina glukézy v kniispbi jako pevladajici zdroj energie
k doplreni ATP @i anaerobni glykolyze. &které ATP jsou odvozeny z deaminace
adenosinnukleotid AvSak, na rozdil od aerobniho metabolismu, jatialk mala zavislost

na oxidaci volnych mastnych kyselin (FFA); (HinaFabt al., 2008).

Béhem intenzivni z&ke kratkého trvani (2 — 3 minut), je degradace gi@au na laktat
hlavni cestou pro zasobovani ATP. Spoie metabolismus glykogenu se vyzZope

zvySovanim koncentrace laktatu, oxoniovych iorg anorganického fosfatu vitkach

(Evans, 2000).

GLY + 3ADP— 2 LAC+ 2 H + 3 ATP

Na paatku zatze, giblizn¢ prvnich 30 — 45 sekund, dodavka kysliku do swedosahuje
arovre, kterd je pozadovana pro aerobni metabolismu$em® tohoto obdobi dochazi
ke zvySeni tepové frekvence a ventilace a zvySeidaéni kapacity krve. Rezerva erytro@yt
je mobilizovana a ig@snerovana do kosternich swalZvySeni &lesné teploty riwze zvysit
aktivitu enzynti. Laktat difunduje ze svalovych btkhdo krevniho obhu a je pepraven
do jater, kde je zoxidovan na glykogenchBm z&tZze pomaha mobilizace jaternich zasob
glykogenu k udrZzeni glykemie. Molekuly laktdtu maohdoyt metabolizovany aerobn
v prab¢hu a po skoteni zatZe v srdéni svalovirg (Evans, 2000).

3.1.2 Aerobni zat éz

KdyZz jsou @i pomalé rychlosti z&e naroky na energii nizké, aerobni metabolismus je
schopny spinit poZzadavky pro zachovani resyntézy AAerobni metabolismus je proto

primarni cesta, kterou se ATP regenerdedm vytrvalostnich vykan

Aerobni metabolismus je procegi kterém se oxiduji tuky a sacharidy, zakené produkci
ATP, oxidu uhlgitého a vodou.



GLU +6 O + 36 ADP— 6 CQ, + 6 HO+ 36 ATP

Sacharidy jsou uloZeny ve svalové tkani a jatrezfiovime glykogenu. Glukoza je produktem
metabolismu jaterniho glykogenu a je transportovéeanim olkthem do svalovych buk.
Tuk je pak uloZzen wtesnych depech ve foktriacylglycerofi, to i ve svalovych hikach.
Neesterifikované mastné kyseliny (NEFA) jsou tramwspvany z krevnihdecisté do svalové
tkareé (Evans, 2000).

Mobilizace NEFA je pomala a jejichtipos, jako substrat pro aerobni metabolismus,

se zvySuje gasem a typem zéte.
Palmitat + 23 @+ 130 ADP— 16 CQ + 16 HO + 130 ATP

Svalova a jaterni glykogenolyzachad brzy po z&tku aerobni zéke. Glukdzacerpana

Z jater, je nasledntransportovana do myofibril, kde dojde kpgwjeni glycolytické kaskady
pies formaci glukoza-6-fosfat. ZvySena koncentraagkaty-6-fosfat byla zjigha u koni
po submaximalni zé&%i. Dochazi také k uvabvani volnych mastnych kyselin (NEFA)
Z tukové tkan nebo z jaternich zasobriRllouhodobé submaximalni 2at miaze krevni
glukdza tvait az 25% celkové energie vykonu. Jak energeticdoky stoupaji, zvysuje
vyznam vyuzitiy oxidace volnych mastnych kyselin. Celkovy efektt@gkovy, Ze klesa
svalova glykogenolyza ¥ase Bhem aerobni zé&fe, zatimco oxidace volnych mastnych
kyselin stoupa (Hinchcliff et al., 2008; Schubadil &ustavsson, 1998)).

Ackoli lipidy jsou prevladajicim zdrojem energie ifipdlouhodobé submaximalni Zat,
Gnava nastane dlouho fgatim, neZ dojde kuplnému d&arpani zasob lipid
Pfi submaximalnim zatiZeni je Unava spojena &xyanim intramuskularniho glykogenu,
protoze volné mastné kyseliny nemohou produkovaitadek ATP bez zdroje pyruvatu.
Béhem dlouhotrvajici zédfe dochazi k ubytku glykogenu ze svalovych viakgputl,
pak Il A a z glycolytickych IIB. Tento ubytek (alg@ béhem submaximalniho dlouhodobé
zatze) ovliviuje formy glykogenu a to rozpustné v kyseélifmacroglycogen) a na formy
nerozpustné v kysekin (proglycogen). Ke svalové Unapak nedochazi ve stejnou dobu
ve vSech vladknech, ale postdpn Po zatZi nastane dopbvani glykogenu (prvni
proglykogen, pak macroglykogen) v @épam pdadi (tj. IIB - IIA - 1) a miZe trvat az
72 hodin, nebo rychleji, s aplikaci dextrozy nelendrolonu. Zejm¢ pomalejSi rychlost
syntézy glykogenu po z#ti u koni, ve srovnani s jinymi druhy af, mize odrazet
nedostatek zvySeni receptoGLU-4. Namahava zé&t zpisobuje zvySeni celkového obsahu
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proteinu GLU-4 v kosternich svalech. Jde o zvySkt&ré je zmirtiné dophovanim zasob
svalového glykogenu infuzi glukézyid3toze to vypada, Ze &grpani glykogenovych zasob
hraje hlavni roli v ndstupu Unavyghem aerobni zéfe, jefrada dalSich faktérvcetnre AMP
deaminace, hypertermie, dehydratace a&exyani elektrolyt, které ktomu pspivaiji.
Samotny nastup Unavy tube byt tZké objektive posoudit, ale z nedavnych vyzkam
vyplynulo, Ze v experimentalnim préstii by se mohla uplatnit elektromyografie. Aerobni
zatz u koni je také spojovana se snizenim koncenwu&eenych aminokyselin v krevnim
séru, ale tento pokles neodpovida zvyseni obsahmo&yselin ve svalové tkani. Pro lepsi
vyhodnoceni metabolismu aminokyselifi patzi je vSak patba dalsi vyzkum. Jak se zda,
metabolismus aminokyselin hrajélézitou roli pro vykon i obnovu po zét.

Kapacita organismu keénpro aerobni syntézu ATP je primé&romezena dostupnosti kysliku
v pracujicich svalech. Potencialnim omezenim jekdanhornich cest dychacich, plic
a kardiovaskularniho systému a koncentrace hemiogiob krvi. Trénink zvySuje kapacitu
dodavky kysliku do sval ¢imz se zvySuje schopnost #tie k aerobni produkci energie
(Evans, 2000).

K aerobni produkci ATP dochazi v mitochondriich konaci beta oxidace volnych mastnych
kyselin (FFA), cyklu trikarboxylové kyseliny (TCAx oxida&ni fosforylace (pes ietézec
pienosu elektral). Béhem procesu jsou koenzymy nikotinamidadenindinuide¢NAD™)

a flavinadenindinukleotid (FAD redukovany na NADka FADH,. Nasleds jsou NADH;

a FADH, reoxidovany na NAD a FAD' pres fetézec ffenosu elektroin ve kterém hraje
kyslik roli finalniho vodikového ifjemce pro tvorbu vody. Kyslik rozpésty v cytoplaznd

a vazany na myoglobin je rychle &grpan a musi byt dopin. Oxidativni fosforylace tedy

zavisi na hustétkapilarni si¢ mezi svalovymi vlaky (Hinchcliff et al., 2008).

Acetyl-CoA jako substrat pro cyklus dikarboxylovgskliny a jeho kompletni oxidace vede
ke vzniku 12 molekul ATP. #® submaximalni intenzit zatze je ¥tSina pyruvatu, ktery je
produkovan glykolyzou, transportovano do mitochdinarje geveden na acetyl-CoA, ktery
vstupuje do cyklu trikarboxylové kyseliny. Vysledkege 36 molekul ATP. Acetyl-CoA je
také odvozen z oxidace mastnych kyselin po jejiebingéni z jater nebo tukové tkdnBeta
oxidace volnych mastnych kyselin je vysocgnda a jako Uplna oxidace poskytuje az 146
molekul ATP (Hinchcliff et al., 2008).



ZvySeni vyuziti kysliku ghem z&tZe vede k ugrnému zvySeni produkce reaktivnich forem
kysliku (ROS), které potencid@lrepisobuji oxid&ni stres. Jde o stav, kde #gtajici tvorba
ROS pgemize antioxid&ni ochranu dla, coz vede k poskozeni ligid bilkovin a DNA.

V reakci na oxidativni stres bky syntetizuji proteiny tepelného Soku v ochrannych
homeostatickych reakcich. Nicmgrstredni intenzita zéfe je sice spojena s mirnym
poskozenim sval a potenciald mirnym oxid&nim stresem, ale nedokdZe vyvolat vySe
zmirgny obranny mechanismus. Snad proto, Ze spiSe n&frpani energie se zda byt
strajcem této odposdi acidoza. (Hinchcliff et al., 2008).

3.2 Oxidativni stres

Oxidani stres je definovan jako naruSeni rovnovahy meadioxidanty a prooxidanty
ve prosgch oxidant (Sies, 1991). K oxidaimu stresu rive dojit, pokud antioxidai
obranny systém je ochromen zvySenou cxidaatzi nebo snizenou dodavkou antioxidant
nebo pokud se neie vyrovnat s rychlosti produkce volnych radikalim miZze nastat
iettzova reakce, produkce volnych radikah nasledné Skody mohou vést keémAm
ve struktite burgénych membran, butné DNA a dalSich butnych komponerit Mohou
tak zpisobit naruSeni normalnich fyziologickych prate& nichz rkteré mohou byt

nevratneé), tj. oxidéni poskozeni (Higgins and Snyder, 2006).

Volné radikaly jsou nezavislé nestabilni molekidigré obsahuji jeden nebo vice neparovych
elektrori a jsou vytvéeny jako produkt normalnickélesnych proces Tvori se zejména

v disledku aerobniho metabolismu, proto se jejich pkoduzvySuje sidtesnym vykonem.
Mohou byt také vytvieny v disledku zragni, onemoc#ni nebo fisobeni gkterych faktot
Zivotniho progtedi, jako je zn@Stujici latky, alergeny, nebo #ni (Higgins and Snyder,
2006).

Pojem ,reaktivni formy kysliku“ (ROS) jeasto pouzivan k popisu volnych radika dalSich
molekul, které jsou schopnéigpbit oxid&ni poSkozeni a obsahuji jeden nebo vice atom
kysliku (Higgins and Snyder, 2006). ROS zahrnujingoradikaly, stej& jako reaktivni
sloweniny bez nepéarovych elektribrv jejich vrgjSich orbitalech. K &amto neradikalnim
oxidantim pati peroxynitrit (ONOO), peroxid vodiku (HO,) a kyselina chlorna (HCIO);
(Kirschvink et al., 2008).
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Dale jsou zde kromROS také ,reaktivni formy dusiku“ (RNS), které ysdefinovany jako
podskupina oxidaft vyplyvajici z oxidu dusnatého (NOa pouziva se termin nitrosativni
stres (Kirschvink et al., 2008).

Oxidanty jsou nezbytné pro oxitt& — redukni regulaci a za ditych podminek mohou mit
prozartlivé stimulani inky. Oxidanty hraji dleZitou Ulohu pi zneSkodovani a nieni
mikroorganisni prostednictvim peroxidace a destabilizace jejich lipigidlv membran,

oxidace a inaktivace jejich bilkovin (KowaltowskichVercesi, 1999; Kobayashi et al., 2001).

Vystaveni organismu oxidaimh z tiznych zdroj vedlo ke vznikufady obrannych

mechanism preventivnich, repataich a antioxidénich (Deaton, 2006).

3.2.1 Exogenni a endogenni oxidanty

Exogenni a endogenni a oxidanty jsou vyvazovanyaikinimi procesy, které udrzuji

rovnovahu oxidarit/ antioxidant (Kirschvink et al., 2008).

Vystaveni exogennim oxidamh je vyznamné pro dychaci cesty a plice, které yg@taveny
inhalovanym oxidaritm, jako ozon, ultrajemnéastice a endotoxiny. &oli antioxida&ni
obranny systém dychacich cest je zédaithe vyvinut (Mudway and Kelly, 2000), plicni
oxidativni stres se jevi jakailkzity aktér v patogenezi respirdch chorob (Rahman, 2005).
Pri vyzkumu kaiského dychaciho aparatu bylo prokazano,is®lpeni ozénu vyvolava plicni

oxidativni stres (Deaton et al., 2005).

Endogenni oxidanty mohou byt ratehy do ti skupin v zavislosti na jejich gwodu.
Hlavnim zdrojem endogennich oxidane rettzec genosu elektrom v mitochondriich, kde
1 -3 % kysliku se redukuji na vodu ze superox@g’); (Kowaltowski and Vercesi, 1999).
Tato draha vzniku oxidahte zvI4S¢ vyznamna Bhem z&tze, kde se spigba kysliku mze
zvySit az 24 x wloveéka a az 40 x u koni. Sekundarriispévatelé k vyrok endogennich
oxidanti jsou enzymy jako xantinoxidaza, membranové oxid@&nzymy oxidu dusnatého
(Kirschvink et al., 2008).

Pokud se vystaveni exogennimi nebo endogennimianiidzvySuje nebo je nedost&ie
vyvazeno antioxidanty, oxidai poskozeni fechézi v oxidaci DNA, protein lipidi nebo

sacharid. Prakticky vSechny buiné molekuly mohou viftomnosti vysokych koncentraci
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oxidanti projit oxidaci, ale fvodni intracelularni progdi a reaktivita oxidaft stejré jako

umiseéni a biochemické vlastnosti cilové molekuly hragizmodujici roli v "hierarchii”
oxidanti (Kirschvink et al., 2008). Oxidativni modifikace NA muze veést k mutaci,
fettzcovym zlonim na DNA, atd. Oxidace proté€inmizZze vyvolat enzymatickou poruchu
a peroxidace lipitl na bug¢né membra# zahajujiciretzovou reakci mze ohrozit integritu

burgk (Lykkesfeldt and Svendsen, 2007) Raretlivych stavech zvySena tvorba oxidant
podporuje zaktlivy proces a pes mechanismus pozitivni &pé vazby se navozuje
zatarovany kruh (Valko et al., 2007). Kame® produkty oxidénich reakci mohou byt

detekovany a jsou pouzivany jako markery oxidgKirschvink et al., 2008).

3.2.2 Antioxidanty

Systémy branici uplaéni oxidativnich radikdl v organismu #&ime na mechanismy

preventivni, mechanismy repanra, fyziologické obranné mechanismy a antioxidanty.

Hlavni role antioxidarit sp@iva v inaktivaci nebo transformaci oxidankteré mohou byt
bud prenenény antioxid&nimi enzymy do mén reaktivnich forem, nebo které mohou
reagovat s antioxigaimi molekulami, které jsou chemicky stabilni (Kihsvink et al., 2008).

Antioxidanty jsou obsaZzeny v obrannych systémedti pxidantim, které zahrnuji systémy
branici vytvéeni ROS, antioxidmi systémy, které inaktivuji oxidanty a systémy cgmie
omezit Skodlivé dinky oxidanti tim, Ze umoi#uji opravy oxidativniho poskozeni (Young
et Woodside, 2001).

Antioxidacni mechanismy se ro&diji na endogenni antioxidai systém a exogetrpodané
antioxidanty. Endogenni antioxitla systém tvei enzymatické a neenzymaticke
mechanismy. Mezi antioxidanty phttaké rtkteré stopové prvkyCasto vSak dochéazi
k situaci, kterou charakterizuje nerovnovaha meaopidanty a antioxidanty, tato disbalance
se mize projevitcetnymi patofyziologickymi procesy (Droge, 2002).

Studie Moffarts et al, (2005) prokazala, Ze u tkamych plnokrevnych koni dochazi
u rekolika krevnich antioxidénich market k vyznamnym zmndm a Ze peroralni
antioxid&ni suplementace iide ¢ast&n¢ vyvazit tyto zmgny tim, Ze zlepSi hydrofilni,

lipofilni a enzymatickou antioxidai kapacitu krve.
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U koni dophky stravy s antioxidanty podauji zvySeni antioxidani ochrany v extracelularni
tekutirg a krevnich bitkkach (Kirschvink et al. 2002).

3.2.2.1 Neenzymatické antioxidanty
Kyselina askorbova, glutathion, kyselina ¢owa a jsou dlezité hydrofilni antioxidanty.

Vitamin E je hlavni lipofilni antioxidant a jako Kavy, je gitomen v membranach

a lipoproteinech (Deaton and Marlin, 2003).
Kyselina askorbova

Kyselina askorbova — vitamin C je ve wodozpustny vitamin odvozeny od sacharid
Vyskytuje se zejména serstvém ovoci a zeleninKyselina askorbova je silnym redurim
¢inidlem (Voet and Voet, 2005). Kyselina askorbos& jpriméireném mnozstvi syntetizovana
v jatrech a dalSich tkanich z glukézy. Bylo Zjigi, Ze jeji pdaeba se mize zvySit v dob
stresu a nemoci, kdy fippzena produkce nemusi uspokojit poptavku. Nedawyto
prokazano, Ze kyselina askorbova j&ddiym antioxidantem ve fluidni vystelce plic a zg je
hladiny jsou sniZzené vidledku rekurentni obstrukce dychacich cest neb&wuduic obeck
(Higgins and Snyder, 2006).

Kyselina askorbova gsobi jako kofaktor pro biosyntézu prokolagenu, &atdamin

a karnitinu. Krong¢ toho obrovské mnozstvi ROS (itgphydroxylové radikaly, peroxylové
radikaly, superoxidové anionty, kyselina chlorn&gzan) a reaktivnich forem dusiku (fiap
peroxynitrit), a radikaly odvozené od antioxidaifhag. a-tocopheroxyl a radikaly kyseliny
mocove) jsou detoxikovany kyselinou askorbovou. Kyseli askorbova se oxiduje
na dehydroaskorbat (DHA) ve dvou jednoelektronovi@tich, s uvolénim atomu vodiku

v kazdé fazi. Ve srovnani s ROS je 1- elektronondardni redulni potencial kyseliny
askorbové nizky. Z tohoto tdodu je kyselina askorbova snadno oxidovana vysoce

oxidatnimi molekulami (Deaton et Marlin, 2003).
Glutathion

Thioly jsou silna redudni ¢inidla a maji negativni standardni snizené poténcie proto
pusobi jako elektronové akceptory. Nejzastowpgdmeproteinovy thiol v sa¥ch buikéch je
glutathion. Glutathion je tripeptid obsahujicj-amidovou vazbu [lLy-glutamyl-L-
cysteinylglycine (GSH)], coz je netypicka peptidoagzba vychazejici gkarboxylu kyseliny
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glutamové (Voe and Voet, 2005). Aktivni skupinatgthionu je sulfhydrylova (-SH) skupina
cysteinu. Glutathionperoxidaza (GPX) katalyzuje daxi glutathionu, ve které jsou
2 glutathionové molekuly spojeny pomoci jejich Bytirylovych skupin v disulfidovy most
(Deaton and Marlin, 2003).

2GSH + HO; - GSSG + 2 KO

Zoxidovany glutathion (GSSG) je naslédrredukovan glutathionreduktdzou (GPR)
s vyuzitim NADPH. Porr GSSG na celkovém glutathionu (GSH a GSSG), nagzvan
glutathionovy redoxni po#n (GRR). Je citlivym indikatorem oxidativniho stwe¢Deaton
and Marlin, 2003) Rovnovaha mezi GSH a GSSG pomalnaovat spravny oxidai stav
sulfhydrylovych skupin proteinuvnitt burgk (Voet and Voet, 2005).

GSSG + NADPH + A— NADP' + 2GSH

Nachazi se v hikach zZiva@ichia a wtSiny rostlin i bakterii v pogrné vysoké koncentraci
(0,1 — 10 mmol/l). Podili se na transportékterych aminokyselin do béh. Jeho hlavni
funkci je konjugace s xenobiotiky v druhé fazi bémisformace. Mimo to se podili
na detoxikaci, transportu aianych metabolickych pochodech. Chrani thiolovée skyp
bilkovin, podili se na detoxikaci volnych radik& tvai rezervu thiolovych skupin ky
(Voet and Voet, 2005).

Kyselina motova

Kyselina m@ova vznika pi odbouravani purinovych sléanin a u ¥tSiny savd (krome
¢loveéka), je dale degradovana tmwou oxidazou. Absence€innosti ma&oveé oxidazy
ucélovéka vede k vysokym plazmatickym koncentracim kyselmocoveé, v porovnéni
s jinymi druhy. Kyselina m@mva funguje jako antioxidant. VaZze ionty Zeleza foemé
pevného chelatu, takze nevstupuji do Fentonovyceeaknevznikaji hydroxylové radikaly.
Tim chrani kyselinu askorbovouqu oxidaci a deaktivuje ROS, jako je kyselina atdor
a hydroxylové radikaly. Je oxidovana na dowy radikal, ktery je pak hli syntetizovan
na kyselinu méovou, nebo dale oxidovanignos 2 elektroi) a tvai pirevazr alantoinovou,
ale také oxoniovou a parabanovou kyselinu.fT\35-65% antioxidarit v plazn€. (Deaton
and Marlin, 2003).

Kyselina m@ova je velmi malo rozpustna ve vodPi vysSSich koncentracich v roztoku

krystalizuje a z dla miZe byt vylodena v pevné fortn Je proto hlavnim odpadnim
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produktem u Zivdichi, ktefi maji omezeny fistup k vod a musi ji Seéit (urikotelni

organismy); (Voet and Voet, 2005).
Vitamin E (tokoferol)

Vitamin E je skupina latek isoprenoidni povahy,rétgsou rozpustné v tucich. Snadno se
oxiduji a to i jednoelektronovymigenosem. Bsobi jako antioxidéni ochrana lipidovych
struktur, neb6 zabraiuji oxidaci vysoce nenasycenych vysSich mastnydelky. Nachazi se

v mnoha rostlinnych materidlech (pSam@ klicky, kokosovy a palmovy olej, zeli atd.). Jeho
nedostatek vedeig@devsSim ke ztratreprodukni schopnosti (odumirani embryi tehich

samic, u samck atrofii pohlavnich Zl4z) a k svalové dystrofifdet and Voet, 2005).

Vitamin E je dileZity pro vykonnost. Hladina vitaminu E v tké&ni logla byt dostatené
vysoka, aby se zabranilo tva@rlprodukti lipoperoxidace. K ziskani maximéalniho obsahu
tokoferolu v fiznych tkanich ko# v zagzi potrebuji @iblizné 4 — 6 mga-tokoferolu/ kg
télesné hmotnosti / den (Higgins and Snyder, 2006).

Jsou znamytyii typy tokoferoli a ctyii typy tokotrienoti, které projevu;ji aktivitu vitaminu E.
a-tokoferol (ArOH) je nejaktivijSi forma, ktera fedstavuje fiblizné 90% aktivity vitaminu
E ve tkanich.a-tokoferol reaguje s lipidovymi peroxylovymi radliga které tvdi lipidovy
peroxid vodiku a tokoferoxylovy radikal ArOe, a zatuje pokr&ovani lipidové peroxidace.
In vitro, o-tokoferol reaguje s peroxylovymi radikaly rychlagz peroxylové radikaly s lipidy
(Deaton and Marlin, 2003).

LOOe + ArOH— LOOH + ArOe
Selen

Selen je jednim z n&gstji se vyskytujicich vninich antioxidant, které pomahaiji v prevenci
peroxidace lipid a nasledného poskozeni BknV ramci bugcné antioxidani obrany je
selen so&asti enzymu glutathion peroxidazy, ktery je SirooeSieny po celéméte. Tento
enzym penmenuje redukovany glutathion (GSH) na oxidovany ghiat (GSSH) a i
peroxidy gevedenim na neSkodné alkoholy. Tato konverze peiokrani ged reakci

s lipidovymi membranami a ztratou integrity memiyraiselen je kofaktorem glutathion
oxidazy (GPX) a zlepSuje dostupnost glutathionuH§SDchrana selenem proti poskozeni
jater a ledvin byla prokazana vysledkem zvySendéomidicni kapacity bugk, jak o tom

swed¢i zvySend aktivita superoxid diomelazy (SOD) a GRvgSeny obsah GSH. Bylo
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prokdzano, Ze kombinace selenu s dalSimi antiogidemZuje u zwiat oxid&ni stres (Ping-
Chi Hsu and Yueliang Leon Guo, 2002).

Selen se také nachazi v jinych vybranych proteinectéle. Jeden ze selenoprotéin
(jodothyronin dejodindza) hraje ulézitou roli v aktivaci hormol Stitné Zlazy.
podle studie Crandell (200?) pro¢aé na potkanech ime existovat souvislost mezi
nedostatkem selenu a funkci Stitné Zlazy. Exispgkulace, zdagktery z klinickych projeu

hypotyredzy nmize byt ve skut@osti zgisoben nedostatkem selenu.
Koenzym Q (ubiquinol)

Koenzym Q je isoprenoidni koenzym hydrofobni povale/dobe rozpustny v lipidovéasti
biologické membrany. JeignaSéem dvou vodik v dychacimtetzci (redukce chinonu
na hydrochinon). Vyskytuje se téz v semichinonowélgiz a mize genaset pouze jeden
vodikovy atom (Voet and Voet, 2005).

Koenzym Q také funguje jako lipofilni antioxidamedukované forma koenzymu Qgobi
jako donor elektroin chranici iniciaci a propagaci peroxidace lipid také redukuje
a-tocoferoxylovy radikal z§t nao-tocopherol. Ubiquinol, na rozdil adtokoferolu, niize byt

syntetizovan v organismu (Deaton and Marlin, 2003).
Karotenoidy

Karotenoidy jsou skupinou Zlutych &ervenych vysoce nenasycenych alifatickych
a alicyklickych uhlovodit a jejich oxid&nich produki. Karotenoidy se podileji
na genosech energiefipfotosyntéze. Maji ochrannyciinek proti pisobeni UV z#eni. Jsou
vyznamnymi utilizatory singletového kysliku a peymvych radikal (Deaton and Marlin,
2003).

Zivogichové je neursji syntetizovat a museji jefifimat z potravy. Roz#luji se na karoteny
(uhlovodiky) a kyslik obsahujici Zluté xanthofylarotenya, p ay se liSi strukturnim

uspdadanim kon& polyenovéhdetzce.

Nejhojrgji je zastouper — karoten, ktery se dnes vyrabi ve velkégtithu synteticky; uziva
se jako barvivo, potravitigké aditivum a satast farmaceutickych a kosmetickychigravki
(Voet and Voet, 2005)3 — karoten pisobi jako provitamin, zdroj vitaminu A. Je obsazen

v zelenych rostlinach a v mensi fmiv mrkvi, kukdici a v semenech luskovin. Hlavni
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doplikové zdroje jsokasté&né ve vod rozpustné retenylové estery palmitatu a syntetioké
acetatu. Bhem zimy obsahuji byliny mérpigmentu a to rive vést k nedostatiitkarotenu.
Vyzkum ukézal, Ze pouzitickterych syntetickyclg-karoteri jako jediného zdroje vitaminu
nemize splnit poZzadavky Kského organismu na vitamin A, ani to neni dopowano.

Teplo, s¥tlo a oxidace rize znéit obsahB-karotenu v krmivu (Higgins and Snyder, 2006).

3.2.2.2 Enzymatické antioxidanty
Enzymatické antioxidanty daflji neenzymatické antioxidanty. Bukatalyzuji reakce

odstraiujici ROS, nebo redukuji zoxidované antioxidantypiklad, superoxid dismutaza
(SOD) pisobi na superoxidové radikaly, a tim dochazi k eigwi kysliku a maéhreaktivniho
peroxidu vodiku (HO,). Glutathionreduktaza (GPR)iude regenerovat zoxidovany glutathion
(GSSG, glutathion disulfid) na redukovany glutathigGSH). Mezi hlavni antioxidai
enzymy pati SOD, gluthationperoxidaza (GPX), glutathionredakt (GSPD), katalaza
a thioredoxiny, glutaredoxiny a peroxiredoxiny (Beaet Marlin, 2003).

Superoxidismutaza (SOD) je enzym zeffdy oxidoreduktaz, katalyzujici disproporcionaci
superoxidu kysliku:

20, +2H - H,0,+ O,

Je jednim z prvk obranného systému organi&nproti oxid&nimu stresu. Je priman
lokalizovana v mitochondriich a cytosolu kkna neutralizuje superoxidové radikaly.
Je zndmo, Ze v kosternich svalech sasxistuji d¥ izoformy SOD, tj. CuzZn SOD, ktery se
nachazi v prvnfad v cytosolu, a MnSOD, ktery se nachazi v prkatk v mitochondriich.
Aktivita SOD ve svalu je nejvySSi ve vysoce oxidaich svalovych vlaken (tj. typy I a Il).
Také existuje extracelularni forma SOD (ECSOD)r&je nalezena v plazha také ve tkani
a vyzaduje Cu a Zn (Deaton and Marlin, 2003).

Glutathionperoxidaza (GSHPx) se nachazi v mitochondriich, cytosolu amembranach
burgk a redukuje HO, a organické hydroperoxidy, které pouzivaji reduoy glutathion
(GSH) jako elektronovy donor. Aktivita GSHPX je I& na selenu a jefinnost je nejvyssi
ve svalovych vldknech typu | (tj. vysoce oxidatiwmtékna). Glutathionreduktédza je nezbytna
pro preménu zoxidovanéeho glutathionu (GSSGXtgpa redukovanou formu (GSH) pomoci
NADPH jako reduknihoc¢inidla (Deaton and Marlin, 2003).
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Kataldza (CAT) se nachazi tpdevSim v peroxisomech a mitochondriich. Katalyzuje
disproporcionaci toxického peroxidu vodiku:

2HO0, - 2H0 + O

Je gitomna ve vSech ziwgsnych organech, zejména v erytrocytech a v peooxéxh
jaternich budk, dale v rostlinnych tkdnich a aerobnich mikrooigmech. Jeji prostetickou
skupinou je hem. Je mirfadre katalyticky &inna. Jedna molekula enzymuibe za minutu
pienenit 5 miliond molekul HO; (Voet et Voet, 2005).

CAT vyzaduje Zelezo jako kofaktor. Podeéhjako u GSHPx a SOD je jeji aktivita nejvyssi
ve vysoce oxidativnich svalovych vlaknech (Deatbilarlin, 2003).

Thioredoxiny (TRX) opravuji zoxidované skupiny sulfhydrylu, od#uji H,O,, a pisobi
jako utilizatai radikaki. Podili se také na regeneraci zoxidované kyselskorbové. fida
thioredoxini se sklada z thioredoxinu, thioredoxinreduktazy raoredoxinperoxidazy.
Glutaredoxin (GRX) se podili na och&aa opra¥ proteini a neproteinovych thiél jako je
glutathion (Deaton and Marlin, 2003).

Peroxiredoxiny (PRX) jsou antioxidéni enzymy, které chrani protein a lipidy proti
oxidativnimu poskozeni. Jsou také zapojeny do esgulapoptozy, buwtiné proliferace,

diferenciace a genové exprese (Deaton and Mafo3R

Nachazi se v cytosolu, mitochondriich, peroxisomeciplazng. Existuji tizné rozdilné
peroxiredoxiny (Prx1 az Prx6), ale vSechny obsahegiktivni cysteinovy zbytek. Mohou
se chovat jako peroxidazy, s thioredoxinem a ndbtatpionem jako elektronovym donorem
(Deaton and Marlin, 2003).

3.3 Vliv zat éZe na rovnovahu oxidant G a antioxidant U

Zmeny v rovnovaze oxidant/ antioxidant vyvolané zatZzi jsou v podstét nasledkem
zvySeneého mitochondrialniho transportu elekirove svalovych bikach (DiMeo and
Venditti, 2001). ZvySena tvorba ROSuke podpéit membranovou peroxidaci svalovych
burgk a tim sniZzit jejich membranovou integritu. Tutgpbtézu podporuji pozitivni korelace,
které byly zjiS¢ny mezi Unikem svalovych enzymdo krve a plazmovymi lipidovymi

peroxidy (Williams et al, 2004)Cetné studie prokazaly, Ze #ny v pongru oxidanti
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a antioxidani vyvolané z&tZi u pracujicich koni se liSi s ohledem na typZgt(dostih,
standardizovany trénink n&ieckém pése, standardizovany trénink na zavoditialostni
zaez) a markery hodnocené z krvekali je obec znameé, Ze z&t zpisobuje vyznamné

zmeény v oxidané — antioxid&ni rovnovaze (Kirschvink et al., 2008).

Intenzita z&tZe (monitorovano spigbou kysliku nebo srdei frekvenci), doba trvani zéte
a atmosférické podminky (teplota, relativni vihkgsbu utujicimi faktory pro toto z&bi

vyvolané prooxideni zatizeni (Williams et al, 2004).

Zmény obsahu antioxidaft vyvolané zatZzi se nemusi nuénobjevit v pabéhu nebo
bezprostedre po za¥zi, ale mohou byt detekovatelné o 16 — 24 h ppZMarlin et al, 2002).
Dosud nebyla vypracovana studie, zda takove dloujdti odchylky oxidani / antioxid&ni
rovnovahy ovliwiuji opakovanou na sebe navazujici¢zatili trénink. Nicmérg, trénink
muze pozitivie¢ ovlivnit antioxida&ni kapacitu organismu. AvSakiif§ intenzivni trénink
a nadndrna fyzickd z&Z na dostizich mohou vyvolat poruchy v oxiddantioxid&ni
rovnovaze. Ty vSak mohou souviset také s nevhodnytnicnim prisunem antioxidaft
(Marlin et al, 2002; Kirschvink et al., 2008).

3.4 Vybrané parametry energetického metabolismu

Hematologie a biochemické rozbory plazmy a krevnfigwa jsou d@lezitym nastrojem
pii posouzeni zdravi dostihovych koni. deba brat v ivahu mnoho fakiigrkteré mohou
ovlivnit vysledky n&éreni. Nicméw pokud jsou vzorky odebrany standardizovanyrissppem
a jsou porovnany s vysledky koni stejného plemewe stejnych tréninkovych podminkach,

interpretace krevnich vysletlle jednodussi arpsrejsi (Hinchcliff et al., 2008).

3.4.1 Inzulin

Inzulin je hlavni hormon zodpédny za metabolismus glukézy. Inzulin je primé&rn
produkovanf buikami Langerhansovych osuki a je uvohovan do krevniho aihu
pies portalni systém. Podle Schmidt and Hickey (20di®azy naznéuji, Zze i centralni
nervovy systém produkuje inzulin st&jrninzulin je produkovan jako prekurzor proinzulin,
ktery se &ipi na C-peptid a inzulin. Oba jsou wyhvany v ekvimolarnim mnozstvi
do portalniho oéhu. Zrala molekula inzulinu se skladda ze dvou peptlovychietzci,
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iettzce A artettzce B. Tyto dvarettzce jsou spojeny @wma disulfidovymi nfistky.
Uvnitt fetézce A je také disulfidovy most (Jansson et al., 2200

Sekrece inzulinu jgizena koncentraci glukozy v plagminzulin ma jako hormorradu
dulezitych metabolickych funkci (Jansson et al., 200RejdilezitejSi funkci inzulinu
je stimulace véebavani glukozy tkami, ve chvili kdy jsou Ziviny hoj& dostupné, nagklad
po krmeni. Kosterni sval a tukové tkgsou d¥ hlavni lokality absorpce glukozy. Také jatra
reaguji na zvySenou hladinu inzulinu absorpci ghyks krve. Inzulin se vaze na receptory
na povrchu plazmatické membrany a spa&ietrady vnitnich mechanisin To vede
k pohybu transportérovych protéinglukézy (GLUT4) na plazmatickou membranu,

ktera umo#uje rychlé vatebani glukdzy (Frank, 2009).

DalSimi funkcemi inzulinu jsou zvySeni propustnobtiricnych membran pro glukézu,
aminokyseliny, mastné kyseliny a ionty , KMg®* a Fé", tim dochazi ke sniZeni plazmatické
koncentrace glukézy, syntéze glykogenu v jatreckosaterni svalovié, oxidace glukdzy
na mastné kyseliny tpdevsSim v jatrech); (Jelinek a kol., 2003). Sliaivkezprosedrg
reaguje na mnozstvi glykozy v krvi uvéhlim inzulinu — patba se zvySuje, kdyz je krmivo
energeticky bohaté na lehce stravitelné cukry alxkré latky. Naopak piba inzulinu se

snizuje khem fyzické aktivity (Jansson et al., 2002).

Inzulin reaguje na metabolismus sach@risilkovin i lipida, a to gedevsim v jatrech, tukové
tkani a kosterni svalovén Signalizace fes inzulinové receptory oviwje také centralni
nervovy systém, cévnieCiste, ledviny, srdce, slinivku #sni, a gastrointestinalni trakt.
Signalizace inzulinu zasahuje do metabolismu stinistiSni, lipoproteird, vody, homeostazy
elektrolyti a cévniho tonu. To znamen@, Ze regula®peni inzulinu m& kro&nzakladniho

vlivu na metabolismus sachatidaké vliv na integraci dalSich metabolickych pmsice
Dusledkem tohoto pozorovani je, Zze dysregulace vykadnzulinu nebo &inku inzulinu je

v pricinné souvislosti s&kolika chronickych onemoeni. Jedna seifpdevsim o metabolicky

syndrom koni a obezitu (Schmidt and Hickey, 2009).

Faktory jako je strava, ék, plemeno, genetické predispozice a obezita mohokoni

IV

snizenou citlivosti na inzulin nebo inzulinovou istanci zvySit citlivost na inzulin

a tim snizit riziko pro vznik onemoéni jako je metabolicky syndrom nebo laminitida.
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Fyziologické hodnoty inzulinu v krvi koni n&sahuji 430 pmoll Nejvyssi koncentrace
byvéa 2 hodiny po nakrmeni (287 — 430 pmbL.|

Koncentrace inzulinu v plasiiméiena v pibéhu ¢asu v odez¥ na glukozu mze slouzit jako
ukazatel citlivosti na inzulin. 8Si citlivost na inzulin vede k jeho menSi sekrdioto je
sniZzeni inzulinové odp@di na glukdzu spojeno se zvySenim citlivosti naulimz Inzulinova
rezistence a obezita se zdaji byt spajeni prekurzory laminitidy u koni. Obeé&rize fici,
Ze metabolicky syndrom u koni je charakterizovapenyzulinémii, inzulinovou rezistenci,
obezitou a hypertriglyceridemii. U koni, stejako u lidi mize nedostatma zatz a gejidani

vyvolat metabolické onemoeni (Schmidt et Hickey, 2009).

Vyrovnany gjem energie s energetickym vydejem, jgedity pro z&Z korg. Hormony jako
jsou grehlin, adiponektin a inzulin hraji hlavniirpti zprostedkovani energetické bilance
bud’ prostednictvim jejich vlivu na fijem krmiva, nebo metabolickou regulaci. Odgaiv
na glukézu a inzulin jsou pozmeény vyZivou a obezitou. Stupezdtze a stres také &ni
metabolismus glukdzy a inzulinu (Jansson et aD220

Zawz zasadnim Zsobem zasahuje do vzniku inzulinové rezistence abedu.
Experimentala je znamo, Ze z&t zlepSuje citlivost na inzulin. Jde ¢idek, ktery niize trvat
po dobu 24 aZz 48 hodin po &t Zagz také niize zlepSit metabolismus lipidv kosternim
svalstvu, vyvolat mitochondrialni biogenezi a zvgitivitu enzynii zapojenych do oxidace
mastnych kyselin. Dale z#t obvykle sniZuje systémovou koncentraci inzulimatge zlepsit

citlivost jaternich a tukovych tkani k inzulinu (8uidt and Hickey, 2009).

V prabéhu zatze pracujici svalyijimaji gluk6zu bez pomoci inzulinu. Dochazi ke Zaii
koncentrace inzulinu a zvySeni koncentrace glukézyazne. Zmeny v koncentracich
inzulinu jsou pipisovany zvySeni cirkulujicich katecholamijnkteré inhibuji uvaiovani
inzulinu. Zmeény v koncentraci glukozyipdstavuji stimulaci glykogeneze v jatrech (Gorgon
et al., 2007). Inzulin je velmitdezity pi zotaveni po zéFi, kdy nasyceni glykogenem je
nejaktivrejsi. Posledni studie prokazaly souvislost mezi emyth sympatické drahy vyvolané
z&eZi a zngnami v hladinich inzulinu a glukagonu. Fank to umoiuje zvieti zvysit

glukoneogenezi k udrzeni koncentrace glukézy v kem zatze (Hinchcliff et al., 2008).

Mnohé z nedavnych studii, které se zabyvaly reizeilinu na fyzickou z&b, se sougedily
na slozeni a rasovani krmeni fied za¥zi. Krmiva s vysokym obsahem sacharigou

prosgsna pro optimalni syntézu svalového glykogehiuzgizi. Vysledné zvySeni hladiny

21



glukézy v krvi pozorované po nakrmeni Kokrmivem s vysokym obsahem sachérid
obvykle vyvolava zvySeni sekrece inzulinu. Cilemddeného vyzkumu bylo potvrdit,
Ze vysoce energetické krmeni vyvoléeg zatzi zvysSeni hladiny inzulinu, ktery iwe
tak trénink dokéaze ovlivnit inzulinovou odezvu natz a zvySuje schopnost syntetizovat

glykogen khem obnovy (Hinchcliff et al., 2008).

3.4.2 Glukéza

Glukdéza je jednoduchy sacharid, kterggstavuje hlavni zdroj energie proiky. Je ustedni

jednotkou sacharidového metabolismu a z&ftowelikator jeho Urové Hladina glukozy
v krevni plasm (glykémie) zavisi na absorpci glukézy v tenkémewt, glykogenolyze,
glukoneogenezi a utilizaci glukozy perifernimi tkém. NejintenzivigjSi premena glukozy

probihd v metabolicky aktivnich tkanich — jatragvimy, travici soustava, miga Zzlaza,
nervové biiky a tk& exokrinnich a endokrinnich Zlaz. Glukéza je zéklad substratem
pii syntéze glykosidl, glykoproteiri, glykolipidi, nukleonovych kyselin, aminokyselin a tuk
(Jelinek a kol., 2003).

Hladina glukézy v krvi koni se pohybuje v rozmez2 4 6,4 mmolf (Reed et al., 1997,
Eades et al., 2004). Stabilita glukozy v séru ampéapo odebrani je 7 dniiipt4 az +7°C).
Polatas rozpadu glukézy v krevni plaznkoré je 20 — 90 minut, coZz 8d¢i o tom,
Ze glukoza je permanerttutilizovana v tkanich a resorbovana z jaterravstNejvic glukozy

spotebuje CNS, travici soustava a ledviny (Jelinekla R603).

Zmeny v koncentraci glukézy a insulinu,éetne zvySené nebo snizené sensifivitici
insulinu mize gispét ke vzniku metabolického onemauan jako je nafiklad laminitida nebo
equinni inzulinova rezistence (Eades et al., 2004).

Udrzovani koncentrace glukdzy v krvi jéldzitou funkci jater. Jestlize koncentrace poklesne
pod obvyklou hodnotu (&ledek élesné namahy nebo hladww), uvohuje se glukdza z jater

do krevniho obhu. Pochod je zpragtdkovan hormonem glukagonem. Tento stav se nazyva
hypoglykémie. Hypoglykémie vznik&ipedostateném givodu sacharidl a vy¢erpani zasob
sacharid vtéle a zvySené utilizaci glukézy v tkanich. Hypoglgké vznika téz

pii poruchach glykogenolyzy, glukoneogeneze, & medostatené tvorl prisunu

glykogennich substrét Na hypoglykémii jsou nachylnargrevsim mlada zkdta. Nizk&
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koncentrace glukézy v krvi #gobi uvolgni glukagonu z pankreatickychn burgk

do krevniho obhu. Receptory glukagonu v jaternich nkéich reaguji na fftomnost
glukagonu aktivaci adenylatcyklasy. Visedku toho vdchto bukach dochazi ke zvySeni
koncentrace cAMP. ZvySeni koncentrace cAMP vyvoladSeni rychlosti rozkladu
glykogenu, a proto stoupa intracelularni koncemtr&l. U — 6 — P (gluk6zo — 6 — P).
U sportovnich koni dochazi k poklesu glukézy p@Zata tratich delSich nez 60 km (Jelinek
a kol., 2003; Voet et Voet, 2005).

Zvysena hladina glukézy v krvi nad fyziologickourmu se nazyva hyperglykémie. Je-li
hladina glukézy vy3Si (obvykle bezprmire po straveni potravy = alimentarni
hyperglykémie), hladina glukagonu klesa a z parilaiegch f bunik se uvohuje hormon
insulin. Jako odpaxd’ na gitomnost inzulinu se zvySuje rychlost transportukgky mnoha
ZivociSnymi membranami. ZvySeni koncentrace glukézy wi knapomaha inaktivaci
glykogenfosforylazy a jeji iemené na fosforylazu.Cili gluk6za inhibuje fosforylazu.
P koncentraci glukézy nad obvyklou hodnotu mohotrgaukladat nadbytmou glukozu
v podolg glykogenu. Patologicky vznika hyperglykémidi pnizené utilizaci glukozy
(diabetes mellitus), vigledku nizké hladiny inzulinu anebo poruchach remépcitlivych
na inzulin (Jelinek a kol., 2003; Voet and Voet)20 Zvyseni koncentrace glukdzy v krvi je
u koni pongrné bézné a dochazi k nitfpdevsim fi zvySené stresové zdi temperamentnich
zvirat v souvislosti s odibem krve, aplikaci 1ék nebo pi bolestivé fixaci. Ke snizeni
koncentrace glukozy dochazii medostatku pohotové energie v krmné daveéengdostatku
energie vzhledem k dusikatym latkam v krmné davaai déZzkém naruSeni funkce jater.
(Gordon et al., 2007).

3.4.3 Triacylglyceroly (TAG)

viv s

Triacylglyceroly jsou metabolity lipitl Chemicky jde o estery mastnych kyselin
a trojsytného alkoholu glycerolu. Piak zakladnim zivindm (Doubek a kol., 2010). V ténk
strew jsoucasté&né hydrolyzovany, pedevsim na monoacylglyceroly. Ty jsou pak vikach
sttevniho epitelu reesterifikovany. Poté se vyivéiomplexy se specifickymi proteiny,
cholesterolem a fosfolipidy a dochazi k wdwani do krevnihoteciste v podol
lipoproteinovych castic. TAG obsaZzené v hkAch tukové tkax (adipocytech) jsou

u Zivegichi vyznamnou zasobarnou energie, jejich syntéza aowdbani jsoutizeny
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hormonald. Mnoho rostlin,fepka, slunénice, len, ale i pupalka dvouleta vytvaasoby
TAG ve forn® rostlinnych olej v semenech (Voet et Voet, 2005).

Snizena koncentrace jeuasledkem narusené mobilizace ityktvorby a uvabovani
lipoproteini vlivem rozsahlé femeény tuka v jatrech. Ke sniZzeni koncentrace TAG v Krvi
dochéazi p naruSeni funkce jater, rozvoji steatdzy jater ;mgli dlouhodobém nedostatku
energie v krmné davce. Naopak zvySena hodnota j&kaazvysSeny fljiem energie, zejména
tuka (Doubek a kol., 2010).

Normalni obsah triacylglycerblv krvi koni se pohybuje do 1 mmot.l ZvySeny obsah
(1,0-5,0 mmolf) zpisobuje hyperlipidemii, bez makroskopické lipelyezséra

a bez klinickych fiznaki onemoc#ni. S obsahem nad 5 mmdlpiechazi stav do klinické
hyperlipemie, coz je isledek negativni energetické bilance (Reed etl@by/, Eades et al.,
2004).

3.4.4 Kyselina mo éova (UA)

Kyselina m@&ova kolisa v zavislosti nafipmu purini (Jelinek a kol., 2003), intenZivlastni
tvorby a na jejim vyltovani (Rasanen et al., 1996). Podle Hinchcliff let(2008) slouzi

vrchol koncentrace kyseliny mioveé jako ukazatel degradace ATP ve svalech.

Kyselina m@ova spolu s plasmatickou koncentraci laktatu jskazatele anaerobniho
metabolismu po maximalni z&i. Maximalni koncentrace UA v krvi je dosazeno rBthut
po z&tZi. (Hinchcliff et al., 2008). Fyziologické hodnolgyseliny m@&ové v krevnim séru

koni se podle Bowlinga et al. (2000) pohybuji n@az 60 pmoli.

Zvysena koncentrace kyseliny towé poukazuje na to, Z&8da neumi dobe zvladat dsledky
odbouravani purin Ficinou mize byt nadprodukce kyseliny gmvé nebo ji élo nedovede
dostatén¢ dohkre vylowit. Koncentrace kyseliny ndové stoupa také po intenzivrildsné
namaze. Zvysena koncentracézm vést k tvord krystali kyseliny ma@ové v kloubech.
To zpisobuje bolest a zéh kloubu. Kyselina méova miZze vyvolavat i tvorbu krystal

v mci nebo ledvinnych kaména miZe tak poskodit ledviny. Nizka koncentrace kyseliny
mocoveé v krvi je vzacysSi. Nizké koncentrace kyseliny gmvé mohou byt zijsobeny
nckterymi typy onemocini jater nebo ledvin¢i Gcinkem toxickych latek (Rasanen
et al., 1996).
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3.4.5 Kreatinkinaza (CK)

Kreatinkindza je intracytoplazmaticky enzym. Podik na energetickém metabolismu
svaloveho vlakna. VnasSenim fosfatu do proteinuliatge reverzibilni fosforylaci (Doubek
a kol., 2010).

CK + ATP - CKP + ADP

Zvyseni aktivity kreatinkinazy zavisi naimiposkozeni kosterni svaloviny, extrémni fyzické
namaze i kolikovych kiecich. U koni reaguje kreatinkinaza na poskozenitsvgathleji
nez AST. Na druhé stranrefereni aktivita kreatinkindzy u koni nevyiuje myopatii.
Pri zatZzovém testu prova@&dém pro potvrzeni diagndzy Polysacharide Storagepdthy

u koni se zjisuje az dvojnasobné zvyseni aktivity kreatinkind2gpibek a kol., 2010).

NejvysSich hodnot v krevnim séru dosahuje za hedin po jednorazovem poskozeni sval
Jeji pol@as rozpadu je 6 — 10 hodin. ZvySujici se aktivitka\Crozmezi di je indikatorem

pokraiujiciho poskozeni svalovych vlaken (Ludvikova aakdn] 2005).

Normalni hodnoty aktivity kreatinkindzy u koni sehgbuji mezi 1 — 5,0 pkat! Vyssi
hodnoty vedou k myopatii a kardiomyopatii (Reedlet1997, Eades et al., 2004).

3.4.6 Aspartataminotransferdza (AST)

Aspartataminotransferaza je stejjako CK intracytoplazmaticky enzym. Neni orga&ov
specifickym enzymem. Jeji aktivita se stanovujepgwdezeni na onemocmi jater. Spolu

s alaninaminotransferdzou (ALT) a gama glutanyfifardzou (GGT) je povaZzovana za test
posSkozeni hepatoay{Doubek a kol., 2010).

Zvyseni aktivity AST niZze zapicinit poSkozeni kosterni svaloviny, extrémni fyzickat?z,

poskozeni myokardu, hemolytické stasiypbezita (Doubek a kol., 2010).

Maxima po jednordzovém poskozeni svabsahuje za 24 — 48 hodin. Pgs jejiho rozpadu
je 2 — 4 dny (Ludvikova and Jahn, 2005).
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Obsah aspartataminotransferazy u koni se pohybrgemezi 2,5 — 5,0 pkat.l Vyssi obsah
zpisobuje myopatii a zvySeni hepatocelularni permigabiZvySené hodnoty perzistuji

i 7 -14 drii po posSkozeni jater nebo straZvySeni aspartataminotransferazy s kreatinkinazou
vede k poSkozeni svalReed et al., 1997, Eades et al., 2004). Eleva8€ Bez sotasné

elevace CK ukazuje na poskozeni jiného organu vedt §_udvikova and Jahn, 2005).

3.4.7 TBARS

Test pro latky reagujici s kyselinou thiobarbituwav(TBARS - thiobarbituric acid-reactive
substances) se pouziva pro stanoveni peroxidaadi lig oxidativniho poskozeni
v biologickych tekutinach, respektive pro kvant#de rekterych koneénych produki
lipoperoxidace. Barvici postup testu TBARS je jatindhy, snadny, reprodukovatelny
a technicky spolehlivy (Pothiwong, 2007).

Peroxidy lipich jsou nestabilni ukazatele oxishdho stresu v hikach, které se rozkladaji na
slozité a reaktivni slaeniny, jako je malondialdehyd (MDA) a 4 — hydroxyenal
(4-HNE). Jedna se oripodni bioprodukty z peroxidace lipgid Oxidativni modifikace lipid
muze byt vyvolana in vitro Sirokou Skalu pro-oxttéch latek a dochazi k ni in vivahem
starnuti, v pibéhu rekterych onemoctni a po zawzi. Méfeni konénych produki
peroxidace lipid je jednim z nejlépefpimanych analyz tykajicich se oxig@ho poskozeni.
Tyto aldehydické vedlejSi produkty lipidové percxig jsou obeen prijimané markery
oxidatniho stresu (Joshi et al., 2011).

TBARS je dole zavedenym testem pro screening a monitorovaoijgice lipidi. Rychlé
MDA tvoii 1:2 adukt s thiobarbiturovou kyselinou. MDA-TBAdukt, ktery je vytvéen

z reakce MDA ve vzorcich s TBA, ike byt néien kolorimetricky nebo fluorimetricky.
Hladiny TBARS jsou stanoveny ze standardu maloddiaydu.
Test TBARS poskytuje ifslusSné informace tykajici seinnosti volnych radika

v chorobnych stavech a d&eni mnoha vlastnosti antioxitldch slodenin. Restoze
specifénost TBARS k jinym latkdm nez MDA je sporny, test§jroce vyuzivany pro detekci
peroxidace lipid. Lipidy s vysSim stupfim nenasycenych vazeb produkuji vysSi hodnoty
TBARS (Joshi et al., 2011).
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3.4.8 Celkova antioxida €ni kapacita (TAS)

Mnozstvi vSech antioxidaich latek v plaz@ se stanovuje pomoci tzv. celkové antioxXita
kapacity (TAS). TAS je kombinaci antioxigldch obrannych mechanismzahrnujicich
enzymatické a neenzymatické systémy (Marlin et 2002). TAS pedstavuje schopnost
organismu vzdorovat oxidaimu stresu. K poklesu dochazii gtavech, kdy je zvySena
produkce volnych radikal (onemoc#ni, vysoka zat?). Proto je Zzadouci, aby hladina TAS
byla co nejvysSi (Kirschvink et al., 2008). Sprnavmanagement a dodavka antioxidant
v krmivu je cesta k udrzeni rovnovahy mezi TAS aRQU koni, doplky stravy

s antioxidanty podituji zvySeni antioxidai ochrany v extracelularni kapalim krevnich
buinkach a tim dochazi k lepSi regeneraci organismeagédi. Nejwtsi vliv na antioxidani
kapacitu ma albumin a kyselina towa (Young and Woodside, 2001).

3.5 Pupalka dvouleta

Pupalka dvouletd, laDenothera biennis je rostlinaceledi Onagraceae — pupalkovité. Bvod
ma v Severni Americe a nachazi s&stech Asie a Evropy. Dista az 1,5 m. Doba ktu je
cerven az srpen. Kty maji Zlutou barvu, az 8 cm vipnéru, ¢tyii okvétni platky vyfstaji

v druhém roce Zivota v pazdfigedlych listi (priloha 2). Kwty se otviraji véer a uvadaji
do nasledujiciho rana. Roste jako plevel na stanielezninich naspech, na rumistich

a lrezich vod. Osidluje okoli piskoven, lara @istava.

Pupalky dvouleté se kraimokrasné rostliny v zahradach vyuziva také jakové byliny.

V USA se piivodre z listh pupalky a kéene gipravovaly nélevy, odvary a obklady pralbé
koZnich problémi. Teprve v poslednich letech doslo k rée8i uzivani oleje. Pro vyrobu
pupalkového oleje se pupalkéspuje kometné ve vice nez 30 zemich. Pupalkovy olej je
bohatym zdrojemtznych esencialnich nenasycenych mastnych kysedjmjoe vSak omega
MK, a to kyseliny linolove, kyselinwy-linolenove, kyselinyy-linolenové a kyseliny olejové
(zastoupeni MK v pupalkovém oleji viz tabulka 3en$na pupalky jsou nejen zdrojem
esencialnich nenasycenych kyselin, ale i polyferfptiloha 3). Obsah polyfenblodpovida
obsahu v semenech brutndku nebo v zelegéjin Podle Ing. Ireny Sukové (2011) byl
pii pokusu na extraktu ze semen pupalky nafgkeé univerzit ve VarSa¥ prokazan obsah
polyfenoli, které nalezi do nasledujicich skupin: derivatydin-3-ol (katechin a prokyanidin

B3), derivaty Zldovych kyselin (kyselina zliova, etylgalat a pentagalloylgluk6za) a depsidy

27



(kyselina ellagova). Z hlediska antioxiaéa aktivity je nejvyznamgjSi pentagalloylglukéza.
Pupalkovy olej se ziskdva lisovdnim semen za stdepouzitim vrutovych lis nebo
extrakci hexanem, surovy produkt je pak rafinovadgsah oleje v semenech je 18 — 30 %.
Pupalkovy olej je jash Zluté barvy a ma hustotu 0.9283 g/cnBuziva se v humanni
medicirg k |&bé koznich problénn, jako je atopicky ekzém, lupénka, ale i zawgich
chorob, nap roztrouSena skleréza, rakovina prsu, snfl@nemocani, diabeticka neuropatie,
¢i autoimunitni a gastrointestinalni poruchy orgamis SloZzky pupalkového oleje jsou
obvykle identifikovany metodou plynové chromatogrief hmotnostni spektrometrii nebo
vysoce vykonnymi technikami kapalinové chromatograPupalkovy olej je v humanni
medicirg komegné dostupny viiznych formach (nap tobolky). V USA je klasifikovan jako
"doplIrek stravy" podle zakona ,Dietary Supplement Heahd &ducation Act* z roku 1994.
Ro¢ni celos¥tova produkce pupalkového oleje byla v roce 2008adduta na 1000 az 4000
tun. Ve Spojeném kralovstvi je pupalkovy olej punténni medicinu registrovan naté
mastalgie, PMS a prostaty (Grau et al., 1996; Betdl., 2000).

Pupalka dvouleta je Ministerstvem Zé&milstvi dopordena také jako zdroj fytomasy pro
energetické vyuziti. #edpokladany hlavni, ifpadré vedlejSi produkt je 8pka aiezanka
ze stonk pro energetické vyuZiti (spalovani, bioplyn) am@&pa semena k ziskavani oleje
pro vyrobu kapalnych biopaliv adi.
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4  MATERIAL

4.1 Charakteristika vybrané skupiny koni

Pokusu se ziastnilo 10 koni plemene anglicky plnokrevnik (5s&h a 5 tebdi), kteri
se pravideldy z(&astiuji dostihovych sowti vCR i v zahranii. Hmotnost vybranych koni
se pohybovala okolo 470 kg (x 30 kg) é&kwmezi 3 — 5 roky. Ko# byli sledovani v obdobi
celkow 16 tydm (13.6 — 3. 10. 2012). Z&tovy tréninkovy denik je shrnut v tabulkte

Tabulka 1: Tréninkovy program

chod Doba trvani rychlost
Krok 10 min 100 m/min
Klus 20 min 200 m/min
Pondéli, ¢tvrtek ] ]
Cval 6 min 350 m/min
Krok 10 min 100 m/min
Krok 15 min 100 m/min
; Klus 20 min 200 m/min
Utery, patek _ _
Trysk 3 min 800 m/min
Krok 10 min 100 m/min
Krok 15 min 100 m/min
Klus 8 min 300 m/min
Stfeda, sobota ] ]
Krok 15 min 100 m/min
Krok 15 min 100 m/min

4.2 Charakteristika krmné davky

Krmna davka obsahovalachi seno, m&any oves, Fitmin House misli (Dibaq aGR),
Fitmin Horse Opti (Dibaq a.sCR), Fitmin Horse Energy (Dibag a.sCR) a doplik
vitamini a minerah (Equistro, Vetoquinol, s.r.o0.). Stanoveni sloze&tyd bylo provedeno
v laboratdi Ceské Zemdglské Univerzity v Praze. Kanmgli neomezeny fistup k vod.

Krmné davky souvisely s mirou maximalni&Za.

Prvnich 8 tydia byli vSichni kor¢ krmeni dietou, kterd neobsahovala pupalkovy adjpiry
1, 2, 3). V piib¢hu dalSich 8 tydh byla tato dieta doptma o 150 ml pupalkového oleje
(odkery 4, 5, 6).
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Tabulka 2: SloZeni Zivin krmiva (anglicky pInokrékn500 kg, maximalni z&k)

Fitmin
. Lueni Fitmin Fitmin Horse
Ziviny (g) Oves _ Horse _ 2
seno Horse Opti House Musli
Energy
SusSina 6521,2| 3569,2 468,85 744,56 905 12208,81
N — latky 398,3 388 767 61,84 106,1 1721,24
Popeloviny 364 128 40,65 10,8 59,2 602,6%
Ether extrakt 1141 157,2 33,5 81,6 49,2 435,6
Vlaknina 2695 389,2 26 14,56 55 3166,76

4.2.1 Pupalkovy olej
Vyrobce: SOLIO Kft, Ma@'arsko.

Mnozstvi dovezeného oleje celkem 100 I.

Tabulka 3: zastoupeni MK v pupalkovém olejié(it omega MK); (VeliSek, 2006)

Mastna kyselina Pupalkovy olej %
Myristova 0,07
Palmitova 6-10
Palmitolejova 0,04
Stearova 1,5-3,5
Olejova 5-12
Linolova 65-80
a-linolenova 0,2
y-linolenova 8-14
Oktadekatetraenova -
Arachova 0,3
Eikosenova 0,2
Behenova 0,1
Dokosenova -
Lignocerova 0,05
Tetrakosenova -
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4.3 Charakteristika oblasti

Kon¢ jsou ustajeni ve sportovni stdji Luka Racing vd@adich u Pisku. Pro tuto oblast je
charakteristicky kopcovity terén. V stasné dob je zde ustajeno 63 koni. Vereddisku je
k dispozici unikatni all-weather draha, dalSi traiéna skokova draha (celkerhep 5 km),
kryty kolotag, kryta hala 40 x 15 m, v¢hy a pastviny (40 ha); {fjoha 4).

5 METODIKA

5.1 Odbeéry

Krevni vzorky byly odebirany ze zevni hrdelni Ziljvena jugularis externa)

do polyetylenovych zkumavek (Vacutainer system i8dts s.r.o., UK). Krev
na hematologické vy3emni byla odebrdna do zkumavek s protisréZliwimdlem (EDTA)

a na biochemické vydeni do zkumavek se sepamémi granulemi. Doba odia byla pil
hodiny po krmeni, tzn. v 6:30. Vzorky byly transjpmany v uzaiené odbrové nadob, kde
byly chrargné ed sw¥tlem a vysokou nebo extrémmizkou teplotou.Casovy interval
od odlEru krve do zpracovani v laborditee pohyboval od jedné do dvou hodin. Zpracovani
vzorki probihalo v laboratd Katedry veterinarnich disciplin (KVDJZU.

5.2 Metody stanoveni

Vzorky

Po pgevezeni vzork do laboratée byly vzorky uéené na biochemické vy$ehi vioZeny
do centrifugy a centrifugovany 10 minut 8 000 oték&ch/ minutu. Po vyjmuti z centrifugy
bylo ze zkumavek odebrano sérum a zkumavky se seygnoznaeny podle ptadi odigru.
Parametry CK, AST, GLU, UA a TG byly stanoveny heaire na automatickém analyzatoru
XL — 200, Erba Lachema. Inzulin a TBARS se stanalpjednotlig.

5.2.1 Inzulin

Pouzita souprava Mercodia Equine Insulin ELISA da@uhé firmou Mercodia AB. Souprava

pro kvantitativni stanoveni inzulinu z krevnihoas&oni.
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Princip metody

Metoda je zaloZena naimé sendviové technologii, kde jsou dumonoklonalni protilatky
nasnérované proti odlisSnym antigennim determinantna molekule inzulinu. V jdb¢hu
inkubace reaguje ve vzorku inzulin s peroxidazaer& spojuje anti-inzulinové protilatky
a anti-inzulinové protilatky vazané na mikrotind desttku. Nasleduje promyvaci krok,
ktery odstrani nenavazané enzymem oena protilatky. Vazany konjugat je detekovan
reakci s 3,3'- 5,5'- tetramethylbenzidinem (TMB)edkce se zastaviiganim kyseliny, coz

je kolorimetricky koncovy bod, kteryiie byt vyhodnocen spektrofotometricky.

Potireby

Mikrodestitka

Kalibratory 1, 2, 3, 4, 5 (5 lahtek po 1000 IL)

Kalibrator O (1 lahwika — 5 ml)

Enzymovy konjugat 11X (1 lahska — 1,3 ml)

Wash Buffer (1 lahev — 500 ml)

Substrat TMB (1 lahev — 22 ml)

Stop roztok (1 lah¢ka — 7 ml)

Piiprava roztoku enzymového konjugatu 1X

Pripravime potebné mnozZstvi roztoku konjugétu 1dédnim konjugatu 11x (1 + 10)

v konjugatu Buffer dle nize uvedené tabulkyikixdné promichame.

Pccet kapek

Enzymovy konjugat

Enzymovy konjugat

11X Buffer
12 kapek 1 lahvka 1 lahvéka
8 kapek 700 pl 7 mi
6 kapek 500 pl 5 ml
4kapky 400 pl 4 ml

32




Postup prace

VSechny reagencie a vzorky se musiabima pokojovou teplotu. Kazdé stanoveni provedeme

ve dvojim vyhotoveni. fpravime kalibrani kiivky pro kazdy test.

1.

2.

Pripravime roztok enzymového konjugatu 1X.

Pripravime mikrotitr&ni jamky v dostatné kapacit pro kalibratory a vzorky

ve dvou vyhotovenich.
Napipetujeme 25 pl z kazdého kalibratoru a vzoryidslusnych jamek.
Pridame 100 pl roztoku enzymového konjugéatu 1X dalkgamky.

Inkubujeme nafepace (700 - 900 otd&ek) po dobu 2 hodinip pokojové teplot
(18 - 25 ° C).

Promyjeme 6 krat v 700 pl Wash Buffer 1X roztoku keZdou jamku pomoci
automatického promyve, po zaerecném promyti desku ottime a oklepeme proti

savému papiru.iPmycim procesu nesmi dojit k procemi.
Nebo ring.

Zlikvidujeme reakni objem otdenim mikrodestiky nad umyvadlem. #lame 350 pl

myciho roztoku do kazdé jamky. Zlikvidujeme promgivaroztok, klepneme
nekolikrat proti savému papiru, aby se odstranitebpté&na kapalina. Opakujeme
5 krat. Vyhneme se delSimu tedi @i promyvani.

Pridame 200 pl substratu TMB do kazdé jamky.
Inkubujeme po dobu 15 minutipokojové teplat.

Pridame 50 pl Stop roztoku do kazdé jamky. Umistireekd naitepace po dobu asi
5 sekund, aby doSlo k michani.

10. M¢time @i optické hustat 450 nm a vypdéitame vysledky. K réfeni musi dojit

be¢hem 30 minut.
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5.2.2 Glukéza

Pouzita souprava BIO-LA-TEST® GLUKOZA LIQUID 500 &LU L 500 S) dodavana
firmou PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.o., CR.

Princip metody

V piitomnosti gluk6zaoxidazy je glukéza oxidovana nakghovou kyselinu a peroxid
vodiku. Peroxid vodiku reaguje vifpmnosti peroxidazy s fenolem a 4-aminoantipyrinem
za vzniku chinoniminového barviva. Intenzita vzeikb 6GZového zbarveni je (¥ma

koncentraci glukdzy.

Alfa glukopyranosa + Q2 _9ukeoxidaza i glyonova (lakton) + pD,

5.2.3 Triacylglyceroly (TAG)

Pouzita souprava BIO-LA-TEST® TRIACYLGLYCEROLY LIQID 250 S (TG L 250 S)
dodavana firmou PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.dR.C

Princip metody

Jedna se o specifickou enzymatickou metodu, kdgtaeovuje enzymatickou hydrolyzou

uvolrény glycerol.
Triacylglyceroly P32, Glycerol + volné mastné kyseliny
Glycerol + ATR-S_,  Glycerol-3-fosfat + ADP

Glycerol-3-fosfat + @—°"2, Dihydroxyacetonfosfat + 4@,

5.2.4 Kyselina mo éova (UA)
Pouzita souprava BIO-LA-TEST® kyselina tmv& Liquid 500 (UA L 500) dodavand firmou

Erba Lachema s.r.o., CR.
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Princip metody

Kyselina m@ova se oxiduje kyslikem za katalyzy enzymem urikasa peroxid vodiku
a allantoin. Vznikly peroxid vodiku se stanovujedani kopulaci se sodnou soli N-ethyl-N-
(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-m-toluidinu a 4-aminogpgrinem za katalyzy enzymem

peroxidasou.

k. motova + Q + HHO —— alantoin + HO,

5.2.5 Kreatinkinaza (CK)

Pouzita souprava BIO-LA-TEST® Kreatinkinasa NAC U@ 100 (CK NAC L 100)
dodavana firmou Erba Lachema s.r.o., CR.

Princip metody

Kreatinkinaza se enzym katalyzujici fosforylaci &reu na keatinfosfat. iP stanovovani

zpstnou reakci se stanovuje vzniklé ATP.
Kreatinfosfat + ADP¢ eaikinasa  reatin + ATP
ATP + D-gluk6zae K28 ADP + D-glukoso-6-fosfat

D-glukoso-6fosfat + NADP«Z225, D-glukonat-6- fosfat + NADPH + H

5.2.6 Aspartataminotransferdza (AST)

Pouzita souprava BIO-LA-TEST® AST UV Liquid 250 (ASUV L 250), AST UV Liquid
500 (AST UV L 500) dodavana firmou Erba Lachemas.CR.

Princip metody

AST katalyzuje penos NH skupiny z aspartatu na oxoglutarat a jeho ketasiupa pivodni
aspartat. Z aspartatu se stane ketokyselina, @tataa z oxoglutaratu glutamat. Vznikajici
oxalacetat se ip chemické meto#l neenzymaticky mni samovolnou dekarboxylaci
na pyruvat. Stanovujeme tedy pyruvat. V enzymaticigiod se vznikajici axalacetat emi

malatdehydrogenazou s koenzymem NADH na malat a NAD

35



L-aspartat + 2-oxoglutargt **" | oxalacetat + L-glutamat
oxalacetat + NADH + HMP_, L-malat + NAD

Kataliticka koncentrace je tima poklesu absorbancé 40, 334 neboip 365 nm.

5.2.7 TBARS

Pro test pro latky reagujici s kyselinou thiobarmtou byla pouZita biochemicka souprava
OxiSelect™ TBARS Assay Kit (MDA Quantitation) firmy CELL BIOABS, INC. Tento kit
obsahuje MDA standard pro pouZziti pozitivni kongrolfento kit je nastroj pro ipmé

kvantitativni néteni MDA v biologickych materialech, v tomtéipack v séru.

Princip metody

Neznamy obsah malondyaldehydu (MDA) ve vzorcictaadardech reaguje s TBAi 95°C.
Po kratké inkubaci jsou vzorky a standardy vyho@mgc spektrofotometricky nebo
fluorometricky. Obsah MDA v neznadmém vzorku jeamr porovnanim s predetermdma
kiivkou MDA standardu.

Potieby
MDA Standard (1.0 mL)
Thiobarbituric Acid (1.0 g)
Roztok SDS Lysis (20 mL)
TBA Acid Dulient (25 mL)
Roztok Sodium Hydroxide (5 mL)
Roztok BHT (1.0 mL)
Vzorky séra

Tepelny inkubator
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Mikrocentrifuga
n-Butanol
mikrodesttka pro spektrofotometrické vyhodnoceni

Pfiprava reagenti

TBA Acid Diluent: ziedime TBA Diluent deionizovanou vodou v pé&mun 5:10.
Roztok SDS Lysis kratce zatejeme roztok fi 37°C, aby doslo k rozpuSti SDS krystal.

TBA reagent TBA reagent fipravime €tsré pred pouzitim. Odrtime 2.6 mg/mL roztoku
TBA Reagentu. Do TBA jidame TBA Acid Diluent a promichame, dokud se jerpngSek

nerozpusti (12,5 mL TBA Dulient na 65 mg TBA). Pigerhe pH metr kde upravime pH
roztoku gridanim roztoku hydroxidu sodného. Sasti pH metru je teploén.

Roztok BHT: do kazdého vzorku fgldme antioxidant BHT (1Qul), aby se zabranilo

dodaténé oxidaci lipidi v pribéhu vzorkovani a TBA reakce.

Piiprava kalibra éni krivky standardi

Pripravimeftedicitadu MDA standanil v koncentranim rozmezi 12uM — 0 uM tednim

MDA Standardu dejonizovanou vodou (Tab. 4). Stasg@ou provedeny duplicitn

Tabulka 4: Fiprava MDA Standaritl

Standard MDA Standard Water MDA Standard

Tubes (L) (L) (nM)
1 125uL 875uL 125
2 250uL of Tube #1 25QuL 62.5
3 250uL of Tube #2 25QiL 31.25
4 250uL of Tube #3 25QuL 15.63
5 250uL of Tube #4 25QuL 7.81
6 250uL of Tube #5 25QiL 3.91
7 250uL of Tube #6 25QuL 1.95
8 250uL of Tube #7 25QiL 0.98
9 OpL 250 L 0.0
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Postup prace

1. Ocislujeme zkumavky podle ptu vzorki a standanil Do odpovidajicich zkumavek
dame 10QuL z kazdého vzorku a MDA standardu.

2. Pridame 100uL roztoku SDS Lysis do kazdého vzorku a kazdého M&&ndardu
a dikladré promichame. Vzorky nechame inkubovat 5 mirfuppkojoveé teplot.

3. Pridame 25QuL TBA Reagentu do kazdého vzorku a kazdého standard

4. Zavieme kazdou zkumavku, naskladame do stojanu a vozim horké lazh
Nechame vzorky inkubovat 45 — 60 mintit §5°C.

5. Po vyndani zkumavek z horké I&Ze obloZime na 5 minut kostkami ledu.

6. VloZzime vSechny zkumavky do centrifugy a zapnemiéstj na 15 minut
pii 3000 rpm.

7. Po vyndani zkumavek z centrifugy odebereme z kakdénavky 30QuL supernatanu
a pidame 300uL n-Butanolu. 1 — 2 minuty jeudladné promichdme a poté vioZzime
do centrifugy a zapnemeiptroj na 5 minut $ 10 000 g.

8. Po vyndani zkumavek z centrifugy femeseme z kazdé zkumavky 200L
do odpovidajici jamky mikrodegky. Mikrodesttka je kompatibilni pro
spektrometrické gteni. MEii se @i absorbanci 532 nm. Obsah MDA ve vzorcich je
uréen porovnanim s predetermémé kiivkou MDA standardu (floha 5).

5.2.8 Celkovy antioxida €ni status (TAS)

Pouzita souprava Total Antioxidant Status STANDARIAS CAL) NX 2332 dodavana
firmou RANDOX Laboratories Ltd, UK.

Princip metody

ABTS® (2,2'-azino-di-[3-ethylbenzthiazzolin sulphonét]e sinkubuje s peroxidazou
(metmyoglobin) a peroxidem vodiku a dochazi k t¥oradikéalnich kationt ABTS™

(registrovana ochranna znamka spotesti Boehringer Mannheim). Ty maji relatévatabilni
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modrozelenou barvu a &f se @i 600 nm. Antioxidanty v fidaném vzorku zfsobuji
potlateni této barvy v takové i@, ktera je urrna jejich koncentraci.

Metmyoglobin + HO, ———»  Ferrylmyoglobin + H20

ABTS® + Ferrylmyoglobin—  ABTS8" + Methylmyoglobin

5.3 Pristroje

Biochemicky analyzator XL — 200, Erba Lachema

Pristroj Erba XL — 200 je moderni stolni analyzatktery pouziva systém filir s vyrazg

ekonomickym provozem.if&troj disponuje rozsahlym programeéimeni kvality a vyznéuje

se snadnou obsluhou. Uninge vykon az 200 testza hodinu a az 400 tés$ ISE (Na / K/
Cl/ Li). Pouzivéa skletné kyvety s pracovnim objemem 180 pl.

Centrifuga Mini Spin, Eppendorf

Centrifuga Mini Spin, Eppendorf je miniaturni cefutga s hlinikovym rotorem a ocelovym
vikem, kterd je zaroweticha. Ma autoklavovatelny rotoript121 °C. Maximalnich otéek
dosdhne za 13 sekund, za stejnou dobu dokaze avitasMaximalni kapacita je
pro 12 zkumavek o objemu 1,5/2,0 ml.

Tiepatka Vortex® Genie 2

Vortex Genie ® 2-Mixer se pouZziva prégepani a michani malych obj@mMa pepina
pro konstantni nebo istdni tas. Dodava se $epacim nastavcem pro zkumavky o objemu
25ml. Rozsah ot&k: 600 — 2700 ot./min. Vyrobce Si Scientific Intfies, Inc.

Spektrofotometr VersaMax

VersaMax je monochromatorovy mikrodé€kbvy reader pro endpoint a kinetickgeni
ve viditelné oblasti spektra v 96-jamkovych désich. Rozsah vinovych délek je 340 —
850 nm, nastaveni po 1 nmjk&i vinového pasma 2 nm. S@sti je software pro pizeni
a analyzu dat SoftMaxPro. SoftMax Pro softwaretaedso ovladani vSech funkcfigtroje,

skér dat a jejich funkni analyzu. Vyrobce je Eastport Praha, s.r.o.
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Vodni lazei Memmert

Vodni lazéa Memmert je elektricky vyfivanéd vodni laze elektronicky kontinualé fizenéa
pomoci mikroprocesoru s pulznim ovladanintistPoj je vybaven systémem diagnostiky
chyb, vizualnim alarmemippiekrateni teploty o 10 °C a digitalnisasovaéem. Rozsah
nastavitelnych teplot je od 10 do 95°C s aktivadidm varu. Besnost nastaveni a Gtie
0,1°C. Vlastni vana i pléSlazré jsou zhotoveny z nerezového plechu. Top#iésa jsou
uloZena v prolisech z¥¢sku na bocich a pod dnem vany, takZze nejsotdimégm kontaktu

s naplni laza. Vyrobce Merci s.r.0.
Stolni pH metr InoLab

Jedna se o stolni mikroprocesorowysproj na ngéeni pH a teploty. #stroj ma velky dote

citelny displej. Kalibrace je automaticka. Kigtroji je giipojena elektroda SenTix 41.
Analytické vahy

Vyrobce Schoeller instruments, s.r.o.

5.4 Komer €ni kity
e Souprava BIO-LA-TEST® TRIACYLGLYCEROLY LIQUID 250 TG L 250 S)

dodavana firmou PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.dR.C

e Souprava BIO-LA-TEST® kyselina niova Liquid 500 (UA L 500) dodavana firmou
Erba Lachema s.r.0., CR.

« Souprava BIO-LA-TEST® AST UV Liquid 250 (AST UV L5D), AST UV Liquid
500 (AST UV L 500) dodavana firmou Erba Lachemas.CR.

* Souprava BIO-LA-TEST® Kreatinkinasa NAC LIQUID 10(CK NAC L 100)

dodavana firmou Erba Lachema s.r.o., CR.

. Souprava BIO-LA-TEST® GLUKOZA LIQUID 500 S (GLU L®® S) dodavana

firmou PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.o., CR.

* Souprava Mercodia Equine Insulin ELISA dodavan&diu Mercodia AB.
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« Souprava OxiSelef TBARS Assay Kit (MDA Quantitation) firmy CELL
BIOLABS, INC.

* Souprava Total Antioxidant Status STANDART (TAS QANX 2332 dodavana
firmou RANDOX Laboratories Ltd, UK.

5.5 Statistické vyhodnoceni vysledk

Statistické vyhodnoceni na&tenych adaj bylo vyhodnoceno pomoci statistického
softwarového programu STATISTICA CZ 2011 verze ®do porovnani gimérnych hodnot
jednotlivych parametr mezi kontrolnim odérem a naslednymitémi odkEry byl pouZzit

t - test pro zavislé vzorky. Pramlivost popisovala s#modatna odchylka — SD. Déle byly
zjistovany korelani vztahy mezi parametry tukového a energetickéhetabolismu

a aktivitou svalovych enzyim antioxid&ni kapacitou a TBARS. Pro vSechny statistické
analyzy, byla hladina vyznamnosti stanovena rma @05. Statisticky signifikantni rozdily

jsou oznaeny iiznymi pismeny.

6 VYSLEDKY

Triacylglyceroly (TAG)

Jiz po 4 tydnech saturace pupalkovym olejem — ER@dlEr) byly primérné hodnoty TAG
statisticky vyznam& vyssi (P< 0,05), v porovnani s pmérnymi hodnotami fed jeho
podavanim (kontrola). Hodnoty na konci obdobi p@@\EPO (6. odiy) jsou také pikazre

vyssi (Tab. 5, Graf 1).

Gluk6za

Stejny efekt byl zaznamenan u glykémie, kdéngirné hodnoty ve 4. a 6. o (4 tydny
a8tydmi po zahajeni podavani EPO) bylyakazre vyssi (P < 0,05), v porovnani

s kontrolnim odérem @Fed zahajenim jeho podavani (Tab. 5, Graf 1).
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Inzulin

Hodnoty inzulinu byly z finaétniho divodu stanoveny az odetiho odiru, coz nemndlo

na sledovani zasadni vyznam, protoZze 3.¢odiyl kontrolni, tedy bez ijdavku EPO.

U hodnot inzulinu, jak prokazuje Tab. 5 a Graf 8sld v porovnani s hodnotami bez EPO
(kontrola) ke statisticky vyznamnému poklesu komme (P< 0,05) jiz ve 4 tydnech
po paatku podavani EPO (4. a 5. @édp Nicmérg na konci sledovaného obdobi nebyl pokles
statisticky vyznamny. Zarovie ale v poslednim odbu praimérna koncentrace inzulinu

pozitivné korelovala s hodnotami glykémie (Tab. 6).

Ostatni korelace mezi parametry tukového a enefgdto metabolismu nebyly statisticky

vyznamne.

Tabulka 5: Vybrané krevni parametry energetickéhakaveho metabolismuied (kontrola),

a po podani pupalkového oleje (4., 5., 6.éylb

Pocéet 9

Parametry Odbér vzorki | Pramér SD p

Kontrola 10 0,371 | 0,06822

i 4, 10 | 0528 | 0154 | 000294
mmol. I* 5, 10 | 0416 | 0116 | 019110
6. 10 | 050% | 0153 | 00069

Kontrola 10 5,34 0,49

Glukéza 4, 10 6,08 | 040 | 001845
mmol. I* 5, 10 558 | 030 | 0,31056
6. 10 718 1,12 | 0,001905

Kontrola 10 0,208" | 0,092

ol 4. 10 | 0,138 | 0,069 | 0,00205
pg. I* 5. 10 0,138 | 0,036 | 0,00978
6. 10 0,173 | 0,113 | 0,46323

Statisticky vyznamné rozdily (P <0,05) jsou asray abecednim indexem.
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Tabulka 6. Korelace mezi vybranymi parametry tukkmvéa energetického metabolismu
(kontrola, 5. a 6. odip).

Parametr Odbér TAG Inzulin Glukoéza
kontrola -0,124 0,392
TAG 5. 0,188 0,462
6. 0,270 -0,307
kontrola -0,124 -0,212
Inzulin 5. 0,188 0,041
6. 0,270 0,670
kontrola 0,392 -0,212
Glukéza 5. 0,462 0,041
6 -0,307 | 0,670

Statisticky vyznamné rozdily (P <0,05) jsou c&ray abecednim indexem.

Latky reagujici s kyselinou thiobarbiturovou (TBARS)

Latky reaguijici s kyselinou thiobarbiturovou (TBARj@ko pedstavitelé miry obsahu latek
vzniklych lipoperoxidaci, fedevSim malondialdehydu, prokazaly jiz po 4 tydnsaturace
EPO (4. odbr) statisticky vyznamny pokles (R 0,05), stejy tak na konci sledovani
(6. odkEr) s kontrolnim odé&rem ed zahajenim jeho podavani (kontrola); (Tab. 7fG)a
Korelace mezi TAS a TBARS byla v 5. adb stedrg silna, ale statisticky nefikazna
(Tab. 8).

Celkova antioxidaéni aktivita (TAS)

Primérné hodnoty TAS byly ve 4 tydnech podatku saturace EPO (4. adb statisticky
vyznam niz8i (< 0,05) nez fed zahjenim jeho podavani (kontrola). V 5. a 6¢addoslo
ke zvySeni hodnot, které vSak nebylo statisticksnamné (Tab. 7) v porovnani s kontrolnim
odkérem (kontrola). Na konci experimentu (6. édbbyla zjiSEna Gzka korelace mezi
hodnotami TAS a AST (Tab. 8).
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Kyselina motova (UA)

Hodnoty kyseliny meéové se od sebe viehu testovani gikazre neliSily. Byl zjiS€n mirny
pokles koncentrace UA porigani pupalkového oleje (4., 5. a 6. ¢gb ktery vSak nebyl
statisticky vyznamny (Tab. 7, Graf 4).

Aspartataminotransferaza (AST)

U pramérnych hodnot aktivity aspartdtaminotransferazy b4loydny po z&atku podavani
EPO (4. odbr) pozorovano statisticky vyznamné zvySen&(®,05), ve srovnani s kontrolnim
odkérem @ed zahajenim jeho podavani (kontrola). Poté hodmitg klesly (5. a 6. oddy),
stéle vSak byly vysSi neZz v kontrolnim &db bez EPO. Rozdily ale nejsou statisticky
vyznamné (Tab. 7, Graf 5). V poslednim — 6. @dbprimérné aktivity AST pozitive
korelovaly s hodnotami antioxidaich latek — TAS a s pmérnymi aktivitami enzymu
kreatinkinazy (CK); (Tab. 8).

Kreatinkindza (CK)

Praimérnd hodnota séroveé aktivity CK ve 4. @db (4 tydny po peatku podavani EPO),
ve srovnani s kontrolnim oditem gged zahajenim jeho podavani (kontrola), statisticky
vyznamm klesla (K 0,05). Hodnota v 5. odbu byla nejvyssi, ne v3ak statisticky vyznamn
Duvodem vySSi prmérné hodnoty mohla byt extrémrvysoka hodnota CK jednoho kén
ze sledované skupiny (28;&at.l"). Bez ohledu na toto zji&ti do$lo v piibshu pokusu

k mirnému poklesu gmérnych hodnot CK v krevnim séru. Pokles aktivit CEak nebyl
statisticky vyznamny (Tab. 7, Graf 5). V poslednim6. odiru primérné aktivity CK
pozitivre korelovaly s hodnotami AST (Tab. 8).

44



séru ped (kontrola), a po podani pupalkového oleje (4.6 50dr).

Tabulka 7: Aktivita svalovych enzyima celkovy oxidani a antioxidani status v krevnim

!

y

)

!

Parametry Odbér vzgérif‘i pramér SD p

Kontrola 10 0,887 | 0,085
TAS 4. 10 | 0,79% | 0,115 | 0,03529¢
mmol. I* 5. 10 | 1,252 | 0,495 | 0,06014¢
6. 10 1,156' | 0,438 | 0,10417(

Kontrola 10 | 90,319' | 17,96
TBARS 4. 10 | 74,446 | 2053 | 0,029901
umol. I* 5. 10 | 6827f | 3451 | 0,001482
6. 10 | 38,052 | 14,68 | 0,000194

Kontrola 10 14,00" 6,20
UA 4. 10 | 10,7¢' | 2,791 | 0,186831
umol. I* 5. 10 | 1050 | 2,550 | 0,081425
6. 10 | 11,08 | 4,667 | 0,21258(

Kontrola 10 5,853 | 1,108
AST 4. 10 | 7,325 | 0,890 | 0,00344
ukat. I 5. 10 | 5,956 | 0,881 | 0,824014
6. 10 | 6,512 | 0,905 | 0,052844

Kontrola 10 4,178 | 0,951
CK 4. 10 | 3,214 | 0,849 | 0,033584
ukat. I* 5. 10 | 6,126 | 7,835 | 0,440351
6. 10 | 3,887 | 1,218 | 0,54397§

45

Statisticky vyznamné rozdily (P <0,05) jsou as&ray abecednim indexem.



Tabulka 8: Korelace mezi aktivitou svalovych ensiymMBARS a celkovou oxidai aktivitou

v krevnim séru (5. a 6. odh).

Parametry Odbér AST CK TAS TBARS
5. 0,226 0,182 0,407
AST
6. 0,661 0,765 0,393
5. 0,226 0,519 -0,007
CK
6. 0,661 0,468 0,089
5. 0,182 0,519 0,562
TAS
6. 0,768 0,468 0,119
5. 0,407 -0,007 0,562
TBARS
6 0,393 0,089 0,119

Statisticky vyznamné rozdily (P <0,05) jso
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7  DISKUZE

7.1 Vliv p fidavku EPO na oxida €ni status a antioxida €ni Urove n
organismu koni v zat ézi

U dostihovych koni v plné z&ti dochézi ktvor® a kumulaci kyslikovych radikal

a nasledné lipidové peroxidaci membran dkrkteré niize vyustit az v poskozeni tkani
(Kirschvink et al., 2008). Jednim z iciprace bylo potvrdit pozitivni dopadigavku oleje

z pupalky dvouleté - EPO na antioxitd& kapacitu organismu a tim snizeni oxidativniho
stresu u koni v plné z#&#t. Prokadzat miru lipoperoxidace membran &dum konkrétniho
jedince v konkrétnim okamziku Ize koncentraci mdlaldehydu — MDA v krvi (White
et al. 2001). Koncentrace MDA difena prosednictvim thiobarbiturat reaktivni substance
(TBARS) u plnokrevnych koni po zdi, miZze byt néfitkem oxidativhiho poSkozeni tkéani
volnymi radikaly, jako produkty z&fe (Chiaradia et al., 1998). Silnou korelaci mgzidkou
zaezi a produkty oxidativniho stresu (TBARS) prokataié Davis (2000). Také v naSem
sledovani k objektivizaci miry poskozeni membramckukyslikovymi radikal byly vyuzity
TBARS. U nadmi sledovanych plnokrevnych koni v maiimh zatzi doSlo k statisticky
vyznamnému poklesu koncentraci TBARS jiz 4 tydnypmalavani EPO (4. odh). DalSi
postupné sniZzeni hodnot prokazal i 5. a 6.¢odp za 6 a 8 tydin po podani EPO. NaSe
zZjisténi tedy poukazuji na pozitivni dopatigavku EPO do krmné davky. Zaravke snizeni
produkti lipoperoxidace pspsl i spravny management koni trenérem, protoze je&di
Hornsby et al. (1993) eliminace prodaikipoperoxidace je pomaly proces, a pokud neni
po zatzi dostaténa klidova perioda, fZe dochazet k akumulacichto nebezpgych latek

a nakonec riize dojit az k poSkozeni tkani.

Pro potvrzeni o nii€ naruSeni membran svalovych vildken byla wg&@nha aktivita
specifickych svalovych enzyin aspartdtaminotransferazy (AST) a kreatinkinazy YCK
(Valdberg, 2009). festo, Ze hodnoty pmérnych aktivit AST a CK v krevnim séru nami
sledovanych koni gkratily referertni hodnoty udavané Reed et al. (1997) a Eades. et al
(2004), nelze je povaZzovat za hodnoty prezentujigiSené membrany svalovych Bkin
Domnivame se tak proto, Ze aktivity AST i CK u natedovanych koni byly srovnatelné

s hodnotami, které uvadi Jagret al. (2012) u koni po z#t, a také proto, Zze CK
negekratilo aktivitu s takovou intenzitou (vice nez 35xjekou uvadi Valdberg et al. (1998)

a [ niz se je&t neprokazala myopatie. AST nebyly vy3si, nez aligtiprezentované Harris
(2000) (7,5 pkat.™) jako normélové po submaximalnim Z&vém testu. Pouze extrén
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vysokd hodnota CK jednoho ze sledovanych koni (2&&t.I) mohla byt dsledkem
poSkozeni svalovych vldken po extrémni¢ziatcoz je ve shatse zjiS&nimi Ludvikova
and Jahn (2005). Korelaci AST a CK v 6. édb podporuje vyrok Ludvikova and Jahn
(2005), Ze elevace hodnot AST nastupujestésoiéasre s elevaci CK.

To, Ze @inek pupalkového oleje s vy$Sim obsahem gama lelmmwé kyseliny a dalSich
antioxidanti zvySuje celkovou antioxidai aktivitu (TAS) prokazalafada autor
(Wettasinghe et al, 2002; Lu a Foo, 1995). Zvy$etkiové antioxidéni kapacity po fidavku
antioxidanti do diety potvrdila i studie Moffarts et al. (200Rteri vSak pro stanoveni
celkové antioxideni kapacity pouzili jiné parametry.r€poklddany kladny dinek EPO
na zvySeni celkové antioxitiai kapacity se u naSich koni projevil ve zvySenficklinotach
v 6. a 8. tydnu podavani EPO, nicméato zvySeni nebylo statisticky vyznamné. Zarose
zvySenim TAS doSlo k mirnému, statisticky néq@znému, poklesu hodnot kyseliny ¢ogé.
Bereme-li kyselinu mé&éovou jako vyznamny antioxidant a scavengerovy (yy@vaci)
systém krevni plazmy, kteryigrstavuje 35 — 65% celkové antioxida kapacity v plazm
(PAOC) (Maples and Mason, 1988), pak hisgbeni TAS bylo o to vysSi, 0 co ngn
aktivni byla kyselina m&gbva. OvSem pokud respektujeme zjstMorffarts et al. (2007),
kteri neprokazali vliv vitaminového dafitu omega 3 a omega 6 mastnych kyselin na hladiny
kyseliny m@&ové, nenizeme toto tvrdit. Na druhou stranu doslo k pokl@8ARS, cozZ je
vyznamnym indikatorem snizeni gatROS. Korelace mezi TAS a TBARS byla v 5. &db

stredrg silna, ale statisticky nefkazna.

7.2 Vliv p fFidavku EPO na vybrané parametry energetického a

tukového metabolismu

Glukodza, inzulin a triacylglyceroly byly vybranylkja parametry charakterizujici energeticky

a tukovy metabolismus nami sledovanych koni.

Glukoza je pedstavitelem pohotové energie v organismu konit&ZzéPagan et al, 2001).
Ve 4. a v poslednim odhu tj. po 4 a 8 - mi tydnech saturace EPO doSlatkaznému
zvySeni hodnot ve srovnani s kontrolnim &eim. Pouze v poslednim a#th prekratovala
glukéza hodnoty uvamhé Eades et al. (2004) jako refefien Ostatni nagtené pameérné
hodnoty glykémie u nami sledovanych koni se pohghow horni referetni meze (Eades
et al., 2004). Podle Gordona et al. (2007) je zwiy3encentrace glukoézy v krvi u koni
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pongrné bézné a nize souviset se zvySenou stresovouéZatemperamentnich koni
v souvislosti s odlrem krve. ProtoZze naSe aglp byly provagny vzdy 30 minut
po nakrmeni, mohly byt hladiny glukbézy zvySeny isgmvandiald. Na skuténost zvySeni
glykémie po nakrmeni poukazuje i Doubek a kol. @00 o se shoduje i s konstatovanim
Jelinka a kol. (2003), ktery uvadi, Ze pa@le rozpadu glukdzy v krevni plagrkore je 20 —

90 minut.

Tim, Ze se hodnoty glykémie pohybovali porni hranici referefnich mezi (Eades et al.,
2004, Doubek a kol, 2007), metabolismus &mohledem na nutnost peby glukozy
pro poZadovanou vykonnost nefaitoval aktivovat $Si mnoZstvi inzulinu (Pagan et al,
2001). Naopak ve 4. a 5. agth doSlo k pikaznému snizeni hodnot. damérné hodnoty
inzulinu se v pitbéhu sledovaného obdobi pohybovaly mezi 0,13 hgd 0,20 pgt. Nase
zjisténi nekoreluji se zavem, ke kterému dosp Hess et al. (2012). Ti ve své studii
zkoumali vliv dophku mastnych kyselin prastdnictvim rybiho oleje na inzulinovou citlivost
u plnokrevnych koni a nezjistili jeho vliv na hlagliinzulinu v krvi testovanych koni. Nase
Zjisténi je podpoeno zavry studie Gordona et al. (2007), Kteivadi, Zze v pibéhu zatze
pracujici svaly fijimaji gluk6zu bez pomoci inzulinu a tudiz doch&eisnizeni koncentrace

inzulinu a zvySeni koncentrace glukozy v plé&zm

Praimérné hodnoty triacylglycerélv pribéhu sledovaného obdobi se pohybovaly mezi 0,37 —
0,53 mmol.. Vy3&i hodnoty byly zaznamenané uZ po 4 tydnethraze EPO. Podle
Doubka a kol. (2010) ukazuji vySSi hodnoty na zaySgijem energie, cozasow odpovida
zarazeni pupalkového oleje do krmné davky. Hodnoty Ta@u vSak podle Reeda et al.
(1997) a Eadese et al. (2004) v reférénh mezich a poukazuji na skiriest, Ze ko#& nentli

pottebucerpat energii z tukovych zasob.
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8 ZAVER
Sledovani provedena u plnokrevnych dostihovych kanaximalni zatZi prokazala, Ze:

» Dotace pupalkového oleje v davce 150 ml do jejichrié davky statisticky vyznamin
snizila latky reaguijici s kyselinou thiobarbiturav@lBARS), jako pedstavitele latek

vzniklych lipoperoxidaci, fedevsim malondialdehydu.

» Celkova antioxideni aktivita (TAS) se zvysila jiz po 6-tydnech saice a petrvavala

do konce pokusu, ale jeji zvySeni nebylo statigtickznamné.

» Studie neprokazala statisticky vyznamné&mynserovych hodnot kyseliny rdavé ani
vybranych svalovych enzyim- aspartataminotransferaza (AST) a kretininkinazy
(CK).

» Vlivem podéavéani pupalkového oleje doslo ke statistivyznamnému zvySeni hladin

glukdzy a triacylglycerdl a snizeni hladin hormonu inzulinu.

Zawrem lze konstatovat, Ze pupalkovy olej, admnobsazené antioxidanty, maji pozitivni
vliv na snizeni oxidativniho stresu dostihovych kemmaximalni zawzi, coz dokladaly

i hodnoty aktivit vybranych svalovych enzymzZarove: byl prokazan dopadifaavku oleje

z pupalky dvouleté na energeticky a tukovy metaalis. Pouziti oleje z pupalky dvouleté
muze byt tedy vhodnym dojgkem diety sportovnich koni v 2.
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9  PRILOHY

9.1 Priloha 1 — grafy

Graf 1. Dynamika zngn pramérnych hodnot triacylgycerdl(TAG) a glukézy od kontrolniho
odkéru (bez pidavku pupalkového oleje) do 4. - 6. édb (4., 6., 8. tyden podavani
pupalkového oleje).
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Graf 2. Dynamika znén koncentrace inzulinu od kontrolniho a&db (bez pidavku
pupalkového oleje) do 4. - 6. afth (4., 6., 8. tyden podavani pupalkového oleje).
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Graf 3. Dynamika znén pramérnych sérovych hodnot celkovych oxédéch (TAS)
a antioxid&nich latek (TBARS) a kyseliny ntové (UA) od kontrolniho odiu (bez
piidavku pupalkového oleje) do 4. - 6. édb (4., 6., 8. tyden podavéani pupalkového oleje).
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Graf 4. Dynamika zmn primérnych hodnot aktivit vybranych svalovych enzym
aminotransferazy (AST) a kreatinkinazy (CK) od kofittho odiru (bez pidavku
pupalkového oleje) do 6. o&ltu (4., 6., 8. tyden podavani pupalkového oleje).
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9.2 Priloha 2 — Pupalka dvouleta - rostlina

Dostupné z kttp://tilia.zf. mendelu.cz/ustavy/553/lakr/_privatata/ OENOTHERAY
20BIENNIS.htn»
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9.3 Priloha 3 — Pupalka dvouleta — semena

Dostupné z kttp://tilia.zf. mendelu.cz/ustavy/553/lakr/_privatata/ OENOTHERAY
20BIENNIS.htn»

9.4 Priloha 4 — Luka Racing BoSovice

Dostupné z <ttp://www.lukaracing.cz/galleries/18-treninkoveestiske>
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9.5 Priloha 5 — stanoveni TBARS
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