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Aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych

w tkance miesniowej pstraga teczowego (Oncorhynchus
mykiss Walbaum) inkubowanej in vitro z wyciaggami

z lisSci macierzanek Thymus L. (Lamiaceae Martinov)

Streszczenie: Celem niniejszego badania byta ocena in vitro wpltywu ekstraktéw uzyskanych
z lisci wybranych gatunkéw macierzanek Thymus L. (Lamiaceae Martinov) na aktywnos¢ en-
zymow antyoksydacyjnych [aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy oraz cat-
kowita zdolnos¢ antyoksydacyjna (total antioxidant capacity, TAC)] w tkance miesniowej
pstrgga teczowego (Oncorhynchus mykiss Walbaum). Wyzszy poziom aktywnosci SOD, w po-
réwnaniu z préba kontrolng, odnotowano w tkance miesniowej pstrqga teczowego po inku-
bacji z wyciggami z lisci wszystkich badanych macierzanek (o 20,3% dla Th. alpestris; 0 34,2%
dla Th. pulegioides; 0 23,31% dla Th. serpyllum; o 13,75% dla Th. pannonicus oraz o 23,7%
dla Th. x porcii). Statystycznie istotny wzrost aktywnosci SOD w tkance miesniowej pstrqga
teczowego odnotowano dla gatunku Th. pulegioides (o 34,2%; p<0,05). Analiza aktywnosci
katalazy w tkance miesniowej pstrqga teczowego po inkubacji in vitro z wyciggami z lisci wy-
branych gatunkéw macierzanek pokazata, ze prawie wszystkie z nich (oprocz Th. serpyllum)
majq wartosci nieznacznie wyzsze niz wartos¢ proby kontrolnej. Wszystkie zaobserwowane
przez nas zmiany dotyczqce aktywnosci katalazy sq zmianami statystycznie nieistotnymi.
Ocena poziomu TAC w tkance miesniowej pstrqga teczowego po dodaniu ekstraktow z lisci
badanych roslin wykazata wartosci wzrostowe dla wszystkich wyciqgow. Dla wszystkich ba-
danych ekstraktéw wzrost ten byt statystycznie istotny (p<0,05) i nastgpit kolejno o 59,6%
(dla Th. alpestris); 48% (dla Th. x porcii); 45,9% (dla Th. pannonicus); 43,9% (dla Th. serpyl-
lum) oraz 38,8% (dla Th. pulegioides). Wyniki naszego badania dostarczajg wiedzy na temat
nowej perspektywy stosowania réznych gatunkow macierzanek jako roslin leczniczych w celu
poprawy odpowiedzi antyoksydacyjnej pstrqga teczowego. W toku naszej pracy wykonywane
sq badania obejmujgce wykorzystanie innych gatunkéw roslin leczniczych jako dodatkéw do
zywnosci w akwakulturze oraz ocena ich dziatania antyoksydacyjnego.

Wstep

Wiele roélin leczniczych lub pojedynczych zwigzkéw biologicznych
w nich wystepujacych uznaje sie za potencjalnie aktywne w zmniejszeniu skut-
kéw stresu oksydacyjnego. Uwaga badaczy skupiona jest miedzy innymi na
wybranych gatunkach ro$lin z rodzaju Thymus L. (Lamiaceae Martinov). Rodzaj
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Thymus obejmuje okoto 215 rozpoznanych gatunkéw [Morales 2002]. Te wielo-
letnie zielne rosliny, potkrzewy sg rozmieszczone w Europie, Péinocno-Zachod-
niej Afryce, Etiopii, Azji oraz Grenlandii [Morales 2002, Bartolucci i in. 2013]. Jest
to jeden z najpowszechniejszych rodzajéw stosowanych w medycynie ludowe;j,
gdzie stat sie popularny ze wzgledu na stymulujacy wptyw na wszystkie funkcje
organizmu [Viuda-Martos i in. 2011]. Wiele gatunkéw tego rodzaju jest stosowa-
nych w medycynie tradycyjnej jako toniki, $rodki utatwiajace wydalanie gazow,
$rodki przeciwkaszlowe, aromatyczne, wykrztusne, Zotadkowe, przeciwskur-
czowe, spazmolityczne, moczopedne, uspokajajace, napotne i antyseptyczne, ale
takze jako $rodki przeciwzapalne, przeciwpasozytnicze, hepatoprotekcyjne oraz
przeciwnowotworowe [Khan i Abourashed 2010, Nabavi i in. 2015]. Wewnetrz-
nie tymianek stosuje sie w leczeniu ostrego zapalenia oskrzeli, zapalenia krtani,
krztu$ca, przewlektego zapalenia btony $sluzowej zotadka, biegunki i braku ape-
tytu. Zewnetrznie stosowany jest do kapieli w celu fagodzenia problemoéw reu-
matycznych i skérnych (siniaki, skrecenia, infekcje grzybicze), a takze w przy-
padku artretyzmu, choréb dzigset czy zapalenia migdatkéw [Khan i Abourashed
2010]. Te wszechstronne efekty farmakologiczne mozna przypisa¢ drugorzedo-
wym metabolitom roslinnym, zwtaszcza olejkom eterycznym i polifenolom.
Ro$liny z rodzaju Thymus sa bogate w rézne substancje czynne, takie jak tymol,
karwakrol, p-cymen i terpinen [Nabavi i in. 2015].

Pstrag teczowy (Oncorhynchus mykiss Walbaum) jest dobrym organi-
zmem modelowym do badan toksykologicznych i odpowiedzi na dziatanie r6z-
nych ksenobiotykéw oraz zanieczyszczen srodowiska [Escher i in. 2011, Li i in.
2011, Williams 2012]. Co wiecej, jest to doskonaty model do badan dotyczacych
stresu oksydacyjnego, immunologii poréwnawczej i fizjologii [Thorgaard i in.
2002]. Poniewaz naturalnie reprodukujace populacje pstraga teczowego wyste-
puja na kilku kontynentach, gatunek ten stuzy jako model ekotoksykogeno-
miczny, wypetniajac luke pomiedzy srodowiskiem laboratoryjnym a naturalnym
$rodowiskiem wodnym [Carvan i in. 2008]. Dlatego tez celem niniejszego bada-
nia byta ocena antyoksydantéw enzymatycznych oraz catkowitej zdolno$ci anty-
oksydacyjnej w tkance mie$niowej pstraga teczowego po inkubacji in vitro z wy-
ciggami z li$ci wybranych gatunkéw macierzanek.

Materialy i metody badan

Zbiér materiatu roslinnego. Prébki roslin zebrano w miesigcach czer-
wiec-sierpien 2016 roku. Licie Thymus serpyllum L. zbierano wsr6d traw z piasz-
czystej gleby na skraju lasu sosnowego (wies Bajmaky, powiat Bitohirja, obwod
Chmielnicki, Ukraina; N 50°03°58,9”; E 26°13°37,5”; 257 m n.p.m.). Liscie
Th. pannonicus All. zebrano wsrod traw na poboczach pomiedzy dwoma polami
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uprawnymi (wie§ Syvky, powiat Bitohirja, obwdéd Chmielnicki, Ukraina;
N 50°02°09,6”; E 26°13719,2”"; 283 m n.p.m.). Liscie Th. pulegioides L. zebrano
wsrod traw w poblizu dziatek uzytkowych (wie$ Syvky, powiat Bitohirja, obwod
Chmielnicki, Ukraina; N 50°02°02,8”; E 26°14°13,9”; 306 m n.p.m.). LiScie
Th. x porcii Borbas (hybryda Th. pannonicus i Th. pulegioides) zostaly zebrane
z trawnika znajdujacego sie niedaleko toru wyscigowego (ulica Medovoi Pechery,
Lwow, Ukraina; N 49°49°15,1"; E 24°05712,5”; 348 m n.p.m.). Licie Th. alpestris
Tausch ex A. Kern. zostaty zebrane na poboczu drogi ponizej potoku, w gorskiej
dolinie Shumneska (wie§ Kwasy, rejon Rachowski, region Zakarpacki, Ukraina;
N 48°09°32,3"; E 24°21°26,4”"; 1259 m n.p.m.).

Przygotowanie ekstraktéw roslinnych. Swiezo zebrane liécie umyto,
zwazono i rozdrobniono w homogenizatorze w 0,1 M buforze fosforanowym
(pH 7,4; w proporcji 1:19) w temperaturze pokojowej. W kolejnym etapie eks-
trakty zostaty przefiltrowane i zbadane pod katem ich zdolno$ci antyoksydacyj-
nej. Do momentu uzycia wszystkie wyciagi przechowywano w temperaturze -20°C.

Eksperymentalne ryby. W eksperymentach wykorzystano Kklinicznie
zdrowe pstragi teczowe o masie ciata 80-120 g z Zaktadu Hodowli Ryb t.ososio-
watych w Rutkach (Instytut Rybactwa Srédlagdowego im. Stanistawa Sakowicza,
Olsztyn, Polska). Tkanka miesniowa ryb pobrana in situ zostata zhomogenizo-
wana w lodowatym buforze (100 mM Tris-HCI, pH 7,2) w celu uzyskania 10%
homogenatu. Homogenaty odwirowano przy 3000 obr./min przez 15 minut
w temperaturze 4°C. Uzyskany supernatant zostal wykorzystany do inkubacji
z wyciggami z li§ci wybranych gatunkéw macierzanek (w stosunku objetoscio-
wym 9:1) przez 120 minut w temperaturze pokojowej. Grupe kontrolng (tkanka
mie$niowa pstraga) inkubowano z 0,1 M buforem Tris-HCI (pH 7,4; w proporcji
19:1). Czas inkubacji wynosit 120 minut. Poziom biatka oznaczono metoda Brad-
ford (1976).

Pomiar aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Aktywno$¢ dy-
smutazy ponadtlenkowej (SOD, E.C. 1.15.1.1) zostata oceniona na podstawie
zdolnosci do dysmutacji ponadtlenku wytworzonego podczas autoutleniania
kwercetyny w Srodowisku alkalicznym (pH 10,0) na podstawie metody Kostiuka
i wspoétautorow (1990).

Pomiar aktywnosci katalazy (CAT). Aktywnos$¢ katalazy (CAT, E.C.
1.11.1.6) okre$lono poprzez pomiar zmniejszenia stezenia H202 w mieszaninie
reakcyjnej metoda Koroliuka i wspoétautoréow (1988).

Analiza statystyczna. Analize statystyczng otrzymanych wynikéw prze-
prowadzono przy uzyciu oprogramowania STATISTICA 8.0 (StatSoft, Krakow,
Polska). Wyniki wyrazono jako Srednig + S.E.M. Wszystkie zmienne testowano
pod wzgledem rozktadu normalnego za pomocg testu Kotmogorowa-Smirnowa
i Lillieforsa (p>0,05). Istotno$¢ réznic (p<0,05) pomiedzy wartosciami w prébach
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badanych a prébach kontrolnych oznaczono przy pomocy testu Kruskala-Wallisa
[Zar 1999].

Wyniki badan i dyskusja

Poziom aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej w tkance mieSniowej
pstraga teczowego inkubowanej in vitro z wyciggami z liSci wybranych gatunkéw
macierzanek przedstawiono na ryc. 1.
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Ryc. 1. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej w tkance mie$niowej pstraga teczowego inku-
bowanej in vitro z wyciggami z lisci wybranych gatunkéw macierzanek (M+m, n=8)

* zmiany statystycznie istotne (p<0,05) w poréwnaniu z wartos$ciami préby kontrolnej
Zrédto: opracowanie whasne.

Analiza wynikéw naszych badan wykazata wyzszy poziom aktywnosci
SOD w tkance mie$niowej pstraga teczowego po inkubacji z wyciggami z lisci
wszystkich badanych macierzanek (Th. alpestris, Th. pulegioides, Th. serpyllum,
Th. pannonicus, Th. x porcii) w poréwnaniu z proba kontrolng, ktérej warto$¢ wy-
niosta (189,18 * 20,87) U/mg biatka (ryc. 2). Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenko-
wej byta wyzsza kolejno o 20,33% dla Th. alpestris; o 34,2% dla Th. pulegioides;
023,31% dla Th. serpyllum; o0 13,75% dla Th. pannonicus oraz o 23,7% dla Th. x porcii.
Zmiany statystycznie istotne dla aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej
w tkance mie$niowej pstraga teczowego w poréwnaniu z probg kontrolng odno-
towano dla gatunku Th. pulegioides. Wzrost warto$ci SOD nastapit tu o 34,2%
(p<0,05).

Analiza wynikéw dotyczacych aktywnosci katalazy w tkance mie$niowe;j
pstraga teczowego po inkubacji in vitro z wyciggami z lici wybranych gatunkéw
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macierzanek pokazatla, ze prawie wszystkie z nich maja wartoSci nieznacznie
wyzsze niz warto$¢ proby kontrolnej, ktéra wyniosta (14,52 + 0,29) mkmol
H202/min-mg biatka (ryc. 3). NiZszy poziom aktywno$ci katalazy w tkance mie-
$niowej badanych ryb, w poréwnaniu z préba kontrolng odnotowano po inkuba-
cji z wyciagiem z lisci Th. serpyllum (14,29 *+ 1,70) mkmol H202/min-mg biatka.
Wartos$ci wzrostowe dotyczace aktywnos$ci katalazy w tkance mie$niowej po
inkubacji z wyciggami z lisci omawianych roslin zanotowano dla czterech pozo-
statych gatunkéw macierzanek, sposrod ktérych najwyzszym poziomem charak-
teryzowaly sie ekstrakty z liSci Th. alpestris, Th. x porcii, Th. pannonicus oraz
Th. pulegioides. Wzrost aktywno$ci badanego parametru nastgpit tu odpowiednio
0 19,6%; 17,5%; 8,1% i 7% (p>0,05). Wszystkie zmiany dotyczace aktywnosci
katalazy w tkance mie$niowej pstraga teczowego,~ktére zaszly po inkubacji
in vitro z wyciaggami z liSci wybranych gatunkéw Thymus sa zmianami statystycz-
nie nieistotnymi (ryc. 2).
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Ryc. 2. Aktywnos¢ katalazy w tkance mieSniowej pstraga teczowego inkubowane;j in vitro
z wyciggami z li§ci wybranych gatunkéw macierzanek (M+m, n=8)
Zrédto: opracowanie wiasne.

Traktowanie tkanki miesniowej pstraga teczowego ekstraktami uzyska-
nymi z liSci wybranych gatunkéw macierzanek spowodowato wzrost aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej i catkowitej aktywno$ci antyoksydacyjne;.
W zwiagzku z tym rozsadnie bytoby zasugerowag, Ze taka aktywacja dziatania an-
tyoksydacyjnego zalezy od wtérnych metabolitéw roslinnych zawartych w ni-
niejszych ekstraktach. Nasze badania wykazaty znaczace zwiekszenie poziomu
aktywno$ci SOD w tkance mie$niowej pstraga teczowego po inkubacji z wycia-
gami z liSci wszystkich badanych macierzanek, a statystycznie istotny wzrost ak-

287



Sekcja 3. Nauki $ciste i przyrodnicze

tywnosci SOD odnotowano dla gatunku Th. pulegioides (ryc. 1). Podobne tenden-
cje odnotowano takze przy ocenie poziomu TAC w tkance mie$niowej pstraga te-
czowego. Wzrost tego wskaznika nastgpit po inkubacji z ekstraktami z lisci
wszystkich badanych roslin. Co wiecej, dla wszystkich badanych wyciagow
wzrost ten byt statystycznie istotny. Analiza aktywnoSci katalazy w tkance mie-
$niowej pstraga teczowego po inkubacji in vitro z wyciagami z li$ci wybranych ga-
tunkow macierzanek pokazata, Ze prawie wszystkie z nich (oprécz Th. serpyllum)
charakteryzujg sie wyzszymi warto$ciami w poréwnaniu do préby kontrolnej.

Zgodnie z uzyskanymi wynikami, stwierdzono, Ze metabolity wtérne
w ekstraktach z liSci wybranych gatunkéw macierzanek mogga by¢ gtéwnym
czynnikiem zwiekszenia zdolnos$ci antyoksydacyjnej tkanki miesniowej pstraga
teczowego po inkubaciji in vitro. W celu potwierdzenia tej tezy, niezbedne s3 dal-
sze badania obejmujace sktad fitochemiczny oraz charakterystyke metabolitow
wtérnych badanych przez nas ekstraktow roslinnych. Szczeg6lng uwage nalezy
zwrdéci¢ na ocene wplywu ekstraktow/produktéw roslinnych na wzrost ryb, ich
profile hematologiczne, odpowiedzi immunologiczne, a takze odporno$¢ na cho-
roby zakaZne. Stosowanie wyciggéw roslinnych jako przeciwutleniaczy i immu-
nostymulatoréw w systemach akwakultury moze mie¢ warto$¢ srodowiskowa ze
wzgledu na ich podatno$¢ na biodegradacje. Istnieje mozliwo$¢ wykorzystania
ekstraktéw z lidci réznych gatunkéw macierzanek w intensywnych hodowlach
akwakultury. Wysoka aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych oraz wzrost cat-
kowitej aktywnosci antyoksydacyjnej w tkance mie$niowej pstraga teczowego
daje powody, aby sadzi¢, ze stosowanie tych ekstraktow roslinnych jest racjo-
nalng strategia w zapobieganiu i leczeniu r6znych choréb ryb zwigzanych ze stre-
sem oksydacyjnym poprzez zwiekszanie ich zdolnos$ci adaptacyjnych. Podsumo-
wujac, wyniki tego badania dostarczajg nowej perspektywy stosowania réznych
gatunkow macierzanek jako roslin leczniczych w celu poprawy odpowiedzi anty-
oksydacyjnej u ryb tososiowatych.
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The activity of antioxidant enzymes in the muscle tissue
of rainbow trout (Oncorhynchus Mykiss Walbaum) treated by extracts
of thymus leaves (LamiAceae martinov)

Summary: The aim of this study was the in vitro evaluation of the buffer extracts influence
obtained from the leaves of selected Thymus representatives (Lamiaceae Martinov) on the
antioxidant enzymes' activity [superoxide dismutase (SOD), catalase, and total antioxidant
capacity (TAC)] in the muscle tissue of the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). A higher level
of SOD activity compared to the control sample was recorded in muscle tissue of rainbow trout
after incubation with leaf extracts of all tested Thyme representatives (by 20.33% for
Th. alpestris, by 34.2% for Th. pulegioides; by 23,31% for Th. serpyllum, 13.75% for Th. panno-
nicus, and by 23.7% for Th. x porcii). A statistically significant increase in SOD activity in muscle
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tissue of rainbow trout was noted for the Th. pulegioides (by 34.2%, p<0.05). Analysis of the
catalase activity in muscle tissue of rainbow trout after in vitro incubation with leaf extracts
derived from selected Thymus representatives showed that almost all of them (except
Th. serpyllum) have values slightly higher than the control value. All observed changes in cata-
lase activity were statistically non-significant. The TAC level in muscle tissue of rainbow trout
after adding leaf extracts of the tested plants showed the increased TAC values for all samples.
For all tested extracts, the increase was statistically significant (p<0.05) and following:
by 59.6% for Th. alpestris, by 48% for Th. x porcii, by 45.9% for Th. pannonicus, by 43.9% for
Th. serpyllum, and by 38.8% for Th. pulegioides. The results of this study provide a new perspec-
tive on the use of various Thymus species as a medicinal plant to improve the antioxidant re-
sponse of rainbow trout (0. mykiss). Further studies including the use of other medicinal plants
as food additives in aquaculture, the assessment of its antioxidant effects on various tissues are
in progress.

Keywords: antioxidant enzymes, rainbow trout, extracts of thymus leaves
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