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Jana Slivkovd, Zuzana Kniazickd & Peter Massanyi

ABSTRAKT

Uvod: Ortut’ ako jeden z tazkych kovov patri k najstar¥im a najzndmejsim toxickym
latkam a kontaminantom Zivotného prostredia.

Ciel’om naSej in vitro §tudie bolo zhodnotit' G&inok ortuti (HgCly) na pohyblivost
a membranovu integritu krali¢ich spermii, rovnako ako aj vyhodnotit’ sekreénii ¢innost
granuléznych buniek vaje¢nikov o$ipanych a zistit” vyskyt apoptdzy po aplikacii HgCls.
Metédy: Vzorky kraliich ejakulatov boli ziskané od 21 dospelych kralikov (NPPC,
Luzianky - Nitra) v troch opakovaniach. Chlorid ortutnaty bol pridany k ejakuldtu
0,5 mg.ml'l), a nasledne zriedeny v pomeroch 1:5 — 100 (skupina A — 1:5; skupina B —
1:7; C - 1:9; D — 1:20; E — 1:40; F — 1:60; G — 1:80; H — 1:100). Pohyblivost’ spermii
bola hodnotena CASA systémom SpermVision™ programom and Annexin-V-FLOUS
bol pouZity pre detekciu membranovej integrity spermii. Poslednd skupina bola
kontrolnd, bez pridavku ortuti. Granulézne bunky vajeCnikov oSipanych boli
inkubované s chloridom orutnatym (18 hodin) - skupina A (0,5 mg.ml™), skupina B
(riedenie 1:1), skupina C (riedenie 1:4), skupina D (riedenie 1:7), skupina E (riedenie
1:10) akontrolna skupina (K) bez pridavku HgCl,. Mnozstvo IGF-I a progesterénu
uvolneného granuléznymi bunkami do kultivaéného média bolo hodnotené metddou
RIA. Pre analyzu apoptdzy sme pouzili MEBSTAIN Apoptosis kit Direct, na detekeiu
TdT—mediatorovych dUTP oznadenych (TUNEL) reakcii.

Vysledky: Pri hodnoteni krali¢ich ejakuldtov sa koncentracia ortuti v médiu pohybovala
v rozpiti od 5,0 do 100 pg HgClo.ml™. V &ase 0 bola zistena najvyssia pohyblivost
v kontrolnej skupine (67,09 = 8,72 %). Pohyblivost’ v skupinach s pridavkom ortuti bola
niZ8ia v porovnani s kontrolnou skupinou. Signifikantné rozdiely boli zistené v Case
0 v skupinach s 55,59 — 100 pg HgCl.mlI™! (P < 0,001). Po 60 a 120 minatach inkubacie
s HgCl, bola pohyblivost’ signifikantne zniZena skoro vo vietkych experimentalnych
skupinach. Detailnejiia analyza vzdialenosti spermii (DAP, DCL a DSL) a parametrov
rychlosti (VAP, VCL a VSL) rovnako ako aj priamosti pohybu (STR), priamo&iarosti
(LIN), kmitania (WOB), amplitidy laterdlneho premiestnenia hlavicky (ALH)
a frekvencie kriZzovych tiderov odhalila pokles v skupinich s najvy$3ou koncentraciou
ortuti v porovnani s kontrolou vo vietkych &asovych obdobiach. Detekcia spermii
s poSkodenymi membranami bola vykonand v skupindch s vys§imi koncentraciami
ortuti a kontrolnej skupine s pouZitim Annexin-V-FLUOS. Vysledky analyzy preukézali
vy$38i vyskyt pozitivnych spermii v skupindch s pridavkom ortuti, kde boli pozorované
zmeny v anterialnej ¢asti hlavi¢ky (akrozém), spojovacej ¢asti a na mitochondridlnom
useku bic¢ika. V experimentoch s granuldznymi bunkami najvysSie uvolnené mnoZstvo
IGF-I bolo zistené v skupine A (50,31 + 5,99 ng.ml') s pridavkom najvyssieho
mnozstva HgCl, ktoré bolo Statisticky preukazné (P < 0,001) v porovnani s kontrolnou
skupinou (32,14 + 3,79 ng.ml']). Signifikantny rozdiel (P < 0,05) bol zisteny aj
v skupine C (23,13 + 3,12 ng.ml") v porovnani s kontrolnou skupinou. Granulézne
bunky v ostatnych pokusnych skupindch produkovali niz$ie koncentracie IGF-I ako
kontrola, ale bez preukaznych zmien. Granulézne bunky v skupine A (3,01 =
0,39 ng.ml'l) uvolnili podobné mnozstvo progesterénu v porovnani s kontrolnou
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skupinou (4,04 + 1,35 ng.ml"). Ostatné pokusné skupiny (B, C, D, E) uvornili niZ3ie
koncentricie progesterénu, ktory bol voéi kontrolnej skupine Statisticky preukazny
(P < 0,01; P <0,001). Zistili sme i zvySeny vyskyt apoptotickych buniek vo vetkych
pokusnych skupinach v porovnani s kontrolnou skupinou. Preukazné rozdiely boli
pozorované v skupine C (P <0,05) a A (P <0,001).

Zaver: Zistené udaje potvrdzuji nepriaznivé u¢inky vysokych koncentracii ortuti na
parametre pohyblivosti krali¢ich spermii. V pripade granuléznych buniek sme zistili, Ze
odlisné davky ortuti zvysili vyskyt apoptotickych buniek. Najvyssia koncentracia ortuti
pouZitd v nasej $tadii mala za ndsledok signifikantné zvysenie koncentracie IGF-I
v médiu. Na druhej strane niz§ie mnoZstva ortuti signifikantne zniZili tvorbu
progesterénu.
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