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Autoreferat

1. Imi¢ i nazwisko

Magdalena Monika Gajecka

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne z podaniem nazwy,
miejsca i roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

2006 stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, tytul rozprawy doktorskiej: Wphyw
eksperymentalnej mikotoksykozy zearalenonowej na ukiad rozrodczy suk. Praca zostala
wyrozniona

2005 dyplom ukonczenia podyplomowych studiéw specjalizacyjnych z zakresu Prewencji
weterynaryjnej i higieny pasz, Komisja do Spraw Specjalizacji Lekarzy Weterynarii,
Putawy;

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

2003 dyplom ukonczenia studiéw podyplomowych z zakresu Integracji europejskiej i
wspoipracy transgranicznej na Wydziale Zarzadzania, Uniwersytet Warminsko-
Mazurski w Olsztynie;

2001 tytul: lekarz weterynarii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/
artystycznych

01.10.2001 — 31.09.2006 Zespot Profilaktyki Weterynaryjnej i Higieny Pasz, Katedra
Weterynaryjnej Ochrony Zdrowia Publicznego, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, doktorantka;

01.10.2006 — 31.12.2007 Zespot Profilaktyki Weterynaryjnej i Higieny Pasz, Katedra
Weterynaryjnej Ochrony Zdrowia Publicznego, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, asystent;

01.01.2008 — 30.09.2012 Katedra Prewencji Weterynaryjnej i Higieny Pasz, Wydziat
Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, adiunkt;

01.10.2012 - do chwili obecnej Katedra Epizootiologii, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, adiunkt.
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4. Wskazanie osiagni¢cia 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. Tytul osiagni¢cia naukowego

»Obraz zmian w wybranych tkankach u suk jako wynik
krotkoterminowej mikotoksykozy zearalenonowej”

Tworzy jedno-tematyczny cykl nastepujacych publikacji:
4.2. publikacje oryginalne:

1. Gajecka M.*, Wozny M., Brzuzan P., Ziclonka L., Gajecki M. (2011) Expression of
CYPscc and 3p-HSD mRNA in bitches ovary after long-term exposure to zearalenone.
Bull. Vet. Inst. Pulawy 55, 777-780. (punkty MNiSWag11 2012 = 20, IF = 0,414)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na — opracowaniu koncepcji badan i
zaplanowanie eksperymentu, wykonanie doswiadczen na zwierzetach (intoksykacja
zearalenonem, badanie Kliniczne), pobieranie probek, wykonanie czesci analiz
laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja uzyskanych wynikow, napisanie
wstepnej Wersji manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

2. Gajecka M.*, Zielonka L., Jakimiuk E., Dabrowski M., Obremski K., Gorlo G., Mréz
M., Gajecki M. (2012) Znaczenie diagnostyczne wybranych wynikéw laboratoryjnych
mikotoksykozy zearalenonowej zwierzat. Med. Wet. 68(9), 566-570. (punkty
MNiSWo12 = 10, IF = 0,203)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na — opracowaniu koncepcji badan i
zaplanowanie eksperymentu, wykonanie doswiadczen na zwierzetach (intoksykacja
zearalenonem, badanie kliniczne), pobieranie probek, wykonanie czesci analiz
laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja uzyskanych wynikow, napisanie
wstepnej wersji manuskryptu. Moj udzial procentowy szacuje na 60%.

3. Gajecka M. (2012) The effect of low-dose experimental zearalenone intoxication on
the immunoexpression of estrogen receptors in the ovaries of pre-pubertal bitches. Pol.
J. Vet. Sci. 15(4), 685-691. (punkty MNiSW, = 20, IF = 0,570)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na — opracowaniu koncepcji badan i
zaplanowanie eksperymentu, wykonanie doswiadczen na zwierzetach (intoksykacja
zearalenonem, badanie kliniczne), pobieranie probek, wykonanie czesci analiz
laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja uzyskanych wynikéw, napisanie
manuskryptu. Moj udzial procentowy szacuje na 100%.

4. Gajecka M.*, Przybylska-Gornowicz B. (2012) The low doses effect of experimental
zearalenone (ZEN) intoxication on the presence of Ca®* in selected ovarian cells from
pre-pubertal bitches. Pol. J. Vet. Sci. 15(4), 711-720. (punkty MNiSWyg1, = 20, IF =
0,570)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na — opracowanie koncepcji badan,
zaplanowanie doswiadczenia, wykonanie doswiadczen na zwierzetach, pobieranie
probek, wykonanie czesci analiz laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja
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uzyskanych wynikow, napisanie wstepnej wersji manuskryptu. Moj udziat procentowy
szacuje na 80%.

5. Gajecka M. (2013) The effect of experimental low zearalenone intoxication on
ovarian follicles in pre-pubertal bitches. Pol. J. Vet. Sci. 16(1), 45-54. (punkty
MNiSWzolZ = 20, |F2012 = 0,570)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na — opracowaniu koncepcji badan i
zaplanowanie eksperymentu, wykonanie doswiadczen na zwierzetach (intoksykacja
zearalenonem, badanie kliniczne), pobieranie probek, wykonanie czesci analiz
laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja uzyskanych wynikow, napisanie
manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 100%.

6. Gajecka M.*, Otrocka-Domagata 1. (2013) Immunocytochemical expression of 3p3-
and 17p-hydroxysteroid dehydrogenase in bitch ovaries exposed to low doses of
zearalenone. Pol. J. Vet. Sci. 16(1), 55-62. (punkty MNiSWg12 = 20, 1F212 = 0,570)

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na — opracowanie koncepcji badan,
zaplanowanie doswiadczenia, wykonanie doswiadczen na zwierzetach, pobieranie
probek, wykonanie czesci analiz laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja
uzyskanych wynikow, napisanie wstepnej wersji manuskryptu. Moj udzial procentowy
szacuje na 8§0%.

7. Gajecka M. (2013) The effects of experimental administration of low doses of
zearalenone on the histology of ovaries in pre pubertal bitches. Pol. J. Vet. Sci. 16(2),
313-322. (punkty MNiSWzolz =20, IF12= 0,570)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na — opracowaniu koncepcji badan i
zaplanowanie eksperymentu, wykonanie doswiadczen na zwierzetach (intoksykacja
zearalenonem, badanie kliniczne), pobieranie probek, wykonanie czesci analiz
laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja uzyskanych wynikow, napisanie
manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 100%.

8. Gajecka M.*, Zielonka L., Dabrowski M., Mroz M., Gaje¢cki M. (2013) The effect of
low doses of zearalenone and its metabolites on progesterone and 17p-estradiol
concentrations in blood of pre-pubertal female Beagle dogs. Toxicon 76, 260-269.
(punkty MNiSW2012 =30, IF = 2,924)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na — opracowanie koncepcji badan,
zaplanowanie doswiadczenia, wykonanie doswiadczen na zwierzetach, wykonanie
analiz laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja uzyskanych wynikow,
napisanie wstepnej wersji manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 80%.

* - autor korespondencyjny

Laczna punktacja 8 prac wchodzacych w sklad jedno-tematycznego cyklu publikacji,
zgodnie z rokiem opublikowania, wynosi:

- wg listy czasopism punktowanych MNiSW — 160 pkt.
- faczny wspotezynnik oddziatywania (IF) — 6,635

Badania finansowane byty z projektu badawczego wlasnego (N N308 242635) ,,Obraz zmian
w wybranych tkankach suk jako wynik krotkoterminowej, mikotoksykozy zearalenonowej”
przyznanego przez MNiSW (w latach 2008-2011), kierownik dr n. wet. Magdalena Gajecka.
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4.3. Omoéwienie celu naukowego prac i osiagnietych wynikow wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Wprowadzenie

Wtorne metabolity, jakimi sg mikotoksyny moga powodowaé stany zatrucia u
zwierzat nawet po pobraniu bardzo matych dawek. Najczgséciej spotykanymi, mikotoksynami
w Srodowisku sg metabolity produkowane przez grzyby plesniowe z rodzaju Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Alternaria czy Claviceps.

Z punktu widzenia zdrowia zwierzat i nasze] wiedzy wynika, ze tylko kilka
mikotoksyn ma szczegdlne znaczenie, poniewaz wystepuja dos¢ czgsto w paszach i wywotuja
z r6znym nasileniem stany zatrucia u zwierzat (Rodrigues i Naehrer, 2012). Odnos$nie
czestotliwosci ich wystgpowania w materiale roslinnym, to nalezy potwierdzi¢ sugestie
niektoérych badaczy, ze zalezy ona od stosowanego sprzgtu laboratoryjnego podczas badan
pasz i materiatbw paszowych na obecno$¢ mikotoksyn (Shephard i wsp., 2012) oraz
wykorzystywania metodyk uwalniajacych ich od substancji maskujacych (De Saeger i Van
Egmond, 2012).

Wsrod mikotoksyn fuzaryjnych zearalenon (ZEN) zajmuje szczegdlng pozycje,
poniewaz jest wytwarzany podczas rozwoju roslin uprawnych, ale przed zniwami, poniewaz
jego wystepowania nie mozna catkowicie unikngé a jedynie zminimalizowaé z racji na
znaczny wplyw warunkow $rodowiskowych. Z posrdod zbdz najbardziej wrazliwa jest
pszenica, pszenzyto 1 kukurydza na infestacj¢ grzybami plesniowymi z rodziny Fusarium.

ZEN jest laktonem kwasu rezorcynowego chemicznie opisanym jako 6—(10-
hydroksy—6—-okso—E—1-undecenylo)-p-lakton kwasu rezorcynowego (C18H2205, Masa
Molowa: 318.36 g/mol, CAS — Chemical Abstracts Service — 17924-92-4). Mikotoksyna jest
koloru biatego, struktury krystalicznej i temperature topnienia ma w przedziale 164-165°C,
jest nierozpuszczalna w wodzie, lecz rozpuszcza si¢ w $rodowisku alkalicznym i innych
rozpuszczalnikach organicznych. ZEN jest stabilny podczas przechowywania, mielenia,
przetwarzania i gotowania oraz jest termostabilny.

ZEN i jego metabolity (a-zearalenol — o-ZEL i p-zearalenol — B-ZEL) maja strukture
estrogeno-podobne, ale w przeciwienstwie do steroidow nie wywodzg si¢ ze struktur steranu.
Przedstawione toksyny konkurujag w organizmie suk z endogennymi estrogenami o miejsca
wigzania receptoréw estrogenowych (ERs), co prowadzi do zmian w procesie syntezy mMRNA
1 protein powodujac zmniejszenie efektywno$ci skutkow endogennych czynnikéw
estrogenowych. Klinicznie wyraza si¢ to hiperestrogenizmem i/lub zaburzeniami w rozrodzie.
Ma to miejsce szczeg6Olnie u niedojrzalych piciowo suk. Z wczedniejszych obserwacji
wlasnych (Gajecka 1 wsp., 2004) wynika, ze objawy hyperestrogenizmu maja miejsce w
momencie istotnego wzrostu stezenia ZEN w karmach suchych industrialnych.

Wstepne badania wykazaly wystepujace czesto, zréznicowane zawartosci ZEN w
komercyjnych karmach (Boermans i Leong, 2007; Pietsch i wsp., 2013), przy czym w
niektorych przypadkach siggaty one wysokich koncentracji. Obecnos¢ tej mikotoksyny
stwierdzano w 42 na 45 badanych probek karm dla psow, w stezeniu od 5,0 do 299,5 ng/kg
karmy (Zwierzchowski 1 wsp., 2004). Znaczenie obecnos$ci ZEN w karmach poglebia fakt, iz
u suk jest praktykowana monodieta przez wiele miesigcy. Suki sg zwierzetami szczegélnie
wrazliwymi na dziatanie substancji estrogeno-podobnych. Podwyzszone stezenie estrogenow
endogennych 1 egzogennych jest takze uznawane za przyczyne wielu innych zaburzen
ustrojowych. Dlatego tez dilugotrwate pobieranie karm zawierajacych ZEN moze by¢
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czynnikiem powodujacym zaburzenia hormonalnej regulacji proceséw rozrodczych oraz
dysfunkcji jajnikow (Hatoya 1 wsp., 2009). Narzagdem szczegoOlnie wrazliwym na
oddziatywanie substancji o wlasciwosciach estrogenowych jest jajnik, w ktorym tatwo
dochodzi do powstawania trwatych zmian (Wtodarczyk i wsp., 2009).

Nasza wiedza na temat zalezno$ci migdzy endogennymi zwigzkami steroidowymi
(progesteron — P4 i 17B-estradiol — E;) a ERs u zwierzat zostala wykorzystana do oceny
wplywu ZEN 1 jego metabolitow na czynno$¢ jajnikdw i wyja$nienia zmian stwierdzanych
podczas histologicznych i immunohistochemicznych analiz jajnikdw u niedojrzatych ptciowo
suk, ktorym podawano rézne dawki ZEN (50 1 75 pg/kg mc) przez okres 42 dni.

4.3.2. Materialy i metody

Czynnosci zwigzane z wykonywaniem doswiadczen na zwierzetach przeprowadzono z
zachowaniem obowigzujacych w Polsce norm prawnych, ktére okreslaja warunki i sposoby
dokonywania eksperymentéw na zwierzg¢tach (Nr opinii Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw
Dos$wiadczen na Zwierzetach — 37/2006 z dnia 24 pazdziernika 2006 roku).

Materialem badawczym byto 30 klinicznie zdrowych, niedojrzatych plciowo suk,
genetycznie homogennych rasy Beagle, w wieku okoto 70 dni i masie ciata okoto 8 kg w
momencie rozpoczg¢cia do$wiadczenia. Zwierzgta podzielono na 3 grupy po 10 zwierzat:
doswiadczalna I (EI) (n=10) — podawano 50 pg (100% NOAEL — maksymalny poziom
substancji, przy ktorym nie obserwuje si¢ jeszcze dziatan ubocznych - Boermans i Leung,
2007) - ZEN/Kg mc per 0s, raz dziennie; do§wiadczalnej II (EII) (n=10) — podawano, 75 ug
(150 % NOAEL) ZEN/kg mc per os, raz dziennie; oraz grupa kontrolna (C) (n=10) —
podawano per 0s placebo nie zawierajace ZEN. ZEN podawano przez 42 dni. Na zakonczenie
doswiadczenia, czyli w okoto 112 dniu zycia suk, wszystkie zwierzeta zostaly poddane
owariektomii. W uzyskanych probkach jajnikéw wykonano nastgpujace badania
laboratoryjne: histologiczne (Gajecka, 2013b); ultrastrukturalne (Gajgcka, 2013a);
ultralokalizacje Ca®* (Gajecka i Przybylska-Gornowicz, 2012); immunohistochemiczne typu
TUNEL i test PCNA (Gajecka 2013a); immunocytochemiczng oceng ekspresji dehydrogenaz
hydroksysteroidowych (HSDs) (Gajecka 1 Otrocka-Domagata, 2013), ekspresje mMRNA
CYPscc i 38-HSD (Gajecka i wsp., 2011b) oraz ERs (Gajgcka, 2012). W pobranej krwi, co
tydzien, oznaczano koncentracje ZEN i dwoch jego metabolitow oraz P4 i E; (Gajecka i wsp.,
2013).

4.3.3. Oméwienie wynikow
4.3.3.1. Miejsce ZEN w srodowisku

Bioragc pod uwage wszechobecno$¢ estrogenow srodowiskowych nalezy uswiadomié
sobie, ze moga one wptywac nie tylko na organizmy dziko Zyjace, ale rowniez na zwierzeta
gospodarskie 1 towarzyszace oraz ludzi w sposob niekontrolowany. Zgodnie z sugestiami
Anser Ahmed (2000) estrogeny obecne sg nie tylko, jako sktadniki naturalnie wystepujace w
organizmie, ale mogg by¢ to rowniez estrogeny srodowiskowe, jak ksenobiotyki lub
pochodzenia naturalnego. Te wspolczes$nie znane substancje (niekoniecznie zanieczyszczenia)
nazywane estrogenami §rodowiskowymi, w wiekszosci wchodza w sktad grupy zwigzkow
okreslanych jako EDs (endocrine disrupters), ktére powszechnie spotykane sa w §rodowisku,
ziemi, powietrzu, wodzie 1 w §rodkach spozywczych czy karmach (Yurino i wsp., 2004; Crain
1 wsp., 2008). Z kolei naturalnymi EDs wystepujacymi w §rodowisku sg to, fitoestrogeny (np.
genisteina, kumestrol) i mikoestrogeny (mikotoksyny — np. ZEN), czyli produkty grzybow
plesniowych (Gajecki 1 wsp., 2010).
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ZEN zaliczany do mikoestrogenow, szczego6lnie silnie oddziatuje na jajniki, ktore sa
jednym z gléwnych narzadow produkujacych estrogeny (Alm i wsp., 2006; Fink-Gremmels i
Malekinejad, 2007). Biologiczne efekty wywotane w jajniku stanowig jedng z metod oceny
dziatania tych substancji (Scippo i wsp., 2002). Ponadto patologiczne stany jajnikow sg u suk
bardzo istotnym elementem zaburzen ich zdrowia. W etiopatogenezie stanow chorobowych
jajnikow, istotng role odgrywaja dysfunkcje hormonalne, polegajace mig¢dzy innymi na
wzmozonym oddziatywaniu estrogenow (Whitehead i Rice, 2006). W przedstawionych
badaniach niedojrzatych ptciowo suk rasy Beagle bgdacych pod wptywem ZEN i jego
metabolitow wykazano istnienie wielu zaawansowanych zmian wstecznych (metamorphoses
regresiva) takich jak przekrwienie, zwyrodnienie oraz zanik komorek i tkanek. Dotyczyty one
prawie wszystkich struktur jajnikow (Gajecka, 2012; 2013a; 2013b; Gajecka i Przybylska-
Gornowicz, 2012; Gajecka i1 Otrocka-Domagata, 2013). Podobne obserwacje stwierdzano
podczas badan wilasnych dotyczace dziatan ZEN u suk wielorédek (Gajecka 1 wsp., 2008a,
2008b), albo fitoestrogenow, co dokumentowali inni autorzy (McClain i wsp., 2005).

4.3.3.2. Histopatologia jajnikow

Powierzchnia zewnetrzna jajnikoéw u suk pokryta jest nablonkiem powierzchniowym
jajnika (OSE), ktéry ma rézne zadania fizjologiczne do spelnienia. Po pierwsze, jest
czgsciowa barierg dla procesow bioaktywnej dyfuzji miedzy zrgbem i OSE. Po drugie jest
czynnikiem decydujacym o okresowym uwalnianiu dojrzalych lub dojrzewajacych
pecherzykow jajnikowych. W grupach E, obraz histologiczny OSE wskazywal na obecnosci
tych komorek w innych strukturach jajnika. W grupie El stwierdzano niewielkie wpuklenia
siggajace blony biatawej. W grupie EII przedstawione zjawisko wyrazone bylo duzo bardziej
zdecydowanie, poniewaz te wpuklenia dochodzily do cze$ci zewnetrznej kory. Mozna
przypuszczaé, ze obecnos¢ wspomnianych wpuklen jest wynikiem obecnosci ZEN i1 a-ZEL w
organizmie suczek, natomiast wielko$¢ 1 czestotliwo$¢ tych wpuklen jest wprost
proporcjonalne do podawanych wartosci ZEN wraz z karmg. Nalezatoby mie¢ rowniez na
uwadze sugestie niektoérych badaczy (Auersperg i wsp., 2001), ze tego rodzaju wpuklenia
maja miejsce u suk wielorodek, jako wynik poowulacyjnej proliferacji, czego trudno
oczekiwa¢ u suk dojrzewajacych. W efekcie, przedstawione zmiany u badanych zwierzat
mozna byloby sugerowac, ze sa zmianami patologicznymi.

W efekcie stany histopatologiczne OSE 1 czgéci korowej jajnika moga by¢
prowokowane faktem silniejszego przekrwienia czesci korowej jajnika w obu grupach E
powodowane zwigkszeniem liczby naczyn wtosowatych i/lub rozszerzeniem $wiatta tychze
naczyn krwiono$nych (wazodylatacja). Obie sytuacje powoduja spadek cisnienia krwi,
poniewaz ros$nie ogolna objetos¢ ukltadu krwiono$nego przy stalej jej objetosci. Ma miejsce
tatwiejszy dostep ZEN i a-ZEL do komorek estrogeno-zaleznych w jajniku w wyniku
spowolnieniem przeptyw krwi przez wszystkie tkanki jajnikow. Czyli komdrkami, w ktorych
sg obecne biatka ER (Auersperg 1 wsp., 2001).

Wracajac do badan histologicznych nalezaloby zwroci¢ uwage na rozmieszczenie
pecherzykoéw pierwotnych (primordial) 1 pierwszorzgdowych (primary), ktore z zasady byly w
zewnetrznej czgsci korowej, a ich udzial w tkankach jajnika wskazywal na tendencje
spadkowa w obu grupach E w porownaniu z grupa C. Tendencja ta byta silniej wyrazona w
grupie EII, czyli byla proporcjonalna do wielkosci dawki mikotoksyny w karmie.
Przedstawiong tendencje¢ po czesci mozna tlumaczy¢ faktem wpuklenia si¢ OSE w btonie
biatawej a nawet w warstwy powierzchowne czesci korowej (grupa EII), czyli zrebu (stroma),
co moze powodowac ich miejscowe rozrzedzenie. Przedstawiony stan, fizjologicznie ma
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miejsce u dojrzatych ptciowo suczek (tuz przed owulacja) i jest przyczynkiem do wystagpienia
fizjologicznej apoptozy (Auersperg i wsp., 2001). U zwierzat mtodych dojrzewajacych (jakie
uczestniczylty w doswiadczeniu) jest to jednak stan patologiczny, poniewaz pecherzyki
pierwotne powstajg dopiero miedzy 17 a 54 dniem zycia suki (Songsasen i wsp., 2009). Przez
kolejne 120 dni stwierdza si¢ dodatkowo obecno$¢ pecherzykéw pierwszorzedowych a
eksperyment prowadzony byl miedzy 70 a 112 dniem zycia suk.

Kolejnym stanem histologicznym stwierdzanym u badanych suczek, byta tendencja
zwigkszajacego si¢ udzialu atrezyjnych pecherzykéw jajnikowych w obu grupach E w
stosunku do grupy C, ktora byta wprost proporcjonalna do wielkosci dawki ZEN w karmie.
Pecherzyki te z zasady byty umiejscowione w czgséci rdzennej kory jajnika. W zwigzku z tym,
mozna przypuszczaé, ze proces atrezji pecherzykéw jajnikowych nie byt ,,spontaniczny” (z
racji, ze suczki byly bardzo mlode), lecz wymuszony wobec wigkszych pecherzykow
(Dolezel 1 wsp., 2004). Za takim tokiem myS$lenia przemawia fakt, ze proces intoksykacji
trwal az 42 dni a my dysponowali$my obrazem tylko z ostatniego dnia eksperymentu.

W wigkszych pecherzykach proces atrezji zaczynat si¢ od $ciany pgcherzyka, czyli od
zewnatrz w wyniku inwazji tkanki tacznej do ich wnetrza. W trakcie tego procesu komorki
ostonki pecherzyka upodabniaja si¢ do komorek paraluteinowych i staja si¢ elementami
strukturalnymi gruczotu §rédmiazszowego jajnika stajac si¢ dodatkowym zroédtem estrogenow
(Akihara 1 wsp., 2007). Potwierdzeniem tego sa wyniki u tych samych suk (Gajecka, 2013)
ktore dokumentuja statystycznie (P<0,05 i <0,01) wzrost koncentracji E; odpowiednio w obu
grupach E, ktorym towarzyszyt statystyczny (P<0,05) spadek koncentracji P4 tylko w grupie
Ell w stosunku do grupy C.

4.3.3.3. ERs w jajnikach

U samic w wieku rozrodczym ERf jest dominujacym ER (Chu i wsp., 2004; Juengel i
wsp., 2006; Koehler i wsp., 2005; Stomczynska, 2002; Taylor i Al-Azzawi, 2000; Vaskivuo i
wsp., 2005; Wasowicz i wsp., 2011). Wystepowanie ERP u §win i suk wykazano na kazdym
etapie rozwoju pecherzyka jajnikowego, od pecherzyka pierwotnego do pecherzyka
owulacyjnego, oraz w kazdej fazie rozwoju ciatka zottego, natomiast obecnos¢ ERa
stwierdzano jedynie w duzych, przedowulacyjnych pecherzykach oraz we wezesnym stadium
rozwoju ciatka zottego (Hiroi 1 wsp., 1999; Stomczynska, 2002). W badaniach wykonanych
przez Hatoya i wsp. (2009) nie stwierdzono obecno$ci ERa w oocytach i komorkach wzgorka
jajonosnego podczas dojrzewania komorek jajowych w jajowodach suk, czemu towarzyszyto
jednak zwigkszenie koncentracji E,. To tlumaczyloby, dlaczego u badanych suk nie
stwierdzono obecnosci receptorow typu ERo w zZadnej z komorek jajnika dojrzewajacego
(Gajecka, 2012).

ZEN ma wigksze powinowactwo do ERa niz do ERP bedac rownoczesnie mocnym
agonistg tego ostatniego (Mueller 1 wsp. 2004). Aktywno$¢ ZEN wzgledem ERP ma charakter
mieszany w zalezno$ci od stopnia jego koncentracji oraz fazy cyklu estralnego (Hatoya i wsp.,
2009). Zestawienie wynikéw badan Korach 1 wsp. (2003) odnosnie lokalizacji rodzajow ER w
jajniku u roéznych gatunkéw zwierzat oraz wynikow badan wilasnych (Gajecka, 2012)
odnos$nie ich rozmieszczenia w jajniku wskazuja, Zze zmiany obserwowane w obrgbie
omawianej tkanki uktadu rozrodczego sa nastgpstwem oddziatywania ZEN 1 a-ZEL poprzez
ERP. Rownoczesnie nalezaloby mie¢ na uwadze fakt, ze w miar¢ wzrostu dawki ZEN w
karmie spada udzial ER w tkankach jajnika (Gaj¢cka, 2012). Przedstawiona sytuacja
Upowaznia do postawienia pewnej sugestii typu, Ze wystepujace przekrwienia w czgsci
korowej jajnika moze by¢ wynikiem pozagenomowego dziatania estrogendw (Bishop i
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Stormshak, 2008). Jednym z tego rodzaju estrogenow ZEN jest postrzegany, jako egzogenny
ligand prowokujacy zwiekszenie st¢zenia E; (lecz tylko w koncowym etapie doswiadczenia)
(Gajecka i wsp., 2013; Gajecka 1 Przybylska-Gornowicz, 2012), co prowadzilo do ostrego
rozszerzania si¢ naczyn krwionos$nych (wazodylatacja). Jest to sytuacja przeciwstawna do
sugestii Barton (2012), ktory twierdzi, ze procesowi wazodylatacji musi dodatkowo
towarzyszy¢ koekspresja ERs w formie funkcjonalnego przestuchu (cross-talk).

Z kolei fakt przyttumienia koncentracji E; u suk grupy C zostalo prawdopodobnie
spowodowane obecnoscig jedynie receptoréow typu ERP w jajnikach (Gajecka, 2012; Gajecka
i Przybylska-Gornowicz, 2012) . Moze to mie¢ miejsce, poniewaz ERs w formie monomerow
maja zdolno$¢ do wplywania na ekspresje gendow w sposob konstytutywny bez udzialu
wspomnianego hormonu. Szczegdlnie odnosi si¢ to do ERP, poniewaz receptor ten ma
zdolno$¢ laczenia si¢ bezposrednio z miejscem wybidrczo wrazliwym w ERE (estrogen
response element — elementy odpowiedzi estrogenowej) na DNA (Liu i wsp., 2008) co byloby
bardzo wazne dla rozwoju organizmu, jako takiego. Czyli rozw6j komorek jajnika moze mieé
miejsce mimo bardzo niskiej fizjologicznej koncentracji E,. Natomiast dodatkowa obecnosé¢
w organizmie ZEN powoduje spadek udziatu tych ERP, jako efekt redundancji funkcjonalnej
spowodowanej nadmiarem substancji estrogeno-podobnych réznego pochodzenia.

ERs wptywaja réwniez na mechanizmy modyfikacji epigenetycznej (Taylor i wsp.,
2010) czyli modyfikuja aktywnosci genow w jadrze komérkowym, pozwalajac na ,,cofnigcie”
komorki do wczesniejszego etapu rozwoju. W przypadku ERs polega to na wyhamowaniu
procesow ich ekspresji przez promotoréw, jakimi sa odwracalna metylacja i acetylacja
histonow (Leader i wsp., 2006). Da Silva Faria i wsp. (2008) udokumentowat, ze nawet u
zenskiego potomstwa szczurzyc, niedozywionych biatkowo i energetycznie, stwierdzano
zmiany morfologiczne typu ,,cofni¢cia” w jajnikach, wzrost koncentracji E; w surowicy krwi
oraz zmniejszenie ekspresji MRNA jajnikowych receptoréw typu ERa, ERB1 i ERB2.

Z racji, ze ZEN jest egzogennym pozagenomowym ligandem (Barton, 2012), taczac
si¢ z ERs zmienia jego konformacje, zmieniajac przytaczany koaktywator i aktywujac go jako
agoniste lub czesciowo jako agoniste 1 antagoniste. RoOwnowaga agonistyczno-
antagonistyczna zalezy glownie od podtypu ER, badanej tkanki i wzglednego poziomu
ligandow lub receptoréw (McDonnell 1 wsp., 2002). W zwigzku z tym nasuwa si¢
spostrzezenie typu — ze ZEN w tym konkretnym przypadku taczac si¢ z ERB spowodowat
jego konformacje aktywujac go prawdopodobnie jako antagoniste, co spowodowato w grupie
EI nieznaczny a w grupie EII istotny spadek obecnosci ERP w jajnikach suk niedojrzatych
ptciowo w poréwnaniu do grupy C jako przyktad modyfikacji epigenetyczne;.

4.3.3.4. Badania immunohistochemiczne

Zgodnie z sugestiami Auersperg i wsp. (2001), narazenie zrgbu jest przyczynkiem do
indukcji procesu apoptozy. Potwierdzeniem tego, s3 badania wiasne (Gajecka, 2013a),
podczas ktorych okreslano indeks proliferacyjny (PI) 1 apoptotyczny (Al) pecherzykow
jajnikowych tych samych suk. Stwierdzono spowolnienia proceséw proliferacyjnych a
wzmozenia procesOw apoptozy w pecherzykach pierwotnych 1 pierwszorzedowych w obu
oocytach jak i w komorkach pgcherzykowych. Ponadto z innych badan wtasnych (Gajecka i
Przybylska-Gornowicz, 2012) wynika, ze $mier¢ komorki moze mie¢ miejsce w wyniku
redundancji funkcjonalnej Ca®* w mitochondriach prowokujac dysfunkcji mitochondriow i
zwigzanego z tym spadku lub nawet utraty aktywnosci metabolicznej mitochondriow w
oocytach, komorkach pecherzykowych i srodmigzszowych u suk dojrzewajacych.
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I tak w obu grupach E obserwowano stabiej wyrazony PI badanych pgcherzykow
jajnikowych. Dowodem na to, jest warto§¢ ogoélna mediany PI, ktéra wyniosta 25,49.
Rowniez wartosci mediany PI dla poszczegolnych grup (EI=22,79; Ell=18,20; C=35,49),
dokumentuja fakt, ze w wyniku trwajacej mikotoksykozy zearalenonowej procesy
proliferacyjne ulegly silnemu spowolnieniu w oocytach pecherzykéw pierwotnych i
wzrastajagcych w porownaniu do grupy C. W pecherzykach atrezyjnych tego rodzaju réznic w
aktywnosci proliferacyjne nie stwierdzano. Nalezatoby rowniez wzia¢ pod uwage fakt, ze
spadek PI nastepuje z reguly pod wplywem estrogenéw (Van Cruchten i wsp., 2004). W
przedstawionym badaniu okres intoksykacji byt dos¢ dtugi, zas opisane zmiany proliferacyjne
sa charakterystyczne dla majacej miejsce estrogenowej redundancji funkcjonalnej (De
Bosschere 1 wsp., 2002). Wzmozenie procesow proliferacyjnych bylo natomiast wyraznie
widoczne u suk grupy C, czemu towarzyszyt obraz prawidtowo zachowanych struktur jajnika.
Jadrowa ekspresja biatka PCNA u tych zwierzat wskazuje na fizjologiczng proliferacje,
zwigzang z prawidlowa sekrecja estrogenow (na bardzo niskim poziomie — zjawisko
hormezy) uwalnianych z pecherzykow (Songsasen i Wildt 2007).

W badaniach wlasnych (Gajecka, 2013a) na tych samych zwierzetach, mediana Al dla
catej grupy 30 suk wyniosta 13. Z kolei w odniesieniu do poszczegdlnych grup eksperymentu
stwierdzano duzo wyzsza mediang Al w grupie EI (13,45) i dwukrotnie wyzsza grupie EII
(17,84) w poroéwnaniu z grupg C (8,59) lub z ogdlng mediang. Warto$ci te s wysokie, jesli je
porownamy do wynikéw uzyskiwanych w niedojrzatych oocytach u bydta wynoszace 7
(Matwee 1 wsp., 2000). Inaczej to wyglada w odniesieniu do oocytéw zwierzat dojrzatych
gdzie mediany dochodza do 23. Przy czym nalezy pamigtaC, ze wartoSci te wzrastajg wraz z
wiekiem samicy (Matwee 1 wsp., 2000), a przeciez w przedstawionym eksperymencie
(Gajecka, 2013a) badano jajniki suk dojrzewajacych, co sugeruje, ze fizjologicznie Al
powinien by¢ niewielki.

4.3.3.5. Badania ultrastrukturalne jajnikow

Bardzo pomocne staty si¢ wyniki badan ultrastrukturalnych (Gajecka, 2013a; Gajecka
I Przybylska-Gornowicz, 2012) na przyktad w grupie EI, podczas ktorych stwierdzano
procesy degeneracji w oocytach oraz komorkach pgcherzykowych komorek pierwotnych i
rozwijajacych. Bardziej sugestywny obraz dezintegracji komorek obserwowano w grupie EII
gdzie zmiany atrezyjne stwierdzano w ogélnym widoku pecherzykow pierwotnych i
wzrastajacych a w szczegolnosci w oocytach 1 w komorkach pecherzykowych tych
pecherzykéw oraz w komoérkach wnekowych. Oocyty w wiekszosci przypadkow ulegly
catkowitemu rozpadowi. W komorkach pecherzykowych stwierdzano zanik potaczen
mi¢dzykomorkowych,  wakuolizacjg przestrzeni miedzykomérkowych —oraz  zanik
podstawowych organelli w cytoplazmie. A co najwazniejsze obserwowano niewyrazny obrys
1 zupelne zatarcie struktury wewngtrznej mitochondridow. Organelli odpowiedzialnej za
odtwarzanie i utrzymanie na statym poziomie odpowiednich zasoboéw energii, czyli ATP,
ktorego niedobor jest przyczynkiem do zainicjowania apoptozy (Moreira i wsp., 2011).

Wiadomo, ze przez caly okres wzrostu 1 dojrzewania, oocyty pozostaja w $cistym
zwigzku z komoérkami pecherzykowymi za posrednictwem tzw. zlaczy szczelinowych.
Czynnikiem oslabiajacym potaczenia komorek mogh by¢ ZEN, poniewaz zanik potaczen
migdzykomodrkowych 1 powigkszanie si¢ przestrzeni miedzykomorkowych stwierdzano po
czgsci w grupie EI a bardzo silnie wyrazone byly w grupie EIl. W pecherzykach jajnikowych
zwykle wystepuje pewna liczba pecherzykéw ze zmianami apoptotycznymi, przy czym
sygnat apoptotyczny przekazywany jest z komodrek pecherzykowych do oocytu dopiero po
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przekroczeniu pewnego krytycznego poziomu ich aktywnosci np. spadku poziomu ATP w
wyniku destrukcji mitochondriéw (Moreira i wsp., 2011).

Z kolejnych badan tych samych suczek (Gajecka i Przybylska-Gornowicz, 2012)
wynika, ze proces apoptozy uruchamiany w komoérkach jajnika podczas mikotoksykozy
zearalenonowej u tych suk byl typu wewnatrzkoméorkowego 1 rozpoczynal sie w
mitochondriach. Z racji, ze obecno$¢ ZEN i/lub jego metabolitu a-ZEL wywotuje stan
hyperestrogenizmu (redundancje funkcjonalna), co powodowato wzrost ilosci Ca** w
mitochondriach. Sugeruje to, ze ma miejsce, stymulowany E; i ZEN wzrost stezenia
komorkowego Ca®, co aktywuje mitochondrialng fosfataze¢ biatkowsa, ktora defosforyluje
oksydaze cytochromu c. Aktywne biatko przyczynia si¢ z kolei do wzrostu btonowego
potencjalu mitochondrialnego powodujac w mitochondriach zwiekszenie stgzenia Ca“’.
Mechanizm wzrostu poziomu Ca?* nie jest do kofica poznany (Gellerich i wsp., 2010). Wzrost
stezenia Ca®* w mitochondriach promuje z kolei tworzenie reaktywnych form tlenu (Felty i
Roy, 2005), co w konsekwencji dalszej jest czynnikiem inicjujacym apoptoze (Mortira i wsp.,
2011). Majac na uwadze wilasciwosci E, (Barton, 2012) i podwyzszenie jego koncentracji
(Gajecka i1 Przybylska-Gornowicz, 2012) mozna zatozy¢, ze w grupie EII to obecnos¢ ZEN w
karmie spowodowata wystgpienie estrogenowej redundancji funkcjonalnej co stato sie
przyczynkiem obecno$é duzych ztogow Ca** rozproszonych w mitochondriach, w gruzie
komoérkowym lub w pozostatosciach oocytu.

Globalne stezenie Ca’* w cytosolu musialo byé znacznie wyzsze niz normalnie,
chociaz nie zawsze np. w grupie EI. Przedstawiona sytuacja w grupie EIl byla
prawdopodobnie kolejnym czynnikiem uszkadzajacym komodrki w prezentowanym
doswiadczeniu. W takiej sytuacji mitochondria prawdopodobnie otoczyly obszar, w ktorym
wzrosto stezenie Ca®* by pobierajac jony wapnia stworzyé bariere uniemozliwiajaca rozlanie
si¢ sygnatu wapniowego w caltej komorce (Gunter i Sheu, 2009). Niestety substancja
niepozadana, jaka jest ZEN miata silniejsze dzialanie defragmentujace a moze nawet
destrukcyjne wobec oocytu czy komorek ziarnistych w obu grupach eksperymentalnych.
Réwnoczesnie stwierdzono, ze przedstawione] sytuacji towarzyszyt wzrost koncentracji Ca*
w macierzy mitochondrium (Gajecka i1 Przybylska, 2012), co moglo by¢ wynikiem,
uniportowej koncentracji, ale rowniez brakiem mozliwosci odptywu z racji trwajacego
eksperymentalnego hyperestrogenizmu sprowokowanego redundancja funkcjonalng ZEN u
bardzo mitodych i niedojrzatych plciowo organizméw suczek z grup E. Fizjologiczna
koncentracja Ca”* w macierzy mitochondrialnej powinna si¢ rowniez zmieniaé odpowiednio
do zmian poziomu Ca?* w cytozolu.

4.3.3.6. Biotransformacja P4 i E;
4.3.3.6.1. ZEN jako modulator HSDs

Estrogeny sa czynnikiem decydujacym o normalnym rozwoju zenskiego uktadu
rozrodczego (Taylor 1 wsp., 2010). Z racji tej nalezaloby rowniez zwroci¢ uwage na fakt, ze
ZEN jest czynnikiem zaburzajagcym funkcje endokrynne (EDs). Mikoestrogeny a w tym i
ZEN z reguty dziataja wielokierunkowo (Roselli 1 wsp., 2000; Wasowicz 1 wsp., 2011).
Migdzy innymi mogg one modulowaé aktywno$¢ enzymow bioracych udziat w procesie
biosyntezy estrogenow, takich jak aromatazy, sulfatazy, sulfotransferazy czy nadrodzing
HSDs jak np 3B-HSD i 17B-HSD na poziomie prereceptorowym (Tiemann i wsp., 2003;
Wauttke 1 wsp., 2002). Te ostatnie katalizujg przebieg reakcji nie tylko w réznych etapach
biosyntezy P, czy E,, lecz takze przeksztalcajg aktywnos¢ receptorow keto-steroidowych w
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forme¢ mniej aktywna, co stanowi o jednym ze sposobow regulacji aktywno$ci hormonalnej na
poziomie prereceptorowym (Penning, 2003; Tiemann i wsp., 2003).

Wezesniejsze rozwazania o Ca®" nalezy uzna¢ za prawdziwe z racji tej, ze
koncentracja ca® jest podwyzszana w mitochondriach w celu regulacji aktywnos$ci
dehydrogenaz hydroksysteroidowych (HSDs) w macierzy mitochondrialnej, nieodzownych w
homeostazie P, i E; na poziomie prereceptorowym. Przy czym stwierdzono, ze ZEN spetnia
réwniez rol¢ substancji macierzystej dla tych enzyméw (Penning, 2003; Gajecka i wsp., 2009;
Gellerich 1 wsp., 2010; Gajecka i Otrocka-Domagata, 2013). HSDs, a szczegdlnie 33- 1 17p-
HSD, sg migedzy innymi swego rodzaju przelacznikami molekularnymi dopuszczajagcymi do
modulacji prereceptorow hormonow sterydowych w retikulum endoplazmatycznym
cukariontow (Marchais-Oberwinkler i wsp., 2011) lub w organizmach prokariotycznych
(Kisiela i wsp., 2012). U eukariontow w przypadku 33-HSD odbywa si¢ to np. w odniesieniu
do P4 a 17B-HSD w odniesieniu do E,. Z kolei substratem wobec 33-HSD jest pregnenolon a
wobec 17B8-HSD moze by¢ estrion. Wiadomo, ze na aktywno$¢ HSDs maja wpltyw réwniez
inne substancje typu ksenoestrogeny, fitoestrogeny oraz leki.

Z racji, ze w przedstawionym doswiadczeniu zwierzeta byty intoksykowane ZEN
przez 42 dni nalezaloby wzia¢ pod uwage fakt, ze w sytuacji zbyt niskiej aktywnosci
enzymow | fazy detoksykacji (gdzie cytochromy P450 biora czynny udzial w I fazie
detoksykacji oraz w tzw. aktywnosci antyportowej na poziomie, enterocytu - Boermans i
Leung, 2007; Gajecka i wsp., 2009) w odniesieniu do ilosci pobranego ZEN ma miejsce
zachwianie rownowagi procesu detoksykacji pomigdzy I a II fazg i nastepuje przenikanie do
organizmu metabolitow typu a-ZEL (od 1 do 2 ng/ul — Gajecka i wsp., 2013) i B-ZEL (0 ng/ul
— Gajecka 1 wsp., 2013), co potwierdzaja sugestie innych toksykologow (Plewka, 2011).
Metabolity te moga powodowaé znaczne zmiany aktywnos$ci enzymow bioracych udzial w
procesie sterydogenezy lub regulacji hormonalnej na poziomie przedreceptorowym zaleznie
od dawki substratu (ZEN 1 jego metabolitow — przy tych ostatnich efekt jest
odwrotnieproporcjonalny). Tego rodzaju aktywnos$¢ ZEN potwierdzaja badania Busk 1 wsp.
(2012).

Wzrost wartosci dawki ZEN (grupa EII) powodowat efekt odwrotny, poniewaz
stwierdzano statystycznie istotny spadek gestosci optycznej badanych enzyméw (HSDs) we
wszystkich badanych komoérkach w poréwnaniu z grupa EI. Sa to jednak warto$ci nie zawsze
mniejsze od wartosci stwierdzanych w grupie C a szczegdlnie na poziomie +++ w przypadku
178-HSD oraz w przypadku 3B-HSD tylko w pecherzykach trzeciorzgdowych. Spadek
wartosci gestosci optycznej] w grupie EIl w porownaniu z grupg EI prawdopodobnie
spowodowany zostal wystapieniem zjawiska okre§lanym, jako hormeza polegajacym na tym,
ze wiele substancji toksycznych a w tym 1 substancje niepozadane (np. ZEN) w koncentracji
ponizej warto$§ci NOAEL (wartos$ci progowej) dziataja na organizm stymulujaco/adaptujaco a
powyze] moga by¢ przyczynkiem wystgpowania zjawiska okreslanego, jako hamowanie
(inhibicja — spowodowane przekroczeniem dawki progowej) (Heberer i wsp., 2007;
Dobrzanski 1 Fornalski, 2011). Z naszych badan wynika (Gajecka 1 wsp., 2013), ze obecnos¢
ZEN w karmach industrialnych dla pséw w dawkach bardzo matych (w okolicach warto$ci
NOAEL) nie powoduje wystagpienia objawow klinicznych intoksykacji, moze by¢ jednak
przyczynkiem do wzmozenia somatycznych procesoOw proliferacyjnych, ktorych
intensywnos$¢ jest odwrotnie proporcjonalna do wielkosci dawki ZEN.

Procesy dezaktywujace lub spadku aktywno$ci 17B-HSDs polega migdzy innymi na
wplywie substratow pochodzenia zewnetrznego, ktore dzialaja, jako ligandy niesteroidowe
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lub sterydy, a bedac silnym elektrofilem moga taczy¢ si¢ z grupa alkilowa prowadzac do
nieodwracalnego wyhamowania aktywnosci enzymow (Penning, 2011). Ponadto aktywnos¢
estrogendéw jest regulowana poziomem ERs w wyniku ich ekspresji oraz stopniem modulacji
w retikulum endoplazmatycznym wynikajacym z wzajemnej konwersji miedzy hormonami
(np. Ez) a ich nieczynnymi odpowiednikami (E; i siarczan estronu). 17B-HSDs w obu
szlakach maja nadrzedne znaczenie poniewaz katalizujg aktywacje E1 do E; oraz inaktywuja
E, do E; i sa kluczowymi enzymami aktywowanymi podczas rozwoju, wzrostu i
funkcjonowania tkanek uktadu rozrodczego (Huhtinen i wsp., 2012). Enzymy te, sa obecne w
zaleznosci od ekspresji zwigzkow tkankowo =zaleznych dla enzyméw estrogenowych.
Zroznicowana ekspresja tych enzymatycznych regulatoréw prereceptorowych moze
prowadzi¢ do podwyzszonej koncentracji E; (Motohara i wsp., 2010). Potwierdzaja to
badania wilasne (Gajecka 1 Przybylska-Gornowicz, 2012) podczas ktérych stwierdzono
podwyzszenie koncentracji E; w ostatnim dniu do§wiadczenia, brak ERa oraz spadek udziatu
ERB w jajnikach odwrotnie proporcjonalnie do dawki ZEN (Gajecka, 2012). Zaistniata
sytuacja wplywa na mechanizmy modyfikacji epigenetycznej (Taylor i wsp., 2010). Procesu
polegajacego na modyfikacji aktywnosci genow w jadrze komoérkowym, pozwalajagcym na
,cofniecie” komorki do wezesniejszego etapu rozwoju.

4.3.3.6.2. Ekspresja mRNA dla genu 38-HSD i CPSscc

Wyniki badan wtasnych (Gajecka i wsp., 2011a; 2011b) dowodza, ze u loszek jak i u
niedojrzatych suk przy dawce NOAEL (np. grupa EI) nie stwierdzono statystycznego wzrostu
poziomu MRNA dla genu 38-HSD i CPSscc w odniesieniu do grupy C, czyli organizmy sobie
radzily bez zadnych perturbacji z tg nieznaczng intoksykacjag ZEN (swego rodzaju tolerancji
wobec mikotoksykozy). W grupie EIl, w ktérej podawano wyzsze wartosci ZEN (150%
wartosci NOAEL) sukom, stwierdzono jednak statystycznie istotny (P = 0,016) wzrost
poziomu MRNA, lecz tylko, dla 3B-HSD, co jest bardzo istotne dla podtrzymania procesow
sterydogenezy a nie dla jej wywolania oraz/lub jako wynik nagromadzenia substratu, jakim
jest ZEN (Gajecka 1 wsp., 2009). Zaistniala sytuacja moze by¢ prowokowana rowniez faktem,
ze u mtodych suk koncentracja P, jest z zasady bardzo niska, co nie sprzyja biotransformacji
ZEN do o-ZEL (Tiemann i wsp., 2003). Towarzyszyt temu siedmiokrotny wzrost liczby
transkryptow MRNA, ale tylko dla 3B-HSD przy rownoczesnym dwukrotnym, lecz
statystycznie nieistotnym wzroscie poziomu MRNA dla genu CYPscc na granicy istotnosci
statystycznej (P = 0,076) (Gajecka i wsp., 2011b), co w konsekwencji dalszej powoduje
spadek aktywnosci (aktywnos$ci optycznej) tego enzymu w komorkach ziarnistych.

Przy nizszej dawce ZEN (grupa EI) ma miejsce zwigkszenie gestosci optycznej (w %)
3B- 1 17B-HSD w pordéwnaniu do grupy C we wszystkich etapach rozwoju komorek
pecherzykowych. W przypadku 3B-HSD spowodowane to jest prawdopodobnie zaburzeniami
stopnia ekspresji MRNA 3B-HSD, ktore decyduja o procesach syntezy P4 oraz z racji nizszego
poziomu ekspresji MRNA CYPscc (pierwszy czynnik szacujaco-ograniczajacy dla procesu
sterydogenezy), co powoduje spadek koncentracji pregnenolonu. Jedng z form kontroli
sekrecji, to regulacja poziomu ekspresji gendw kodujacych enzymy sterydogenne, ktérych
ekspresja 1 aktywnos$¢ zalezy od poziomu substratu, ktorym moze by¢ ZEN (Malekinejad i
wsp., 2006).

4.3.3.6.3. Koncentracja ZEN i jego metabolitow oraz P4 i E; we krwi obwodowej

Towarzyszyto temu bardzo odmienne warto$ci koncentracji P4 i E;. W EI koncentracja
P4 byla niska i pordéwnywalna z grupa C, co jest zgodne z wynikami prac innych autorow
(Gobello i wsp., 2001), czyli w sytuacji, gdy dawka jest stymulujaca lub miesci sie¢ w
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granicach tolerancji pokarmowej, procesy fizjologiczne w ukladzie rozrodczym suk
przebiegatly normalnie. Wigkszg koncentracj¢ P4 stwierdzano w grupie Ell gdzie odnotowano
wartosci statystycznie istotne (P<0.01) dwu- lub trzykrotnie wyzsze w poréwnaniu z grupg C
1 EI (Gajecka 1 wsp., 2013). SzczegoOlnie w 2, 3 1 4 terminie pobierania probek krwi. Terminy
te sa kompatybilne z terminami o najwyzszych wartosciach udzialu a-ZEL w ZON (ZEN + a-
ZEL + B-ZEL). Zaistniala sytuacja moze by¢ prowokowana réwniez faktem, ze u miodych
suk fizjologicznie koncentracja P4 jest z zasady bardzo niska, co nie sprzyja biotransformacji
ZEN do a-ZEL (Gajecka i wsp., 2013; Tiemann i wsp. 2003). Z badan wlasnych (Gajecka i
wsp., 2011b) wynika, ze sytuacji tej towarzyszyt siedmiokrotny wzrost liczby transkryptow
MRNA, ale tylko dla 3B-HSD, co prawdopodobnie w konsekwencji dalszej powodowato
jednak zwiekszenie koncentracji Py.

Mozna uzna¢, ze ZEA, ao-ZEL 1 B-ZEL s3a potencjonalnymi substancjami
powodujgcymi zaburzenia endokrynologiczne w wyniku inicjowania nadmiernego uwalniania
hormonéw sterydowych (P4 i E;). Uzyskane wyniki potwierdzajg sugestie przedstawione
rowniez przez Dunber 1 wsp. (2012) oraz Frizell i wsp. (2011). Narazenie (exposure) niskimi
dawkami ZEN (w obu grupach E) spowodowato wzrost produkcji hormonow sterydowych a
szczegolnie P4 w poczatkowej fazie doswiadczenia. Inaczej przebiegal proces w odniesieniu
do E,, poniewaz zwigkszenie jego koncentracji w obu grupach E w poréwnaniu do grupy C
nastapito w dwoch koncowych terminach badan (Gajgcka 1 wsp., 2013). W efekcie nastgpita
zmiana fizjologicznej kolejnosci wzrostu koncentracji wspomnianych hormonéw (wbrew
hipotezie Van Cruchten 1 wsp., 2004) w okresie dojrzewania (inaczej moéwigc przed pierwsza
ruja), co moze prowadzi¢ do falszywych objawdéw behawioralnych (falszywa ruja),
dojrzato$ci pitciowej lub zmian histologicznych w tkankach estrogenozaleznych (np.
wpuklenia OSE).

4.3.4. Podsumowanie

W piSmiennictwie brak jest prac dotyczacych lacznej oceny wptywu wszystkich
analizowanych w obecnym materiale wskaznikow podczas dlugoterminowej intoksykacji
ZEN niedojrzatych piciowo suk. Dostgpne jest natomiast do$¢ bogate piSmiennictwo
dotyczace znaczenia kazdego z tych wskaZznikéw rozpatrywanych oddzielnie, lecz nie
podczas intoksykacji ZEN 1 u innych gatunkow zwierzat, najczesciej laboratoryjnych.

U badanych suk:

— Podczas badan histologicznych stwierdzono: patologiczne wpuklenia OSE i
wynikajacych z tego konsekwencji morfologicznych oraz zaniku pecherzykow
jajnikowych, ktérym towarzyszyly liczne wynaczynienia krwi i obecno$¢ naczyn
krwionosnych z rozszerzonym $wiattem;

— W badaniach mikroskopowych obraz ultrastrukturalny jajnika dostarczyl istotnych
informacji o tym, ze: oocyty w wigkszosci przypadkow ulegly czesciowemu lub
catkowitemu rozpadowi; w komorkach pecherzykowych stwierdzano zanik polaczen
miedzykomdrkowych; miata miejsce wakuolizacja przestrzeni migdzykomorkowych
oraz zanik podstawowych organelli w cytoplazmie; a co najwazniejsze obserwowano
niewyrazny obrys lub/i zupelne zatarcie struktury wewnetrznej mitochondriows;

— Podczas badan immunohistochemicznych: stwierdzono w tkankach jajnika: brak
obecnosci ERa oraz znaczacy spadek udziatu, jedynie obecnych ERp; stwierdzono
spowolnienia procesoOw proliferacyjnych a wzmozenia procesOw apoptozy w
pecherzykach pierwotnych i pierwszorzedowych w obu oocytach jak i w komoérkach
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pecherzykowych jajnika; stwierdzono zbyt duzego nagromadzenia Ca® w
mitochondriach, ich dysfunkcji i w efekcie, spadek czy nawet utrate aktywnosci
metabolicznej mitochondriow w oocytach, komoérkach pecherzykowych 1 w
komodrkach wnegkowych jajnikow eksperymentalnych, co stato si¢ przyczynkiem
wzmozenia procesOw apoptozy; stwierdzono obecnos¢ enzymow 33-HSD 1 17B-HSD
oraz zmiany stopnia ich gegstosci optycznej, co sugeruje, ze zmiany aktywnosci
wspomnianych enzymow na poziomie przed receptorowym zaleza od dawki substratu,
jakim byl ZEN i zmiany te sg odwrotnie proporcjonalne;

— Przedstawione zmiany lub sytuacje w grupie EI (intoksykacji < wartosci NOAEL)
wskazywaly na wyzwolenie proceséw adaptacji i/lub tolerancji pokarmowej
wyrazajacych sie np.: wzrostem aktywnosci HSDs, wielkoscig wartosci mediany PI i
Al ktére byly zblizone do wartosci w grupie C czy obecno$cig zmian sugerujacych
wystgpienie modyfikacji genetycznej;

— Podczas dtugoterminowej monotonicznej intoksykacji ZEN niedojrzatych piciowo
suk, mozna sugerowac, ze: (i) procesy biotransformacji ZEN do a-ZEL i B-ZEL miatly
miejsce we wszystkich grupach przez caty okres do§wiadczenia a najwigkszy % udziat
a-ZEL miat miejsce w grupie EIl w ostatnich pigciu terminach badan; (i) wysoko$¢
koncentracji ZEN i o-ZEL w krwi obwodowej mialy istotny wplyw na nie
fizjologiczng koncentracje P4 i E; we wszystkich terminach badan w obu grupach E;
(iii) w rezultacie procesy proliferacji zostaty wyhamowane w piatym tygodniu
zatrucia, co uwidocznito si¢ znacznym spadkiem przyrostu masy ciata u niedojrzatych
pitciowo suk;

— Na podstawie przeprowadzonych badan endokrynologicznych w ostatnim dniu
eksperymentu stwierdzono, ze: stan eksperymentalnego hyperestrogenizmu wywotlany
estrogenowa redundancja funkcjonalng, powodowal zaburzenia endokrynne
wyrazajace si¢ zwiekszong koncentracja E,, (co poglebialo hyperestrogenizm) i
spadkiem koncentracji P, w grupie EII;

— W grupie EII (150% wartosci NOAEL — > wartosci progowej) udokumentowano
zmiany wsteczne, jednoznacznie wskazujace na wzmozenie procesow destrukcji
tkankowej i/lub organelli komorkowych oraz zaburzenia endokrynne wyrazajace si¢
np.: zmianami patologicznymi w OSE, czg$ci korowej jajnika czy pecherzykow
jajnikowych; zbyt duzym nagromadzeniem sie Ca®* w mitochondriach oraz zanikiem
lub rozpadem ich struktur; znaczacym spadkiem udzialu ERP; spadkiem wartoSci
mediany PI a wzrostem mediany Al w tkankach jajnika; oraz wzrostem stezenia E; i
spadkiem stezenia P4 w krwi obwodowej doprowadzajac do estrogenowej redundancji
funkcjonalnej;

— Z punktu widzenia diagnostycznego nalezy si¢ liczy¢, ze niskie dawki ZEN sa
przyczyng zmian fizjologicznej kolejnosci wzrostu koncentracji P4 1 E; w okresie
dojrzewania (inaczej mowigc przed pierwsza ruja), co moze prowadzi¢ do fatszywych
objawéw behawioralnych (falszywa ruja), falszywej dojrzatosci ptciowej lub zmian
histologicznych w tkankach estrogenozaleznych, co w konsekwencji dalszej moze
powodowac opdznienie lub brak mozliwosci prokreacji dojrzewajacych lub dojrzatych
suk.
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4.3.5. Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan laboratoryjnych jajnikow oraz krwi
niedojrzatych ptciowo suk rasy Beagle, intoksykowanych niskimi dawkami ZEN przez okres
42 dni, nasuwajg si¢ nast¢pujgce wnioski:

— Hyperestrogenizm wywotany zostat estrogenowa redundancja funkcjonalng w wyniku
obecnosci w organizmie ZEN i a-ZEL oraz wzrostem koncentracji endogennego Ey;

— Niskie dawki ZEN ponizej wartosci NOAEL moze mie¢ stymulujgco/tolerancyjny
efekty miedzy 5-tym a 6-tym tygodniem intoksykacji, natomiast dawki powyzej
warto$§ci NOAEL sugeruja, ze nawet bardzo niskie dawki ZEN moga dziata¢, jako
EDs wplywajace na stezenie P, i E; we krwi, ktory poczatkowo stymuluja, ale
ostatecznie spowolniaja tempo przyrostu masy ciata u niedojrzatych ptciowo suk;

— Dawka ZEN ponizej wartosci NOAEL powodowata: zmiany ultramikroskopowe,
histologiczne, immunohistochemiczne jajnikéw i1 endokrynologiczne krwi obwodowej
wskazujace na, wystapienie proceséw adaptacyjno-tolerancyjnych prowokujacych
wystapienie modyfikacji epigenetycznej;

— Dawka ZEN powyzej wartosci progowej NOAEL powodowala: zmiany
ultramikroskopowe, histologiczne, immunohistochemiczne jajnikow i
endokrynologiczne krwi obwodowej wskazujagce na nieodwracalne procesy
patologiczne tak na poziomie komorek jak i tkanek jajnikow;

— Zgodnie z prawem hormezy dawki ponizej warto§ci NOAEL dzialaja stymulujaco na
intoksykowane organizmy, czyli nalezatoby sugerowac, ze podczas likwidacji ZEN w
materialach roslinnych powinni$my proces ten prowadzi¢ tylko do wartosci ponizej
wartosci NOAEL a nie dazy¢ do calkowitego jego wyeliminowania.
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