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ABSTRACT

The aims of this thesis consisted of investigating impact mouldy grain contaminated with
deoxynivalenol (DON) on the health status of ratd their ability to resist oxidative stress. Rats
were 28 days feeding of diet supplemented with D&D others (organic and inorganic zinc, the
addition of vitamins and mycosorb). Among the fastdetermining the levels of defences include
peptides and proteins (glutathione, metallothior(®T)). The highest concentration of MT was
found in the tissues providing detoxification ofebiotics, such as kidney (6.69 +/- 0.05 pg/ml)
and liver (6.06 +/- 0.05 pg/ml). Half concentratieas detected in heart, brain, testes and muscle
(app. 3.0 pg/ml). In conclusion, the MT may play iamportant role in the detoxification of
mycotoxins. Its role is not fully understood, bbist protein is most likely associated with the
redistribution of ions important for transcriptidactors and its interaction with reactive oxygen
species that can form mycotoxins.
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UvoD

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity plisni vyslijti se na zewuélskych plodinach a nasledn

i v kone&nych produktech wenych k vyzi¢ lidi a zviat (Jajic a kol., 2008). Podle udaj
Organizace pro vyzivu a zeédlstvi (FAO) je r@&né kontaminovano mykotoxiny az 25 %
swtovych zasob (Atroshi a kol., 2002). N&i skupinou rostlinnych patogersou fusariové
mykotoxiny, a to zejménBusarium gramineara F. culmorum(Razzazi-Fazeli a kol., 2003). Oba
tyto druhy jsou vyznamnymi producenty toxinu zvaméleoxynivalenol (DON) neboli vomitoxin,
ktery vzhledem ke své vysoké toxicjtati u nas k zdravothnejzavazgjSim mykotoxirim. DON

si své jméno ziskal diky jeho emetickyndinkim, které byly pozorovany u krav po poziti
zaplisrného obili (Kushiro, 2008; YazaraOmurtag, 2008)I5Daemér vyznamny dinek DONu
vyskytujici se f dlouhodobém pozivani je jeho imunotoxicita tykdjse pedevSim zrny
rezistence hostitele na humoralni a &iué genosové odezvy, zvySena hladina IgA, IgA spojeny
s nefropatii, exprese cytokininu a apoptéza lyrofgith tkanich (PestkaaBondy, 1990; Pestka
a kol., 2004). Dale se u DONu projevuji reprothika teratogennidinky (Debouck a kol., 2001),
cytotoxicita a genotoxicita (Li a kol., 2000; Sunkal., 2002). Karcinogenni ¢inky nebyly
prozatim prokazany a podle IARC (The Internationedcy for Research on Cancer) ipato

skupiny karcinogenity I, tedy nekarcinogenni ghavéka (lverson a kol., 1995).

P¥i vstupu mykotoxih do organismu se aktivuje 8¢ fada mechanisinza &elem snizeni jejich
toxicity a nasledného vyl@eni. Jednim ze zakladnich mechariige reakce cytochromu P450,
ktery zvySovanim polarity daného xenobiotika umgé jeho snad$Si vylucovani. Tento
mechanismus vSakibe mit i vysledek fesré opany. Deoxynivalenol ve své strukiiobsahuje
velké mnozstvi volnych —OH skupin, kter& gho metabolizaci pomoci cytochromu P450 mohou
byt hydroxylovany za vzniku hydroperoxidcoz ma za nésleddiettzovou reakci a tim tvorbu
dalSich kyslikovych radikal (Rizzo a kol., 1994). Po expozici mnoha druhy kestik vznika
oxidativni stres, ktery je dan nasledkem nerovngvatezi reaktivnimi kyslikatymicasticemi
(ROS) a antioxidanty, neboli latkami poméahajicin®@® odstranit. # oxidativnim stresu dochazi

k oxidativnimu poskozeni biomolekul, jako jsou dipj DNA a proteiny, coz vede ke #ng jejich
struktury a zejména biologické funkce. Tyto&my jsou davany do souvislosti s patogenezi celé
fady proces (Valko a kol., 2006). Pro zhaSeni kyslikovych kadli slouzi antioxidani reakce,
které mohou byt enzymatickéhtt neenzymatického charakteru. Mezi enzymy zab&agpe
antioxidani reakce pdt zejména glutathionperoxidaza, kataldza, supedisioutaza aj.

K neenzymatickym antioxidaimn setadi vitamin E, kyselina askorbova (vitamin C), glign
(GSH)¢i metalothionein (MT) (Sobrova a kol., 2010; Vasatk a kol., 2009).
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Interakce mykotoxith s biomolekulami byly intenzivhzkoumany a zékladni metabolické cesty

jsou zobrazeny na obrazku 1.
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Obr. 1: Zakladni schéma detoxifidho metabolismu mykoto¥inv organismu. Po vstupu
mykotoxiny do organismu dochazi k jeho odbourapanioci skupiny enzyintytochromu P450.
Vlivem velkého mnoZstvi volnych —OH skupin u DOdahélzi paradoxhike zvySeni toxicity, a to
tvorbou velkého mnozstvi hydroperokikteré nalezi mezi ROS. Pokud jsou ROS v nadbytku,
mohou zfisobovat oxidéni stres biiky, ktery mé& za néasledek poSkozeni biomolekul,éngjm
lipidi;, proteini a DNA, poskozeni bathych membran, které mohou vést az ksbué smrti.
Obrannym mechanismemitiy proti oxidanimu stresu slouzada mechanisf které mohou byt
enzymatickeéi neenzymatické povahy. Mezi nejvyzngsimeenzymatické zhagepati glutation,
metalothionenin a vitaminy skupiny C a E. Neenzgh#&t mechanismy zahrnujifadu
enzymatickych reakci. ROS ve férnsuperoxidu je femeiiovan na peroxid vodiku
superoxiddismutazou (SOD). Peroxid je rozkladantagionperoxiddzou (GPX) za speby
redukovaného glutationu (GSH). Obnovu z jeho oxidévformy (GSSG) na redukovanou zajis
enzymy glutationreduktaza (GR) a glukosa-6-fosfgtdmgenaza. Glutation-S-transferazaize

primo p'enasSet GSH na radikal a tak ho inaktivovat.
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V naSi praci jsme setmovali sledovani vlivu plisgfmi kontaminované potravy na hladinu proteinu
metalothioneninu v krvi a tkdnich potkaWistar albino V zavislosti na hladi MT se pak
porovnavala schopnost branit se organismu opratiadmimu stresu a to nejen z pohledu celého
organismu ale i z hlediska jednotlivych orgarNavic byl sledovan efektifgavku vitamiri

a niznych forem zinku k takto kontaminovanému krmivu.

MATERIAL A METODIKA
Chemikalie

Co(NH3)%Cl;, MT a dalsi pouzité chemikalie byly zakoupeny agn® Aldrich (St. Louis, USA).
K ptipraw pufri a standardnich roztékMT byla pouZzita voda ACSistoty od Sigma Aldrich. #
ptipraw pufrai byly pH hodnoty nmifeny pomoci fistroje WTW inoLab Level 3 (Weilheim,
Némecko),tizeného pditatem se softwarem (MultiLab Pilot, Weilheimgidecko).

Bilogicky material

Pokus byl proveden v experimentalnimiizani Ustavu vyZivy zvat a picningstvi AF
MENDELU v Brng (v souladu se Zakonem na ochranuiaviproti tyrani¢. 246/1992 Sb).
V pokusu bylo zgazeno celkem 80 sarnéaboratorniho potkana kmefistar albinove wku 28
dni, ktei byli po osmi rotazeni do 10 experimentalnich skupin. Prvétigd skupin byl podavan
nekontaminovany jemen a druhé dici byl podavan jgmen kontaminovany DONem (801 na
kilogram zaplisiného jémene). OB tyto skupiny byly dale rozdeny do g@ti paralelnich
podskupin s rozdilnym slozenim krmnych é&in s vy$§im obsahem zinku (anorganicka
a chelatovana forma) a vitaminu C. Prvni, kontradklpina, obsahovala pouze vitaminovy
a mineralni premix (3 g na 100 g pokusné krmnéssnvypaiitany dle vyzivovych poZzadavik

u potkarii (NRC). Dalsi ¢tyfi skupiny byly obohaceny, krofnmineralniho premixu, jest
anorganickou (12 mg/kg krmné &si) a organickou formou zinku (12 mg/kg krmné ésin

a mycosorbem.

Piiprava vzorku

Pro analyzu byly pouzity vzorky plné krve a tk&fatra, ledviny, slezina, srdce, stehenni sval,
mozek, varle, oko) potkén Svalovd tkAd byla nejprve homogenizovana pomoci
poloautomatického homogenizatoru (Schutt homogess, gémecko) a naslednprevedena do
roztoku pomoci fosfatového pufru o pH = 6,8. Vzorkyo stanoveni MT byly nejprve
denaturovany 15 min.fp99°C. Zde se vyuziva termostabilita MT, kdy dojkdezdenaturovani
proteimi a MT Zistava nezdenaturovany v supernatantu (Petrlov&,a2k06).

Elektroanalytické stanoveni metalothioneinu

Vzorky byly analyzovany naffstroji AUTOLAB Analyser (EcoChemie, Nizozemi) vedgeni
s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko) v klasickétielektrodovém usgadani. Pracovni
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elektrodou byla visici rtiova kapkova elektroda (HMDE) s plochou kapky 0,4 Znreferesni
elektrodou byla Ag/AgClI/I3M KCI a pomocnou grafitovélektroda. Zakladni elektrolyt
(1 mmol.dn? Co(NH3)6CI3 a 1 mol.diamonny pufr; Ni{aq) + NHCI (Sigma Aldrich, ACS),
pH = 9,6) byl po kazdych 3 analyzach wmn. AdTS DPV parametry byly nasledujicias
akumulace 120 s, pateini potencial —0,6 V, koray potencial —1,6 V, modulai ¢as 0,057 s,
¢asovy interval 0,2 s, potencialovy krok 1,05 m\ffdulani amplituda 250 mV, Eads = 0 V,
teplota 20 °C.

VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledky ziskané elektrochemickou analyzou jsmeoymdvali z hlediska obsahu MT.HiP
porovnani hladiny MT v krevnim séru v zavislosti kanné skupiti je rozdil mezi skupinou
vystavenou mykotoxinu a kontrolou statisticky nevgmny. PFijem mykotoxinu zpsobil

u plazmy zvySeni hladiny MT o 30 %. Ziywdnich 4,98 pg/ml na 6,16 pg/ml. Mimo to, Ze se
hladiny MT u jednotlivych orgén liSily, bylo vzdy zaznamenano mirné zvySeni hlabti

u skupin, ktery byly krmeny nenem kontaminovanym oproti nekontaminovanému. y$8jv
hladinu v kazdé skupinvzdy vykazovali jedinci, jejichz strava byla obekaa chelatovanou
formou zinku. Anorganicka forma zinku také zvySevakpresi MT, ale uZz nedosahovala hodnot
zinku organického. Vitaminy suplementovana stragadnaZela vyrazny efekt vlivu po podani.
V piipact podavani mykosorbu byly hodnoty blizké kontrole&akupiny.

Pii porovnani pimérnych hladin MT v jednotlivych organech jéemmé, ze se tyto hladiny liSily
(Obr. 2). Nejvyssi mnozstvi bylo obsazeno v jatré&fi pg/ml) a ledvinach (6,1 pg/ml) jakozto
organech zabezpajici detoxifikaci xenobiotik. Jejich mnoZzstvi bylaz dvojnasobné oproti
ostatnim orgéin ZvySenou hladinu taktéz vykazovala plazma (4,2ml)ga slezina (4,2 pg/ml).
Podobna hladina je nejspiSe dana funkci slezing jekzervoaru krve. Slezina se téze podili na
imunitni obrag organismu, a v ni detekovana zvySena hladina MiZzembyt odezvou na
imunosupresivni vlastnosti DONu. Hladiny MT obsazemr zbyvajicich organech se u#lig
neliSily a pohybovaly se v rozmezi 3,0+0,1 pg/mbni€entrace MT v mozku se pohybovala okolo
3,1 pg/ml. Tato hladina odpovida pouze izoférnMT-3, ktera se jedina vyskytuje v mozku.
Hodnota MT srdéniho svalu (bez krve) je blizk4 hoddddIT ve svalu z dvoda jejich podobné
fyziologické funkcetinnosti svalové tk&h Zajimava je korelace vyskytu DONuditich organech

v porovnani s mnozstvim MT. Jak jiz bylo popsanmmwoha pracich, dochazi po expozici DONu
k jeho distribuci dodnich orgari. Bylo popsano, Zze po 30 minutové expozici DONw{gkkg) se
DON rychle roz&il do orgéarii: ledviny (5,68 pg/g) > srdce (4,53 pg/g)> krevA@pg/g) > jatra
(3,90 pgl/g) > brzlik (3,64 pg/g) > slezina (2,90g9)g> mozek (0,73 pg/g) [88]. Hodnoty, kde
dochazelo k zvySené distribuci DON, korelovaly zsgSenou hladinou MT.
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Hladiny MT v jednotlivych tkéanich u potkana
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Obr. 2 Hladiny MT v jednotlivych organech a krvilema (krev odpovida hodrod, 73pM).

ZAVER
Zawrem lzefici, Ze MT mize hrat dleZitou roli pi detoxifikaci mykotoxiri.. Jeho pesna role
zatim neni zcela objagma, ale tento protein je s n&j$i pravépodobnosti spojen s redistribuci

dulezitych ionfi k transkrignim faktofim a jeho interakce s reaktivnimi kyslikatytféisticemi,
které mykotoxiny mohou tvd.

Podgkovéani: prace na tomto fispivku byla podpéena projekty MSMT 6215712402 a GA AV
I1AA401990701

LITERATURA

Atroshi F., Rizzo A., Westermarck T., Ali-Vehmas T2002): Antioxidant nutrients and
mycotoxins. Toxicology 180(2):151-167.

Debouck C., Haubruge E., Bollaerts P., van Bignbat Brostaux Y., et al. (2001): Skeletal
deformities induced by the intraperitoneal admiatstn of deoxynivalenol (vomitoxin)
in mice. International Orthopaedics 25(3):194-198.

Iverson F., Armstrong C., Nera E., Truelove J.nieeiS., et al. (1995): Chronic feeding study of
deoxynivalenol in B6C3F1 male and female mice. fbgrenesis Carcinogenesis and
Mutagenesis 15(6):283-306.

Jajic ., Juric V., Glamgc D., Abramovic B. (2008): Occurrence of Deoxyrnéersol in Maize and
Wheat in Serbia. International Journal of Moleci8arences 9(11):2114-2126.

Kushiro M. (2008): Effects of Milling and Cookingdtesses on the Deoxynivalenol Content in
Wheat. International Journal of Molecular Sciene@d):2127-2145.

962



Mendel

Net
MENDELNET 2010
Li S.G., Ouyang Y.L., Yang G.H., Pestka J.J. (200@pdulation of transcription factor AP-1
activity in murine EL-4 thymoma cells by vomitox{deoxynivalenol). Toxicology and
Applied Pharmacology 163(1):17-25.

Pestka J.J., Bondy G.S. (1990): Alteration of immunnction following dietary mycotoxin
exposure. Canadian Journal of Physiology and Ptaniogy 68(7):1009-1016.

Pestka J.J., Zhou H.R., Moon Y., Chung Y.J. (20@®llular and molecular mechanisms for
immune modulation by deoxynivalenol and other witiecenes: unraveling a paradox.
Toxicology Letters 153(1):61-73.

Petrlova J., Potesil D., Mikelova R., Blastik O.dain V., et al. (2006): Attomole voltammetric
determination of metallothionein. Electrochimicat#61(24):5112-5119.

Razzazi-Fazeli E., Bohm J., Adler A., Zentek J.0@0 Fusarium mycotoxins and their
significance in animal husbandry. Wiener Tieracktti Monatsschrift 90(8):202-210.

Rizzo A.F., Atroshi F., Ahotupa M., Sankari S., Wara E. (1994): Protective effect of
antioxidants against free radical-mediated lipidsgilation induced by DON or T-2
toxin. Journal of Veterinary Medicine Series a-Zelitlatt Fur Veterinarmedizin Reihe
a-Physiology Pathology Clinical Medicine 41(2):80-9

Sobrova P., Adam V., Vasatkova A., Beklova M., Zama et al. (2010): Deoxynivalenol and its
toxicity. Interdisc. Toxicol. 3(3):101-106.

Sun X.M., Zhang X.H., Wang H.Y., Cao W.J., Yan #t,al. (2002): Effects of sterigmatocystin,
deoxynivalenol and aflatoxin G(1) on apoptosis wfilan peripheral blood lymphocytes
in vitro'. Biomedical and Environmental Science$2)345-152.

Valko M., Rhodes C.J., Moncol J., Izakovic M., Mazad. (2006): Free radicals, metals and
antioxidants in oxidative stress-induced cancer.eriho-Biological Interactions
160(1):1-40.

Vasatkova A., Krizova S., Adam V., Zeman L., KiZ@k(2009): Changes in Metallothionein Level
in Rat Hepatic Tissue after Administration of NaluMouldy Wheat. International
Journal of Molecular Sciences 10(3):1138-1160.

Yazar S., Omurtag G. (2008): Fumonisins, Tricho#mes and Zearalenone in Cereals.
International Journal of Molecular Sciences 9(10§2-2090.

963



