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ÚVOD 
Expozícia ţivočíchov exogénnymi faktormi je príčinou 

rôznych alterácií (Capcarova et al., 2008; Kolesarova 

et al., 2008, Kalafová et al., 2009a,b Skalická et al., 

2009; Koréneková et al., 2009; Martiniaková et al., 

2009). Deoxynivalenol (DON), mykotoxín patriaci do 

skupiny B trichotecénov, je produkovaný predovšetkým 

mikroskopickými hubami Fusarium graminearum  

a Fusarium culmorum (SCOOP, 2003). Mikroskopické 

huby rodu Fusarium sa pomerne často vyskytujú 

v rozličných obilninách (pšenica, kukurica, jačmeň, ovos 

a ryţa) a produkty obilnín (slad, pivo a chlieb) (Eriksen 

a Alexander, 1998). Deoxynivalenol je rezistentný voči 

mletiu, spracúvaniu, tepelnému spracovaniu a rýchlo 

vstupuje do potravinového reťazca (Fink-Gremmels, 

1999). Je rýchlo absorbovaný  po orálnom podaní, 

pasívne je absorbovaný v celom tráviacom trakte 

a aktívne v obličkách (Marquardt and Frohlich, 1992), 

pečeni, svaloch,  tukovom tkanive (Gareis and Scheuer, 

2000) a v tkanivách reprodukčnej sústavy (Ranzenigo et 

al., 2008). Vyznačuje sa silným akútnym aj chronickým 

účinkom v závislosti od pouţitej dávky (Marquardt and 

Frohlich, 1992). Po akútnom podaní spôsobuje 

u ošípaných zvracanie, pri malých dávkach podávaných 

v krmive dochádza k redukcii rastu a príjmu krmiva 

(anorexia) (Rotter et al., 1996; Eriksen and Alexander, 

1998). Aktívne sa deliace bunky, ku ktorým patria aj 

bunky imunitného systému (monocyty, makrofágy ako aj 

T a B lymfocyty) sú prvotne zasiahnuté DON-om 

(Pestka et al., 2004). Inhibuje syntézu DNA a RNA 

a syntézu proteínov na ribozómoch, má hemolytické 

účinky na erytrocyty (Rotter et al., 1996; Eriksen and 

Alexander, 1998). Expozícia mykotoxínov ovplyvňuje 

produkciu steroidných hormónov v ovariálnych 

granulóznych bunkách ako aj vývoj oocytov (Minervini 

et al., 2001; Alm et., 2002), ovuláciu (Kumagai 

a Shimizu, 1982), funkciu reprodukčnej sústavy 

a graviditu (Long et al., 1982; D´Mello et al., 1999; 

Alm et al., 2002). Negatívne ovplyvňuje  graviditu 

ošípaných schopnosťou inhibovať dozrievanie oocytov (Alm 

et al., 2002, 2006).  

Resveratrol (3,4´,5- trihydroxystilbene; RV) je prírodným 

fytoalexínom vyskytujúci sa v hrozne, červenom víne a 

v iných produktoch. Jeho funkciou je chrániť rastliny pred 

stresom z okolitého ţivotného prostredia a poškodením 

patogénmi (Hain et al., 1990), teda aj ochraňovať rastliny 

pred mikroskopickými hubami (Lin a Tsai, 1999). Vysoké 

koncentrácie resveratrolu sú v niektorých orientálnych 

bylinkách pouţívané na liečenie horúčky, hyperlipidémie, 

zápalov a aterosklerózy (Chung et al., 1992). Resveratrol  

má silný inhibičný účinok na reaktívne formy kyslíka 

(Rotondo et al., 1998) a je silnejším antioxidantom ako 

vitamín E v prevencii LDL oxidácii (Frankel et al., 1993). 

Predchádzajúce štúdie naznačujú moţnú úlohu a ochranný 

účinok RV voči určitým formám poškodenia spôsobených 

oxidatívnym stresom (López-Vélez et al., 2003). Pouţitie 

butylhydroxyanizolu (BHA) a RV v prevencii kontaminácie 

mikroskopickými hubami došlo k inhibícii rastu 

mikroskopických húb a k produkcii toxínov na 80 % (Ricelli 

et al., 2003). Resveratrol je povaţovaný za potenciálnu 

chemopreventívnu látku pri estrogénmi-spúšťaných 

nádoroch prsníkov, blokovaním väčšiny kritických krokov 

v genotoxickej dráhe estrogénov (Lu et al., 2008). 

Resveratrol a jeho analógy inhibujú steroidogenézu 

v Leydigových bunkách potláčaním expresie StAR 

a cytochrómu P450c17. Inhibícia steroidogenézy RV-om 

a jeho analógmi v Leydigových bunkách naznačuje nové 

mechanizmy účinku týchto látok, ktoré môţu vyvolať 

potenciálny terapeutický záujem, kde potláčanie androgénov 

je potrebné (Svechnikov et al., 2009).  

Progesterón (P4) je popisovaný v granulóznych bunkách 

vaječníkov prasničiek (Kolesárová et al., 2008; 2009; 

Medveďová et al., 2010; 2011), v ovariálnych folikuloch 

ošípaných (Skarzynski et al., 2008) a v ţltom teliesku 

(Gregoraszcuk, 1997). Je esenciálny pre normálny 

ovariálny cyklus (Hagan et al., 2008; Arnhold et al., 2009), 

vývoj prsných ţliaz a embryonálny vývoj (Hagan et al., 

2008; Arnhold et al., 2009). Reprodukčné zdravie 

ţivočíchov môţe byť ovplyvnené mnoţstvom endogénnych, 
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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
-1

 of deoxynivalenol and 10, 30 and 50 µg.ml
-1

 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 µg.ml
-1

but not at 30 and 10 µg.ml
-1

) 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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ale aj exogénnych faktorov, ako sú ťaţké kovy 

(Massanyi et al., 2010; Kňažická et al., 2010; 

Schneidgenová et al., 2007; 2008) a mykotoxíny 

(Maruniaková et al., 2010; Medveďová et  al., 2010; 

2011).  

Cieľom práce bolo skúmať vplyv prírodných látok 

deoxynivalenolu a resveratrolu na sekrečnú aktivitu 

ovariálnych grabulóznych buniek prasničiek so 

zameraním na steroidný hormón progesterón.  

 

MATERIÁL A METÓDY  
Vaječníky získané z necyklujúcich pubertálnych 

prasničiek plemena biela ušľachtilá sme individuálne 

uskladnili v termoske s fyziologickým roztokom pri 

izbovej teplote a spracovali maximálne do 6 hodín od 

zabitia zvierat v CVŢV Nitra. Ovariálne granulózne 

bunky sme izolovali metódou aspirácie zo stredne 

veľkých folikulov (3-5 mm). Suspenziu granulóznych 

buniek sme odstreďovali (1500 ot. min
-1

, 10 minút) za 

účelom oddelenia od folikulárnej tekutiny s následným 

premývaním pomocou sterilného kultivačného média 

DMEM/F12 1:1 (BioWhittaker
TM

, Verviers, Belgium) 

doplneného 10 % fetálnym teľacím sérom 

(BioWhittaker
TM

) a antibiotikom – antimykotikom 

(Sigma, St. Louis, MO, USA). Pomocou hemocytometra 

sme počítali bunky a upravili koncentráciu buniek na 

potrebnú (10
6
 buniek.ml

-1
 média). Bunkovú suspenziu 

riedenú kultivačným médiom sme kultivovali (37°C, 5 % 

CO2) v kultivačných platničkách (1 ml.kultúra
-1

). Po 5 

dňoch kultivácie, keď bunky vytvorili na 75 % súvislú 

monovrstvu, sme médium nahradili čerstvým médiom 

s 10 % fetálnym teľacím sérom, bez prítomnosti 

antibiotík a bez (kontrola)/s prídavkom prírodných látok 

nasledovne: 1. s aplikáciou DON-u  (Romer Labs 

Division Holding GmbH, Tulln, Rakúsko) v dávkach 

2000, 3000 a 5000 ng.ml
-1

, 2. s aplikáciou resveratrolu v  

dávkach 10, 30, 50 µg.ml
-1

. Po 24 h kultivácii sme 

injekčnou striekačkou odobrali médium z kultivačných 

platničiek a uskladnili pri teplote -70°C aţ do doby 

rádioimunoanalýzy (RIA). Koncentrácie P4 boli 

stanovené metódou RIA v 25-100 µl inkubačného média. 

Tieto látky boli naviazané pouţitím RIA kitov 

(Immunotech SAS, Marseille Cedex, France) podľa 

inštrukcií výrobcu (Makarevich a Sirotkin, 1999). 

Všetky RIA súpravy boli určené pre pouţitie vzoriek 

kultivačného média. Rozdiely medzi skupinami boli 

hodnotené Two Way ANOVA testom pouţitím 

štatistického programu Sigma Plot 11.0 (Jandel, Corte 

Madera, USA). Hodnoty predstavujú priemer ± SEM. 

Signifikantnosť rozdielov medzi skupinami bola určená 

na úrovni p<0,05. 

 

VÝSLEDKY A DISKUSIA 
 

Vplyv deoxynivalenolu na sekréciu progesterónu 

Po aplikácii rôznych dávok deoxynivalenolu sme 

zaznamenali diferencie v sekrécii steroidného hormónu 

P4 ovariálnymi granulóznymi bunkami prasničiek 

(Obrázok 1). Podobne uţ predchádzajúci autori Gajecka 

et al. (2008) zaznamenali dávkovo-závislé hormonálne 

zmeny v sekrécii progesterónu vplyvom zearealenonu.  

V našej in vitro štúdii DON signifikantne zvyšoval 

(p<0,05) sekréciu P4 vo všetkých skupinách (2000, 3000, 

5000 ng.ml
-1

) v porovnaní s kontrolnou skupinou bez 

aplikácie daného mykotoxínu. 

Naše výsledky sú v súlade s predchádzajúcou štúdiou 

(Medveďová et al., 2010), v ktorej bola popisovaná  

signifikantná (p<0,05) stimulácia sekrécie progesterónu 

vplyvom DON-u v dávke 1000 ng.ml
-1

. Podobné účinky na 

granulózne bunky prasničiek zaznamenali  Maruniaková et 

al. (2010) v prípade T-2 a  HT-2 toxínu, patriacich do 

skupiny A-trichotecénov. Autori zaznamenali signifikantnú 

stimuláciu sekrécie progesterónu po aplikácii T-2 toxínu 

v dávke 1000 ng.ml
-1

  a po aplikácii HT-2 toxínu v dávke 

100 a 1000 ng.ml
-1

.    

Z našich výsledkov ako aj z výsledkov iných autorov 

vyplýva, ţe DON ako aj ostatné toxíny zo skupiny 

trichotecénov spôsobujú zmeny v uvoľňovaní P4 v závislosti 

od pouţitej dávky. 

 

Vplyv resveratrolu na sekréciu progesterónu. 

Po podaní resveratrolu sme podobne  zaznamenali zmeny 

v uvoľňovaní progesterónu ovariálnymi granulóznymi 

bunkami prasničiek (Obrázok 2). Signifikantné (p<0,05) 

zvýšenie P4 sme zaznamenali po podaní resveratrolu v dávke 

50 µg.ml
-1

, zatiaľ kým dávky 10 a 30 µg.ml
-1 

neovplyvňovali 

sekréciu daného steroidného hormónu. Supornsilchai et al. 

(2005) vo svojich in vitro experimentoch zaznamenali o   

400 % zvýšenú produkciu P4 bunkami kôry nadobličiek 

v porovnaní s kontrolnou skupinou po podaní resveratrolu 

potkanom. Chen et al. (2007) skúmali účinok 

fytoestrogénov quercentínu, resveratrolu a genisteínu v 

nádorových Leydigových bunkách - MA-10 myší. 

Resveratrol a genisteín inhibovali sekréciu P4, na druhej 

strane quercentín stimuloval syntézu P4 v MA-10 buniek. 

Naše výsledky sú v súlade s výsledkami Makarevich et al. 

(1997), ktorí zistili, ţe koncentrácie genisteínu v rozmedzí 

od 37 nM do 37 µM stimulovali produkciu P4  granulóznymi 

bunkami hovädzieho dobytka a králikov.  

Výsledky našej práce naznačujú moţný účinok prírodných 

látok ako je resveratrol na sekréciu P4 granulóznymi 

bunkami vaječníkov prasničiek v závislosti od pouţitej 

dávky. 

Obrázok 1 Vplyv deoxynivalenolu na sekréciu 

progesterónu granulóznymi bunkami vaječníkov 

prasničiek. a,a- nesignifikantné rozdiely (p>0,05) medzi 
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príslušnými skupinami; a,b - signifikantné rozdiely 

(p<0,05) medzi príslušnými skupinami. Rozdiely medzi 

skupinami boli hodnotené Two Way ANOVA testom. 

Hodnoty predstavujú priemer ± SEM. RIA metóda. 

 

Obrázok 2 Vplyv resveratrolu na sekréciu 

progesterónu granulóznymi bunkami vaječníkov 

prasničiek. a,a- nesignifikantné rozdiely (p>0,05) medzi 

príslušnými skupinami; a,b - signifikantné rozdiely 

(p<0,05) medzi príslušnými skupinami. Rozdiely medzi 

skupinami boli hodnotené Two Way ANOVA testom. 

Hodnoty predstavujú priemer ± SEM. RIA metóda. 

 

 

ZÁVER 
Výsledky z experimentov naznačujú moţný dávkovo-

závislý účinok prírodných látok deoxynivalenolu 

a resveratrolu na sekrečnú aktivitu ovariálnych 

granulóznych buniek prasničiek, a preto ďalšie 

experimenty sú nevyhnutné pre presnejšie objasnenie 

účinku týchto prírodných látok. 
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