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Immunohistochemical location of VEGF in the ovaries of gilts fed a diet containing zearalenone

Summary

The aim of the study was to determine the immunolocation of VEGF in the ovarian tissues of 60-day-old
gilts. The animals were divided into 5 groups (n=3), depending on the level of feed contamination with natural
(ZENn) and/or crystal zearalenone (ZENK) and/or no addition of Fix-A-Tox, mycotoxin absorber and Mycofix
Plus causing ZEN chemical degradation. The feed of control groups K1 and K2 contained low levels of ZENn,
but group K2 had three times higher levels of ZEN than group K1, and no F-A-T agents or Mycofix Plus. Only
group K1 had healthy ovarian tissues displaying VEGF immunoreactivity in the endothelium of the capillaries
(mainly circumfollicular) and in the endothelium of the ovarian hilus vessels and epithelial layer. In group K2
the high level of ZENk may have been the major cause of follicular cell degradation, which formed aggregate
bundles having strong VEGF immunoreactivity. In groups D1, D2 and D3, immunoreactivity in the ovarian
tissues differed in particular structures. In group D1 degeneration was observed in all follicles, including
primary and various sized secondary follicles. The most intensive VEGF immunoreactions were characterized
by the remains of the oocyt nucleus, ovarian epithelium and blood vessels wall of the ovarian hilus. The most
intensive changes were observed in ovaries originating from group D2. Despite the addition of F-A-T absorber,
the cell bundles were visible in all ovarian cortexes. Only some small fragments displayed positive VEGF
immunoreactivity. D3 was the only experimental group in which reconstruction of the ovarian tissues was
possible. After using VEGF the immunoreactions revealed that although various elements had degenerated,
some of them still retained both the structure of various sized follicles as well as a developing capillary network.
In this case it can not be excluded that Mycofix Plus significantly influenced the absorption of mycotoxin,

which, depending on its level in the diet can lead to the complete destruction of ovaries in pigs.
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Dotychczasowe badania wskazuja, ze zearalenon
(ZEN) jest niesteroidowa estrogenna toksyna, produ-
kowana przez grzyby z rodzaju Aspergillus 1 Fusarium
w ziarnach roznych zb6z (10, 16, 19, 20), prowadzaca
do zaburzen w uktadzie rozrodczym. Wedtug przyje-
tych ustalen na 53. spotkaniu Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Addttives (1) i Opinion of the
Scientific Committee on Fusarium Toxins (2), ZEN
jest okreslany na podstawie dawki, ktora nie wywotu-
je reakcji hormonalnej u §wini — gatunku uznanego za
najbardziej wrazliwy. Do najbardziej charakterystycz-
nych objawow zatrucia ZEN naleza: powigkszenie
masy macicy (19) oraz obrzek i1 zaczerwienienie sro-
mu (10, 11, 15, 19). Rzadziej wystgpuja: wypadanie
pochwy i odbytu (19), przedtuzajaca sig ruja lub jej
brak, zmiany /ibido, ciaza urojona, nieptodnos¢, po-
wigkszenie gruczotu sutkowego i zaburzenia laktacji
(8, 11).

U niedojrzatych piciowo loszek, otrzymujacych 2 ug
ZEN/kg masy ciala, stwierdzono objawy hyperestro-

genizmu, a przy dawce 3 pg ZEN/kg masy ciata — ob-
jawy ciazy rzekomej (8). Natomiast prowadzone przez
nas badania wskazuja, ze zearalenon prowadzi do wielu
zmian nie tylko w macicy (6), ale takze w jajnikach
(7). Do szczego6lnych zmian w macicy nalezy pogru-
bienie btony §luzowej 1 produkcja ,,mleczka macicz-
nego” przez nablonek pokrywowy 1 gruczotowy ma-
cicy (6). W przypadku jajnikow, kora jajnika ulegata
silnemu zwioknieniu, a pecherzyki rozpadowi 1 suk-
cesywnemu zanikowi, w tym pojawiajace si¢ przejs-
ciowo pecherzyki wielojajowe (7).

W obecnych badaniach podjeto probe lokalizacji
w jajniku $§wini, czynnika wzrostu naczyniowego $rod-
btonka — VEGF, nazywanego takze czynnikiem naczy-
niowej przepuszczalnos’ci VPF lub waskulotropina
9). Czynmk ten przyczyma si¢ do kompleksowej kon-
troli angiogenezy 1 waskulogenezy we wczesnym roz-
woju zarodka (3, 14) oraz dalszych stadiow rozwoju
1 zycia w réznych tkankach (14, 21, 26). Ponadto,
VEGEF jest dla $rédbtonka potencjalnym morfogenem
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i chemoatraktantem oraz moze by¢ stymulowany przez
niedotlenienie narzadow i tkanek, cytokiny i rézne
hormony (18). Szczegdlna wlasciwoscia jest wytwa-
rzanie VEGF w komoérkach zmienionych patologicz-
nych, w tym nowotworow oraz powiazanie z angioge-
neza narzadow rozrodczych i wigzadta szerokiego ma-
cicy (4, 5,12, 17). W jajnikach ekspresja mRNA dla
tej cytokmy jest okresowa 1 zwiazana z rozwo_] em pg-
cherzykow i ciatek z0ttych, co wskazuje, ze VEGF jest
mediatorem ﬁz_]ologlczneJ anglogenezy (22). Podczas
cyklu rujowego u §wini, we wzroscie ciatka zoltego,
gtownymi komoérkami proliferujacymi sa komorki na-
czyniowego srodbtonka. Obserwacja ta jest zgodna
z wysokim stopniem unaczynnienia i przeptywu krwi
w dojrzatym ciatku zottym (25). Lutealna ekspresja
VEGF wystgpuje najpierw w komodrkach przynaczy-
niowych (wliczajac migsniowke gtadka tetnic 1 kapi-
larne perycyty) 1 jest regulowana przede wszystkim
przez poziom tlenu oraz kontrolowana przez parakryn-
ne, endokrynne 1 autokrynne regulacje oraz metabo-
liczne sygnaty komorkowe (13, 23, 24).

Celem obecnych badan byto okreslenie immunolo-
kalizacji czynnika wzrostu naczyniowego srodbtonka
(VEGF) w jajnikach loszek karmionych pasza skazo-
ng zearalenonem.

Materiat i metody

Do badan uzyto tkanek jajnikow 15 loszek w wieku 40
dni, o wyrownanej masie ciata, pochodzacych od loch PIC
i po knurach pietrain x duroc. Okres doswiadczen wynosit
14 dni, a zwierze¢ta podzielone byly na 5 grup (n = 3). Zwie-
rzgta zywiono mieszanka ze $ruty kukurydzianej (80%)
i koncentratu wysokobiatkowego (20%). Do mieszanki dla
zwierzat z grup kontrolnych (K, i K,) uzyto sruty kukury-
dzianej o niskim poziomie zanieczyszczenia ZEN, podczas
gdy w grupach doswiadczalnych (D,, D,, D,) — Sruty
o wysokim poziomie skazenia ZEN (tabela 1). Ponadto,
w jednej z grup kontrolnych (K,) i doswiadczalnych (D,)
wprowadzono dodatek 200 pg ZEN krystalicznego na 1 kg
paszy (Sigma Aldrich). W celu zapobiezenia wpltywom
zearalenonu, loszkom z grupy D, dodawano do paszy ab-
sorber mikotoksyn: Fix-A-TOX (F-A-T, Alvetra und Wer-
nut, Austria), ktorego zwiazkami czynnymi sa naturalne
glikokrzemiany, a gtownym skladnikiem jest klinoptylolit.
Innym dodatkiem, wprowadzanym do paszy loszkom z gru-
py D,, byt 0,1% Mycofix Plus (Biomin GT1, Austria),
w ktorym wykorzystywane sa dziatania sktadnikoéw mikro-
biologicznych oraz absorpcja w celach detoksykacji.

Jajniki kazdej loszki pobierano bezposrednio po uboju
i utrwalano w 4% paraformaldehydzie na 0,1 M buforze
fosforanowym (PB, pH = 7,4) przez 4 godziny. Utrwalone
tkanki ptukano w PB i przechowywano w 18% roztworze
sacharozy. Skrawki kriostatowe (Leica CM 3000) o gru-
bosci 12 um barwiono immunohistochemicznie z zastoso-
waniem specyficznych poliklonalnych przeciwciat przeciw-
ko VEGF.

Immunohistochemiczna lokalizacja VEGF. Skrawki
tkanek przechowywane w —70°C suszono przez ok. 30 min.
w temperaturze pokojowej, ptukano w 0,1 M PBS
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(pH ="7.4). W celu zablokowania endogennej aktywnosci
peroksydacyjnej skrawki inkubowano w 0,3% metanolo-
wym roztworze nadtlenku wodoru przez ok. 30 min. Po
ptukaniu w 0,1 M PBS o pH = 7,4, skrawki inkubowano
z 10% roztworem normalnej surowicy koziej (NGS, Sig-
ma Chemicals Co.) w temperaturze pokojowej przez 1 go-
dzing, a nastgpnie z pierwotnym kroliczym przeciwciatem
przeciwko VEGF (sc-507, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
w rozcienczeniu 1 : 200 w temperaturze pokojowej przez
noc. Nastgpnie, po plukaniu w 0,1 M PBS pH = 7,4 skraw-
ki inkubowano przez 1 godzing z biotynylowanym anty-
kroliczym wtormym przeciwciatem (Vectastain Kit ABC,
Vector Lab, Inc., USA). Ptukano w 0,1 M PBS, pH =74,
naktadano kompleks ABC (Vectastain Kit, Vector Lab, Inc.,
USA) i inkubowano przez 45 minut. Po ptukaniu w 0,1 M
PBS pH = 7,4 oraz buforze TRIS-HCI skrawki poddawano
dziataniu 3,3’-diaminobenzydyny (DAB, Sigma Chemicals
Co.) az do momentu uzyskania bragzowego produktu reak-
cji. Uzyskany w wyniku tej reakcji barwny produkt wy-
znaczal miejsce lokalizacji wykrywanego kompleksu an-
tygen—przeciwciato. W celu sprawdzenia prawidtowosci
przeprowadzonej reakcji wykonano negatywna reakcjg
kontrolna, zastepujac pierwotne przeciwciato NGS. Skraw-
ki nie wykazywaty zabarwienia.

Przeglad tkanek i dokumentacjg fotograficzng prowadzo-
no w oparciu o skrawki seryjne za pomoca mikroskopu
$wietlnego (Nikon FXA, Japan).

Wyniki i omowienie

W grupie kontrolnej K, w ktorej zwierzgta otrzy-
mywaty wraz z pasza najmniejsza dawke ZENn
(tab. 1), struktura tkanek jajnikow byta catkowicie za-
chowana (ryc. 1-3). Przekroje tkanek powierzchow-
nej kory zwracaty uwagg obecnoS$cia znacznie inten-
sywniejszej reakcji dla VEGF w wigkszosci komorek
sptaszczonego nabtonka pokrywowego jajnika oraz
w $rodbtonku podnabtonkowych kapilar (ryc. 1). Brak
lub bardzo staba reakcje dla tego czynnika prezento-
waty komorki ziarniste w r6znej wielkos$ci pgcherzy-
kach wzrastajacych (ryc. 2). Silng immunochistoche-
miczna reakcj¢ dla VEGF obserwowano w $rdédblon-
ku naczyn kapilarnych ostonek pgcherzykow wzrasta-

jacych (ryc. 2) w wigkszych naczyniach krwiono$nych,

zwlaszcza w $rodbtonku naczyn zylnych kory (ryc. 3)
oraz rdzenia jajnika.

Tab. 1. Stezenie ZEN w mieszankach paszowych grup kon-
trolnych i doSwiadczalnych (n = 15)

Poziom skazenia ZENn i/lub Ogdlne stezenie ZEN

ilLE dodatek ZENk, Mycofix Plus w paszy (pa/kg)
K, Niski poziom ZENn 83
K, Niski poziom ZENn + ZENk 233
D, Wysoki poziom ZENn + F-A-T 586
D, Wysoki poziom ZENn + ZENk + F-A-T 1315
D, Wysoki poziom ZENn + Mycofix Plus 948

Objasnienia: ZENn — zearalenon naturalny, ZENk — zearalenon
krystaliczny
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W grupie K,, gdzie
loszki karmiono pasza
o niskim poziomie za-
warto$ci ZEN naturalne-
go z dodatkiem ZEN kry-
stalicznego (tab. 1), inten-
sywniejsze zabarwienie,
a zatem wzrost poziomu
VEGF obserwowano
gtownie w komorkach
nablonka pokrywowego
jajnika (ryc. 4). Czgsto
spotykane podnabtonko-
we peczki naczyn kapi-
larnych, docierajace z gle-
bi kory droga miedzype-
cherzykowej tkanki 1@02-
nej z roznych okolic jaj-
nika, wykazywaty silng
dla VEGF immunoreak-
cj¢ we wszystkich ko-
morkach tworzacych ich
$ciang (ryc. 4), podobnie
jak opisywano w réznych |
zdrowych tkankach (13,
23-25). W najwigkszych
pecherzykach szczego6l-
na uwage zwracat roz-
pad komorek ziarnistych.
Z pozostatego kruszywa
komorkowego tworzyly
si¢ dos¢ duze pakiety
o bardzo intensywnej im-
munoreakcji dla VEGF,
ktore znajdowaly sig
w jamie popgcherzyko-
wej lub tkwity w gruzo-
wisku rozpadajacych sig
$cian (ryc. 5, strzatki).
Jakkolwiek opisane zjawisko u mtodych (40-dnio-
wych) loszek mogto by¢ typowym objawem atrezji, to
jednak ze wzgledu na brak podobnej wilasciwosci
u loszek z grupy K, nie mozna wykluczy¢ wptywu
zwigkszonej dawki ZEN. Dodatkowo, brak ciaglosci
w niektorych sieciach naczyn kapilarnych (zwlaszcza
w ostonkach degenerujacych pgcherzykow) potwier-
dzany byt wyraznym ich rozpadem i staba immunore-
akcja na VEGF (ryc. 5). Ponadto, na terenie warstwy
rdzennej jajnikoéw obserwowano niewielkie uszkodze-
nia nabtonka wyscietajacego naczynia krwionosne, w tym
szczegoblnie naczyn zylnych (ryc. 6) oraz limfatycznych.

W grupach zwierzat doSwiadczalnych D,-D, wptyw
ZEN zaznaczyt si¢ destrukcmtkanek Jajnlkow wspoi-
zaleznie od wielkosci poziomu jego st¢zenia w mie-
szankach paszowych (7). Obecne obserwacje wska-
zuja takze na wspotzalezno$¢ z obecnoscia lub stop-
niem intensywnos$ci zabarwienia komorek nabtonka
pokrywowego jajnikéw dla VEGF w tych grupach.

PL. I. Immunohistochemiczna lokalizacja VEGF w tkankach jajnikow loszek z grup kontrol-
nych: K, — w nablonku pokrywowym i podnablonkowej tkance tacznej (ryc. 1), w obszarach
pecherzykéw wzrastajacych o réznej wielkosci (ryc. 2; A — otwarte naczynia kapilarne) i na-
czyniach rdzenia (ryc. 3) oraz K, — w nablonku pokrywowym jajnika i §rédblonku wiazki
naczyn kapilarnych (ryc. 4), w jednym z pecherzykéw wzrastajacych z objawami destrukeji
(ryc. 5; [0 — pakiety zdegenerowanych komérek) oraz w niektérych naczyniach rdzenia (ryc. 6).
Powigkszenie ryc. 1-6: 625 x

W grupie D, przy najnizszym st¢zeniu ZEN natu-
ralnego w paszy 1 dodatku F-A-T (tab. 1), nablonek
pokrywowy byt zachowany tylko w niektérych obsza-
rach jajnikéw. Niektore komorki ukazywaty pozytyw-
na reakcje¢ na VEGF, chociaz silniejsza w matych ob-
kurczonych jadrach niz w splaszczone;j i skapej cyto-
plazmie (ryc. 7). W podnabtonkowej tkance laczne;,
podobnie jak w przestrzeniach migdzypecherzykowych
kory jajnika, bardzo staba reakcj ¢ wykazywaly tylko
fragmenty obkurczonych naczyn kapilarnych (ryc. 7
1 8). Szczegolng uwage zwracaty tkwiace w niej zde-
generowane pgcherzyki pierwotne o stabej VEGF im-
munoreakcji (ryc. 8). VEGF wystepowat takze w nie-
ktorych komorkach tkanki tacznej i sSrodbtonku naczyn
kapilarnych. Na przekrojach widoczne byty takze duze
pecherzyki, ktére nalezaly do elementéw najbardziej
zdegenerowanych posrod jajnikow tej grupy zwierzat.
Pecherzyk (ryc. 9) umieszczony pod waskim pasmem
tkanki tacznej nie posiadajacej pokrywy nabtonkowe;j
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jajnika, wykazuje degeneracj¢ zarowno w komorce
rozrodczej, jak i w obszarach jego $cian. Natomiast
najsilniejsza immunoreakcj¢ dla VEGF posrod bada-
nych tkanek odnotowano w zdegenerowanych jadrach
komorek rozrodczych i w pgcherzykach wzrastajacych.
Jednak nieadekwatna nazwa dla tych struktur — ,,pg-
cherzyki wzrastajace” wskazuje, 1z posiadaja one ozna-
ki degeneracji, tj. deformacja, obkurczenie i1 pofatdo-

PL. II. Lokalizacja VEGF w jajnikach loszek w grupach do$wiadczalnych: D, — w nablonku
pokrywowym i podnablonkowej tkance lacznej (ryc. 7), w zdegenerowanych pecherzykach pier-
wotnych (ryc. 8), w zdegenerowanym i duzym pecherzyku wzrastajacym (ryc. 9; 00 — zdegene-
rowane jadro komérki rozrodczej, []J — brak pokrywy nablonkowej jajnika), w naczyniach
rdzenia jajnika (ryc. 10), D, — w zdegenerowanej korze (ryc. 11), w segmencie naczynia limfa-
tycznego (ryc. 12) i naczyniach rdzenia (ryc. 13) oraz w grupie D, — we fragmentach nowo
powstalych naczyn kapilarnych w powierzchownej korze (ryc. 14) oraz tworzacych sie sieciach
kapilarnych wokét pecherzykow roznej wielkosci (ryc. 15 i 16). Powigkszenie ryc. 7-16: 625 x

wanie $cian, rozpad i za-
nik komorek ziarnistych,
w tym wzgorka jajonos-
nego, podobnie jak degra-
dacja 1 rozpad komorki
jajowej (ryc. 9). Nato-
miast najnizszy wpltyw
ZEN w jajnikach zwie-
rzat grupy D, odnotowa-
no w warstwie rdzennej,
gdzie naczynia krwiono-
$ne i chtonne zachowywa-
ty nie tylko wtasciwa
strukturg $cian, ale takze
podobna intensywna re-
akejg (ryc. 10), jaka wy-
kazywano w nieuszko-
dzonych zdrowych tkan-
kach (14, 21, 26). Mozna
zatem wnioskowac, iz
w grupie D,, pomimo
wprowadzenia dodatku
absorbera mikotoksyn —
F-A-T (tab. 1), immuno-
reakcja dla VEGF wystg-
powala z r6znym nasile-
niem w zdegenerowa-
nych elementach kory jaj-
nikow.

Najbardziej zaawanso-
wany stopien degradacji
przedstawiaty tkanki kory
- jajnikéw $win z grupy D,
(ryc. 11-13). Pomimo do-
datku F-A-T, jajniki nie
posiadaty prawie na calej
powierzchni nabtonka
pokrywowego. Nato-
miast elementami wypet-
niajacymi caty obszar by-
tej kory stanowito gruzo-
wisko zlozone z fragmen-
tow roznych tkanek. Po-
$rod nich uwagg zwraca-
ty drobne elementy wyka-
zujace silng immunoreak-
cje na VEGF, sugerujace
powstawanie zaczatkow
drobnych naczyn kapilar-
nych (ryc. 11). Mniejsza
degradacja tkanek charakteryzowaty si¢ elementy rdze-
nia jajnikow, na ktory skladaty si¢ réozne naczynia
krwionosne i chtonne. Jednak niektore z nich ukazy-
waly zaawansowany stopien destrukcji 1 rozpadu,
zwlaszcza cienko$cienne naczynia limfatyczne. W wie-
lu przypadkach pojawiaty si¢ charakterystyczne seg-
menty tych naczyn pozbawione catkowicie §rodbton-
ka 1 wypetione drobnymi elementami, o silnej im-
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munoreakcji na VEGF (ryc. 12). Pozostale naczynia,
w tym réznej wielkosci przekroje naczyn tgtniczych
1zylnych, wykazywaty r6zny stopien immunoreaktyw-
nosci dla VEGF. Brak bylo jednak wigkszego zr6zni-
cowania w roznych tkankach tworzacych ich $ciany
(ryc. 13).

W jajnikach loszek grupy D, (tab. 1) zaobserwowa-
no wilasciwosci zwigzane z odbudowq sieci naczyn
kapilarnych (ryc. 14-16). Pomimo braku lub obecno-
sci tylko fragmentéw nablonka pokrywowego jajni-
kéw, w podpowierzchniowej okolicy tkanki tacznej
zwracaly uwagg pojedyncze lub niewielkie skupiska
nowo powstalych naczyn kapilarnych (ryc. 14). Nie-
zaleznie od tego obserwowano diugie, pojedyncze ga-
tazki podobnych cienkos$ciennych naczyn, ktére znaj-
dowaty si¢ w ostonkach pgcherzykow wzrastajacych
(ryc. 15) jakkolwiek, tylko w przypadku pecherzykow
0 zaawansowanym wzroscie i rozwoju znajdowano
uksztaltowane, o dobrze rozwinigtej sieci naczyn kapi-
larnych o intensywnej immunoreaktywnos$ci dla VEGF
w poszczegdlnych ich komoérkach (ryc. 16). Mozna
zatem przypuszczac, ze w przypadku §win uzytych do
badafh w grupie D,, pomimo destrukeji wielu peche-
rzykow, w tym gtownie pierwotnych, czg$¢ z nich moze
zachowa¢ wlasciwosci dla dalszego rozwoju i dojrze-
wania, dzigki wykrytej mozliwo$ci dostarczania po-
trzebnych produktow droga rozwijajacych sig sieci
opisanych naczyn krw10nosnych Z drugiej strony,
w omawianych procesach, nie mozna wykluczy¢ udzia-
tu preparatu Mycofix Plus, stosowanego w celu obni-
Zenia poziomu naturalnie wystgpujacego zearalenonu
w paszy. W poréwnaniu z wezesniejszymi badaniami
nad wplywem zearalenonu na powstawanie niekorzyst-
nych zmian w r6znych tkankach macicy (6) 1 jajnikow
swin (7) obecne badania sugeruja, iz do wysokosci
poziomu okoto 950 mg ZEN/kg paszy wprowadzenie
Mycofix Plus moze uchroni¢ tkanki jajnikéw od cal-
kowitego pozbawienia wlasciwych im funkcji.
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