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ABSTRACT

The aim of thisin vitro study was to examine the secretion of progestebynporcine ovarian
granulosa cells after T-2 toxin, HT-2 toxin and xiggvalenol additiorin vitro. Ovarian granulosa
cells were incubated with T-2, HT-2 toxin and deuixglenol for 24h: 10, 100 and 1000 ng’ml
while the control group received no trichothecenBsogesterone was determined by RIA.
Progesterone release was stimulated by T-2 toxirdaoxynivalenol (at 1000 ng.thbut not at 10
and 100 ng.mf). After addition of HT-2 toxin the release of peserone was stimulated (at 100
and 1000 ng.ril but not at 10 ng.r). Ourin vitro results represent, that T-2 toxin, HT-2 toxin
and deoxynivalenol have a dose-dependent effecthensecretion activity of porcine ovarian
granulosa cells.
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UvoD

Mikroskopické huby zroduFusarium su ¢astymi producentmi mykotoxinov zo skupiny
trichotecénov (Eriksen a Alexander, 1998). Trichétey su klasifikované do Styroch skupin ( typ
A, B, C, D) na zéaklade ich chemickej Struktary a§ach producentov. Diacetoxyscirpenol (DAS)
a T-2 toxin patriace do skupiny A trichotecénoveaxynivalenol (DON) a nivalenol (NIV) zo
skupiny B trichotecénov, si zname akocmajejSie sa vyskytujuce a silné trichotecény (Ueno,
1985, Rocha et al.,, 2005). Trichotecény su skupiStukturdline pribuznych mykotoxinov
vzajomne sa odliSujucich silou cytotoxickéhonku (WHO, 1990). Vyznéuji sa karcinogénnymi,
genotoxickymi, mutagénnymi, cytotoxickymi, antibadymi, protivirusovymi, insekticidnymi,

antileukemickymi, imunosupresivnymi a kanceroskgtiai G¢inkami (Betina, 1990).

T-2 toxin jelahko metabolizovany na HT-2 toxin a rozdiel v tiink je len vo funénej skupine

v polohe C4 (Canady et al., 2010). Vyskumy preujazyskyt T-2 a HT-2 toxinu v obilninach
(pSenica, kukurica, ovos,gaen, ryza, fazlia) ako aj v niektorych produktoch z obilnin (Creppy
2002). Vystavenie T-2 toxinu spOsobuje precitliv@ngookozky, svrbenie, 2zarvenanie,
pruzgieriky, Supanie pokozky, nauzeu, stratu telesmeptnosti, zvracanie a htia. PritaZzSich
otravach dochadza ku kolapsom, slabosti, ataxiénikenej srdcovefinnosti, Soku a k smrti
(WHO, 2001). T-2 toxin je silnym inhibitorom synyézproteinov vin vivo aj vin vitro
podmienkach (Creppy, 2002). Oralne podanie 10 migke toxinu u mysi viedlo k apoptéze
lymfocytov v tkanive tymusu, lymfatickych uzlindehv Peyerovych plakoch (Nagata et al., 2001).
Leukopénia, granulopénia, strata kostnej drenegrpsivna lymfocytéza su patologickymi
symptonmi otravi T-2 toxinom (Islam et al., 1998 dynivalenol je odolny Wb mechanickému
spracovaniu obilnin, zvySenej teplote a rychlo psfe do potravového razca (Fink-Gremmels,
1999). DON je jednym z né&gstejSie sa vyskytujucich mykotoxinov v obilnina@kotter et al.,
1996), dominantne sa vyskytuje v pSenicinjani, kukurici a menegasto v ovsi, ryzigiroku

a tritikale (Creppy, 2002). Vyzdgje sa silnym akdtnym aj chronickyngigkom v zavislosti od
pouzitej davky. Je rychlo absorbovany po oralnoodgmi, pasivne je absorbovany v celom
traviacom trakte a aktivne v otitiach (Marquardt and Frohlich, 1992)¢pai, svaloch, tukovom
tkanive (Gareis and Scheuer, 2000) a v tkanivaphodikinej sustavy (Ranzenigo et al., 2008).
DON spésobuje ochorenia a sharhospodarskych aj experimentalnych zvierat hiftiou syntézy
proteinov (Rotter et al., 1996). OSipané su ob?\d#Bvé na pdsobenie deoxynivalenolu (Rotter et
al., 1996). Prvotne zasiahnutyiikom DON-u je imunitny systém (monocyty, makroféago aj

T a B lymfocyty) (Pestka et al., 2004).
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Steroidny hormén progesterén je hlavnym ovarialnjiorménom (Arnhold et al., 2009,
Kolesarova et al.,, 2008), ktory je popisovany wngitéznych bunkach vajaikov prasniiek
(Kolesarova et al., 2008), v ovarialnych folikulooBipanych (Skarzynski et al., 2008) a v Zltom
teliesku (Gregoraszcuk, 1997). Mykotoxiny spdsahzneny granuléznych buniek, ovpiyji
produkciu steroidnych horménov, vyvoj oocytov (Alet al., 2002; Minervini et al., 2001),
ovulaciu (Kumagai and Shimizu, 1982), funkciu repuknej suistavy a priebeh gravidity (D’'mello
et al., 1999; Alm et al., 2002). C@m in vitro Studie bolo skumavplyv vybranych trichotecénov
T-2, HT-2 a DON na sekréciu steroidného horménagesterénu ovarialnymi granuléznymi

bunkami prasriek.

MATERIAL A METODIKA

Vajecniky ziskané pri zabiti zvierat od necyklujacichbprélnych prasgiek plemena biela
u¥achtild sme individualne uskladnili v termoske zdyogickym roztokom pri izbovej teplote
a spracovali maximalne do 6 hodin od zabitia zvigbwaridlne granulé6zne bunky sme izolovali
metddou aspiracie zo strednefkych folikulov (3-5 mm). Suspenziu granuléznych taknsme
odstrefovali (1500 ot. mift, 10 minat) za &lom oddelenia od folikulovej tekutiny s naslednym
premyvanim pomocou sterilného kultivetho média DMEM/F12 1:1 (BioWhittak&t, Verviers,
Belgium) doplneného 10 % fetalnym raeim sérom (BioWhittak&f ) a antibiotikom —
antimykotikom (Sigma, St. Louis, MO, USA). Pomocbemocytometra sme pivali bunky

a upravili koncentraciu buniek na potrebni é(bdiniek.mi* média). Bunkovl suspenziu riedent
kultivaénym médiom sme kultivovali (37 °C, 5 % @@ kultivacnych platnkkach (1 ml.kultarg).

Po 5-7 dioch kultivacie, k& bunky vytvorili na 75 % suvisli monovrstvu, smediugn nahradili
cerstvym médiom s 10 % fetalnyml'aeim sérom, bez pritomnosti antibiotik a bez (laajfs
pridavkom vybranych trichotecénov: T-2, HT-2, DORofner Labs Division Holding GmbH,
Tulln, Rakusko) v réznych koncentraciach 10, 1d®@0 ng.mt. Po 24 h kultivacii sme injekou
striekakou odobrali médium z kultidaych platnéiek a uskladnili pri teplote -70 °C az do doby
radioimunoanalyzy (RIA). Koncentricie progesterdmli stanovené metdédou RIA v 25-100 pl
inkubainého média. Tieto latky boli naviazané pouzitim Rifov (Immunotech SAS, Marseille
Cedex, France) pdid inStrukcii vyrobcu (Makarevich a Sirotkin, 1999Fetky RIA stupravy boli
uréené pre pouZitie vzoriek kultivaého média. Statistické rozdiely medzi kontrolnupsnou
(bez pbdsobenia T-2/HT-2 toxinu a DON) a experimaota skupinou vystavenou pdsobeniu
T 2/HT-2/deoxynivalenolu boli hodnotené Two Way AMM® test, pouzitim Statistického
programu Sigma Plot 11.0 (Jandel, Corte Madera, )USadnoty predstavuju priemer + SEM.
Signifikantnos rozdielov medzi skupinami boladena na urovni p<0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V nasejin vitro Studii sme skimali sekted schopnas ovarialnych granul6znych buniek so

zameranim na uvaenie progesterénu po experimentalnom podani vybramykotoxinov T-2,

HT-2 toxinu a deoxynivalenolu. Po aplikacii roznydiavok T-2, HT-2 toxinu a DON sme
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zaznamenali diferencie v sekrécii steroidného houmoéprogesterénu medzi kontrolnou
a experimentalnymi skupinami.

Vplyv T-2 a HT-2 toxinu na sekréciu progesterénu.

T-2 toxin v davke 1000 ng.mhkignifikantne zvySoval (p<0,05) sekréciu progesterv porovnani

s kontrolnou skupinou, giom po podani davok 10 a 100 ng’mieboli zaznamenané signifikantné
rozdiely (Obr. 1). T-2 toxin ma priamyciiok na steroidogenézu a proliferaciu granuléznych
buniek oSipanych v zavislosti od pouzitej davky I(@a et al., 2009),co je v sulade s naSou
Stadiou. U santiek kralikov boli zaznamenané nizke koncentracegpsteronu v krvnej plazme
a poruchy funkcii vajmikov vplyvom T-2 toxinu (Fekete et al., 1992). Blode Glavits et al.
(1983) uvadzaju, ze T-2 toxin spdsobuje zmeny wodyd¢nej sUstave a mozné aberacie
reproduknej slstavy prastéiek. K zastaveniu dozrievania folikulov vo vaggkoch husi

a degeneracii folikulov doslo po podavani T-2 tox{(Wanyi et al., 1994). U prashiek T-2 toxin
moze vyvolava neplodnog a po parenterdlnom podavanicgs posledného trimestra gravidity je
schopny vyvolé potraty v priebehu 48 hodin (Weaver et al., 1988iler-Patric et al. (1988)
uvadzaju, Ze podavanie T-2 toxino vivo signifikantne redukovalo koncentraciu proteinov
v ovarialnych granuléznych bunkach potkanov.

HT-2 toxin v davke 100 a 1000 ng:hdignifikantne stimuloval (p<0,05) sekréciu progese

v porovnani s kontrolnou skupinou (Obr. 2). Nedigantné diferencie (p<0,05) boli sledované
vplyvom HT-2 toxinu v davke 10 ng.ml Caloni et al. (2009) popisujl inhibiciu produkcie
progesterénu o 30 % po podani T-2 toxinu v davkeg(ini'). Nase vysledky poukazuji na mozny
davkovo-zavisly tinok A-trichotecénov.

Vplyv deoxynivalenolu na sekréciu progesterénu

Deoxynivalenol v davke 1000 ng.signifikantne stimuloval uviovanie progesterénu
ovaridlnymi granuléznymi bunkami pragik. Po podani 10 a 100 ng:mDON neboli
zaznamenané signifikantné zmeny medzi pozorovangkipinami (Obr. 3). Einky
deoxynivalenolu na reprodét sustavu samcov potkanov skimali Sprando e28D5), ktori
zaznamenali zvySené koncentracie folikulostitiného (FSH) a luteinizaého horménu (LH),

a zarové zaznamenali znizené koncentracie testosterénurev s&avislosti od pouzitych
koncentracii daného toxinu. Podobne aj v pripadarafnonu, patriacemu do skupiny
trichotecénov, boli zaznamenané hormonalne zmekgneentracii progesteronu v zavislosti od
pouzitej davky (Gajecka et al., 2008). PadRanzenigo et al. (2008) ktori po podavani
DON-u zaznamenali odliSné vysledky, kedy DON ink#igrodukciu progesterénu pri 100 a 1000
ng.mi*. Pri aplikacii 10 ng.mt autori nezaznamenali preukazné rozdigly,je v stlade s nadim
zistenim. DON negativne ovpliwval graviditu oSipanych v smere inhibicie dozrigaaoocytov

a nasledne funkciu reprodtriej sistavy (Alm et al., 2002, 2006). NaSe vyslegkykazuju na
mozny davkovo-zavislydinok B-trichotecénov na ovarialne bunky.
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Graf 1 Vplyv T-2 toxinu na uliovanie progesterénu granuléznymi bunkami staileov (ng.mt),
a,a- nesignifikantné rozdiely (p>0,05), a,b - sfd@ntné rozdiely (p<0,05)
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Graf 2 Vplyv HT-2 toxinu na uii@ovanie progesterénu granul6znymi bunkami daiieov
(ng.m), a,a- nesignifikantné rozdiely (p>0,05), a,bgrsfikantné rozdiely (p<0,05)
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Graf 3 Vplyv DON na uviiovanie progesterénu granuléznymi bunkami dtajeov (ng.mf), a,
a- nesignifikantné rozdiely (p>0,05), a,b - sigkéfintné rozdiely (p<0,05)

Kontrola 10 100 1000 1

ZAVER

NaSe zistenia poukazuju na mozryniok prirodnych toxinov T-2, HT-2 toxinu a deoxyalenolu
na sekrént schopnasgranuléznych buniek vajaeikov prasniiek v zavislosti od pouzitej davky,
a preto su nevyhnutnéalSie Studie pre blizSie objasneni&inku trichotecénov na granulézne
bunky prasriiek.
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