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Autoreferat
1. Imie i nazwisko
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2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

1996 tytut: lekarz weterynarii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Akademia Rolniczo-Techniczna
w Olsztynie (obecnie Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie).

1999 dyplom ukonczenia podyplomowego studium pedagogicznego dla nauczycieli akademickich,
Akademia Rolniczo-Techniczna w Olsztynie (obecnie Uniwersytet Warminsko-Mazurski w
Olsztynie);

2001 dyplom ukonczenia podyplomowych studiéw specjalizacyjnych z zakresu prewencji
weterynaryjnej i higieny pasz, Komisja do Spraw Specjalizacji Lekarzy Weterynarii, Putawy;

2001 dyplom ukonczenia studidéw podyplomowych z informatyki, Wyzsza szkota Informatyki i
Ekonomii Towarzystwa Wiedzy Powszechnej w Olsztynie;

2001 stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, tytut rozprawy doktorskiej: ,Préba okreslenia
wartosci diagnostycznych poziomu metabolitéw deoxynivalenolu w surowicy krwi Swin”;

2003 dyplom ukonczenia studiow podyplomowych z zakresu analityki w ochronie srodowiska na
Woydziale Chemii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu;

2007 dyplom ukonczenia studiow podyplomowych dla pracownikdw instytucji rynku pracy,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie;

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych

01.06.1996 — 30.04.2004 Katedra Profilaktyki Weterynaryjnej i Higieny Pasz, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, asystent;

01.05.2004 - do chwili obecnej Katedra Prewencji Weterynaryjnej i Higieny Pasz, Wydziat
Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, adiunkt;

4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65 poz.595
ze zm.)

4.1. Tytut osiggniecia naukowego
»Obraz zmian w wybranych tkankach swini domowej Sus domestica i dzika Sus scrofa w przebiegu
niskodawkowej mikotoksykozy fuzaryjnej.”

Tworzy jedno-tematyczny cykl nastepujgcych publikacji:

4.2. publikacje oryginalne:
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1. Zielonka t, Gajecka M, Rozicka A, Dabrowski M, Zmudzki J, Gajecki M.: The Effect of
Environmental Mycotoxins on Selected Ovarian Tissue Fragments of Multiparous Female Wild
Boars at the Beginning of Astronomical Winter. Toxicon 89, 2014, 26-31;
doi.org/10.1016/j.toxicon.2014.06.021.

MNiSW (2013) = 30 (Lista A); IF(2013) = 2,581

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
eksperymentu, wykonaniu doswiadczen na zwierzetach, pobraniu prébek, wykonaniu czesci
analiz laboratoryjnych, analizie statystycznej i interpretacji uzyskanych wynikéw, napisaniu
wstepnej wersji manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na 75%.

2. Zielonka t., Gajecka M., Zmudzki J, Gajecki M.: The effect of selected environmental
Fusarium mycotoxins on the ovaries in the female wild boar (Sus scrofa). Pol J Vet Sci 18(2),
2015, 391-399. DOI: 10.1515/pjvs-2015-0050

MNiSW (2014) = 20 (Lista A); IF(2013) = 0,712

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
eksperymentu, wykonaniu doswiadczen na zwierzetach, pobraniu prébek, wykonaniu czesci
analiz laboratoryjnych, analizie statystycznej i interpretacji uzyskanych wynikéw, napisaniu
wstepnej wersji manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 75%.

3. Zielonka t., Gajecka M., Tarasiuk M., Gajecki M.: The effects of dietary deoxynivalenol (DON)
on selected blood biochemical and hematological parameters in pre-pubertal gilts. Pol J Vet
Sci 18(1) (2015) 223-231. DOI 10.1515/pjvs-2015-0028

MNiSW (2014) = 20 (Lista A); IF(2013) = 0,712

Moéj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
eksperymentu, wykonaniu doswiadczen na zwierzetach, pobraniu préobek, wykonaniu czesci
analiz laboratoryjnych, analizie statystycznej i interpretacji uzyskanych wynikéw, napisaniu
wstepnej wersji manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na 85%.

4. Zielonkat., Waskiewicz A., Beszterda M., Kostecki M., Dgbrowski M, Obremski K., Golinski P.,
Gajecki M.: Zearalenone in the Intestinal Tissues of Immature Gilts Exposed per os to
Mycotoxins. Toxins 2015, 7(8), 3210-3223; doi:10.3390/toxins7083210

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
eksperymentu, wykonaniu doswiadczen na zwierzetach, pobraniu préobek, wykonaniu czesci
analiz laboratoryjnych, analizie statystycznej i interpretacji uzyskanych wynikdéw, napisaniu
wstepnej wersji manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na 65%.

MNiSW (2013) = 30 (Lista A); IF(2013) = 2,938

taczna punktacja 4 prac wchodzgcych w skfad jedno-tematycznego cyklu publikacji, zgodnie z rokiem

opublikowania, wynosi:

- wg listy czasopism punktowanych MNiSW — 100 pkt.
- taczny wspotczynnik oddziatywania (IF) — 6,943


http://dx.doi.org/10.3390/toxins7083210
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Badania realizowano w ramach projektu badawczego wtasnego— Ocena wybranych
wskaznikow rozrodczych i toksykologicznych w mieszanej mikotoksykozie fuzaryjnej swirn — N N311
608938 —projektu przyznanego przez MNiSW (w latach 2010-2013), kierownik dr n. wet. tukasz
Zielonka;

oraz z projektu rozwojowego pt. Zwierzeta wolno Zyjgce jako wskaznik zanieczyszczen
Srodowiskowych i wazny element w strategii bezpieczeristwa Zzywnosciowego kraju — NR12-0127-
10/2010 —projektu przyznanego przez NCBiR (w latach 2011-2014), zadanie badawcze: Mikotoksyny
fuzaryjne ekosystemu lesnego i polnego a stan zdrowia zwierzgt dziko-zyjgcych — kierownik zadania
badawczego— dr n. wet. tukasz Zielonka;

4.3. Omoéwienie celu naukowego prac i osiggnietych wynikdw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Wprowadzenie

Grzyby plesniowe nalezgce do rodzaju Fusarium sg jednymi z najczesciej spotykanych
grzybdéw toksynotwarczych wystepujacych w krajach o klimacie umiarkowanym (Streit et al. 2012). Te
patogeny, porazajg niemal wszystkie wazne gospodarczo gatunki roslin, a przez swojg aktywnosé
biologiczng stwarzajg zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat (Marin et al. 2013). W warunkach
klimatycznych Europy Centralnej, wsréd duzej grupy mikotoksyn produkowanych przez grzyby z
rodziny Fusarium, na szczegdlng uwage ze wzgledu na czestotliwo$¢ wystepowania oraz znaczenie
gospodarcze i wptyw na stan zdrowia ludzi i zwierzat majg deoxynivalenol (DON) i zearalenon
(ZEN)(Schatzmayr and Streit 2013).

Deoxynivalenol nalezy do najczesciej oznaczanych trichotecendéw grupy B i jest naturalnie
wystepujacg mikotoksyng produkowang gtéwnie przez F. graminearum i F. culmorum. Czynnikami
sprzyjajagcymi powstawaniu DON, sg przede wszystkim okreslona temperatura (21-25°C) oraz
odpowiednia wilgotnos¢ zalezna od gatunku patogenu. DON zwany jest takze womitoksyng ze
wzgledu na wywotywanie odruchéw wymiotnych wystepujace u zwierzat po spozyciu paszy
zawierajgcej tg mikotoksyne (Pestka 2007). Strukturalnie DON jest polarnym zwigzkiem organicznym
o wzorze 12, 13-epoksy-3a, 7a, trichotech,15-trihydroksy-9-en-8-on. Ketonowa grupa w pozycji C8
jest charakterystyczna dla trichotecendw grupy B. Poprzez grupe epoksydowg, mikotoksyna ta jest w
stanie wigzaé sie z duzg liczbg podjednostek rybosomoéw eukariotycznych i zaktdéca¢ aktywnosc
transferazy peptydowej, pogarszajgc procesy rozbudowy lub skracania taricuchow peptydowych
(Pestka and Smolinski 2005). DON charakteryzuje sie takimi wtasciwosciami jak np. wptyw na:
szybkos¢ transportu do komodrek, metabolizm enzymdw w cytoplazmie, zmiany w powinowactwie do
aktywnego miejsca wigzacego lub zakidcania syntezy biatek (Wu et al. 2014). Bardzo waznym
skutkiem oddziatywania DON jest wptyw na poziom biatek tworzgcych potgczenia sciste komérek
nabtonkowych (Pestka 2010; Maresca 2013). Pofgczenia barierowe sg kompleksami biatkowymi,
ktorych aktywnos$¢ decyduje o Scistosci (przyleganiu a w efekcie nieprzepuszczalnosci) pomiedzy
Scianami przylegajgcych enterocytéw (komoérek nabtonkowych) (Pinton et al. 2009; Akbari et al.
2014). Pomiar potencjatu przeznabtonkowego (rdznice elektrycznego potencjatu przeznabtonkowego
— TEER) jest ogdlnie znang metodg stosowang do okreslenia spdjnosci bariery jelitowej poprzez
ocene stanu potgczen scistych (barierowych) na poziomie enterocytow.
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Wz6r strukturalny deoxsynivalenolu

Gtéwnym zrédtem DON sg grzyby plesniowe porazajace zboza, w tym pszenice, jeczmien, kukurydze,
owies.

Zearalenon, zwany réwniez toksyng F-2, jest trzecig sposréd najczesciej spotykanych w
tkankach roslin mikotoksyng, syntetyzowang przez liczne gatunki Fusarium, gtdwnie F. graminearum,
F. culmorum, F. semitectum, F. equiseti, F. cerealis (Marin 2013). Warunki srodowiska sprzyjajace do
syntezy ZEN to wilgotnos¢ ok. 16% i temperatura ponizej 25°C. Roslinami zywicielskimi -
jednoczesnie zrodtem mikotoksyny - mogg by¢ wszystkie gatunki zbéz drobnoziarnistych, kukurydza,
ziemniaki, rosliny ozdobne i lesne oraz nasiona dyni, orzechy wtoskie, oleje roslinne czy stéd.
OH ) H CH,

OH

W?z6r strukturalny zearalenonu

ZEN jest jedna z najsilniej dziatajacych, niesteroidowych substancji o charakterze
estrogennym —mikoestrogenem, wystepujagcym w naturze (Zinedine et al. 2007). Zwigzek ten, ze
wzgledu na obecnos¢ pierscienia fenolowego w swojej budowie chemicznej, wykazuje
powinowactwo do receptoréw estrogenowych (ERs) typu ERa lub ERB oraz dziatanie kilkukrotnie
silniejsze od naturalnie wystepujgcego estrogenu wywotujgc zaburzenia cyklu ptciowego i przebiegu
cigzy (Takemura et al. 2007). ZEN i jego metabolity a-zearalenol (a-ZEL) i B-zearalenol (B-ZEL),
powodujg zaburzenia w rozrodzie zwierzat, jednak rézna jest wrazliwosé poszczegdlnych gatunkéw
na obecno$¢ tej mikotoksyny w paszy (Gajecki 2002). a-ZEL jest dominujgcym metabolitem ZEN
wystepujgcym w organizmie swin, podczas gdy u innych gatunkéw zwierzat jak np. u drobiu, kréw i
owiec dominujgcym produktem metabolizmu ZEN jest B-ZEL o duzo mniejszej aktywnosci
metabolicznej. Efekt aktywnosci ZEN zalezy od aktywnosci procesdow metabolicznych majgcych
miejsce w organizmie zwierzat oraz od statusu immunologicznego zwierzat.
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Z badan opublikowanych przez Rodrigez (Rodrigez and Naehrer 2012) wynika ze na 23 781
przeprowadzonych analiz w latach 2009 -2011 w 81 % prébek paszy i materiatdw paszowych
stwierdzono obecnosé co najmniej jednej mikotoksyny, przy czym wynik pozytywny uzyskano dla
45% probek badanych w kierunku obecnosci ZEN i 59% badanych w kierunku obecnosci DON.
Najwieksze zagrozenia w krajach Europejskich stanowig porazone ziarna kukurydzy i pszenicy.
Potwierdzajg to dane z analizy kukurydzy z roku 2014 opracowane przez firme BIOMIN.
Udokumentowano 92% wynikéw pozytywnych w kierunku obecnosci DON i 80% w kierunku
obecnosci ZEN, z max poziomem odpowiednio 11 320 pg/kg i 2 064 pg/ke.

Co réwniez bardzo istotne w 56% préobek oznaczonych w kierunku DON stezenie przekraczato
poziom rekomendowany przez EU jako bezpieczny (900 pg/kg). Ta sam warto$¢ w przypadku ZEN
wyhiosta 47% (poziom rekomendacji 100 ug/kg).

Warto réwniez zauwazy¢, ze ustanowione na podstawie Zalecenia Komisji z dnia 17 sierpnia
2006 roku (2006/576/WE) rekomendacje w sprawie ,,obecnosci DON, ZEN, ochratoksyny A, T-2 i HT-2
oraz fumonizyn w produktach przeznaczonych do zywienia zwierzat” to jedyne uregulowania prawne
na poziomie zalecenia wobec tego problemu, czyli to nie jest obowigzek prawny. W dodatku bardzo
czesto krytykowane, ze wzgledu na niedostosowanie rekomendacji do skali rzeczywistego narazenia
zdrowia zwierzat.

Obecnos¢ mikotoksyn fuzaryjnych w materiatach paszowych oraz w paszy skarmianej u
zwierzat, moze powodowac wystgpienie standw chorobowych okreslanych jako mikotoksykozy
(Murugesan 2015, Cheli 2015). Kliniczne objawy mikotoksykozy u zwierzat sg zrdzinicowane w
zaleznosci od stezenia mikotoksyny, gatunku zwierzecia, jego stanu fizjologicznego, ptci czy wieku (da
Rocha et al. 2014 ). Znaczacy wptyw na dynamike i kierunek procesdow bedgcych wynikiem przyjecia
mikotoksyn ma réwniez szereg interakcji zachodzacych w organizmie zwierzat (Alassane-Kpembiet al.
2015). Sg to zaréwno interakcje pomiedzy mikotoksynami, jak rowniez dwukierunkowe
oddziatywanie mikotoksyny na przewdd pokarmowy i tres¢ w nim obecng (Speijers and Speijers
2004). Stad tez w zaleznosci od zestawienia czynnikdw Srodowiskowych interakcje te mogg mieé
postac :

v’ synergistyczng (synergism) — jako wynik potaczenia skutkéw dziatania mikotoksyn, ale
duzo wiekszy niz suma dziatania kazdej mikotoksyny z osobna;

v' addytywna (additives) — synergizm addycyjny — jako wynik potgczenia skutkow
dziatania mikotoksyn, ale nie wiecej niz suma dziatania kazdej mikotoksyny z osobna;

v/ antagonistyczng (antagonism) — podane réwnoczesnie dwie mikotoksyny
przeszkadzajg sobie nawzajem zmniejszajgc efekt toksyczny kazdej z nich;

v/ wzmacniajacg (potentiation - potencjalizacja) — synergizm hiperaddycyjny -
wzmaganie dziatania mikotoksyny przez inng mikotoksyne — jedna mikotoksyna nie
wywotuje skutku toksycznego, lecz obecnosé innej mikotoksyny powoduje wywotanie
bardzo silnego skutku toksycznego, ale kazda z nich ma inng forme dziatania (inny
punkt uchwytu) np. aflatoksyny i fumonizyny czy zearalenon i trichoteceny .

W ocenie przebiegu interakcji, wazne jest réwniez wzajemne oddziatywanie mikotoksyn na
mikroflore przewodu pokarmowego (Piotrowska et al. 2014). Istotno$¢ znaczenia biocenozy
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przewodu pokarmowego w procesie biotransformacji mikotoksyn, obrazowaé moze przyktad
zwierzat przezuwajacych, ktére uznawane sg za mniej wrazliwe na obecno$¢ mikotoksyn fuzaryjnych
W paszy.

Objawy mikotoksykoz bedacych skutkiem przyjecia duzych dawek toksyn fuzaryjnych sa
dobrze opisane i z reguty nie nastreczajg duzych trudnosci diagnostycznych. Jednak w zdecydowane;j
wiekszosci przypadkéw, stezenie mikotoksyn obecnych w paszy jest zbyt niskie dla wywotania
ostrego przebiegu mikotoksykozy (Pestka et al. 2004). Mozemy mie¢ wtedy do czynienia z postacig
podostry, lub z mikotoksykozg w postaci subklinicznej. Bardzo czesto jedynym objawem przyjecia
niskich dawek mikotoksyn jest obnizenie produkcyjnosci zwierzat, spadek zernosci, gorsze wskazniki
rozrodu, czy wieksza wrazliwos$¢ na czynniki Srodowiskowe (Pestka 2007).

Po wniknieciu do $ciany jelit mikotoksyny dostajg sie do krwi i wraz z nig sg rozprowadzane
miedzy innymi do narzagdéw wrazliwych, gdzie mogg powodowaé okreslone zmiany patologiczne
(Maresca 2013). W przewodzie pokarmowym mikotoksyny podlegajg procesom biotransformacji w
wyniku, ktorej powstajg czesto substancje bardziej toksyczne (np. a-ZEN) niz substancja macierzysta
ZEN (Obremski et al. 2003). Dynamika i kierunek tych przemian zalezy od dawki. Dawki nizsze od
wartosci NOAEL (dawka nie wywotujgca jeszcze objawdw klinicznych) wywotujg zupetnie inne objawy
miejscowe i ogdlne niz te do ktorych jesteSmy przyzwyczajeni podczas mikotoksykoz prowokowanych
dawkami powyzej wartosci NOAEL (Gajecka et al. 2011).

Dotyczy to zardwno zmian zachodzgcych w bfonie sluzowej jelit, w poziomie miejscowej
odpowiedzi immunologicznej, oraz tkanek o duzym stopniu wysycenia ERs (Przybylska et al. 2015).

Wsrdd zwierzat gospodarskich najwiekszg wrazliwos¢ na obecnosé mikotoksyn fuzaryjnych w
paszy stwierdzono u s$win (Gajecki 2002). Za przodkdw $wini, uwaza sie podgatunek dzika
europejskiego (Sus scrofa): Sus scrofa scrofa, ktéry wystepowat w Europie i pdthocnej Afryce.

Dzik jest eurytopem, unika tylko terendéw otwartych i gérskich. Zasiedla gtéwnie obszary o
duzej lesistosci, poniewaz w lasach znajduje pokarm oraz schronienie (Keuling et al. 2008). Dzik,
dzieki swej plastycznosci ekologicznej jest jednym z najwazniejszych i najliczniejszych z grupy duzych
ssakow bytujacych w umiarkowanej strefy klimatycznej. Obserwuje sie pojawianie dzikdw, w tym
loch z warchlakami, na terenie miast gdzie przychodza, aby zerowaé¢ w Smietnikach i na wysypiskach
(Keuling et al. 2009). Okres godowy, zwany u dzikdw huczkg, w strefie klimatu umiarkowanego, trwa
zimg — od listopada do stycznia. W cieplejszych regionach, gody mogg sie odbywa¢ o kazdej porze
roku. Dziki odgrywajg istotng role w ekosystemach lesnych i polnych. W poszukiwaniu pokarmu
zdzierajg wierzchnie warstwy gleby, spulchniajac jg i mieszajgc ze scidtka. Dziki zjadajg padline,
gryzonie oraz larwy i poczwarki owaddéw, w tym wielu szkodnikéw lasu, przez co przyczyniajg sie do
przywrdocenia rownowagi ekologicznej miedzy swiatem owaddow a drzewostanem. Dzisiejszg Swinie,
utrzymywang w warunkach hodowli rézni od dzika przede wszystkim sposéb zywienia oraz przebieg
cyklu ptciowego. Swinie sg zywione pasza petnoporcjowg wytworzona z materialéw pochodzenia
roslinnego. Podstawowym zrédtem energii w paszy dla $win sg weglowodany obecne w kukurydzy,
pszenicy lub jeczmieniu. Cykl ptciowy jest regularny (21 dniowy), a zwierzeta charakteryzujg sie
wysoka ptodnoscia.


https://pl.wikipedia.org/wiki/Dzik
https://pl.wikipedia.org/wiki/Dzik
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Czynnikiem bardzo istotnym jest potencjalna mozliwos¢ oddziatywania na zwierzeta
mikotoksyn (mikoestrogenéw) obecnych w paszach gotowych i naturalnych. llosci tych mikotoksyn sg
sezonowo (pory roku) zalezne. Wstepne badania wykazaty wystepujgce czesto, zréznicowane
wartosci stezed ZEN i DON w paszach komercyjnych i naturalnych, przy czym w niektérych
przypadkach siegaja one bardzo wysokich koncentracji (Rodrigues and Naehrer 2012). Znaczenie
obecnosci ZEN i/lub DON w paszach pogtebia fakt, iz wobec swiniowatych czesto jest praktykowana
monodieta przez wiele tygodni (na fermach) lub zaleznie od pory roku sg state niskie wartosci
mikotoksyn w materiale roslinnym (Vandenberg et al. 2012). Jak wiadomo, ZEN charakteryzuje sie
dziataniem estrogennym, ale rdwniez jest czynnikiem zaktdcajgcym procesy hormonalne, zas$ loszki sg
zwierzetami szczegdlnie wrazliwymi na dziatanie tych hormonéw (Metzler et al. 2010). Podwyzszone
stezenie estrogendéw endogennych i/lub egzogennych (dajgce w sumie hyperestrogenizm) jest takze
uznawane za przyczyne wielu innych zaburzen ustrojowych (Zinedine et al. 2007). Dlatego tez,
dtugotrwate pobieranie karm zawierajgcych ZEN moze byé czynnikiem powodujgcym zaburzenia
hormonalnej regulacji proceséw rozrodczych oraz dysfunkcji jajnikdw i macicy. Powszechnie
wiadomo, ze narzadami szczegélnie wrazliwymi na oddziatywanie substancji o wtasciwosciach
estrogennych s3 jajniki i macica, w ktdérych fatwo dochodzi do powstawania trwatych zmian
towarzyszacych np. torbieli jajnikowych i/lub spontanicznych endometrioz (Jakimiuk et al. 2010). W
zwigzku z tym efekt narazenia ZEN moze by¢ dwukierunkowy: (i) ze strony organu tropowego; czy (ii)
ze strony funkcjonalnie zmienionej tkanki (komarki), co ma lub moze mieé¢ wptyw na inne organy lub
caty organizm.

Celem wykonanych badan byta ocena stopnia przeniesienia (carry-over factor) ZEN i jego
wybranych metabolitow z tresci pokarmowej do $ciany jelit (na catej ich dtugosci) niedojrzatych
ptciowo loszek, podczas monotonicznego, dtugoterminowego narazenia niskg dawka zearalenonu;
okreslenie kierunku i dynamiki zmian w obrazie hematologicznym i biochemicznym surowicy krwi w
przebiegu intoksykacji niskimi dawkami DON; okreslenie mozliwosci wptywu obecnosci mikotoksyn
fuzaryjnych pobieranych z naturalnie skazong karmg na funkcjonowanie uktadu rozrodczego na
podstawie wskaznikow wartosci indeksu proliferacyjnego i apoptotycznego pecherzykdw jajnikowych
samic dzikéw; okreslenie wartosci stezern mikotoksyn fuzaryjnych u dzikdw na przestrzeni roku
kalendarzowego; okreslenie poziomu mikotoksyn fuzaryjnych w organizmie samic dzika i ich wptyw
na histologiczng strukture jajnikdw w poczagtkowym okresie astronomicznej zimy.

4.3.2. Materiaty i metody

Czynnosci zwigzane z wykonywaniem doswiadczen na zwierzetach przeprowadzono z
zachowaniem obowigzujacych w Polsce norm prawnych. Badania na zwierzetach przeprowadzono w
Katedrze Prewencji Weterynaryjnej i Higieny Pasz Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Warminsko-Maurskiego w Olsztynie. Do badan uzyto:

a. 50 dzikow odstrzelonych w regionie potnocno-wschodniej Polski.

Prébki pochodzity z odstrzatéw planowanych w kotach towieckich,
czterokrotnie w roku: pierwszy kwartat roku (astronomiczna wiosna); drugi kwartat
roku (astronomiczne lato); trzeci kwartat roku (astronomiczna jesien); czwarty
kwartat roku (astronomiczna zima).
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b. 75 kliniczne zdrowych niedojrzatych ptciowo loszek o poczatkowej masie ciata ok 25
kg £ 2 kg.

W trakcie doswiadczenia zwierzeta podzielono losowo na Il grupy po 25 swin
i podawano per os codziennie przez okres 42 dni ZEN w dawce 40 pg/kg masy ciata
(grupa 1). Swinie z Il grupy otrzymywaty codziennie przez okres 42 dni DON w dawce
12 pg/kg masy ciata. Grupa Il (kontrolna) otrzymywata placebo.

W przebiegu doswiadczen wykonano nastepujgce oznaczenia:

a. od odstrzelonych dzikéw pobierano prébki krwi do badan poziomu ZEN i jego
metabolitéw oraz DON a takze probki tkanek do oznaczert immunohistochemicznych
(PCNA i Tunel test) i badan histologicznych jajnikéw samic dzika.

b. w kazdej grupie doswiadczalnej poddawano eutanazji 3 loszki w kazdym tygodniu
doswiadczenia i oznaczano poziom ZEN i jego metabolitéw we krwi i w tkankach
przewodu pokarmowego: dwunastnicy, jelicie czczym, jelicie biodrowym, jelicie
Slepym, okreznicy (wszystkie trzy odcinki) i w watrobie, oraz pobierano prébki do
oznaczen wskaznikéw biochemicznych i morfologicznych krwi.

Badania hematologiczne wykonano za pomocg analizatora hematologicznego (Medonic) wg
metodyki zalecanej przez producenta. Badania biochemiczne surowicy krwi wykonano przy uzyciu
automatycznego analizatora biochemicznego typu ACCENT-200 firmy Cormay z uzyciem firmowych
odczynnikéw. Poziom mikotoksyn i ich metabolitdw oznaczono stosujgc tgczone techniki separacji z
uzyciem kolumienek powinowactwa immunologicznego (Zearala-TestTM, G1012, VICAM,
Watertown, USA; DON-Test™ DON Testing System, VICAM, Watertown, USA) oraz wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (HPLC) w potgczeniu z detektorem mas (LC-MS) i z detektorem UV.
Metodyke immunohistochemiczng wykorzystano do oznaczenia obecnosci antygenu PCNA w jadrach
komérkowych za pomocga przeciwciata monoklonalnego, mysiego, anty-PCNA (Dako). Metodg TUNEL
oznaczono indukcje apoptozy w hodowlach komadrek ziarnistych.

W badaniach histologicznych wykorzystano barwienie HE i PAS wg metody opisanej przez McManusa.

4.3.3. Wyniki i dyskusja

4.3.3.1. Ocena wptywu mikotoksyn fuzaryjnych na budowe histologiczng jajnika u samic dzika w
okresie poczatku astronomicznej zimy.

Podczas badan histologicznych jajnika stwierdzano liczne pecherzyki w réznym stopniu
rozwoju i w réznym stopniu uszkodzenia. Stwierdzono atrezje pecherzykdw jajnikowych, obecnosé
uszkodzonych oocytéw, pojawianie sie komdrek rdznoksztattnych w wiencu promienistym oraz
powstawanie pecherzykow z uszkodzong ostonka. Skupiska pecherzykdw pierwotnych byty regularnie
rozmieszczone w zewnetrznej czesci kory. Bezposrednio pod nabtonkiem stwierdzano liczne
zdeformowane pecherzyki spoczynkowe. Pakiety zawieraty od kilku do kilkunastu pecherzykéw
spoczynkowych, rozmieszczone regularnie, rozdzielone grubymi pasmami tkanki tgcznej. Czes¢
korowa byta bardzo cienka. W czesci przyrdzeniowej wystepowaty liczne pecherzyki atrezyjne, réznej
wielkosci, ksztattu — od okragtego do podtuzinego, rozmieszczone pojedynczo lub w pakietach, ich
wielko$¢ zmniejszata sie proporcjonalnie w kierunku rdzenia. Charakterystyczng cechg kory jajnikow
samic dzika byta obecnosé¢ licznych naczyn wiosowatych ze znacznie rozszerzonym s$wiattem oraz
znacznymi wynaczynieniami krwi. Wtérne pecherzyki rzadko mozna byto zauwazy¢. Stwierdzano
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wystepowanie obumartych komérek warstwy ziarnistej pecherzyka jajnikowego jak i brak warstwy
ziarnistej w pecherzykach jajnikowych oraz obecno$¢ zgrubien warstwy ziarnistej, ztozonej z
roznoksztattnych komérek w duzych pecherzykach jajnikowych. Pecherzyki atrezyjne byty réinych
ksztattow. Wystepowaty pojedynczo lub w skupiskach a ich wielkos¢ wzrastata w kierunku rdzenia.

ZEN i jego metabolity (a szczegdlnie a-ZEL) taczg sie z ERa i ERB. Konsekwencjg dalszg sa
zmiany anatomopatologiczne np. w jajniku, co jest przedmiotem prezentowanej pracy. ZEN i jego
metabolity sg agonistami wobec ER-a i czesciowymi antagonistami wobec ER-B. Jednakze zdolnos¢
wigzania sie ZEN z ERs jest od 10 do 100x mniej skuteczna niz E,, lecz a-ZEL zdolno$¢ wigzania ma 20x
wiekszg od ZEN. W sytuacji, gdy dawki mieszczg sie ponizej wartosci NOAEL, zewnetrzne procesy
fizjologiczne w ukfadzie rozrodczym s$win przebiegajg normalnie. Brak jest objawdéw klinicznych
mikotoksykozy zearalenonowej. Jednakze podczas narazenia na niskie stezenia ZEN ma miejsce np.
zmiana wartosci koncentracji hormondw sterydowych. Zaistniata sytuacja moze by¢ prowokowana
rowniez faktem, ze w organizmach zenskich bedgcych w korncowym etapie fazy anestrus (w okresie
letnim i wczesno wiosennym) fizjologicznie koncentracja P, powinna by¢ bardzo niska, co nie sprzyja
biotransformacji ZEN do a-ZEL. Z innych badan wynika, ze obecnos¢ ZEN i jego metabolitow jest
przyczyng zwiekszenia ekspresji receptora progesteronu, ktéry jest pobudzany przez E,. Z kolei
odwrotnie proporcjonalnie do dawki a-ZEL ma miejsce zmniejszenie syntezy sterydéw w komdrkach
ziarnistych jajnikow swin, przez wyhamowanie aktywnosci P450scc. Ten efekt antysteroidogenny
ttumaczy sie wtasciwosciami cytotoksycznymi ZEN i a-ZEL.

Rownoczesnie w okresie pdznej jesieni i wczesnej zimy ma miejsce pobieranie paszy o
wysokiej zawartosci tatwo strawnych weglowodandw, ktdre majg krétki czas retencji w przewodzie
pokarmowym. Zwiekszenie poziomu energii w organizmie dzikdw jest czynnikiem sprzyjajagcym do
wzmozenia aktywnosci antyportowej. Jest to bardzo istotne w pierwszym okresie trwania procesu
metabolizmu mikotoksyn. Proces z udziatem biatek antyportowych jest zalezny od obecnosci
zwigzkdéw energetycznych, ktdre w sposéb jednoznaczny wptywajg na dziatalnos¢ aktywnej pompy
jonowej wyrzucajacej poza komérke ZEN, w wyniku, czego spada koncentracja ZEN w przestrzeniach
wewnatrzkomérkowych. Zaistniata sytuacja jest czynnikiem sprzyjajagcym do zwiekszenia stezenia
IGF-1, co sprzyja uwalnianiu gonadotropin, ale réwniez steroidéw ptciowych.

Stata obecno$¢ ZEN w materiale roslinnym pobieranym przez samice dzikéw pod koniec
jesieni i na poczatku astronomicznej zimy powoduje pogtebienie fazy anestrus w jej korncowych
terminach. Stan ten jest prawdopodobnie poczatkowo prowokowany wazodylatacja naczyn
krwionosnych jajnika, co wptywa na zwiekszenie kontaktu ZEN z tkankami estrogeno-wrazliwymi.
Zaistniata sytuacja moze powodowacé wstrzymanie rozwoju pecherzykéw jajnikowych, ich atrezje, a w
koncowym etapie hialinizacje pecherzykéw jajnikowych, co jest czyms$ normalnym u samicy dzika ale
tylko na poczatku ostatniego etapu fazy anestrus.

Szczegbdtowe wyniki i ich omowienie przedstawiono w pracy nr 1.

4.3.3.2. Narazenie dzikdw na mikotoksyny fuzaryjne na przestrzeni roku kalendarzowego i wptyw
intoksykacji na jajniki samicy dzika.

Rozpatrujac jakikolwiek problem zdrowotny u dzikéw lub zoonoz, ktérych wektorem sg dziki
nalezatoby poruszy¢ problem ich srodowiskowego, czy moze ekotonowego umiejscowienia. Jest to o
tyle wazne, ze trudno dziki przypisa¢ do jednego Srodowiska ekologicznego. W chwili obecnej wzrasta
populacja dzikdw nie tylko w naszym kraju. Efektem tego, spada mozliwos$¢ tzw. tolerancji fizycznej i
konkurencyjnosci w ekosystemie lesnym i dziki zaczynajg coraz bardziej energicznie poszukiwac
srodkow zywienia w ekosystemie polnym, fgkowym czy w osiedlach ludzkich. Z powodu, ze ekotony
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sg to waskie strefy o dos¢ labilnej granicy, staty sie one globalnym wskaznikiem zmian klimatycznych
oraz ,przejsciem granicznym” pomiedzy réznymi ekosystemami

Analiza toksykologiczna wykazata obecnosé ZEN i jego metabolitéw we wszystkich grupach
badanych zwierzat. W przypadku DON stwierdzano wartos$ci mieszczace sie ponizej czutosci metody.

Oceniajgc uzyskane wyniki badan nalezatoby sie chwile zastanowi¢ nad wartosciami ZEN i
jego metabolitow we krwi obwodowej dzikéw. S one wszystkie bardzo niskie, ale co
charakterystyczne sg statystycznie rdozne we wszystkich porach roku w poréwnaniu do wartosci w
porze letniej. U dzikdw stwierdzono najwyzsze wartosci ZEN i jego metabolitow w okresie zimowym,
kiedy pod koniec tego astronomicznego okresu zbliza sie czas porodéw, co moze by¢ przyczyng
zwolnienia proceséw proliferacyjnych a wzmozenia proceséw apoptotycznych, czyli ma miejsce
korelacja ujemna miedzy koncentracjg ZEN a aktywnoscig owulacyjng, poniewaz wiosng i latem lochy
najczesciej sg w fazie anestrus.

Badania immunohistochemiczne.

Podczas badan immunohistochemicznych, opracowano wyniki jgdrowej ekspresji biatka PCNA
i reakcji TUNEL. Na tej podstawie przedstawiono indeks proliferacyjny (Pl) i indeks apoptotyczny (Al).

Z zestawienia wynikdw Pl wybranych struktur jajnikdw samic dzika wynika, ze procesy
proliferacyjne najsilniej byly wyrazone w prébkach od dzikdw pozyskanych w okresie jesieni.
Najwyzsze wartosci Pl stwierdzano w badanych oocytach we wszystkich grupach doswiadczenia, w
pecherzykach wzrastajgcych w prdébkach pozyskanych w okresie lata oraz wsrdd badanych
pecherzykéw atrezyjnych w prébkach pozyskanych jesienig. Najnizsze wartosci Pl stwierdzano w
strukturach pecherzykéw pierwotnych pozyskanych zimg i wiosng oraz w strukturach pecherzykéw
atrezyjnych z okresu wiosny i lata.

W wynikach Al stopien aktywnosci typu A (bardzo niski) stwierdzono w przypadku
pecherzykdw pierwotnych i rozwijajacych we wszystkich grupach doswiadczenia z tym, ze z okresu
jesieni wartosci Al byly najnizsze. Wartosci mieszczagce sie w stopniu aktywnosci typu B (niski)
stwierdzono tylko w przypadku oocytow. Z kolei stopien aktywnosci typu C (wysoki) stwierdzono w
strukturach oocytu z okresu lata oraz we wszystkich grupach doswiadczenia w pecherzykach
atrezyjnych. Najwyzszy stopien aktywnosci, czyli bardzo wysoki (D) stwierdzano w wartosciach Al
oocytdw pozyskanych zimg i wiosna.

U dzikéw (w przeciwienstwie do swinn hodowlanych) ma miejsce sezonowos¢ rozrodu. Oprocz
wielu innych czynnikéw, wptyw na to ma réwniez czas trwania doby Swietlnej oraz dostepnos¢ do
materiatéw odzywczych. Oba te czynniki wptywajg na kondycje rozptodowg dzikdw. Istotne jest
rowniez pobranie wraz z materiatem roslinnym mikotoksyn fuzaryjnych. Im wiecej zwierzeta
pobierajg materiatu roslinnego tym wiecej pobierajg ZEN. W efekcie w okresie jesienno-zimowym
0siggajg najlepsze warunki kondycyjne i hormonalne do prokreakcji. Z drugiej strony jest to czas
sprzyjajacy temu by porody odbywaty sie w okresach najbardziej sprzyjajgcych dla noworodkdw i ich
matek. Potwierdzajg to najwyzsze wartosci Pl jak i wartosci Al ktére sg najnizsze w okresie jesiennym.

Szczegdtowe wyniki i ich omowienie przedstawiono w pracy nr 2.

4.3.3.3 Oznaczenia wskainikow biochemicznych i morfologicznych krwi w przebiegu
niskodawkowej intoksykacji DON.

W wyniku przeprowadzonego doswiadczenia stwierdzono statystycznie istotne zmiany w
wartosciach wybranych wskaznikéw, gtdwnie w 1l i Il terminie pobierania prébek we wskaznikach
biochemicznych krwi takich jak, AIAT, AspAT, P;, czy Fe oraz we wskaznikach hematologicznych takich

11



Zatgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego

jak WBC, liczba neutrofili, eozynofili, limfocytéw i monocytéw oraz RBC, MCV, MCHC, PLT, MPV. W
grupie doswiadczalnej w wiekszosci przypadkéw tendencje byty malejace z wyjatkiem wartosci PLT,
eozynofili, limfocytéw, monocytéw i RBC. Podobna sytuacja miata miejsce w dwéch ostatnich
terminach badan. W pierwszym okresie narazenia miata miejsce reakcja organizmu na czynnik
toksyczny, ktéry to stan byt nastepnie przywracany do normy przez uruchomienie mechanizméw
adaptacyjnych.

Szczegbétowe wyniki i ich omdéwienie przedstawiono w pracy nr 3.

4.3.3.4. ZEN

Uktad pokarmowy bedacy gtdwnym miejscem wchtaniania, metabolizmu i dystrybucji
mikotoksyn jest najbardziej narazony na toksyczne dziatanie mikotoksyn, w tym ZEN oraz jego
metabolitéw. Wyniki analiz chromatograficznych tkanek uktadu pokarmowego, pozyskanych od
niedojrzatych ptciowo loszek poddanych narazeniu ZEN, wskazujg na znaczne zréznicowanie
poziomdéw mikotoksyny w zaleznosci od badanego odcinka uktadu pokarmowego, jak i od czasu
trwania narazenia. Wiekszos¢ mikotoksyn fuzaryjnych jest wchtaniana w najwiekszym stopniu w
proksymalnej czesci jelit cienkich. Spowodowane to jest duzg zmiennoscig fizjologiczng
poszczegdlnych odcinkdw jelit, np. zmiang ilosci glikoprotein $luzu, ktérych w odcinku dwunastnicy i
jelita czczego jest najmniej, co jest przyczyng najwiekszej fizycznej dostepnosc tresci pokarmowej do
enterocytéw. Rownoczesnie wiekszos¢ weglowodandw jest absorbowana w proksymalnej czesci jelit
cienkich, co ma bardzo istotny wptyw wspomagajacy, na procesy wchtaniania i biotransformacji ZEN
na poziomie enterocytow podczas podawania per os czystej substancji macierzyste;j.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono najwieksze wysycenie(%) ZEN w jelicie cienkim
w poczatkowych terminach narazenia (I-ll). W pozostatych terminach ZEN kumulowat sie réwniez w
dwunastnicy w okreznicy zstepujacej. W IV terminie narazenia najwyzsze wartosci CF (carry-over
factor —stopien przeniesienia) stwierdzano w jelicie czczym i okreznicy zstepujgcej. W dwdch
ostatnich terminach narazenia ZEN, najwyzsze wartosci stwierdzano w dwunastnicy i okreznicy
zstepujacej. Z przedstawionych danych wynika, ze dwunastnica wraz z jelitem czczym i okreznica
zstepujaca sg odcinkami jelit loszek niedojrzatych ptciowo, w ktérych kumulowato sie najwiecej ZEN.

Wartosci stezen a-ZEL i B-ZEL byly ponizej czutosci metody. W sytuacji narazenia ZEN (w
dawce NOAEL) procesy biotransformacji w przewodzie pokarmowym lub w tkankach jelit przebiegajg
w stopniu nieznacznym. Dowodem na to jest brak pozytywnych wynikow badan toksykologiczno-
biochemicznych na obecnos¢ a-ZEL i B-ZEL. Z kolei proces wysycania tkanek jelit ZEN rozpoczyna sie
juz w 1. tygodniu narazenia, proces ten przebiega duzo szybciej, poréwnujac go do podobnych
wynikéw badan toksykologiczno-biochemicznych podczas narazenia DON-em. Najwyzsze stezenie
DON-u stwierdzano w Scianie jelita czczego dopiero w 3. i 4. tygodniu narazenia.

Analizujac uzyskane CF ZEN w tkankach przewodu pokarmowego mozna sugerowaé, ze zalezg
od topografii ERs. ERs sg nierdwnomiernie roztozone pomiedzy réznymi tkankami: ERa stwierdza sie
przede wszystkim w kosciach, w gruczole mlekowym, w uktadzie moczowo-ptciowym, w tkankach
uktadu sercowo-naczyniowego i w os$rodkowym ukfadzie nerwowym, z kolei ERB wystepuje w
przewodzie pokarmowym. Dowodzitoby to, ze punktowa kumulacja ZEN w tkankach przewodu
pokarmowego jest skorelowana ze stopniem ekspresji Erf oraz ich nieréwnomiernych
topograficznych skupien (wieksze wartosci w dwunastnicy, jelicie czczym i okreznicy zstepujacej).

Szczegdtowe wyniki i ich omowienie przedstawiono w pracy nr 4.

4.3.4. Podsumowanie
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Narazenie niedojrzatych ptciowo loszek ZEN w dawce 40 ug/kg masy ciata przez okres 42 dni
skutkowato najwyzszymi wartosci stopnia przeniesienia w pierwszych terminach narazenia w
dwunastnicy i jelicie czczym. W koncowych trzech terminach narazenia stwierdzono bardzo wysokie
wartosci CF w dwunastnicy i okreznicy zstepujgcej. Czynnikiem decydujgcym o wzroscie wartosci
stopnia przeniesienia podczas narazenia ZEN, w wartosciach nie wywotujacych objawéw klinicznych
w okreslonym czasie i w wybranych fragmentach jelit, moze by¢ topografia i stopien ekspresji ERB.

Zwierzeta dziko zyjace sg narazone na obecno$é¢ mikotoksyn fuzaryjnych w surowcach
roslinnych na przestrzeni catego roku - jednak w okresie jesienno-zimowym stezenie tych mikotoksyn
jest najwyzsze. Ma to wptyw na funkcjonowanie uktadu rozrodczego samic dzika.

Narazenie swin na niskie dawki DON daje inny obraz zmian profilu metabolicznego
niz opisane dotychczas przypadki podczas intoksykacji wyzszymi dawkami. Obserwowana jest w
pierwszym okresie narazenia reakcja organizmu na czynnik toksyczny, ktéry to stan jest nastepnie
niwelowany przez uruchomienie mechanizmow adaptacyjnych.

4.3.5. Wnioski

Obecnosc niskich wartosci stezen mikotoksyn w materiale paszowym, tak dla zwierzat domowych
(niedojrzatych ptciowo loszek) jak i zwierzat dzikich (samice dzika) pozwala na sformutowanie
nastepujgcych wnioskow:

- w ocenie zmian powodowanych obecnoscia mikotoksyn fuzaryjnych w materiatach
paszowych nalezy bra¢ pod uwage nie tylko stezenie mikotoksyn, ale réwniez czas dziatania
ze wzgledu na mozliwos$é wyczerpania sie zdolnosci adaptacyjnych zwierzat;

- podczas naturalnego narazania mikotoksynami zwierzat dzikich ma miejsce zaleznosé
miedzy wartoscig stezen tych mikotoksyn w materiale roslinnym a homeostazg uktadu
rozrodczego;

- niskie stezenia ZEN w materiale roslinnym mogg dziata¢ pobudzajgco na procesy
proliferacyjne zachodzace w jajniku samic dzika.
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