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ABSTRACT

The aim of this in vitro study was to examine the secretion of progesterone by porcine ovarian granulosa cells after
deoxynivalenol and resveratrol addition. Ovarian granulosa cells were incubated with deoxynivalenol and resveratrol for
24h: at doses 2000, 3000 and 5000 ng.ml™ of deoxynivalenol and 10, 30 and 50 pug.ml™ of resveratrol while the control
groups received no natural substances. Progesterone was determined by RIA. Progesterone release was stimulated by
deoxynivalenol (at all used doses) and resveratrol (at 50 pg.ml™but not at 30 and 10 pg.ml™) treatment. Our in vitro results
suggest that natural substances - deoxynivalenol and resveratrol have a dose-dependent effect on the secretion activity of

porcine ovarian granulosa cells.
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UVOD

Expozicia zivo¢ichov exogénnymi faktormi je pri¢inou
roznych alteracii (Capcarova et al., 2008; Kolesarova
et al., 2008, Kalafova et al., 2009a,b Skalicka et al.,
2009; Korénekova et al., 2009; Martiniakova et al.,
2009). Deoxynivalenol (DON), mykotoxin patriaci do
skupiny B trichotecénov, je produkovany predovsetkym
mikroskopickymi  hubami  Fusarium graminearum
a Fusarium culmorum (SCOOP, 2003). Mikroskopické
huby rodu Fusarium sa pomerne Ccasto vyskytuju
v rozliénych obilnindch (psenica, kukurica, jaémei, ovos
aryza) a produkty obilnin (slad, pivo a chlieb) (Eriksen
a Alexander, 1998). Deoxynivalenol je rezistentny vo¢i
mletiu, spractvaniu, tepelnému spracovaniu a rychlo
vstupuje do potravinového retazca (Fink-Gremmels,
1999). Je rychlo absorbovany po oralnom podani,
pasivne je absorbovany v celom traviacom trakte
a aktivne v oblickach (Marquardt and Frohlich, 1992),
peceni, svaloch, tukovom tkanive (Gareis and Scheuer,
2000) a v tkanivach reprodukénej sustavy (Ranzenigo et
al., 2008). Vyznacuje sa silnym akatnym aj chronickym
uéinkom v zavislosti od pouzitej davky (Marquardt and
Frohlich, 1992). Po akatnom podani spdsobuje
u osipanych zvracanie, pri malych davkach podavanych
v krmive dochadza k redukcii rastu a prijmu krmiva
(anorexia) (Rotter et al., 1996; Eriksen and Alexander,
1998). Aktivne sa deliace bunky, ku ktorym patria aj
bunky imunitného systému (monocyty, makrofagy ako aj
T aB lymfocyty) si prvotne zasiahnut¢ DON-om
(Pestka et al., 2004). Inhibuje syntézu DNA a RNA
asyntézu proteinov na ribozémoch, ma hemolytické
uéinky na erytrocyty (Rotter et al., 1996; Eriksen and
Alexander, 1998). Expozicia mykotoxinov ovplyviiuje
produkciu  steroidnych ~ horménov v ovaridlnych
granul6znych bunkach ako aj vyvoj oocytov (Minervini
et al., 2001; Alm et., 2002), ovulaciu (Kumagai
a Shimizu, 1982), funkciu reprodukénej sustavy
a graviditu (Long et al., 1982; D 'Mello et al., 1999;
Alm et al., 2002). Negativne ovplyviluje graviditu

o$ipanych schopnostou inhibovat’ dozrievanie oocytov (Alm
et al., 2002, 2006).

Resveratrol (3,4°,5- trihydroxystilbene; RV) je prirodnym
fytoalexinom vyskytujici sa v hrozne, Cervenom vine a
v inych produktoch. Jeho funkciou je chranit’ rastliny pred
stresom z okolitého zivotného prostredia a poskodenim
patogénmi (Hain et al., 1990), teda aj ochrafovat’ rastliny
pred mikroskopickymi hubami (Lin a Tsai, 1999). Vysoké
koncentracie resveratrolu st v niektorych orientalnych
bylinkdch pouzivané na lieCenie horucky, hyperlipidémie,
zapalov a aterosklerozy (Chung et al., 1992). Resveratrol
ma silny inhibicny wU¢inok na reaktivne formy kyslika
(Rotondo et al., 1998) aje silnejsim antioxidantom ako
vitamin E v prevencii LDL oxidacii (Frankel et al., 1993).
Predchadzajuce stadie naznacujii mozna Glohu a ochranny
ucinok RV voéi urcitym formam poskodenia spdsobenych
oxidativnym stresom (Lopez-Vélez et al., 2003). Pouzitie
butylhydroxyanizolu (BHA) a RV v prevencii kontaminacie
mikroskopickymi  hubami doslo k inhibicii rastu
mikroskopickych hub a k produkcii toxinov na 80 % (Ricelli
et al., 2003). Resveratrol je povaZzovany za potencialnu
chemopreventivhu  latku  pri  estrogénmi-spustanych
nadoroch prsnikov, blokovanim vacSiny kritickych krokov
v genotoxickej drahe estrogénov (Lu et al., 2008).
Resveratrol ajeho analégy inhibuji steroidogenézu
v Leydigovych bunkach potlaCanim expresie StAR
a cytochromu P450cl7. Inhibicia steroidogenézy RV-om
ajeho analégmi v Leydigovych bunkach naznaCuje nové
mechanizmy u¢inku tychto latok, ktoré moézu vyvolat
potencidlny terapeuticky zdujem, kde potlacanie androgénov
je potrebné (Svechnikov et al., 2009).

Progesteron (P,;) je popisovany v granuldoznych bunkach
vajeénikov prasni¢ick (Kolesarova et al., 2008; 2009;
Medved’ova et al., 2010; 2011), v ovarialnych folikuloch
osipanych (Skarzynski et al., 2008) av zltom teliesku
(Gregoraszcuk, 1997). Je esencialny pre normalny
ovarialny cyklus (Hagan et al., 2008; Arnhold et al., 2009),
vyvoj prsnych zliaz a embryonalny vyvoj (Hagan et al.,
2008; Arnhold et al., 2009). Reprodukéné zdravie
zivo¢ichov méze byt ovplyvnené mnozstvom endogénnych,
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ale aj exogénnych faktorov, ako su tazké kovy
(Massanyi et al., 2010; KhaZicka et al., 2010;
Schneidgenova et al., 2007; 2008) a mykotoxiny
(Maruniakova et al., 2010; Medved’ova et al., 2010;
2011).

Cielom prace bolo skiimat vplyv prirodnych latok
deoxynivalenolu aresveratrolu na sekre¢nu aktivitu
ovaridlnych  grabuléznych buniek prasni¢iek so
zameranim na steroidny hormon progesteron.

MATERIAL A METODY

Vajecniky ziskané z necyklujicich pubertalnych
prasni¢iek plemena biela uslachtilda sme individudlne
uskladnili v termoske s fyziologickym roztokom pri
izbovej teplote a spracovali maximalne do 6 hodin od
zabitia zvierat v CVZV Nitra. Ovaridlne granuldzne
bunky sme izolovali metddou aspirdcie zo stredne
velkych folikulov (3-5 mm). Suspenziu granul6znych
buniek sme odstred’ovali (1500 ot. min™, 10 minat) za
ucelom oddelenia od folikularnej tekutiny s naslednym
premyvanim pomocou sterilného kultivatného média
DMEM/F12 1:1 (BioWhittaker™, Verviers, Belgium)
doplneného 10 %  fetdlnym telacim  sérom
(BioWhittaker™)  a antibiotikom — antimykotikom
(Sigma, St. Louis, MO, USA). Pomocou hemocytometra
sme pocitali bunky a upravili koncentraciu buniek na
potrebnu (10° buniek.ml™ média). Bunkovii suspenziu
riedent kultivaénym médiom sme kultivovali (37°C, 5 %
CO,) v kultivatnych platnikach (1 mlkultara™). Po 5
ditoch kultivacie, ked’ bunky vytvorili na 75 % suvisla
monovrstvu, sme médium nahradili ¢erstvym médiom
s10 % fetdlnym telacim sérom, bez pritomnosti
antibiotik a bez (kontrola)/s pridavkom prirodnych latok
nasledovne: 1. s aplikaciou DON-u (Romer Labs
Division Holding GmbH, Tulln, Rakusko) v davkach
2000, 3000 a 5000 ng.ml‘l, 2. s aplikaciou resveratrolu v
davkach 10, 30, 50 pg.ml™. Po 24 h kultivicii sme
injek¢énou striekackou odobrali médium z kultivaénych
platni¢iek a uskladnili pri teplote -70°C az do doby
radioimunoanalyzy  (RIA). Koncentracie P, boli
stanovené metodou RIA v 25-100 pl inkuba¢ného média.
Tieto latky boli naviazané pouzitim RIA kitov
(Immunotech SAS, Marseille Cedex, France) podla
in$trukcii  vyrobcu (Makarevich a Sirotkin, 1999).
Vsetky RIA supravy boli uréené pre pouzitie vzoriek
kultivaného média. Rozdiely medzi skupinami boli
hodnotené Two Way ANOVA testom pouzitim
Statistického programu Sigma Plot 11.0 (Jandel, Corte
Madera, USA). Hodnoty predstavuju priemer + SEM.
Signifikantnost’ rozdielov medzi skupinami bola urcena
na trovni p<0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vplhv deoxynivalenolu na sekréciu progesteronu

Po aplikacii réznych davok deoxynivalenolu sme
zaznamenali diferencie v sekrécii steroidného horménu
P, ovaridlnymi granuléoznymi bunkami prasnic¢iek
(Obrazok 1). Podobne uz predchadzajuci autori Gajecka
et al. (2008) zaznamenali davkovo-zavislé hormonalne
zmeny V sekrécii progesteronu vplyvom zearealenonu.
V nasej in vitro stadii DON signifikantne zvySoval

Uvolfiovanie progesterénu (ng.ml'l)
=
(o))
!

(p<0,05) sekréciu P4 vo vsetkych skupinach (2000, 3000,
5000 ng.ml™) v porovnani s kontrolnou skupinou bez
aplikacie daného mykotoxinu.

Nase vysledky su vstlade s predchadzajucou Sstidiou
(Medved’'ova et al., 2010), v ktorej bola popisovana
signifikantna (p<0,05) stimulacia sekrécie progesterénu
vplyvom DON-u v davke 1000 ng.ml™. Podobné uginky na
granul6zne bunky prasni¢iek zaznamenali Maruniakova et
al. (2010) v pripade T-2 a HT-2 toxinu, patriacich do
skupiny A-trichotecénov. Autori zaznamenali signifikantnt
stimuldciu sekrécie {)rogesterénu po aplikécii T-2 toxinu
v davke 1000 ng.ml™ apo aplikacii HT-2 toxinu v davke
100 a 1000 ng.ml™.

Znasich vysledkov ako aj zvysledkov inych autorov
vyplyva, ze DON ako aj ostatné toxiny zo skupiny
trichotecénov spésobuju zmeny v uvolfiovani P, v zavislosti
od pouzitej davky.

Vplyv resveratrolu na sekréciu progesteronu.

Po podani resveratrolu sme podobne zaznamenali zmeny
vV uvolnovani progesteronu ovaridlnymi  granuléznymi
bunkami prasni¢iek (Obrazok 2). Signifikantné (p<0,05)
zvySenie P, sme zaznamenali po podani resveratrolu v davke
50 pg.ml™, zatial’ kym davky 10 a 30 pg.ml™ neovplyviiovali
sekréciu daného steroidného hormoénu. Supornsilchai et al.
(2005) vo svojich in vitro experimentoch zaznamenali o
400 % zvySenu produkciu P4 bunkami kory nadobliciek
Vv porovnani s kontrolnou skupinou po podani resveratrolu
potkanom. Chen et al. (2007) skamali G¢inok
fytoestrogénov quercentinu, resveratrolu a genisteinu v
nadorovych Leydigovych bunkich - MA-10 mysi.
Resveratrol a genistein inhibovali sekréciu P, na druhej
strane quercentin stimuloval syntézu P, v MA-10 buniek.
Nase vysledky su v sulade s vysledkami Makarevich et al.
(1997), ktori zistili, Ze koncentracie genisteinu v rozmedzi
od 37 nM do 37 uM stimulovali produkciu P, granul6znymi
bunkami hovédzieho dobytka a kralikov.

Vysledky nasej prace naznacuji mozny G¢inok prirodnych
latok ako je resveratrol na sekréciu P, granul6znymi
bunkami vajecnikov prasniciek v zavislosti od pouzitej
davky.

0 2000 3000 5000 1
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Obrazok 1 Vplyv deoxynivalenolu na sekréciu
progesteronu  granuloznymi  bunkami  vaje¢nikov

prasniiek. a,a- nesignifikantné rozdiely (p>0,05) medzi
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prislusnymi skupinami; a,b - signifikantné rozdiely
(p<0,05) medzi prislusnymi skupinami. Rozdiely medzi
skupinami boli hodnotené Two Way ANOVA testom.
Hodnoty predstavuju priemer = SEM. RIA metdda.
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Obrazok 2 sekréciu

vaje¢nikov

resveratrolu na
bunkami

Vplyv
progesteronu granuléznymi
prasniciek. a,a- nesignifikantné rozdiely (p>0,05) medzi
prislusnymi skupinami; ab - signifikantné rozdiely
(p<0,05) medzi prislusnymi skupinami. Rozdiely medzi
skupinami boli hodnotené Two Way ANOVA testom.
Hodnoty predstavuju priemer £ SEM. RIA metdda.

ZAVER

Vysledky z experimentov naznacuji mozny davkovo-
zavisly 0¢inok prirodnych latok deoxynivalenolu
aresveratrolu na sekrecnii  aktivitu ovarialnych
granuléznych  buniek prasni¢iek, apreto dalSie
experimenty si nevyhnutné pre presnejSie objasnenie
ucinku tychto prirodnych latok.
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