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1. Imi¢ i nazwisko:

Kazimierz Jan ObremskKi

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

3.

uzyskania oraz tytul rozprawy doktorskiej

1992 — tytul: lekarz weterynarii, Wydzial Weterynaryjny, Akademia Rolniczo-
Techniczna w Olsztynie.

1997 — dyplom ukonczenia Studium Doskonalenia Pedagogicznego dla Nauczycieli
Akademickich, Akademia Rolniczo-Techniczna w Olsztynie.

2000 — tytul: Specjalista Prewencji Weterynaryjnej 1 Higieny Pasz, Pulawy.

2001 — stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie. Tytul rozprawy
doktorskiej: ,,Proba doswiadczalnego ustalenia wartosci diagnostycznych poziomow
zearalenonu i jego metabolitow we krwi loszek™.

2003 — Studia podyplomowe w zakresie Analityka w Ochronie Srodowiska, Wydziat

Chemii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1995 - 1999 Katedra Profilaktyki Weterynaryjnej i Higieny Pasz, Akademia Rolniczo-
Techniczna w Olsztynie, asystent.

1999 - 2003 Katedra Profilaktyki Weterynaryjnej i Higieny Pasz, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie, asystent.

2003 - 2004 Zespot Profilaktyki Weterynaryjnej i Higieny Pasz, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie, asystent.

2004 - 2008 Zespot Profilaktyki Weterynaryjnej 1 Higieny Pasz, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie, adiunkt

2008 do dnia dzisiejszego Katedra Prewencji Weterynaryjnej i Higieny Pasz,

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, adiunkt.

4. Wskazanie osiaggnie¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.

0 stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze

Zzmianami)
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a) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego

Jednotematyczny cykl publikacji powigzanych tematycznie pod wspolnym tytutem:
»Badania nad wplywem zearalenonu na subpopulacje limfocytow Th i Ts/Tc oraz

produkowane przez nie cytokiny w jelicie cienkim Swini”.

b) autor/autorzy, tytul/tvtuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa:

1. Obremski K: Changes in Thl and Th2 cytokines concentrations in ileal Peyer’s patches
in gilts exposed to zearalenone. Pol J Vet Sci, 2014, 1 (1), 53-59. IF,04 = 0,604;
punktacja MNiSWyg14 = 20; W0Scc =7

Wkilad w autorstwo publikacji:

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan, okreslenie celu
i metodyki badan (wybor zwierzat do badan, wybor metod laboratoryjnych), wykonaniu
wszystkich badan laboratoryjnych, analizie statystycznej uzyskanych wynikow i ich
interpretacji, przygotowaniu tabeli i rycin, napisaniu publikacji i jej korekcie po recenzji.
Mo6j udzial procentowy szacuje na 100%.

2. Obremski K: The effect of in vivo exposure to zearalenone on cytokine secretion by Thl
and Th2 lymphocytes in porcine Peyer’s patches after in vitro stimulation with LPS. Pol J
Vet Sci, 2014, 17 (4), 625-632. 1F5014 = 0,604; punktacja MNiSWyp14 = 20; W0Scc =1

Wklad w autorstwo publikacji:

Mo¢j wklad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, okreslenie celu
i metodyki badan (wybor zwierzat do badan, wybor metod laboratoryjnych), wykonaniu
wszystkich badan laboratoryjnych, analizie statystycznej uzyskanych wynikow i ich
interpretacji, przygotowaniu tabeli i rycin, napisaniu publikacji i jej korekcie po recenzji.
Mo6j udzial procentowy szacuje na 100%.

3. Obremski K*, Poniatowska-Broniek G.: Zearalenone induces apoptosis and inhibits
proliferation in porcine ileal Peyer’s patches lymphocytes. Pol J Vet Sci, 2015, 18 (1),
153-161. IF2014 = 0,604; punktacja MNiSWyg14 = 20; WoS =1

Wklad w autorstwo publikacji:

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, okresleniu celu
i metodyki badan (wybor zwierzat do badan, wybor metod laboratoryjnych), wykonaniu
cze$ci badan laboratoryjnych, analizie statystycznej uzyskanych wynikow i ich
interpretacji, przygotowaniu tabel i rycin, napisaniu publikacji i jej korekcie po recenzji.
Moj udziat procentowy szacuje na 80%.
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4. Obremski K*, Gonkowski S, Wojtacha P: Zearalenone - induced changes in lymphoid
tissue and mucosal nerve fibers in the porcine ileum. Pol J Vet Sci, 2015, 18 (2), 357-365.
IF2014 = 0,604; punktacja MNiSWp14 = 20; W0oS =0

Wklad w autorstwo publikacji:

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu Koncepcji badan, okresleniu celu
i metodyki badan (wybor zwierzat do badan, wybor metod laboratoryjnych), wykonaniu
czeSci badan laboratoryjnych, analizy statystycznej uzyskanych wynikow i ich
interpretacji, przygotowanie rycin, napisaniu publikacji i jej korekcie po recenzji. Moj
udziat procentowy szacuj¢ na 70%.

5. Obremski K*, Wojtacha P, Podlasz P, Zmigrodzka M: The influence of experimental
administration of low zearalenone doses on the expression of Thl and Th2 cytokines and
on selected subpopulations of lymphocytes in intestinal lymph nodes. Pol J Vet Sci, 2015,
18 (3), 489-497. 1F5014 = 0,604; punktacja MNiSW3g14 = 20; W0S =0

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan, okresleniu celu
i metodyki badan (wybor zwierzat do badan, wybor metod laboratoryjnych), wykonaniu
cze$ci badan laboratoryjnych, analizie statystycznej uzyskanych wynikéw 1 ich
interpretacji, przygotowanie tabeli i rycin, napisaniu publikacji i jej korekcie po recenzji.
Mo6j udziat procentowy szacuje na 70%.

Laczna punktacja 5 prac wchodzacych w sklad jednotematycznego cyklu publikacji
WYnosi:

- wg listy czasopism punktowanych MNiSWg14 = 100 pkt.

- taczna warto$¢ wskaznika Impact Factor (I1F) = 3,02

Badania finansowane byly z projektu badawczego wtasnego (N N308 237936) ,,Badania nad
oddziatywaniem toksyny T-2 1 zearalenonu na wybrane wskazniki odpowiedzi
immunologicznej jelita §wini” przyznanego przez MNiSW (w latach 2009-2012), kierownik

dr n. wet. Kazimierz Jan Obremski.

Legenda:
WoS = 0 - prace, ktore sg indeksowane w bazie Web of Science (Search), ale nie sg cytowane

Wo0Scc = liczba cytowan w bazie Web of Science Core Collection

Punktacja czasopism:
MNISW - punkty z listy Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, w dolnym indeksie
podano rok)
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IF = Impact Factor z bazy Journal Citation Reports (JCR): w dolnym indeksie podano rok

* - autor korespondencyjny

Cc) oméwienie celu naukowego ww. prac, osiagnietych wynikow, znaczenia
przeprowadzonych badan:

WSTEP

Mikotoksyny to toksyczne substancje chemiczne wytwarzane przez niektore gatunki
grzyboéw plesniowych, ktore rozwijaja si¢ w produktach zywno$ciowych oraz zbozach.
Termin ,,mikotoksyny” pochodzi od stow: greckiego ,,mycos” — grzyb oraz tacinskiego
,toxicum” — trucizna. Sa to strukturalnie niepowigzane wtorne metabolity produkowane przez
rozne grzyby plesniowe, nalezace glownie do Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps i
Alternaria (Van der Fels-Klerx i wsp. 2012, Marin i wsp. 2013, Miiller i Korn 2013,
Nordkvist i Haggblom 2014). Mikotoksyny moga juz powstawa¢ podczas wzrostu roslin
uprawnych na polach, w czasie zbiorow, transportu lub przechowywania w warunkach
podwyzszonej wilgotnosci i temperatury. Nie sg do konca poznane przyczyny, dla ktorych
grzyb plesniowy wytwarza wtorne metabolity. Jedna z nich moze by¢ niedopuszczenie do
zastojow metabolicznych. Bardziej prawdopodobny jest stres srodowiskowy, na ktory jest
narazony, a wynikajacy najczesciej z konkurencji o skladniki pokarmowe z innymi
mikroorganizmami. W zwigzku z tym produkcja mikotoksyn moze stanowi¢ swoisty
mechanizm obronny (Fox i Howlett 2008). Wtdérne metabolity grzybow plesniowych
wykazuja szerokie spektrum szkodliwego oddzialywania na organizmy zywe, W tym
zwierzeta hodowlane i cztowieka. Mikotoksyny zaznaczyty swoj §lad w historii, chociazby z
tego powodu, ze istniejg uzasadnione podejrzenia iz toksyny T-2 i HT-2 (grupa A
trichotecenow) wchodzity w sktad tzw. ,zottego deszczu w dzungli Laos”, jaki zostat
rozpylony z samolotow podczas dziatan wojennych w Wietnamie w latach 1975-1981.
Prawdopodobnie stynna klatwa Tutenchamona, ktérej skutki odczuli archeolodzy prowadzacy
badania w grobowcu Faraona w 1922 roku, byta spowodowana wtlasnie inhalacyjnym
narazeniem na mikotoksyny. Wnioskowa¢ mozna réwniez to na podstawie do$wiadczen
polskich naukowcow, ktorzy w roku 1973 otworzyli grob krola Kazimierza Jagiellonczyka,
po czym dochodzito do licznych zej$¢ $miertelnych oséb w tym uczestniczacych z powodu
oddziatywania ochratoksyny A (OTA) i kwasu cyklopiazinikowego (CPA) produkowanego

przez kropidlaka zottego (A. flavus), czy Penicyllium sp.
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Jak wczesniej wspomniano najwicksze zagrozenia zwigzane z mikotoksynami
wynikaja z mozliwo$ci tworzenia si¢ ich juz podczas wzrostu ros$liny, gdzie wptyw ludzki na
panujace warunki jest praktycznie zerowy (uwarunkowania klimatyczne: temperatura,
wilgotnos$¢, opady atmosferyczne) (Paterson i Lima 2010), a oprocz tego mikotoksyny naleza
do substancji wybitnie opornych na podstawowe zabiegi stosowane w przemysle
spozywczym (Kostelanska i wsp. 2011), co zwigksza ryzyko zatrucia.

Mikotoksyny, ktérych do tej pory odkryto okoto 400, sa zwigzkami szkodliwymi
zarowno dla ludzi i zwierzat (Wild i Gong 2010, Reinhold i Reinhardt 2011, Berthiller i wsp.
2013, Murugesan i wsp. 2015), a narazenie na nie moze odbywac si¢ gtownie poprzez dotyk,
wdychanie lub potknigcie (Mazur i Kim 2006). Nalezy podkresli¢, ze niektore plesnie sg
zdolne produkowac wigcej niz jedng mikotoksyne, a poniektore z nich sg produkowane przez
wiecej niz jeden gatunek plesni i w ten sposoéb wiele mikotoksyn czgsto wystepuje
jednocze$nie w jednym produkcie. Taka sytuacja stwarza zagrozenie jednoczesnego dziatania
wielu toksycznych zwigzkow. Do mikotoksyn zaliczamy: i) aflatoksyny (AFL), na przyktad
AFB1, ii) ochratoksyny, na przyktad ochratoksyna A (OTA), iii) trichoteceny, na przyktad
deoksynivalenol (DON), toksyna T-2, iv) fumonizyny, na przyktad FBI, v) patulina (PAT) i
vi) zearalenon (ZEN) (Stoev 2013, Gallo i wsp. 2015, Heussner i Bingle 2015).

Zearalenon (ZEN) o nazwie systematycznej (3S, 11E-14,16-dihydroksy-3-metylo-
3,4,5,6,9,10-heksahydro-1H-2-benzoksacyklotetradecin-1,7(8H)-dion z chemicznego punktu
widzenia jest 14-cztonowym laktonem kwasu rezorcynowego. ZEN jest mikotoksyng
wytwarzang przez rozne szczepy gatunku Fusarium, ale przede wszystkim przez Fusarium
graminearum (Gibberella zeae). Do innych grzybow, ktore go produkuja nalezg Fusarium
culmorum, Fusarium cerealis, Fusarium equiseti i Fusarium verticillioides (Habschied i wsp.
2011, Rodrigues i Naehrer 2013, Taranu i wsp. 2015). ZEN jest specyficznym hormonem
kontrolujagcym rozmnazanie pilciowe Fusarium spp. Po wczesniejszych doniesieniach o
wystepowaniu u $win syndromu estrogenowego karmionych splesniata pasza (MCcErlean
1952, McNutt i wsp. 1928), Stob i wsp. (1962) wyizolowali z kukurydzy zanieczyszczonej
Fusarium uterotropowy zwiazek, ktory wydawat si¢ by¢ czynnikiem etiologicznym zespotu
estrogenowego u $§win. Ten sam zwigzek wyizolowal pozniej Christensen i wsp. (1965) z
kukurydzy inokulowanej izolatami Fusarium. Zostal nazwany F-2 i okazatl si¢ mie¢ dziatanie
estrogenne na macice niedojrzatych szczurow.

U zwierzat monogastrycznych metabolizm ZEN odbywa si¢ w watrobie i btonie
sluzowej jelita, gdzie jest hydroksylowany do a- i B-zearalenolu (ZEL) (Nowak i wsp. 2015).

ZEN, o-ZEL i B-ZEL sa szybko wchtaniane (w mniej niz 30 min) z przewodu pokarmowego
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do krwi. Metabolizm ZEN wyst¢puje rowniez w erytrocytach krwi obwodowej 1 komoérkach
nablonka jelitowego (Malekinejad i1 wsp. 2006, Dénicke i Winkler 2015). Po podaniu per os
ZEN wykazuje bardzo niskg ostrg toksycznos$¢ z warto$cig LDsg w zakresie miligramow na kg
masy ciata (Gaj¢cka i wsp. 2012, Streit i wsp. 2012). We wczesniejszych badaniach wtasnych
wykazano, ze ZEN podany per os loszkom w dawce 400 pug kg™ m.c. wywoluje zmiany w
kryptach jelitowych w postaci wzrostu aktywnosci komorek kubkowych, infiltracji
limfocytami i uwydatnieniu si¢ komorek Panetha u podstawy krypt jelitowych (Obremski i
wsp. 2005). Luongo i wsp. (2006) stwierdzili, ze nagromadzenie a-ZEL w organizmie moze
hamowa¢ proliferacj¢ komoérek przez uruchomienie mechanizmu apoptozy.

ZEN jest silnym estrogenem o aktywno$ci hormonalnej wickszej niz wigkszo$¢ innych
naturalnie wystepujacych niesterydowych estrogenow, takich jak izoflawony soi i koniczyny.
Z tego tez wzgledu ZEN jest czeSciej nazywany mikoestrogenem niz mikotoksyna (Nakamura
i Kadokawa 2015). Kazdego roku na catym $wiecie zanieczyszczeniu mikotoksynami ulega
zywnos¢ dla ludzi i pasza dla zwierzat (Zinedine 2007, Obremski i wsp. 2009, Brera i wsp.
2014). W wielu raportach wykazano wystgpowanie wysokiego stezenia ZEN w zbozach i
innych produktach spozywczych na catym $wiecie (Pleadin i wsp. 2012, Juan i wsp. 2013,
Streit i wsp. 2013, Vidal i wsp. 2013). Z danych opublikowanych w 2014 roku przez Hueza i
wsp. (2014) wynika, ze ZEN w Europie byt obecny w 32% z 5010 przebadanych probek
mieszanek zbozowych. Na obecno$¢ ZEN w chlebie, piwie czy paszach wplywa stabilno$é
jego czasteczki na warunki magazynowania/mielenia i przetwarzania/gotowania (Cheli i wsp.
2013, Kim i wsp. 2013, Heidari i wsp. 2014, Yoshinari i wsp. 2014).

Od 2006 roku w krajach Unii Europejskiej obowigzuje zalecenie sugerujace
dopuszczalne limity mikotoksyn w paszach dla poszczegdlnych gatunkow zwierzat. Zgodnie
z ta rekomendacja w paszach dla $win ZEN nie moze przekraczaé 250 pg kg™ paszy. Dla loch
i prosiat jest dodatkowe ograniczenie wynoszace 100 pg kg™ paszy (European Commission,
Commission Recommendation 2006). Komitet ekspertow ds. dodatkoéw do zywnosci (Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives - JECFA) przyjal, ze dla uktadu
rozrodczego $win najwyzsza dawka ZEN, ktora nie powoduje wystepowania szkodliwego
efektu zdrowotnego (NOAEL) wynosi 40 pg kg™ m.c. dzien™ (Eriksen i wsp. 2010), chociaz
wezeéniej niektorzy badacze sugerowali dawke 10 pg kg™ m.c. dzien™ (Bauer i wsp. 1987).
Publikowane okresowo wyniki badan monitoringowych wskazuja jednak na to, ze $redni
poziom zanieczyszczenia paszy i/lub ziarna zb6z ZEN na $wiecie przekracza limity

sugerowane przez Komisje UE (Kubizna i wsp. 2010).
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Jak podajg Avantaggiato i wsp. (2003) proces absorbcji ZEN odbywa si¢ przede
wszystkim w swietle jelit cienkich: w jelicie czczym (70-80%) i w jelicie kretym (30-15%).
W zwigzku z tym, jak rowniez z powodu funkcjonujacego u $win obiegu watrobowo-
jelitowego, ich uktad pokarmowy jest bardzo silnie narazony na kontakt z ZEN. Mikotoksyna
ta i jej metabolity zaktoca funkcje endokrynologiczne ssakéw zarowno u samcow, jak i samic
réznych gatunkow zwierzat (Jakimiuk i wsp. 2010). W licznych badaniach prowadzonych in
vivo i in vitro wykazano, ze ZEN wykazuje, przez obecnos¢ w swojej budowie chemicznej
makrocyklicznego pier$cienia laktonowego, aktywnos$¢ i powinowactwo do obu receptorow
estrogenowych (ERs): ERa i ERpB, wystepujacych w tkankach ssakow (Golinski i wsp. 2009).
Pomimo, ze aktywno$¢ ZEN jest od 80 do 160 razy stabsza w poréwnaniu z 17-B-estradiolem
to ZEN i niektore z jego metabolitow z powodzeniem konkuruja z tym hormonem, a
utworzony odpowiedni kompleks wywotuje docelowy efekt hormonalny, aktywujac
transkrypcje genow wrazliwych na estrogeny (Turcotte i wsp. 2005, Jakimiuk i wsp. 2010,
Doll 1 Dénicke 2011, Gajecka i wsp. 2012).

U $win pozostajacych pod wpltywem ZEN dochodzi do obrzgku macicy, tworzenia si¢
torbieli jajnikowych i przyspieszania dojrzewania pgcherzykow jajnikowych (Obremski i
wsp. 2004, Fink-Gremmels i Malekinejad 2007, Obremski i wsp. 2008, Gajecka i wsp. 2011).
Stwierdzono, ze stosunkowo niskie dawki ZEN (1,5 do 2 mg kg™ diety) u niedojrzatych
plciowo $win wywotuja w przeciggu trzech do siedmiu dni obrz¢k i pogrubienie $ciany
pochwy i sromu, wzrost masy macicy, atrofi¢ jajnikow i nasilong proliferacj¢ (Obremski i
wsp. 2003a, Kanora i Maes 2009, Zielonka i wsp. 2009). Natomiast dtugotrwata ekspozycja
na ZEN w zakresie dawek od 1 do 5 mg kg™ paszy prowadzi do hyperestrogenizmu i
zwigkszonej $miertelnosci $win. Dawki przekraczajace 100 mg kg™ paszy sa przyczyna
nieptodnosci loch (Zinedine i wsp. 2007, Kanora i Maes 2009). Ekspozycja $win na ZEN
podczas ciazy i laktacji redukuje liczbe pgcherzykéw jajnikowych u prosigt w pokoleniu F1,
co moze prowadzi¢ do przedwczesnego wyczerpania oocytow w wieku dorostym (Schoevers 1
wsp. 2012).

Badania nad bezposrednia immunotoksycznos$cig ksenobiotykow obejmuja pomiary
masy 1 ocen¢ morfologii narzadéw limfatycznych. Innym istotnym aspektem jest okreslenie
wplywu ksenobiotykow na funkcje immunologiczne, np. produkcje przeciwcial, proliferacje
limfocytow, produkcje cytokin i inne funkcje uktadu odpornosciowego (De Jong i wsp. 2007,
Paurene 1 Holland 2011). ZEN bedacy naturalnym zwigzkiem ksenoestrogennym
(mikoestrogenem) (Ktivohlavkova i wsp. 2013), podobnie do ksenobiotykow wptywa na

budowe i funkcje narzadow uktadu immunologicznego. Z jednej strony moze prowadzi¢ do
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ostabienia odpowiedzi immunologicznej, a z drugiej do nadmiernego pobudzenia uktadu
odpornosciowego (Hueza i wsp. 2014). Mozliwymi konsekwencjami tego typu dziatania jest
obnizenie odpornosci i zwigkszona wrazliwo$¢ na patogeny zakazne, zwigkszenie
wrazliwo$ci na wystgpienie nowotworéw lub rozregulowanie odpornosci skutkujace alergig i
chorobami autoimmunologicznymi (Gajecki i wsp. 2006, Inadera 2006).

Uktad odpornosciowy zwigzany z przewodem pokarmowym (GALT) jest najwigkszg i
najbardziej skomplikowang cz¢$cig ogdlnego ukladu immunologicznego. Btony S$luzowe
przewodu pokarmowego sg miejscem kontaktu organizmu ze $rodowiskiem zewng¢trznym.
Przyjmowany pokarm jest zrodlem duzej liczby antygenow pokarmowych, Szeregu
mikroorganizmow, jak rowniez opisywanych wczesniej mikotoksyn. Przyjmuje si¢, ze poza
btong §luzowa przewodu pokarmowego miejscami efektorowymi GALT sg §rodnabtonkowe
limfocyty, a takze zorganizowane struktury limfatyczne, do ktorych zaliczamy kepki Peyera
(Peyer's patches - PP), wezly chtonne, czy izolowane grudki chtonne. PP w przewodzie
pokarmowym stanowig miejsce indukcji odpowiedzi immunologicznej gtoéwnie w jelicie
kretym, czczym i dwunastnicy. Struktury te zbudowane sa z grudek limfatycznych, czyli
skupisk limfocytoéw B, znajdujacych si¢ pod blaszka mig$niowa btony §luzowej, obszarow
migdzygrudkowych, sktadajacych sie gléwnie z limfocytéw T oraz kopuly wytworzonej z
nablonka towarzyszacego grudkom (FAE), w ktorym znajduja si¢ komorki M. Z kolei wezty
chlonne sa elementem odpornosci przewodu pokarmowego i strukturami, ktére filtrujg
,»plyny” dostajace si¢ do nich poprzez wychwytywanie i zatrzymywanie zarazkow. Wezty
chtonne biorg udziat takze w dojrzewaniu komorek uktadu odpornosciowego oraz odpowiedzi
immunologicznej (Gotab 1 wsp. 2012).

Nalezy podkresli¢, ze stan wewnetrznej rOwnowagi organizmu, utrzymywany jest
dzigki wspotdziataniu uktadu nerwowego, hormonalnego i immunologicznego. Zapewnia to
odbieranie bodZcéw, zaro6wno ze Srodowiska zewnetrznego jak 1 wewnetrznego, ich
przetwarzanie 1 wywolywanie odpowiedniej reakcji organizmu. Ta wysoce zlozona
wspolpraca miedzy ukladowa uwarunkowana jest obecnoscia na komorkach uktadu
immunologicznego szeregu receptoroOw dla neuroprzekaznikéw i hormondéw. Unikatowa
cecha uktadu odpornosciowego jest zdolno$¢ do rozrdzniania tego, co wiasne od tego, co obce
1 mozliwo$¢ czynnego reagowania odpowiedzia immunologiczng na infekcje wirusowe,
bakteryjne, pierwotniacze, czy tez wlasne zmienione patologicznie tkanki. Jednoczesnie,
komoérki ukladu immunologicznego zapewniaja nietykalno$¢ 1 ochrone wlasnym

prawidtowym tkankom. Realizacja tych zadan mozliwa jest dzigki wspotpracy grup komorek



Kazimierz Jan Obremski Autoreferat

immunokompetentnych, z ktérych najwazniejsze to limfocyty B, limfocyty T oraz komoérki
prezentujace antygen (APC).

Stan funkcjonalny uktadu odpornosciowego, w tym GALT, zalezy od sprawnoSci
wszystkich jego sktadowych oraz od ich podporzadkowania komorce wykazujacej wysoce
istotng kompetencje immunologiczng, czyli limfocytowi T CD4+. Komorka ta jest odbiorca
informacji o stanie czynnosciowym tkanek organizmu i przez synteze i uwalnianie licznych
cytokin, wykazuje zdolno$¢ pobudzenia lub hamowania funkcji innych komorek uktadu
odpornosciowego. Niedobor ilosciowy i1 jakosciowy tej populacji limfocytéw T prowadzi
wtornie  do  dysfunkcji  innych, podporzadkowanych  czynnosciowo  komorek
immunologicznych. Moze si¢ to manifestowaé zwigkszong zapadalno$ciag na infekcje,
wystepowaniem choréb o podlozu autoimmunologicznym lub alergicznym, zaburzen w
uktadzie krwiotworczym, czy tez obnizeniem odpornosci przeciwnowotworowej. Jak
wczesniej wspomniano, centralnymi komorkami odpowiedzi immunologicznej sg limfocyty T
CD4", ktore wywieraja swoj efekt na komérki docelowe zaréwno przez uwalniane cytokiny,
jak i na drodze bezposredniego kontaktu. Petnig funkcje indukcyjng (limfocyty pomocnicze,
Th), tzn. zmuszaja niejako komoérki docelowe (efektorowe) do wypetniania ich programu
genetycznego. Komoérkami efektorowymi, ktore w mniejszym lub wiekszym stopniu zaleza
od sygnatow indukujacych limfocytow T CD4", sa limfocyty B, inne subpopulacje
limfocytow T, neutrofile, bazofile, eozynofile, monocyty, makrofagi oraz komorki biorace
udzial w hematopoezie. Populacja limfocytow T CD4" jest heterogenna i sklada si¢ z
subpopulacji o zrdéznicowanych funkcjach. Po roznicowaniu i migracji do obwodowych
narzadéw ukladu odpornosciowego, komorki T CD4" okreslane sa jako komorki
prekursorowe naiwne T i sg funkcjonalnie niedojrzate (Geginat i wsp. 2014, NiedZzwiedzka-
Rystwej i wsp. 2013, Schmitt i Ueno 2015).

Do populacji limfocytow T CD4", poza limfocytami pomocniczymi (Th), naleza
rowniez limfocyty biorgce udziat w modulacji przebiegu odpowiedzi immunologicznej i sg to
limfocyty T regulacyjne (Treg). Wsrod nich wyrdznia si¢ trzy subpopulacje: naturalne Treg,
indukowane komorki regulacyjne Trl (dziatajg gtownie za posrednictwem interleukiny-10
(IL-10), ale rowniez i transformujacego czynnika wzrostu f (TGF-B)) i Th3 (dziatajace za
posrednictwem TGF-B) (niekiedy uzywany jest termin ,limfocyty T supresyjne” TS)
(Workman i wsp. 2009, Maslanka 2010, Wojas i Pajtasz-Piasecka 2010). Limfocyty Treg
odgrywaja wazng role w hamowaniu odpowiedzi immunologicznej, prowadzac do
Wygaszania procesu zapalnego, poza tym stanowia kluczowy element utrzymania stanu

tolerancji na antygeny wlasne gospodarza oraz kontroli zjawisk alergicznych i
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autoimmunologicznych. Efektorowe komorki T CD4+ moga dzieli¢ si¢ przynajmniej na
cztery duze subpopulacje - Thl, Th2 (Jankovic i Feng CG 2015), Th9 (lvanova i Orekhov
2015) i Th17 (Muranski i Restifo 2013), ktore sg zalezne od antygenow i mikrosrodowiska
cytokinowego, ktore napotykajg podczas aktywacji.

Limfocyty T CD8" sa limfocytami cytotoksycznymi (Tc). Wyréznia sic dwie
subpopulacje limfocytow T cytotoksycznych, Tcl i Tc2, wytwarzajace odpowiednio IFN-y i
IL-4 lub IL-5 (Mittriicker i wsp. 2014). Limfocyty Tc maja zdolno$¢ zabijania innych
komorek, rozpoznajac na ich powierzchni obcy antygen w kontek$cie MHC klasy 1. Do
populacji limfocytow T CD8" naleza réwniez limfocyty supresyjne (Ts) oraz regulacyjne,
bedace kolejng grupa komoérek zaangazowanych w hamowanie odpowiedzi immunologicznej.
Komorka docelowg ich dziatania moga by¢ inne limfocyty T (CD4%), limfocyty B,
prawdopodobnie APC. Podjecie przez limfocyty T CD8" zaprogramowanej funkcji wymaga
w wielu przypadkach indukcji przez limfocyty T CD4".

Immunotoksyczne dziatanie mikotoksyn prowadzi do depresji aktywnos$ci limfocytow,
hamowania wytwarzania przeciwcial, czy zaklocenia funkcji makrofagow 1 neutrofilii
(Milicevi¢ i wsp. 2010). Wyniki badan nad oddzialywaniem fuzariotoksyn na uktad
immunologiczny wskazuja, ze powoduja one zaburzenia rownowagi pomig¢dzy produkcja
cytokin przez limfocyty pomocnicze Thl i Th2 (Obremski i wsp. 2013). Jak wskazujg wyniki
niektérych badan, w obecnosci fumonizyny FB1 spada poziom IL-4 i wzrasta zdolno$¢
produkcji i uwalniania IFN-y przez limfocyty T $win (Taranu i wsp. 2005). Z kolei niskie
dawki toksyny T-2 stymulujg produkcje IL-12, TNF-a, IFN-y i IL-2 (Ahmadi i Riazipour
2008). Cytokiny uwalniane przez limfocyty Th2, zwtaszcza IL-4 i IL-10 spelniaja wazna rolg
w rozwoju swoistej odpowiedzi humoralnej. Wykazany niski surowiczy poziom IL-4 u
zwierzat karmionych pasza zawierajaca fumonizyng FB1 hamowal rozwoj swoistej
odporno$ci humoralnej. U samcéw prosigt po spozyciu paszy zawierajacej FB1 spadal w
duzym zakresie surowiczy poziom swoistych przeciwcial po szczepieniu oraz zmniejszata si¢
ekspresja mRNA dla IL-10. Oprocz posiadanych aktywnosci immnunosupresyjnych i
prozapalnych DON, FB1, czy PAT moga wptywa¢ na rownowage populacji limfocytow
pomocniczych Th1/Th2, ktérej zmiana jest istotna w etiologii chorob przewodu
pokarmowego takich jak IBD (inflammatory bowel disease), czy celiakia (Briani i wsp. 2008,
Maresca i Fantini 2010, Fonseca-Camarillo i Yamamoto-Furusho 2015). Przyktadowo DON
podany myszom aktywowal limfocyty Th2, a hamowat odpowiedz immunologiczng Thl (Li i
wsp. 2005). Podobnie, ekspozycja ludzkich komoérek mononuklearnych krwi obwodowej

(PBMC) na PAT w dawkach subklinicznych, zmieniata rownowage pomiedzy odpowiedzia
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immunologiczng Thl i Th2 na rzecz odpowiedzi Th2, jak ma to miejsce w chorobach
alergicznych i wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego (Wichmann i wsp. 2002, Luft i wsp.
2008). W przeciwienstwie, traktowanie myszy FB1 powodowato odpowiedz immunologiczng
Thl (Bhandari i wsp. 2002). Interesujgce obserwacje dotycza AFL, ktére powodowaty
deplecje w licznych komorkach odpornosciowych 1 immunosupresj¢ nie zmieniajac
jednoczes$nie rownowagi Th1/Th2 (Marin i wsp. 2002). Obecnie immunosupresyjny wptyw
OTA i ZEN na rownowage komoérek Th1/Th2 jest mato poznany (Sharma 1993, Al-Anati i
Petzinger 2006). Mozliwy wplyw ZEN na supresje odpowiedzi immunologicznej po
zakazeniu i szczepieniu zakaznej i poszczepiennej sugerowali Kostro i wsp. (2011),
wykazujac u owiec karmionych paszg zanieczyszczong ZEN znacznie zredukowany stosunek
limfocytow TCD4+/TCD8+ w krwi obwodowej. Badania wptywu mikotoksyn na funkcje
limfocytow PBMC u zwierzat i ludzi wykazaty, ze niektore trichoteceny sa zdolne do
zaktocenia rownowagi Th1/Th2. Szczegélnie ma to miejsce w przypadku DON-u
oddziatujacego na limfocyty systemowe i k¢pek Peyera (Peyer's patches - PP) (Maoxiang i
wsp. 2005).

Liczne dowody $wiadcza o istnieniu morfologicznych 1 funkcjonalnych relacji miedzy
uktadem odpornosciowym i nerwowym. Uklad nerwowy jelitowy (enteric nervous system -
ENS) moduluje mechanizmy odporno$ciowe zaangazowane w ochrong btony §luzowej, jak i
obrong catego organizmu. Neurony jelitowe unerwiajg sluzéwke jelit, w tym rowniez GALT.
Unerwienie PP obejmuje wtdkna peptydoergiczne, ktore zawieraja neuropeptydy m. in. takie,
jak naczynioruchowy peptyd jelitowy (vasoactive intestinal peptide - VIP), substancje P
(Substance P - SP), czy peptyd zalezny od genu kalcytoniny (calcitonin gene-related peptide -
CGRP) (Gonkowski 2013, Bulc i wsp. 2015). Komoérki immunologiczne posiadaja ekspresje
receptoréw neuropeptydowych i ich aktywacja moze wptywac na prezentacj¢ antygenow,
produkcje cytokin i1 proliferacj¢ limfocytow. W zwiazku z tym neuropeptydy stanowia
potencjalny interfejs sygnalizacji migdzy nerwami jelitowymi i komérkami odporno$ciowymi
w PP. ENS moze ulega¢ zmianom pod wplywem roznych bodzcow fizjologicznych 1
patologicznych, takich jak starzenie si¢, dieta, procesy zapalne i inne choroby (Gonkowski i
wsp. 2003, Vasina i wsp. 2006, Gonkowski 1 Catka 2012).

Dziatanie SP okre$lanej mianem mitogenu w obrebie uktadu immunologicznego
dotyczy jej wptywu na roznicowanie limfocytow B, wzrost uwalniania immunoglobulin, w
szczegolnosci IgA i wzmozoniu proliferacji limfocytow T w miejscach zmienionych zapalnie.
Liczne badania przekonujaco wykazaly, ze SP i jej neurokininowy receptor NK-1R
odgrywaja istotng role w odpowiedzi immunologicznej i we wzmacnianiu reakcji zapalnej.
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Jak podaje Weinstock (2015) SP moduluje proces zapalny i proliferacje limfocytow, a
unerwienie sympatyczne, jak rowniez peptydergiczne jest zaangazowane w proces rozwoju i
progresji wielu choréb autoimmunizacyjnych, zaburzen alergicznych oraz zapalnych stanow
bolowych. SP w stezeniach nanomolarnych skutecznie aktywuje jadrowy czynnik
transkrypcyjny NF kappa B (nuclear factor kappa B - NF-kB), zaangazowany w kontrole
ekspresji cytokin (Marriott i wsp. 2000). Ponadto SP stymuluje komoérki immunologiczne do
produkcji cytokin zapalnych w tym IL-1, IL-6, IL-12 i czynnika martwicy nowotworu o
(tumor necrosis factor alpha - TNF-a) (Laurenzi i wsp. 1990, Weinstock 2015). Ekspresj¢ SP
i jej receptora NK-1R wykazano rowniez na komorkach mikrogleju izolowanego z mézgu
ludzkich ptodéw, komoérkach macierzystych, ludzkich mononuklearnych fagocytach krwi
obwodowej i limfocytach (Douglas i Leeman 2011, Feher i wsp. 2013). SP pochodzi z
komorek T, makrofagow, komorek dendrytycznych i prawdopodobnie eozynofilii. Ten
neutopeptyd reguluje produkcj¢ IFN-y w miejscach zapalenia, co wydaje si¢ by¢
mechanizmem dziatania w licznych stanach chorobowych. W nieswoistym zapaleniu jelit
(IBD), klasyczne mediatory zapalne kieruja komorkami T i makrofagami majacymi ekspresje
SP i NK-1R. W ten sposob SP i NK-1R sg czgsécig sieci regulacji immunologicznych i sa
integralnym komponentem niektorej odpowiedzi zapalnej (Weinstock 2015).

VIP jest z kolei neuropeptydem o dziataniu antyzapalnym, hamujagcym aktywnosé
limfocytow krwi obwodowej cztowieka (Sirianni 1 wsp. 1992) oraz §ledziony, weztdw
chtonnych krezkowych i komorek jednojadrzastych krwi obwodowej myszy (Yiangou i wsp.
1990, Ran i wsp. 2015). Stwierdzono, ze VIP jest neuropeptydem obecnym i uwalnianym z
zakonczen nerwow 1 komorek uktadu odpornosciowego, szczegodlnie limfocytow Th2.
Reguluje on ekspresje czasteczek kostymulujgcych takich jak B7-2 1 w ten sposob wptywa na
przesuwanie rownowagi Th1/Th2 w strone odpowiedzi typu Th2 (Delgado i Ganea 2001,
Jimeno i wsp. 2012). VIP wywiera dziatanie przeciwzapalne na komorki zaangazowane
zaroOwno we wrodzong, jak 1 nabytg odpornos$¢, a mechanizm tego dzialania opiera si¢ na
hamowaniu wytwarzania i uwalniania cytokin zapalnych i chemokin (Ganea i wsp. 2015).

W dostepnej literaturze, poza badaniami wlasnymi, brak jest doniesien opisujacych
wplyw mikotoksyn, a szczegélnie ZEN na ekspresje neuropeptydow ENS i jego
oddziatywania na GALT (Gonkowski i wsp. 2015, Obremski i Poniatowska-Broniek 2015a).

Powyzsze dane stanowily gldwne przestanki zachecajace do wykonania badan nad
oddziatywaniem niskiej, pozostajacej ponizej wartosci NOAEL dawki ZEN na wybrane

elementy uktadu immunologicznego oraz nerwowego jelita $wini.
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CELE BADAWCZE

1. Okreslenie wptywu podawania per os niskiej dawki ZEN przez okres 14, 28 i 42 dni na
ksztaltowanie si¢ odsetka wybranych populacji limfocytow w kepkach Peyera jelita
biodrowego i w weztach chtonnych biodrowo-okrezniczych u $win.

2. Zbadanie wptywu 14, 28 i 42 dniowego oddziatywania niskiej dawki ZEN podawanej
per os na ekspresje wydzielania cytokin limfocytow pomocniczych Thl (IL-2, IFN-y) i
Th2 (IL-4, IL-10) oraz cytokin prozapalnych syntetyzowanych przez makrofagi/monocyty
(IL-1B, IL-12/1L-23 p40) u $win.

3. Okreslenie odpowiedzi cytokinowej limfocytow kepek Peyera jelita biodrowego loszek w
reakcji na mitogen (LPS) w warunkach in vitro po wczesniejszym 14, 28 i 42 dniowym
podawaniu per os niskiej dawki ZEN.

4. OKkreslenie wpltywu ZEN na proces apoptozy i proliferacji limfocytow w centrach
rozrodczych kepek Peyera jelita biodrowego U §win otrzymujacych przez okres 14, 28 i 42
dni per os ZEN.

5. Zbadanie potencjalnych wspodtzaleznosci miedzy niektorymi odpornosciowymi i
neuronalnymi elementami w ke¢pkach Peyera jelita kretego u §win grupy kontrolnej i
traktowanej ZEN.

6. Okreslenie stezenia ZEN i a-ZEL w watrobie, kepkach Peyera jelita biodrowego i w
weztach biodrowo-okrgzniczych po podawaniu per os ZEN w dawce ponizej wartosci
NOAEL przez okres 14, 28 i 42 dni.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia na zwierzetach przeprowadzono z zachowaniem obowigzujacych w
Polsce norm prawnych (Nr opinii Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na
Zwierzgtach — 55/2008 z dnia 24 pazdziernika 2006 roku).

Badania przeprowadzono na grupie 30 samic §wini domowej, rasy wielka biata polska
(WBP) w wieku ok. 2 miesigcy o $redniej masie ciala 15-18 kg, pochodzacych z fermy §win
w Batdach w woj. warminsko-mazurskim. Zwierzeta utrzymywane w kojcach z wolnym
dostgpem do wody, karmiono standardowa pasza wolng od mikotoksyn (OTA, DON, toksyny
T-2 i ZEN). Zwierzgta podzielono na dwie grupy: Grupa C (n=15) — zwierzgta kontrolne,
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ktorym podano pasz¢ wolng od ZEN oraz Grupa E (n=15) — zwierz¢ta, ktorym podawano
ZEN.

Eksperyment polegal na podawaniu ZEN w zelatynowych kapsutkach w dawce 8ug
ZEN kg™ m.c.. Stezenie to odpowiada dawce 100 pg ZEN kg* paszy dzien™, ktora jest
dopuszczalnym poziomem ZEN w paszach przeznaczonych do zywienia loszek i jest ponizej
warto$ci NOAEL). W 14., 28. i 42. dniu doswiadczenia od pigciu losowo wybranych §win z
kazdej grupy, wprowadzonych w narkoze¢ pentobarbitalowa, pobierano probki z kepek Peyera
jelita biodrowego 1 weztow chtonnych biodrowo-okr¢zniczych w celu wykonania oznaczen.

Po wczesniejszym wyizolowaniu komoérek metodg nacinania tkanki, ptukania w PBS i
wirowania, przygotowano zawiesiny o koncentracji komoérek 10%ul. Odsetki poszczegdlnych
populacji limfocytow B, Bj, T i NK oraz subpopulacji limfocytow T (CD4+CDS8-,
CD8+CD4-, CD4+CD8+ i T TCRyd+) w probkach kepek Peyera jelita biodrowego i weztach
biodrowo-okrezniczych zwierzat oznaczano metoda cytometrii przeptywowej, przy uzyciu
przeciwcial monoklonalnych znakowanych fluorochromami. Za marker komoérek B przyjeto
czastke CD21, komoérek B; — CD5+CD8-, komorek T — CD2, komoérek NK — CD5-CD8+ i
komorek TCRyd+ — CD5-TCR+. Oznaczenia cytometryczne wykonano na cytometrze
FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, USA). Analizy danych cytometrycznych
dokonano w programie Cell QuestTM (Becton Dickinson).

Poziomy cytokin (IL-2, IFN-y, IL-4, IL-10, IL-1B oraz IL-12/1L-23 p40) w
homogenatach uzyskanych z probek kepek Peyera jelita biodrowego i weztdéw chlonnych
biodrowo-okrezniczych 0znaczono przy uzyciu komercyjnych immunoenzymatycznych
zestawow ELISA Quantikinie (R&D Systems), Invitrogen oraz Mabtech. Odczytu dokonano
na czytniku absorbancji TECAN Infinite M200. Uzyskane wyniki byly porownywane do
zawartosci biatka w ekstrakcie i przedstawiano je w pg mg™ biatka, ktére oznaczono wg
metody Bradford (Bradford 1976).

Do oceny proliferacji limfocytow B z kegpek Peyera jelita biodrowego pod wptywem
mitogenu - lipopolisacharydu (LPS) w hodowli in vitro po 72 godzinach uzyto
kolorymetrycznego testu redukcji MTT. W supernatancie znad 72-godzinnej hodowli
stymulowanych LPS limfocytow o0znaczano poziomy wybranych cytokin limfocytow
pomocniczych Thl i Th2 (odpowiednio IL-2 i IFN-y oraz IL-4 i IL-10). Poziomy cytokin w
supernatancie z hodowli okreslano w testach ELISA (jak wyzej).

Profile apoptozy i proliferacji w centrach rozrodczych (GC - germinal centres) kepek
Peyera jelita biodrowego zwierzat grupy kontrolnej i otrzymujacej ZEN badano na skrawkach

tkanek utrwalonych w zbuforowanej 10% formalinie. Skrawki tkankowe, grubo$ci 5
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mikrometrow, uprzednio zatapiane w  parafinie, barwiono rutynowo metoda
hematoksylina/eozyna (HE) i obserwowano pod mikroskopem $wietlnym w powigkszeniu
600x. Dla potilosciowej oceny apoptozy (komorki wykazujace cechy morfologiczne
charakterystyczne dla komorek apoptotycznych - kondensacja chromatyny, obecno$¢ ciatek
apoptotycznych) i proliferacji (mitoza) uzyto arbitralnej skali, gdzie (+) = 0 — 5 zmian; (++) =
6 — 10 zmian; (+++) = powyzej 10 zmian w GC IPP. Ponadto do oceny apoptozy i proliferacji
uzyto takze badan immunohistochemicznych obliczajac wskaznik aktywnej kaspazy-3
(CCasp3) i proliferacji (IP) bedace odsetkiem komodrek wykazujacych ekspresje CCasp3 oraz
PCNA.

W badaniu in vitro wykorzystano pierwotne hodowle limfocytow wyizolowanych z
kepek Peyera jelita biodrowego loszek grupy C. Do hodowli komorek dodano rozpuszczony
w alkoholu etylowym ZEN w dawce Ipg ml™ (Lioi i wsp. 2004) i inkubowano hodowle bez
dodatkowej stymulacji przez 7 dni w temperaturze 37°C w wilgotnej atmosferze wzbogaconej
5% CO,. Po zlizowaniu hodowli, pomiaru powstatych mono- i oligonucleosomow (markery
komorek apoptotycznych) dokonano testem immunoenzymatycznym (Cell Death Detection
ELISA, Roche) wg zalecen producenta. Apoptoze w grupie do$wiadczalnej wyrazono, jako
procent grupy kontrolnej, ktora przyjeto za 100%.

W badaniu potencjalnych wspoétzaleznosci migdzy niektérymi odpornosciowymi i
neuronalnymi elementami w kepkach Peyera jelita kretego u kontrolnych i traktowanych
zearalenonem $win, Wykorzystano oznaczenia immunohistochemiczne witokien SP- i VIP-
immunoreaktywnych w blonie §luzowej jelita biodrowego, oznaczanie SP i VIP metoda
ELISA oraz metodg Dot-Blot, w ktorej analiza uzyskanych wynikow przebiegata wg zasady:
im wyzsze jest stezenie VIP lub SP, tym dluzsza seria rozcienczen probki w postaci spotow
dajacych widoczny sygnat barwny, a tym samym wyzsze miano badanego antygenu.
Wizualnie odczytywano rozcienczenie probki, ktore jako ostatnie na membranie dawato
widoczny sygnat. Rozcienczenie to wyrazano, jako utamek dziesigtny 1 obliczano jego
ujemny logarytm.

Poziomy ZEN i o-ZEL w kepkach Peyera jelita biodrowego, weztach chlonnych
biodrowo-okrezniczych i watrobie 0znaczano metodg HPLC (Obremski i wsp. 2003b)

Wyniki wszystkich badan przedstawiono jako wartosci $rednie, odchylenie
standardowe (SD) lub standardowy btad $redniej (SEM). Analizy statystycznej dokonano za
pomoca jednoczynnikowej lub dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA. Uzyskane wyniki
pomiaro6w opracowano za pomocg programéw Excel (Microsoft, USA) oraz Graph Pad Prism

5 (GraphPad Software Inc.). Do zbadania rozktadu populacji zastosowano test Kolmogorowa-
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Smirnowa. Za statystycznie istotne uznano réznice przy p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001
i p<0,0001.

Szczegdlowy opis metodyczny wykonywanych badan zamieszczono w publikacjach

stanowiacych szczegdlne osiagniecie naukowe autora (publikacje nr 1-5 cyklu

habilitacyjneqo).

WYNIKI

Wplyw podawania per os niskiej dawki ZEN przez okres 14, 28 i 42 dni na ksztaltowanie
si¢ odsetka wybranych populacji limfocytow w kepkach Peyera jelita biodrowego i w

wezlach chlonnych biodrowo-okrezniczych u swin

W izolatach komodrkowych uzyskanych z kepek Peyera jelita biodrowego metoda
cytometrii przeptywowej okreSlono procentowy udzial subpopulacji limfocytow Th
(pomocniczo/indukcyjnych) CD4+CD8-, limfocytow Ts/Tc (supresorowo/cytotoksycznych)
CD8+CD4-, odgrywajacych gtdwng rolg w regulacji odpowiedzi immunologicznej, komoérek
NK, bedacych istotnym sktadnikiem wrodzonej odpowiedzi immunologicznej, limfocytow B
CD21+, limfocytow T podwdjnie pozytywnych (pamigci) CD4+CD8+ 1 limfocytow Bj
(fenotyp CD5+CD8-). W poszczegdlnych terminach do$wiadczenia pomigdzy populacjami
CD4+CD8-, CD4-CD8+ i By grupy kontrolnej (E) i doswiadczalnej (C) oraz wewnatrz grup
nie stwierdzono statystycznie istotnych rdznic, ale co nalezy podkresli¢, wartosci procentowe
komorek CD4+CDS- i CD4-CD8+ u $win grupy E we wszystkich terminach wykazywaty
wyzsze wartosci W porownaniu do grupy C. Populacja limfocytow B; grupy E wykazywata
bardziej dynamiczny wzrost do 28. dnia do§wiadczenia w poréwnaniu do grupy C. Zblizony
uktad zmian stwierdzono w odsetku populacji komodrek pamigci T CD4+CD8+ obu grup z
tym, ze w grupie E w 28. dniu do$wiadczenia zanotowano statystycznie istotny wzrost w
porownaniu z dniem 0. (p < 0,05). Na uwagge zastuguja zmiany wsrod komorek NK. W grupie
C wartosci ich odsetka wykazywatly tendencj¢ wzrostowa, poza istotng statystycznie roznica
pomiedzy 0., a 14. dniem doswiadczenia (p < 0,05). Z kolei odwrotny trend wystapit w grupie
E, gdzie w trakcie catego doswiadczenia mial miejsce spadek ich wartosci procentowych.
Limfocyty B CD21+ grupy C wykazywaly liniowy statystycznie istotny wzrost w trakcie
catego doswiadczenia. Jednak w grupie E obserwowano wyraznie nizsze odsetki komorek B
CD21+ w porownaniu z grupa C, szczegdlnie statystycznie nizsze wartosci wystapity w 28. (p

< 0,05) i 42. (p < 0,001) dniu badan.
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W weztach chlonnych biodrowo-okrezniczych analizowano rozktad procentowy
populacji limfocytow T CD2+, pomocniczych limfocytow T CD4+CD8-, cytotoksycznych
komoérek T CD8+CD4-, komoérek T TCRyd+ oraz komoérek B CD21+. W poszczegdlnych
terminach do$wiadczenia pomi¢dzy komorkami CD2+, CD4+CDS§-, CD8+CD4- 1 T TCRyo+
grupy C i E nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic. Jednak odsetki komoérek CD2+,
CD4+CD8- pochodzace od zwierzat otrzymujacych ZEN, wykazaty liniowy spadek w
odréznieniu od subpopulacji komorek CD8+CD4- i TCRyd+, ktorych odsetek liniowo
wzrastat. W trakcie catego doswiadczenia limfocyty B CD21+ grupy C wykazywaty liniowy
wzrost, w odréznieniu od zwierzat otrzymujacych ZEN, gdzie wartosci tych limfocytow
malaty. W grupie E, w poréwnaniu do grupy C, obserwowano wyraznie nizsze odsetki
komorek B CD21+, a statystycznie nizsze wartosci odnotowano w 28 (p < 0,05) i 42 (p <
0,0001) dniu badan.

Szczegdtowo zagadnienia te oméwiono W publikacji drugiej (Obremski 2014b) i piatej
(Obremski i wsp. 2015c) omawianego cyklu prac.

Wplyw 14, 28 i 42 dniowego oddzialywania niskiej dawki ZEN podawanej per os na
ekspresje wydzielania cytokin limfocytow pomocniczych Thl (IL-2, IFN-y) i Th2 (IL-4,
IL-10) oraz cytokin prozapalnych syntetyzowanych przez makrofagi/monocyty (IL-1p,

IL-12/1L-23 p40) u $win

Analiza zmian tkankowego poziomu IL-2, IFN-y, IL-4, IL-10, IL-1pB i 1L-12/IL-23 p40
w trakcie trwania do$wiadczenia wykazata rzeczywisty profil odpowiedzi immunologicznej
zwierzat grupy kontrolnej i poddanej intoksykacji ZEN.

Do oceny wytwarzania cytokin wykorzystano metode ELISA, dokonujac pomiaru
stezen cytokin wyizolowanych z kepek Peyera w przeliczeniu na biatko (pg mg'l), ktore
wczesniej oznaczono wg metody Bradford. W grupie E zaobserwowano zwigkszone
wydzielanie cytokin zarowno Thl, jak 1 Th2. ZEN powodowal liniowy wzrost wytwarzania
IL-4 (40,32 + 1,55 ng mg™ — 137,60 + ng mg™). Wartosci pomiedzy 14. a 42. dniem réznity
si¢ miedzy sobg statystycznie wysoko istotnie (p < 0,01), natomiast pomi¢dzy 28. a 42.
statystycznie istotnie (p < 0,05). W 42. dniu dos$wiadczenia odnotowano wysoce istotny
statystycznie wzrost stgzenia IL-4 grupy E w stosunku do grupy C (p < 0,01). Stgzenie 1L-10
w grupie E wzrastalo w sposob liniowy (5,99 + 0,15 ng mg™ — 16,39 + 1,11 ng mg™) i

pomiedzy 14., a 28. dniem rdznito si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05), natomiast pomiedzy
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14, a 42 terminem badania wysoce istotnie statystycznie (p < 0,01). Zmiany stgzen cytokin
limfocytow Th1 (IL-2 i IFN-y) w grupie E wykazywaly rowniez tendencje wzrostowa, ale bez
réznic statystycznie istotnych.

Wydzielanie cytokin w wezle biodrowo-okrezniczym przedstawia takze rzeczywisty
profil odpowiedzi immunologicznej zwierzat poddanych dziataniu ZEN 1 otrzymujacych
placebo. W grupie E zaobserwowano zwigkszone wydzielanie cytokin przez komorki Thl.
Stezenia IL-2, 1L-12/1L-23 p40 i IFN-y w 28 dniu doéwiadczenia (11,31 + 1,85 ng mg™,
577,80 £ 33,59 ng mg'l, 270,80 + 56.92 ng mg'1 odpowiednio) byly statystycznie istotnie
wyzsze (p < 0,01) od tych, ktore oznaczono w grupie C (3,31 + 0,52 ng mg™, 294,50 + 18,74
ng mg™, 76,28 + 16,36 ng mg™, odpowiednio). Stezenia IFN-y u $wifi poddanych dziataniu
ZEN w 14. i 28. doswiadczenia roznily si¢ miedzy sobg istotnie statystycznie (p < 0,05).
Poziom IL-2 w grupie otrzymujacej placebo w 28. dniu wykazat istotny statystycznie spadek
w stosunku do 14. i 42 dnia eksperymentu (odpowiednio, p < 0,05, p < 0,01). Poziom cytokin
produkowanych przez limfocyty Th2 (IL-4 i IL-10) w grupie E cechowala nieistotna
statystycznie tendencja wzrostowa. W 28. dniu eksperymentu stezenie IL-10 w grupie
zwierzat intoksykowanych bylo statystycznie wyzsze w poroéwnaniu do grupy otrzymujacej
placebo (p < 0,05, 15,97 + 1.02 ng mg™, 5,23 + 0,66 ng mg™, odpowiednio). Ponadto w
grupie C stezenie IL-10 w 28 dniu podawania ZEN bylo statystycznie istotnie nizsze niz w
dniu 42. (p < 0,05).

Podawanie §winiom przez 42 dni ZEN doprowadzito do istotnego wzrostu stezenia IL-
12/1L-23 p40 i IL-1B w porownaniu do grupy kontrolnej (p < 0,01). Stezenie 1L-12/1L-23 p40

i IL-1B w grupie do$§wiadczalnej byto ponad 3 krotnie wyzsze niz w grupie kontrolne;.

Szczegbtowo zagadnienia te omowiono W publikacji pierwszej (Obremski 2014a),
czwartej (Obremski i wsp. 2015b) i piatej (Obremski i wsp. 2015¢) omawianego cyklu

prac.

Odpowiedz cytokinowa limfocytow kepek Peyera jelita biodrowego loszek w reakcji na
mitogen (LPS) w warunkach in vitro po wczesniejszym 14, 28 i 42 dniowym podawaniu

per os niskiej dawki ZEN

Wyniki pomiaru stgzen cytokin w mediach hodowlanych wykonano metoda ELISA.
Stezenie IL-2 w grupie C miescilo sic w zakresie wartosci od 15,43 + 8,81 pg ml™ (dzieh 0.)
do 27,95 + 3,23 pg ml™ (dzien 14.), W 28. i 42. dniu stezenie IL-2 bylo ponizej progu
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detekcji. W grupie E najnizsze stezenie IL-2 zanotowano w 42. dniu (3,22 + 0,43 pg ml™), a
najwyzsze w 14. (24,83 + 5,49 pg ml™). ZEN w wyrazny sposob zmniejszyt reakcje na
mitogen, co objawilo si¢ spadkiem wydzielania IL-2 po stymulacji LPS w 28. i 42. dniu
do$wiadczenia (odpowiednio 3,51 + 0,35 pg ml™, 3,22 + 0,43 pg ml™; p < 0,01).

W 14. dniu eksperymentu w grupie C stezenie IFN-y w medium hodowlanym
obnizylo sie z poziomu 137,60 + 32,93 pg ml™ (dzien 0.) do 22,35 + 9,49 pg ml™ (p < 0,001),
by nastepnie wzrasta¢ liniowo do poziomu 97,14 + 2,12 pg ml™ (dzien 42.; p < 0,05). W
grupie E ZEN spowodowat liniowy statystycznie istotny spadek stezenia IFN-y z 137,60 +
32,93 pg ml™ (dzien 0.), poprzez 12,87 + 5,98 pg ml™ (dzien 14., p < 0,001) do poziomu 5,93
+ 4,33 pg ml™ (dzien 28., p < 0,001). Stezenie IFN-y w 42. dniu w grupie E znalazlo sic
ponizej progu detekcji.

W grupie C w dniu 0. 1 14. stezenie w medium pohodowlanym IL-4 bylo ponizej
poziomu wykrywalnosci. Ze stezenia 147,60 + 4,32 pg ml™ (28. dzien) zmalato do 16,43 +
5,71 pg ml™ (42. dzien, p < 0,0001). W 0. i 28. dniu do$wiadczenia w grupie E stezenie IL-4
spadto ponizej progu detekcji, natomiast w pozostatych terminach wykazywato tendencje
wzrostowa z poziomu 6,17 £ 0,10 pg ml™? (dzien 14.) do 11,26 + 1,86 pg ml-1 (dzien 42.).
Stezenie IL-10 w grupie C zmalato z 16,20 + 9,34 pg ml™? (dzief 0.) do 9,13 + 0,89 pg ml™
(dzien 14.). Stezenie IL-10 w medium hodowlanym grupy E miescito si¢ w przedziale od
12,51 + 7,60 pg ml™ (dzieh 14.) do 42,91 + 4,70 pg ml™ (dzieh 28.). Zanotowane w 28.
do$wiadczenia najwyzsze stgzenie bylo statystycznie istotnie wyzsze w porownaniu do dnia

0., 14. 1 42 (p < 0,05).

Szczegotowo zagadnienia te omowiono W publikacji drugiej (Obremski 2014b)

omawianego cyklu prac.

Wplyw ZEN na proces apoptozy i proliferacji limfocytow przebiegajacych w centrach
rozrodczych kepek Peyera jelita biodrowego Swin otrzymujacych

14, 28 i 42 dni per os ZEN

W grupie loszek otrzymujacych ZEN w 14. i 42. dniu do$wiadczenia w GC grudek
chtonnych kepek Peyera jelita biodrowego, stwierdzono wigksza czestotliwos¢ wystgpowania

apoptozy (+++) w poréwnaniu do zwierzat grupy kontrolne;j.
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Odmiennie ksztattowat si¢ obraz zmian proliferacyjnych, poniewaz w grupie $win
doswiadczalnych w przeciggu calego eksperymentu wzgledna czestotliwo$¢ mitozy byla
mniejsza w poréwnaniu do grupy kontrolnej (+).

Analiza wystepowania aktywnej kaspazy-3 wykazata w kazdym terminie badan na
terenic GC kepek Peyera jelita biodrowego w grupie E jej wyzszg aktywno$¢ w poréwnaniu
do grupy C. W 14 dniu do$wiadczenia rdznica pomigdzy grupa E a grupg C byta statystycznie
istotne wyzsza (p < 0.05). Najwyzsza wartos¢ aktywnej kaspazy-3 w grupie E odnotowano w
28. dniu podawania ZEN i byta ona statystycznie istotnie wyzsza niz w dniu 42 (p < 0.01). W
grupie C 28 dzien doswiadczenia byl rowniez terminem najwigkszej aktywnos$ci kaspazy-3,
statystycznie istotnie wyzszym od dnia 14 1 42 (odpowiednio p <0.01 i p < 0.05).

W 42 dniu doswiadczenia w porownaniu z dniem 14 i 28 w grupach C i E procent
komorek PCNA dodatnich byt istotnie nizszy (odpowiednio w obu terminach p < 0,0001 i p <
0,01). W grupie E w kazdym z terminéw doswiadczenia procent komorek PCNA dodatnich
byt istotnie nizszy w poréwnaniu do grupy C (p < 0,0001).

Jednostki sktadowe chromatyny, mono- i oligonukleosomy, zbudowane z histonow
(H1, H2A, H2B, H3, H4), oplatajacych ni¢ DNA, wykazywaly statystycznie wyzszy odsetek
uwalniania w czasie hodowli in vitro limfocytow w grupie E w poréwnaniu do grupy C (p <
0,05).

Odpowiedz proliferacyjna limfocytow B kepek Peyera jelita biodrowego $win na
mitogenne dziatanie LPS (10pg ml™) we wszystkich terminach doswiadczenia w grupie E w

porownaniu do grupy C bylta nizsza nie wykazujac jednak istotnosci statystycznej.

Szczegdtowo zagadnienia te omowiono W publikacji trzeciej (Obremski i Poniatowska-

Broniek 2015a) omawianego cyklu prac.

Potencjalne wspolzaleznosci miedzy niektérymi odpornosciowymi i neuronalnymi
elementami w kepkach Peyera jelita kretego u $win grupy kontrolnej i traktowanych
ZEN

W kepkach Peyera jelita biodrowego grupy doswiadczalnej odnotowano statystycznie
(p < 0,0001) istotny spadek odsetka subpopulacji komorek CD21+ w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Odsetek limfocytow T subpopulacji CD2+, CD4+CD8- i CD8+CD4- wykazywat
wyzsze wartosci w grupie doswiadczalnej w stosunku do zwierzat grupy kontrolnej, ale
rdznice nie wykazywaly istotnosci statystyczne;.
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Podawanie §winiom przez 42 dni ZEN doprowadzito do istotnego wzrostu stezenia IL-
12/1L-23 p40 i IL-1p w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p < 0,01). Stezenie IL-12/1L-23 p40
I IL-1B w grupie doswiadczalnej byto ponad 3 krotnie wyzsze niz w grupie kontrolnej.

ZEN podawany $winiom przez okres 7 tygodni spowodowal wzrost zawartosci SP i
VIP (p <0,05) w poréwnaniu do zwierzat grupy C.

Wiokna immunoreaktywne dla SP i VIP obserwowano w blonie §luzowej jelita
biodrowego zardowno w warunkach fizjologicznych, jak i po podawaniu ZEN. U zwierzat
grupy kontrolnej wtékna immunoreaktywne w stosunku do VIP byty rzadkie (++), podczas
gdy immunoreaktywne do SP byly bardziej liczne (+++). Ponadto u zwierzat kontrolnych
wiokna nerwowe VIP- i/lub SP-pozytywne byty raczej delikatne i cienkie. Podawanie ZEN
spowodowato  dobrze widoczne zmiany w  gestosci  Sluzéwkowych  widkien
immunoreaktywnych na obie badane substancje. U zwierzat doswiadczalnych VIP-podobne
procesy immunoreaktywne byly liczne, a nerwy immunopozytywne do SP tworzyly bardzo
gesta sieC. Pojawienie si¢ wildkien SP-dodatnich takze zmienito si¢ po podaniu ZEN.
Budowaty one duze wigzki nerwowe i byly grubsze i lepiej widoczne niz w warunkach

fizjologicznych.

Szczegdtowo zagadnienia te omdéwiono W publikacji czwartej (Obremski i wsp. 2015b)

omawianego cyklu prac.

Stezenie ZEN i a-ZEL w watrobie, kepkach Peyera jelita biodrowego i w wezlach
biodrowo-okrezniczych po podawaniu per 0s ZEN w dawce ponizej wartosci NOAEL
przez okres 14, 28 i 42 dni

Stezenie ZEN 1 a-ZEL w probkach watroby, kepek Peyera jelita biodrowego 1 wezlach
biodrowo-okrezniczych metodg HPLC. W probkach grupy C nie stwierdzono obecnosci
mikotoksyn. W watrobie zwierzat grupy E st¢zenie ZEN i a-ZEL wynosito odpowiednio
10,61 +2,65ng gt —12,22+1,89ng g 26,81+ 6,70 ng g* — 54,20 + 33,47 ng g™*. Analiza
chromatograficzna ke¢pek Peyera grupy E, wykazata liniowy wzrost st¢zenia ZEN (3,65 +
091ngg*-4,72+1,85ngg™), przy braku obecnosci a-ZEL.

Analiza chromatograficzna w weztach chtonnych biodrowo-okr¢zniczych grupy E
wykazata stezenie ZEN w zakresie wartosci 7,41 + 1,85 ng g — 9,13 + 5.93 ng g, przy
braku obecno$ci a-ZEL. Zardwno w probkach watrdb, jak i weztow biodrowo-okrgzniczych

najwyzszy poziom ZEN i a-ZEL wystapit w 28 dniu eksperymentu.
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Szczegdtowo zagadnienia te omoéwiono W publikacji pierwszej (Obremski 2014a) i piatej

(Obremski i wsp. 2015c) omawianego cyklu prac.

PODSUMOWANIE | WNIOSKI

1. Przeprowadzone badania sg pierwszymi, ktore zobrazowaty w sposob ilosciowy wybrane
populacje limfocytow B, T i NK oraz rzeczywiste mikrosrodowisko cytokinowe tworzone
przez limfocyty pomocnicze Th1/Th2 oraz makrofagi/monocyty w ke¢pkach Peyera jelita
biodrowego oraz w weztach chlonnych biodrowo-okrezniczych $win be¢dacych pod
wpltywem ZEN podawanego per os w dawce ponizej wartosci NOAEL.

2. Po raz pierwszy zbadano wspotzaleznos¢ migdzy niektorymi odporno$ciowymi i
neuronalnymi elementami w ke¢pkach Peyera jelita biodrowego u $win kontrolnych i
traktowanych ZEN w dawce ponizej wartosci NOAEL.

3. Metodg cytometrii przeptywowej wykazano, ze ZEN moduluje liczebnos¢ populacji
limfocytow B, T i NK w kepkach Peyera jelita biodrowego. Swiadczy o tym wzrost
warto$ci odsetka komérek T CD4+CD8-, T CD4-CD8+, T CD4+CD8+ i komoérek B 0
fenotypie CD5+CD8- oraz spadek odsetka komorek NK o fenotypie CD5-CD8+ i
komorek B CD21+.

4. Metoda cytometrii przeptywowej wykazano, ze ZEN moduluje liczebnos¢ populacji
limfocytow w weztach chlonnych biodrowo-okrezniczych. Swiadczy o tym wazrost
odsetka komoérek T CD8+CD4-, TCRyd6+ oraz spadek odsetka komoérek T CD2+,
CD4+CD8- i komorek B CD21+.

5. Badania immunoenzymatyczne (ELISA) wykazaty, ze ekspozycja na ZEN promuje
wydzielanie cytokin przez limfocyty pomocnicze Thl (IL-2, IFN-y) oraz cytokin
prozapalnych produkowanych przez makrofagi/monocyty (IL-1p, IL-12/I1L-23 p40,) przez
co ZEN moze posrednio pehic istotng rolg w uszkodzeniu jelit w procesie przewlektego
zapalenia (IBD - Inflammatory Bowel Disease).

6. Badania histologiczne wykazaty, ze ZEN zmniejsza mitotyczny i zwigksza apoptotyczny
wskaznik w centrach rozrodczych grudek chtonnych kepek Peyera jelita biodrowego
Swini.

7. Badania immunohistochemiczne wykazaly, ze ZEN hamuje proliferacje i indukuje

apoptoze w centrach rozrodczych grudek chlonnych kepek Peyera jelita biodrowego

-23-



Kazimierz Jan Obremski Autoreferat

10.

$wini, o czym $wiadczy spadek indeksu proliferacyjnego PCNA i wzrost aktywnosci
kaspazy-3.

Kolometryczny test proliferacji komoérkowej (MTT) wykazal, ze mitogenna odpowiedz
limfocytow B grudek chtonnych kepek Peyera jelita biodrowego ulegla ostabieniu,
natomiast test immunoenzymatyczny (ELISA) wykazal, ze ekspozycja §win na ZEN w
znacznym stopniu indukuje apoptoze.

Badania immunohistochemiczne wykazaty, ze ZEN zwigkszyt w blonie §luzowej jelita
biodrowego ekspresj¢ wiokien VIP- i SP-ergicznych, a jednocze$nie metodg dot-blot
wykazano wzrost zawartosci VIP i SP w kepkach Peyera jelita biodrowego. Swiadczy to 0
mozliwym wpltywie ZEN na wzajemne oddzialywanie pomigdzy jelitowym uktadem
immunologicznym i nerwowym, ktorego konsekwencja moze by¢é modulacja syntezy
cytokin i/lub proliferacji/apoptozy limfocytow.

Metoda HPLC wykazano w kepkach Peyera jelita biodrowego i1 weztach chtonnych
biodrowo-okrezniczych statg ekspozycje GALT i ENS na oddziatywanie ZEN, pomimo ze

byl podawany $winiom per 0s w dawce ponizej wartosci NOAEL.
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5. Omodwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych:

Oprécz prac wchodzacych w sktad wyzej opisanego osiggnigcia naukowego, jestem
autorem lub wspotautorem 59 opracowan (32 opublikowano w czasopismach z listy JCR,
pozostate 27 w innych czasopismach krajowych), w tym 49 prac oryginalnych i 10 artykutow
przegladowych. Moj pozostaly dorobek naukowy stanowi 6 rozdzialtow w monografiach w
jezyku polskim (5) i angielskim (1), 62 komunikaty naukowe, prezentowane na konferencjach

krajowych (46) i zagranicznych (16) oraz jedno zgloszenie patentowe.
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5.1. Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora nauk

weterynaryjnych

Po ukonczeniu studiow w roku 1992 i okresie trzy letniej pracy w Lecznicy dla
zwierzat w Gdyni, W roku 1995 zostatem zatrudniony na stanowisku asystenta w Katedrze
Profilaktyki Weterynaryjnej i Higieny Pasz, Wydzialu Weterynaryjnego Akademii Rolniczo-
Technicznej w Olsztynie, kierowanej przez prof. dr hab. Franciszka Przat¢. Po opanowaniu
warsztatu badawczego stosowanego w Katedrze, czyli wykonywaniu oznaczen parametrow
hematologicznych i biochemicznych krwi oraz pomiaréw parametrow zoohigienicznych
mikroklimatu pomieszczen inwentarskich, zaczatem uczestniczy¢ w pracach doswiadczalnych
prowadzonych w Katedrze. Tematyka badawcza w tym czasie skupiata si¢ na problematyce
zoohigienicznej oraz badaniach etiologiczno-klinicznych wczesnego okresu postnatalnego
zwierzat gospodarskich. Prowadzono rowniez badania z zakresu wplywu mikroflory
pomieszczen na zasiedlanie przewodu pokarmowego kozlat oseskow. Ponadto prowadzono
badania nad wptywem dodatkéw paszowych na rozréd i zdrowotnos¢ (odchow) swin,
monitorujac podstawowe parametry biochemiczne i hematologiczne krwi. M¢j dorobek
naukowy z tego okresu stanowig 2 artykuly przegladowe nr: A 2.4 i A 2.5 oraz 17 doniesien
konferencyjnychnr: A2.1, A22,A23,A26,A27,A28 A29, A210,A211,A212 A
2.13,A214,A 215 A216,A217,A218, A219.

Po objeciu kierownictwa Katedry przez prof. dr hab. Macieja Gajeckiego,
pozniejszego promotora mojej rozprawy doktorskiej, profil badawczy zespotu ulegt zmianie.
Dominujacym tematem staly si¢ zagadnienia zwigzane z wtornymi metabolitami grzybow
plesniowych (mikotoksynami) i ich wptywem na zdrowotno$¢ zwierzat. Badania gltownie
dotyczyty zearalenonu (ZEN), ale rowniez innej produkowanej przez grzyby Fusarium
mikotoksyny, a mianowicie deoksyniwalenolu (DON).

Kierunek badan obrany woéwczas przeze mnie stal si¢ podstawa mojej pdzniejszej
rozprawy doktorskiej. Badania dotyczyly ustalenia dla potrzeb diagnostycznych poziomow
ZEN i o-zearalenolu (a-ZEL) w osoczu $win podczas podawania najnizszej dawki
wywotujacej kliniczne objawy hiperestrogenizmu (LOAEL) i jej wielokrotnosci.
Dodatkowymi celami badawczymi, ktore realizowalem byta ocena wptywu niskich dawek
ZEN podawanych per os na wybrane wskazniki biochemiczne surowicy krwi, wybrane
wskazniki hematologiczne oraz powstawanie zmian anatomopatologicznych w wybranych
narzadach wewnetrznych. Realizacja tych zalozen byta zwigzana z projektem badawczym pt.

Ustalenie wartosci diagnostycznych poziomow metabolitow zearalenonu w surowicy krwi
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loszek po Zywieniu paszami skazonymi zearalenonem (1999) — KBN 5 PO6K 002 17, w
ktérego powstanie i realizacj¢ bytem czynnie zaangazowany.

Realizacje zatozonych celow rozpoczatem od opracowania autorskiej metody
oznaczenia ZEN i jego metabolitbw w matrycy biologicznej, jaka jest osocze krwi. Do
osiggniecia tego celu wykorzystatem po raz pierwszy w Katedrze metode wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detekcja fluorescencyjng (HPLC-FLD). Dziatanie to polegato na
opracowaniu metody oznaczenia calkowitego ZEN i o-ZEL we krwi $win. Prace nad
opracowaniem metodyki dotyczyly okreslenia warunkéw analizy chromatograficznej,
gwarantujgcej prawidlowy rozdziat analitow, czyli doborze odpowiedniej kolumny
chromatograficznej, procentowego sktadu i szybkosci przeptywu fazy ruchomej, temperatury
pieca kolumny, dtugosci fali wzbudzenia (AEx) i dlugosci fali emisji (AEm). Kluczowym
zadaniem byto opracowanie Sposobu obrobki probki osocza krwi, czyli czasu i warunkow
inkubacji jej z PB-glukuronidazg celem rozbicia potaczenia ZEN i o-ZEL z kwasem
glukuronowym, odpowiedniego pH mieszaniny, optymalizacji roztworu ekstrakcyjnego i
sposobu separacji ZEN i a-ZEL (kolumny SPE, czy immunoafinitywne - IAC). Nadrzednym
zadaniem bylo uzyskanie akceptowanego i jednoczesnie mozliwie najwyzszego 0dzysku
analitu z matrycy. Prace prowadzilem na osoczu pozyskanym od §win grup doswiadczalnych,
ktérym wg metodyki projektu podawano w zelatynowych kapsutkach ZEN w dawce LOAEL
(200 pg kg'1 paszy) i 2 razy wiekszej od LOAEL (400 pg kg'1 paszy).

Badania wykazaty, ze zastosowanie kolumn immunoafinitywnych (IAC) skrocito czas
analizy chromatograficznej i dato mozliwo$¢ separacji ZEN i a-ZEL z krwi oraz co istotne
uzyskano zadawalajacy odzysk na poziomie 90-95% przy minimalizacji szumoéw. Podanie
ZEN per os w dawce LOAEL spowodowalo wystgpienie stabo wyrazonych objawow
hiperestrogenizmu u niedojrzatych plciowo loszek, natomiast przy dawce 2 razy wigkszej od
LOAEL, objawy Kliniczne hiperestrogenizmu byty o wiele bardziej nasilone. Uzyskane
wartosci hematologiczne i biochemiczne surowicy krwi wskazaty jednoznacznie na
zaburzenia homeostazy organizmu badanych zwierzat, wywotany podawanym ZEN, a
wyrazony zwigkszong aktywno$cig enzymow watrobowych. Badania histopatologiczne
wybranych narzadow wewnetrznych loszek, wykazaty nasilenie proliferacji komorek
nabtonkowych btony §luzowej macicy i pochwy, silniej wyrazonej w grupie otrzymujacej
wyzszg dawke ZEN. Stwierdzono, ze w przypadku wystgpienia u loszek stabo wyrazonych
objawow rujowych, przy braku odruchu tolerancji nalezy okresla¢ poziom ZEN i jego
pochodnych we krwi. Zwienczeniem tego etapu mojej dziatalnosci naukowej byta dysertacja

doktorska pt. ,,Proba doswiadczalnego ustalenia wartoSci diagnostycznych poziomoéw
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zearalenonu 1 jego metabolitow we krwi loszek”, ktorej publiczna obrona odbyta sie
30.X1.2001 na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie.

5.2. Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk weterynaryjnych

Na moj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora, z wylaczeniem prac
zaliczonych w poczet osiggnigcia habilitacyjnego, sktada si¢ 57 publikacji (49 prac
oryginalnych i 8 przegladowych), 6 rozdziatbw w monografiach i 45 doniesien
konferencyjnych oraz jedno zgloszenie patentowe.

Wyniki badan stanowigcych podstawe mojej rozprawy doktorskiej opublikowano w 5
pracach oryginalnych nr: B 1.3, B 1.5, B 1.11, B 1.18, B 1.23.

Po uzyskaniu stopnia doktora moje zainteresowania naukowe nadal koncentrowaly si¢ na
problematyce mikotoksyn, w szczegdlnosci na ZEN i zasadniczo interesowaty mnie W trzech
aspektach:

a) analiza mikotoksyn, a w szczegolnosci ZEN metoda chromatograficzng (HPLC) w

materiale ro§linnym i tkankach ludzi i zwierzat,

b) estrogenny wptyw ZEN na uktad rozrodczy zwierzat hodowlanych i towarzyszacych,

c) wplyw ZEN i toksyny T-2 na jelitowy uktad odpornosciowy u $win.

W badaniach postugiwatem si¢ metodami fotometrycznymi (EPOL-20), metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLO), metodami histo- i
immunohistochemicznymi, metodami biologii molekularnej (RT-PCR, Dot-Blot), metoda
cytometrii  przeplywowej oraz iloSciowg metoda immunoenzymatyczng (ELISA).
Doswiadczenia prowadzitem w warunkach in vivo oraz in vitro na hodowlach pierwotnych
limfocytow wyizolowanych z narzadéw limfatycznych (GALT) $win. Badania dotyczyly
przede wszystkim $§wini - zwierzgcia, ktorego znaczenie, jako zwierzecia eksperymentalnego,
chyba najbardziej optymalnego w badaniach biomedycznych, ciaggle wzrasta. Ponadto
modelem doswiadczalnym byty rowniez psy, a w ostatnim czasie ryby (pstragi). Cze$¢ badan
dotyczyta takze cztowieka.

W kolejnych latach w modelu prowadzonych przeze mnie badan ulegta zmiana
wysoko$¢ stosowanej dawki ZEN. StosowaliSmy juz coraz nizsze dawki ZEN, dochodzac w

konsekwencji do wartosci NOAEL (10 pg kg™) i ponizej. Uzyskane wyniki prowadzonych
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badan zostaty opublikowane w pracach oryginalnych nr: B 1.3, B 1.4. B 1.5, B 1.11, B 1.18,
B 1.20, B 1.23, B 1.25 i innych publikacjach naukowych nr: B 2.1, B 2.4, B 2.10, B 2.17.

W tym samym czasie, bylem wspotwykonawcag kolejnego projektu badawczego
realizowanego w Katedrze — Monitoring wystepowania zearalenonu w plynach ustrojowych
kobiet dotknietych nowotworzeniem w obrebie uktadu rozrodczego w odniesieniu do zmian w
uktadzie rozrodczym niedojrzatych piciowo loszek przy niskodawkowej, diugoterminowej
mikotoksykozie (2002) — 3 POSE 150 25. Wsrdod zadan badawczych, w ktore bytem czynnie
zaangazowany byt 12 miesi¢eczny monitoring ZEN i a-ZEL we krwi kobiet ze zmianami
nowotworowymi w obrebie ukltadu rozrodczego. Opracowana wczesniej przeze mnie
metodyka oznaczania ZEN 1 jego metabolitéw w krwi, stala si¢ uzupeiniajacym badaniem
diagnostycznym  pacjentek z Oddzialu Ginekologii Operacyjnej 1 Perinatologii
Wojewoddzkiego Szpitala Specjalistycznego w Olsztynie. Efektem prowadzonego projektu
byto wykazanie, ze w badanej grupie kobiet z nowotworami gruczolu piersiowego,
stwierdzono obecno$¢ ZEN w osoczu krwi. WykazaliSmy, ze wyzsze stezenie ZEN
wystepowato u pacjentek z nieztosliwymi nowotworami gruczolu piersiowego. Okazalo sie,
ze w przypadku rakéw gruczotu piersiowego, obecno$¢ ZEN nie wplynela na stopien
zaawansowania nowotworu, rodzaj raka, stopien ztosliwosci, mutacj¢ genéw BRCAI 1
BRCAZ2. Zauwazono natomiast mniejsza ekspresje receptora HER-2 w tej grupie. Obecnosé¢
ZEN zbiegta si¢ z wysokg aktywnoscig receptora progesteronowego, a niskg estrogenowego
oraz, ze ZEN mogt by¢ jednym z czynnikéw ryzyka powstawania nowotwordéw gruczolu
piersiowego. Poklosiem badan byto opublikowanie z moim wspoétautorstwem dwoch prac
oryginalnych nr: B 1.9, B 1.33 i komunikatu konferencyjnego nr: B 2.20.

Kolejny temat badawczy, ktory wzbudzil moje zainteresowanie to obecnos¢ ZEN 1
innych mikotoksyn w materiatach paszowych i paszach. Rozwijane i poglebiane umiejgtnosci
analityczne (ukonczenie Studiow podyplomowych w zakresie Analityki w Ochronie
Srodowiska na Wydziale Chemii, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu), zwigzane z
oznaczaniem mikotoksyn metodg HPLC, staly si¢ motorem dziatan do powigkszenia mojego
,warsztatu analitycznego”. Wdrozytem kolejne metody analizy innych mikotoksyn niz ZEN a
mianowicie aflatoksyn, deoksyniwalenolu, ochratoksyny A i toksyny T-2. Byla to rowniez
potrzeba chwili, na wzrastajagce zainteresowanie hodowcow zwierzat i producentow
materiatow roslinnych na monitoring mikotoksyn i zmniejszenie ich poziomu w paszach.
Bylismy jednak $§wiadomi tego, ze nawet najlepsza strategia zarzadzania, nie wyeliminuje
faktu infestacji mikotoksynami materiatu roslinnego. W konsekwencji do Katedry zaczgty

naptywac zlecenia badah materiatdéw paszowych i pasz na obecno$¢ mikotoksyn oraz prosby
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0 oceng konsekwencji zdrowotnych u zwierzat, ktore ulegly zatruciami mikotoksynami. Cata
sytuacja zaowocowata uruchomieniem tematu naukowo-badawczo-ustugowego pt "Badanie
pasz, materialdw paszowych, tkanek zwierzecych i plyndéw ustrojowych na obecnosé
mikotoksyn", ktorego kierownikiem jestem do chwili obecnej. Na te potrzeby powstato w
Katedrze réwniez Laboratorium Badan Toksykologicznych, ktore jest wyposazone w
niezbedny sprzgt (chromatografy) do wykonywania oznaczen toksykologicznych. Uzyskane
w tej dziatalno$ci wyniki zaowocowaty publikacjami przegladowymi nr: B 2.2, B 2.22 oraz
opracowaniami zbiorowymi w formie publikacji rozdziatow w ksigzkach nr: B 1.43, B 1.46,
B 1.49 i B 1.50. W pozniejszym czasie wspolnie z wspotpracownikami Katedry wykonatem
walidacj¢ chromatograficznej metody oznaczania ZEN, a-ZEL i DON w takich matrycach,
jak zboze i surowica krwi. Badania walidacyjne wykonano w ramach zadania badawczego,
ktérego bylem kierownikiem: ,, Walidacja metod chromatograficznego oznaczania
zearalenonu, o-zearalenolu i deoksyniwalenolu w paszy i krwi swin”, bedacego czeScig
projektu rozwojowego wlasnego — Okreslenie wplywu eksperymentalnej mikotoksykozy
fuzaryjnej na wybrane wskazniki diagnostyczno-morfologiczne przewodu pokarmowego swini
(2010) — NCBIR NR12-0080-10/2010. Przeprowadzona walidacja wykazata, ze we
wszystkich badanych punktach kontrolnych dla ZEN, a-ZEL i DON (LQC, IQC, MQC,
HQC) w obrebie partii (dzien wykonywania oznaczen) i pomigdzy partiami (pomi¢dzy dniami
wykonywanych oznaczen) zachowane byty kryteria akceptacji dla precyzji (% Bias nie
przekraczal £15%), doktadnosci (CV nie przekraczalo +15%), zachowana byla liniowos¢
metody (krzywa korelacji dla kazdego z analitu powyzej r = 0,99), a $redni catkowity %
odzysk byl powyzej 90%. Dla poszczegdlnych mikotoksyn okreslono granice wykrywalnos$ci
(LOD) 1 granice oznaczalno$ci (LOQ).

Kolejnym tematem badawczym, ktory wzbudzil moje zainteresowanie to do$é¢
powszechny problem mikotoksykoz. Wystepujace zarowno u ludzi, jak i u zwierzat
mikotoksykozy sa nie zakaznymi i nie zarazliwymi jednostkami chorobowymi, ktorych
czynnikiem etiologicznym sga obecne W $rodkach spozywczych lub paszach mikotoksyny
(Zadanie badawcze - Oznaczanie poziomu wybranych mikotoksyn fuzaryjnych w
wytypowanych ziarnach zboz poddanych stresowi infekcyjnemu wraz z oceng na modelu
zwierzecym oddzialywania biatek o zmienionej strukturze na blone Sluzowg przewodu
pokarmowego (2004) — w ramach Projektu Badawczego Zamawianego — pt. ,,Identyfikacja i
sposoby przeciwdziatania toksycznosci i alergennosci biatek waznych roslin uprawnych” —
PBZ-KBN-097/P06/2003). Kliniczne objawy mikotoksykoz u zwierzat sg zroznicowane i sg

uzaleznione od gatunku, wielkos$ci pobranej dawki, stanu fizjologicznego 1 wieku. Pod
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wplywem réznych dawek mikotoksyn, mikotoksykoza moze mie¢ przebieg subkliniczny,
podostry, ostry lub przewlekly. Niektére z mikotoksyn wykazuja wpltyw na uktad
immunologiczny, hamujac lub pobudzajac odpowiedz immunologiczng. Immunosupresyjny
wplyw tych zwigzkéw moze zwiekszaé wrazliwos¢ ludzi/zwierzat na czynniki infekcyjne,
natomiast immunostymulacyjny moze skutkowa¢ zwigkszeniem prozapalnej odpowiedzi
organizmu. Poszczegdlne mikotoksykozy wystepuja nieregularnie, sezonowo w okreslonych
obszarach geograficznych, co utrudnia wdrozenie skutecznego dziatania zapobiegawczego.
Prace zwigzane z tg tematyka badan, w ktorych czynnie uczestniczylem zaowocowaty
publikacjami oryginalnymi nr: B 1.19, B 1.26, B 1.40, B 1.48, B 1.53 i przeglagdowymi nr: B
1.31,B1.38, B 2.9.

Scisty kontakt z praktyka terenowa i czeste badanie karm i pasz dla zwierzat
gospodarskich i towarzyszacych na obecno$¢ mikotoksyn, zwrocit nasza uwage na dosé¢
powszechne wystepowanie problemow zdrowotnych zwigzanych z obecnoscia ZEN.
Wykonane z moim udzialem badania monitoringowe, wykazaly zréznicowane zawarto$ci
tego ksenobiotyku. Stwierdzilismy obecnos¢ ZEN w 42 na 45 badanych probek karm dla
psow, w ilosci 5,0 do299,5 pg kgt U suk, jako zwierzat sezonowo monoestralnych,
stosunkowo czesto wystepuja zaburzenia funkcji uktadu rozrodczego, takie jak endometritis-
pyometra, przedtuzona ruja, torbiele jajnikowe i inne. Podejrzewa si¢ wtedy, ze istotng role w
ich etiopatogenezie odgrywa specyficzna dla tego gatunku regulacja hormonalna procesow
rozrodczych, polegajaca na dlugim trwaniu proestrus 1 estrus, dlugich cyklach
progesteronowych 1 prolaktynowych oraz duzej wrazliwosci tych zwierzat na estrogeny.
Ponadto bledy w sztuce lekarskiej, zwigzane gléwnie z niewlasciwym podawaniem
hormonow (antykoncepcja) sg czgsto przyczyng standw patologicznych narzadu rodnego suk.
Czynnikiem zupetnie pomijanym W literaturze byta obecnos¢ w karmie ZEN. Uzyskane w
badaniach wyniki wskazaty, ze obecnos¢ ZEN nawet w niskich dawkach nabiera znaczenia,
poniewaz suki bardzo czg¢sto sg zywione monodietg stosowang przez wiele miesigcy, w ktorej
permanentnie narazone sg na ZEN.

Badania nad wptywem ZEN na organizm suk, w ktorych bratem czynny udziat
prowadzono w ramach dwoch projektow badawczych: Wplyw zearalenonu na organizm suk
na podstawie wybranych wskaznikow (2003) — KBN 2 PO6K 007 26 oraz Obraz zmian w
wybranych tkankach suk, jako wynik krotkoterminowej mikotoksykozy zearalenonowej (2008)
— N N308 242635. Wyniki naszych badan zostaty opublikowane w pracach oryginalnych nr:
B 16, B 1.15 B 1.16, B 1.28, B 1.29, B 1.32, B 1.35 i B 1.36 i na tematycznych
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konferencjach naukowych nr: B 2.3, B 2.5, B 2.14, B 2.15, B 2.19, B 2.26, B 2.28, B 2.32, B
2.50.

Kolejnym obszarem badan prowadzonych w Katedrze, w ktore bylem czynnie
zaangazowany to prace nad réznymi sposobami unieczynniania (detoksykacji) ZEN w
materiale roslinnym. Badania byty realizowane w ramach zadania badawczego — Blokowanie
aktywnosci toksycznej zearalenonu w srodkach zZywienia zwierzqt (2002) — w ramach Projektu
Badawczego Zamawianego — pt. ,,Nowe agrochemikalia bezpieczne dla zdrowia i
srodowiska” — PBZ-KBN-060/T09/2001/28 wspolnie z naukowcami z Katedry Chemii
Wydziatu Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa UWM i Katedry Chemii Organicznej,
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Celem detoksykacji byto przeprowadzenie
takich reakcji biochemicznych, ktore prowadzityby do przeksztatcenia toksycznych zwigzkéw
chemicznych (ZEN) w mniej grozne, ktore tatwo moglyby by¢é wydalane z organizmu.
Detoksykacja ziarna zb6oz skazonego mikotoksynami okazata si¢ bardzo trudna. Opracowana
metoda wymagata wlaczenia do diety okreslonych zwigzkéw, ktore mialty za zadanie zwigzac
mikotoksyny w przewodzie pokarmowym i/lub zmniejszy¢ ich biodostgpnosé. Jednym z
takich zwigzkow okazat si¢ weglan sodu. Wiasciwe doswiadczenie z ZEN zostalo
poprzedzone badaniem na zwigzkach modelowych, ktérymi dla ZEN sa izokumaryny.
Pozwolito to na przesledzenie kinetyki zasadowej hydrolizy izokumaryn, okreslenie wptywu
temperatury na czasu reakcji i przebieg hydrolizy zwigzkéw modelowych i w konsekwencji
rowniez komercyjnego (krystalicznego) ZEN. Po wyborze destruktora (weglanu sodu) w
dalszych badaniach okreslono warunki pozwalajace na przeprowadzenie efektywnej
zasadowej hydrolizy ZEN w czasie wytwarzania paszy petnoporcjowej (etap ekstruzji). Z
uwagi na zmian¢ pH w czasie przebiegajacych reakcji detoksykacji, opracowalismy metode
przywracania paszom wyjsciowego pH. Przeprowadzone i udokumentowane badania
skuteczno$ci weglanu sodu, jako destruktora ZEN w paszach dla loszek, potwierdzity
stuszno$¢ zatozonych hipotez. W badaniach stwierdzono istotng redukcje st¢zenia ZEN, bez
znacznego obnizenia warto$ci odzywcze] badanej paszy podczas ekstruzji paszy skazonej
ZEN. Okazato si¢, ze opracowana metoda ma pewne ograniczenia. Nadmiar destruktora
wptynal na ocen¢ sensoryczng (smakowito$¢) produktu koncowego, co przejawito sie
spadkiem spozycia paszy przez loszki. Ponadto wyzszy procentowy udzial destruktora w
paszy nie powodowal wigkszej skutecznosci redukcji ZEN. Procedura przywracania
wyjsciowego pH paszy dodatkiem kwasu cytrynowego, spowodowata otrzymanie paszy lekko
zakwaszonej, co w konsekwencji korzystnie wptywato na stan zdrowia zwierzat. Wyniki

badan zostaly opublikowane w szeregu oryginalnych prac naukowych nr: B 1.12, B 1.13, B
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1.14, B 1.22, B 1.27, B 1.37, B 1.41), pracy przegladowej nr. B 2.30, na tematycznych
konferencjach naukowych nr: B 2.6, B 2.24 i opracowaniu patentowym (Maciej Gajecki,
Magdalena Polak, Michal K. Luczynski, Lech Smoczynski, Maciej Goéra, Kazimierz
Obremski, Ewa Skorska-Wyszynska, Magdalena Gajecka, Lukasz Ziclonka, Ewa Jakimiuk,
Marzena Podlipska (2012) Sposéb unieszkodliwiania mikotoksyn, zwlaszcza zearalenonu w
paszach — Zgloszenie patentowe (2007.03.09.); Udzielenie patentu 212253, Urzad Patentowy
Rzeczpospolitej Polskiej, Warszawa, ogloszono dnia 7 lutego 2012 roku).

Moje zainteresowanie naukowe wzbudzat udziat w prowadzonych w Katedrze
badaniach nad wplywem niskich dawek deoksynivalenolu na organizm $win. Badania
wykazaly, ze niskie dawki DON dzialaja immunomodulacyjnie obnizajac frakcje
gammaglobulin, a zwigkszajac aktywnos$¢ lizozymu w surowicy krwi, przy jednoczesnym
braku wplywu na ekspresje cytokin prozapalnych w watrobie (IL-1, IL-6). Podawanie DON w
dawce 0,2 i 0,4 mg kg™ wywolywato zwyrodnienie migzszowe i wodniczkowe w watrobie z
wigkszym nasileniem w grupie otrzymujacej wyzsza dawke mikotoksyny. Wyniki
opublikowano w pracach oryginalnych nr: B 1.8, B 1.39, B 1.45, jak i prezentowano na
tematycznych konferencjach naukowych nr: B 2.7, B 2.25, B 2.29.

Ciekawym byt udziat w doswiadczeniach badajacych wptyw ZEN na morfometri¢
uktadu rozrodczego i produkcje hormonow estrogenowych loszek narazonych na rézne dawki
1 r6zny czas ekspozycji na ZEN. Analiza parametrow morfometrycznych jajnikéw i macicy
niedojrzatych plciowo-loszek otrzymujacych niskie dawki ZEN (50% 1 100% wartoSci
NOAEL) przez dlugi okres czasu (48 dni), nie wykazaly znaczacych zmian w ukladzie
rozrodczym zwierzat eksperymentalnych, za wyjatkiem wzrostu liczby $rednich pecherzykow
jajnikowych. Sugeruje to, ze ZEN w niskich stezeniach moze powodowac efekty hormonalne
(hyperoestrogenizm), ale nie wykazujg aktywnosci ksenobiotyku. Ponadto w badaniach
prowadzonych in vitro stwierdzono wptyw ZEN na produkcje i wydzielanie niektorych
ptciowych hormondéw steroidowych przez komorki ziarniste jajnika 1 ostonki wewnetrzne;.
Wyniki opublikowano w pracach oryginalnych nr: B 1.24, B 1.42, B 1.44, B 1.47, B 1.52 jak i
prezentowano na tematycznych konferencjach naukowych nr: B 2.34, B 36, B 2.39, B 2.43, B
2.44, B 2.49.

Moje zainteresowania naukowe nad wptywem ZEN na zwierzgta nie ograniczajg si¢
tylko do ssakow. Znaczacy wzrost produkcji ryb hodowlanych w ostatnich dekadach
przyczynit si¢ do uznania akwakultury, jako waznego zrodta nowoczesnego zaopatrzenia w
Swiatowej produkcji zywnosci. Powszechne uzycie roslinnych dodatkow paszowych

wzbudzito jednak zaniepokojenie odnos$nie mozliwych implikacji dla akwakultury,
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zwigzanych z wystepowaniem w paszy dla ryb niepozadanych substancji, w tym mikotoksyn.
Pomimo, iz ZEN, mikotoksyn¢ o oddziatywaniu estrogennym, wykrywa si¢ W paszy dla ryb,
nie przeprowadzono do tej pory badan, ktére wskazatyby bezpieczny poziom tego zwigzku
dla hodowli waznych ekonomicznie gatunkdéw ryb. W zwigzku z tym wspolnie z naukowcami
z Katedra Biotechnologii w Ochronie Srodowiska Wydziatu Nauk o Srodowisku UWM
Olsztyn, prowadze badania nad wpltywem oddziatywania ZEN na rozwdj i zdrowotno$¢
pstraga. W chwili obecnej wykonuje analizy monitoringowe obecno$ci ZEN w paszy ryb,
wodzie pochodzacej ze stawoéw hodowlanych oraz ikrze pstragga teczowego, suma
europejskiego, amura i totpygi biatej, pochodzacych z polskich oraz norweskich gospodarstw
rybackich. Pierwsze wyniki badan zostaly opublikowane w publikacji oryginalnej nr: B 1.57
oraz na tematycznych konferencjach naukowych nr: B 2.46, B 2.51. Brak danych, w
szczegolnosci odnosnie dtugotrwalych efektow ekspozycji ryb na niskie dawki mikotoksyn,
pozostawia luk¢ w naszej wiedzy na temat mozliwych niepozadanych skutkéw dla
wspoélczesnej akwakultury. Ponadto, dopuszczalna zawartos¢ ZENu w paszy i produktach
paszowych dla zwierzat (2 mg kg™ paszy; podana w zaleceniu Komisji Europejskiej z dnia 17
sierpnia 2006 r. w sprawie obecno$ci deoksyniwalenolu, zearalenonu, ochratoksyny A, T-2 i
HT-2 oraz fumonizyn w produktach przeznaczonych do zywienia zwierzat), nie zostala
okreslona na podstawie twardych dowodow dla jakiegokolwiek gatunku ryb. Stwarza to pilng
potrzebe zweryfikowania aktualnie obowigzujacych limitow. Jest to tematem aktualnie
prowadzonych badan w ramach projektu badawczego — Implikacje dla akwakultury pstrgga
teczowego zwiqzane z dopuszczalng zawartoscig zearalenonu w paszy dla ryb — NCN UMO-
2014/13/D/NZ9/04762, ktorego jestem wykonawca.

Z uwagi na naturalng ekspozycje estrogennego ZEN w paszy, wczesniej zajmowatem
si¢ badaniem jego roli w uktadzie rozrodczym zwierzat. W roku 2009 zainteresowalem si¢
wplywem ZEN, jak rowniez toksyny T-2 na uktad immunologiczny. W zwiazku z tym, ze
estrogeny mogg wptywac na komoérki efektorowe uktadu odpornosciowego, co jest zwigzane
z obecnymi tam receptorami estrogenowymi (ER), podjalem si¢ badan nad modulacyjnym
oddziatywaniem ZEN na GALT. Temat badawczy wydawatl mi si¢ interesujacy z tego
powodu, ze tkanka limfatyczna zwigzana z jelitami (GALT) stanowi obrong okreslonego
gospodarza i obejmuje najwigkszy zbior komoérek odpornosciowych w organizmie. Ponadto
GALT jest centralnym punktem uktadu odporno$ciowego btony §luzowej z uwagi na miejsca
indukcyjne i efektorowe z obszarami i z miejscami, w ktorych dochodzi do réznicowania
limfocytéw 1 obrony organizmu w odpowiedzi immunologicznej. Pomyst zaowocowat

zaproszeniem do wspotpracy panig prof. dr hab. Anne Winnickg i dr Magdaleng Zmigrodzka
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z Zaktadu Patofizjologii Zwierzat, Katedry Patologii 1 Diagnostyki Weterynaryjnej, Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej] SGGW w Warszawie oraz dr Piotra Podlasza z Katedry Anatomii
Zwierzat Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej UWM Olsztyn i uzyskaniem projektu
badawczy wiasnego pt: Badania nad oddziatywaniem toksyny T-2 i zearalenonu na wybrane
wskazniki odpowiedzi immunologicznej jelita swin (2009). Uzyskane wyniki staly sie
podstawa osiagnigcia habilitacyjnego, szerzej opisanego w punkcie 4 oraz zostaty
opublikowane w pracy oryginalnej nr: B 1.54 i prezentowane byly na tematycznych
konferencjach naukowych nr: B 2.18, B 2.27, B 2.35, B 2.41, B 2.48.

Pozostate publikacje wchodzace w sktad mojego dorobku, a nie wymienione do tej
pory, wymykaja si¢ powyzszej klasyfikacji. Wszystkie dotycza jednak wptywu réznych
substancji na uktad zdrowie i produkcyjnos¢ zwierzat.

Wykaz wszystkich moich publikacji naukowych bedacych wynikiem realizacji
powyzszych tematéw badawczych wraz z pelnym wykazem opublikowanych przeze mnie
prac naukowych, dokladnymi informacjami o osiggni¢ciach dydaktycznych, wspolpracy
krajowej 1 zagranicznej oraz o dziatalno$ci popularyzujacej nauke znajdujg si¢ w zalacznikach

nr 3 i nr 4 dotagczonych do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego.

6. Podsumowanie dorobku naukowego

Punkty*

Rodzaj publikacji liczba IF* :
MNiSW

Oryginalne prace tworcze (w tym 5 prac wchodzacych w
Y9 g (wty o ot/ 54 18,076 671,5
sklad szczegolnego osiagni¢cia naukowego)

Artykuly przegladowe 10 0,435 29,2
Rozdzialy w monografiach 6 - 43
Doniesienia konferencyjne 62 - -

L.acznie

132 18,511 743,7

w tym prace wchodzace w sklad szczegolnego
(vivmp ! SO ) | 302 | (100)

osiagnie¢cia naukowego)

* - sumaryczny IF i liczba punktéw MNiSW zgodnie z rokiem publikacji.
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Prace, ktorych jestem pierwszym lub wylacznym autorem: 15 prac oryginalnych, 17 doniesien

konferencyjnych.

Liczba cytowan:
a) wedlug bazy Web of Science Core Collection: 314, bez autocytowan 214
b) wedlug bazy Scopus (Elsevier): 297, bez autocytowan 226

Indeks Hirscha:

a) wedlug bazy Web of Science Core Collection: 10
b) wedlug bazy Scopus (Elsevier): 10

avowwr  Jaw CObrevchin
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