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1. Streszczenie

Toksyna T-2 i zearalenon (ZEN) to mikotoksyny wytwarzane przez liczng grup¢
grzybéw plesniowych z rodzaj Fusarium, Myrothecium, Spicellum, Stachybotrys,
Cephalosporium, czy Trichoderma. Zakwalifikowana do trichotecenéw grupy A toksyna
T-2 jest jedna z najsilniejszych cytotoksycznych mikotoksyn. ZEN jest jednocze$nie
mikotoksyng i ksenoestrogenem. W zwigzku z budows czasteczki zblizong do 178-
estradiolu, ZEN wykazuje powinowactwo do receptorow estrogenowych. Generuje to
szereg zaburzen w czynno$ciach uktadu rozrodczego, ale nie tylko, poniewaz komorki
immunokompetentne rowniez zawieraja receptory estrogenowe. Glownym wektorem
przenoszacym toksyne T-2 i ZEN sa zboza porazone grzybami plesniowymi. Toksyna T-2
i ZEN wykazuja wysoka stabilno$¢ na wysokie temperatury i Cisnienie co sprawia, ze ich
dezaktywacja jest prawie niemozliwa. Prowadzone do tej pory badania pozwolity poznaé
skutki zdrowotne narazenia zwierzat gospodarskich na wysokie st¢zenia toksyny T-2
1 ZEN. Jednak w dalszym ciggu malo jest danych, ktére opisuja efekty jednoczesnego
oddziatywania toksyny T-2 i ZEN w niskich st¢zeniach.

Majac na uwadze mozliwo$¢ réwnoczesnego wystepowania obu mikotoksyn
W paszach, podjeto badania, ktérych celem byta ocena skutkéw jednoczesnego, doustnego
narazenia na niskie st¢zenia toksyny T-2 (14,5 pg/kg mc/dzien; 50 % dawki LOAEL)
1 ZEN (10 pg/kg m.c./dzien; dawka NOAEL) na wybrane parametry immunologiczne
uktadu odpornosciowego jelita biodrowego swini. Doswiadczenie prowadzono przez okres
14, 28 i 42 dni. Celem badania po pierwsze bylo ustaleniu, czy toksyna T-2 i ZEN
wplywaja na przebieg ksztaltujacej si¢ u loszek tolerancji pokarmowej poprzez ocene
stezen cytokin prozapalnych (IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-12/23p40), przeciwzapalnych
i requlatorowych (IL-4, IL-10, TGFp), odsetka subpopulacji limfocytow T CD2+, T CD4+,
T CD8+, T CD4+CD8+, Tyd, TCR afi+, NK, B CD5+(B1) i B CD21+ (B2). Po drugie, jaki
wplyw wywierajg toksyna T-2 i ZEN na odpowiedZz komodrkows zwigzang z limfocytami
T CD8+ (Tc) i IFN-y oraz odpowiedz humoralng/regulatorowg zwigzang z limfocytami
B CD21+ (B2) i IL-4.

W grupie zwierzat doswiadczalnych poza spadkiem st¢zenia TGFpP, wykazano
wzrost stgzenia wszystkich cytokin zarowno prozapalnych jak i przeciwzapalnych/
regulatorowych. Odnotowano wzrost odsetka limfocytow T CD2+, Tc CD8+ i B CD5+
(Bl) oraz spadek odsetka limfocytow B CD21+(B2) i Tyds TCR+. Charakter
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obserwowanych zmian stezen cytokin w obrebie badanych obszarow Sciany jelita
biodrowego $wiadczg o rozwoju stanu zapalnego, ktory moze przyczyniac si¢ do wzrostu
przepuszczalnosci bariery jelitowej 1 zaburzenia tolerancji pokarmowej. Profil
obserwowanych zmian odsetka subpopulacji limfocytow T CD2+, T CD4+, T CD8+,
Tyé+, TCR aB+, NK, B CD5+ (B1) i B CD21+ (B2) oraz spadek odsetka limfocytow
B CD21+(B2) swiadczg o nasileniu odpowiedzi komorkowe;.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze narazenie loszek na
toksyne T-2 w dawce 14,5 pg/kg mc/dzien (50 % dawki LOAEL) i ZEN w dawce 10 pg/kg
m.c./dzien (dawka NOAEL) podawanych jednocze$nie przez co najmniej 14 dni wptywa
negatywnie na funkcjonowanie uktad immunologicznego jelita biodrowego $wini.
Narazenie na toksyne T-2 i ZEN wyzwala stan zapalny, nasila odpowiedz komoérkows,
moze by¢ powodem wzrostu przepuszczalnosci $ciany jelita i moze by¢ czynnikiem

tworzenia si¢ tolerancji pokarmowej w jelicie biodrowym §wini.
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Effects of simultaneous T-2 toxin and zearalenon dosage on the percentage of selected B
and T lymphocytes subpopulations and cytokines expression in the porcine ileal wall

Abstract

T-2 toxin and zearalenone (ZEN) are mycotoxins produced by a large group of
moulds from the genera Fusarium, Myrothecium, Spicellum, Stachybotrys,
Cephalosporium and Trichoderma. Classified as group A trichothecenes, T-2 toxin is one
of the most potent cytotoxic mycotoxins. ZEN is both a mycotoxin and a xenoestrogen.
Due to a molecular structure similar to 178-estradiol, ZEN has an affinity for oestrogen
receptors. This generates a number of reproductive system disorders, but not only, as
immunocompetent cells also contain oestrogen receptors. The main vector carrying T-2
toxin and ZEN is mould-infested cereals. T-2 toxin and ZEN toxin show high stability to
high temperatures and pressure, which makes their inactivation almost impossible.
Research to date has provided insight into the health effects of exposure of livestock to
high concentrations of T-2 and ZEN toxin. However, there are still few data that describe
the effects of simultaneous exposure to T-2 toxin and ZEN at low concentrations.

Considering the possibility that both mycotoxins may occur simultaneously in
feedstuffs, a study was undertaken to evaluate the effects of simultaneous oral exposure to
low concentrations of T-2 toxin (14.5 pg/kg b.w./day; 50% LOAEL dose) and ZEN (10
ng/kg b.w./day; NOAEL dose) on selected immune parameters of the pig hindgut immune
system. The experiment was conducted over a period of 14, 28 and 42 days. The aim of the
study was firstly to determine whether T-2 toxin and ZEN affect the course of the
developing food tolerance in gilts by assessing the concentrations of pro-inflammatory
cytokines (IFN-y, IL-1pB, IL-2, 1L-12/23p40), anti-inflammatory and regulatory cytokines
(IL-4, IL-10, TGFP), the percentage of T CD2+, T CD4+, T CD8+, T CD4+CDS8+, Ty3,
TCR aB+, NK, B CD5+(B1) and B CD21+ (B2) lymphocyte subpopulations. Secondly,
what effect do T-2 toxin and ZEN have on the cellular response associated with CD8+ (Tc)
T cells and IFN-y, and the humoral/regulatory response associated with CD21+ (B2) B
cells and IL-4.

In addition to a decrease in TGFp, the experimental animal group showed an increase
in all cytokines, both pro-inflammatory and anti-inflammatory/regulatory. There was an

increase in the percentage of CD2+ T lymphocytes, CD8+ Tc lymphocytes and CD5+ B
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lymphocytes (B1) and a decrease in the percentage of CD21+(B2) B lymphocytes and Tyd
TCR+ lymphocytes. The nature of the observed changes in cytokine concentrations within
the tested areas of the hindgut wall are indicative of the development of inflammation,
which may contribute to increased intestinal barrier permeability and impaired
gastrointestinal tolerance. The profile of observed changes in the percentage of CD2+ T-
lymphocyte subpopulations, CD4+ T-lymphocyte subpopulations, CD8+ T-lymphocyte
subpopulations, yé+ T-lymphocyte subpopulations, TCR oB+ T-lymphocyte
subpopulations, NK lymphocyte subpopulations, B CD5+ (B1) and B CD21+ (B2)
lymphocyte subpopulations and a decrease in the percentage of B CD21+(B2) lymphocyte
subpopulations are indicative of an enhanced cellular response.

Based on the results, it can be concluded that exposure of gilts to T-2 toxin at a dose
of 14.5 pg/kg b.w./day (50% of the LOAEL) and ZEN at a dose of 10 pg/kg b.w./day
(NOAEL dose) administered concurrently for at least 14 days negatively affects the
immune function of the pig hindgut. Exposure to T-2 toxin and ZEN triggers
inflammation, enhances the cellular response, may cause an increase in the permeability of

the intestinal wall and may be a factor in the formation of food tolerance in the pig hindgut.
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2. Wstep

2.1. Mikotoksyny — zanieczyszczenia materialéw paszowych i pasz

W $rodowisku ludzi i zwierzat wystepuje wiele potencjalnie szkodliwych substanciji.
Wsrod nich mozna wyszczegdlni¢ zanieczyszczenia srodowiska bedace skutkiem
dziatalnosci przemystu, zwigzki naturalne wystepujace w roslinach, leki weterynaryjne,
nawozy sztuczne oraz $rodki ochrony roslin stosowane w rolnictwie.

Konsekwencja zmian klimatycznych na ziemi, gtéwnie temperatury i wilgotnos$ci sa
obserwowane zmiany schematéw wystgpowania plesni i intensywno$ci wytwarzanych
przez nie mikotoksyn w ro6znych strefach klimatycznych (Tirado i in. 2010, Moretti i in.
2019). Mikotoksyny to niskoczasteczkowe produkty przemiany materii grzybow
nitkowatych gtownie z rodzaju Aspergillus, Penicillium i Fusarium, nazywane réwniez
metabolitami wtornymi lub drugorzedowymi (Zhang i in. 2022). Ta liczna grupa zwiazkow
zasadniczo nie jest warunkiem sine qua non dla produkujacej je ple$ni, natomiast ich
dziatanie toksyczne dotyka zarowno czlowieka, zwierzat, roslin czy drobnoustrojow.
Mikotoksyny petnig funkcj¢ zootoksyn w przypadku, kiedy ich negatywne dziatanie
odnosi si¢ do zwierzat i cztowieka, ale w sytuacji, gdy wplywaja na metabolizm i rozwdj
roslin okreslamy je mianem fitotoksyn oraz antybiotykoéw hamujacych wzrost bakterii czy
grzyboéw. Najczesciej wystgpujacymi na $wiecie mikotoksyanami sa aflatoksyny
i ochratoksyny produkowane gléwnie przez plesnie z rodzaju Aspergillus spp. i Penicillium
spp. oraz trichoteceny, zearalenon i fumonizyny syntetyzowane gtéwnie przez plesnie
z rodzaju Fusarium spp. (Bennett i Klich 2003). Z ekonomicznego punktu widzenia
najwieksze znaczenie maja jednak mikotoksyny Fusarium spp. w zwigzku z wywotywanie
zatru¢ u wielu gatunkoéw zwierzat (Alshannaq i Yu 2017). Wsrod najczesciej spotykanych
mikotoksyn Fusarium spp. sa trichoteceny, zearalenon, fumonizyny i moniliformina.
Mikotoksyny wytwarzane przez gatunki Fusarium spp., a zanieczyszczajace zboza

przedstawiono w Tabeli 1.

15



Tabela 1. Mikotoksykogenne gatunki Fusarium zwigzane ze zbozami i mikotoksyny
(Logrieco i in. 2002).

Gatunki Fusarium Mikotoksyny

F. acuminatum T-2, MON, HT-2, DAS, MAS, NEO, BEA

F. anthophilum BEA

F. avenaceum MON, BEA

F. cerealis NIV, FUS, ZEN, ZOH

F. chlamydosporum MON

F. culmorum DON, ZEN, NIV, FUS, ZOH, a-DON

F. equiseti ZEN, ZOH, MAS, DAS, NIV, DAcNIV, FUS, FUC, BEA
F. graminearum DON, ZEN, NIV, FUS, a-DON, DAcDON, DAcNIV

F. heterosporum ZEN, ZOH

F. nygamai BEA, FB1, FB>

F. oxysporum MON, BEA

F. poae DAS, NIV, FUS, MAS, T-2, HT-2, NEO, BEA

F. proliferatum FB1, BEA, MON, FUP, FB>

F. sambucinum DAS, T-2, NEO, ZEN, MAS, BEA

F. semitectum ZEN, BEA

F. sporotrichioides T-2, HT-2, NEO, MAS, DAS

F. subglutinans BEA, MON, FUP

F. tricinctum MON, BEA

F. verticillioides FB1, FB2, FB3

Wazne z punktu widzenia toksykologicznego mikotoksyny zaznaczono pogrubiona czcionkg. Skroty: a-DON
(mono-acetylodeoksyniwalenol:  3-aDON i 15-aDON); AcNIV  (monoacetyloniwalenol); BEA

(beawerycyna); DAcCDON (diacetylodeoksyniwalenol: 3,15-aDON); DACNIV (diacetyloniwalenol: 4,15-
AcNIV); DAS (diacetoksyscirpenol); DON (deoksyniwalenol); FB1 (fumonizyna B1); FB, (fumonizyna B,);
FBs (fumonizyna Bs); FUP (fusaproliferina); FUS (fuzarenon-X); FUC (fuzarochromanon); HT-2 (toksyna
HT-2); MAS (monoacetoksyscirpenol); MON (moniliformina); NEO (neosolaniol); NIV (niwalenol); T-2
(toksyna T-2); ZEN (zearalenon); ZOH (izomery o i p ZEN)

Poziomy skazenia mikotoksynami w duzym stopniu zaleza od warunkéw rozwoju
plesni, na co wywiera wptyw wiele czynnikow, w tym przede wszystkim temperatura

1 wilgotno$¢. Rowniez szkody wyrzadzone uprawom przez owady lub ptaki, a takze inne
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uszkodzenia mechaniczne, moga wptywaé¢ na rozwdj grzyba plesniowego i produkcje
mikotoksyn. Niewtasciwe obchodzenie si¢ z materialem po zbiorach (np. podczas
przechowywania) moze réwniez sprzyjaé rozwojowi plesni i produkcji mikotoksyn.
W przypadku kiszonek jakos¢ surowca, stopien wypehienia silosu, dodatki i szczelno$é¢
wypelnienia silosu czy rekawa majg wptyw na rozwdj plesni i produkcje mikotoksyn
(Cheli i in. 2013). Jednak wspomniany wcze$niej aspekt zmian klimatycznych jest
decydujacym czynnikiem nasilajgcym 2z roku na rok wzrost stopnia skazenia
mikotoksynami zboz podczas wegetacji (Tirado i in. 2010, Moretti i in. 2017, 2019).
Nawet po usunigciu plesni wytwarzajacych mikotoksyny sa one nadal obecne
w materiale i nie ulegaja degradacji z uptywem czasu. Mikotoksyny sa réwniez bardzo
odporne na wysoka i niskg temperature, przez co bardzo trudno usungé je z materiatow
paszowych i pasz. Chociaz wypracowano kilka metod czeSciowego usuwania mikotoksyn
Z surowcow paszowych, to utrzymanie odpowiednich warunkéw podczas uprawy, zbioru
1 przechowywania jest nadal najlepszym sposobem na utrzymanie poziomu skazenia
mikotoksynami na jak najnizszym poziomie (Karlovsky i in. 2016). Poziomy stezen kilku
mikotoksyn podlegaja regulacjom Unii Europejskiej, ktore zalecaja ich maksymalne
poziomy w paszach i materiatach paszowych (European Commission 2006, 2011, 2016).
Zanieczyszczenie pasz 1 materialow paszowych mikotoksynami ma rowniez wplyw
ekonomiczny. Mikotoksykozy zwierzat powoduja Szereg zaburzen zdrowotnych u zwierzat
gospodarskich, w tym dziatanie immunosupresyjne, nefrotoksyczne, hepatotoksyczne,
neurotoksyczne, czy zaburzenia w rozrodzie, prowadzg do utraty dochodow i1 wzrostu

kosztow prowadzonej hodowli (Magnoli i in. 2019).

2.2. Charakterystyka trichotecenow

Trichoteceny (TCH) sa jedng z najliczniejszych grup mikotoksyn wytwarzanych
przez plesnie Fusarium spp. W swojej strukturze chemicznej zawieraja pierscienie
seskwiterpenowe charakteryzujace si¢ jadrem 12,13-epoksy-trichothec-9-enowym, ktory
jest odpowiedzialny za ich toksycznos¢ (Hussein i Brasel 2001). Ta grupa toksyn
charakteryzuje si¢ masg czgsteczkowg okoto 200-500 Da (Pestka 2007). Na podstawie
kryterium witasciwosci chemicznych czasteczki TCH podzielono na cztery typy 0znaczone
literowo od A do D (Rocha i in. 2005, McCormick i in. 2011) (Ryc. 1). W typie A
zgrupowano zwigzki, ktore przy weglu C8 posiadaja grupe hydroksylowa (neosolaniol),
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grupe estrowg (toksyna T-2) lub pozbawione tlenu podstawniki (diacetyloscirpenol,
trichodermina). Typ B przy weglu C8 posiada grupe ketonowa (karbonylowa) i czgsto przy
weglu C7 grupe hydroksylowa, charakterystyczng dla mikotoksyn produkowanych przez
rodzaj Fusarium spp. (deoksyniwalenol, niwalenol, trichotecyna). W typie C w pozycji
C7-C8 znajdujemy grupe epoksydowa, czego przyktadem moze by¢ krotocyna. Jednakze
najbardziej ztozonym strukturalnie TCH jest typ D, gdyz zawiera dodatkowy pierscien,
ktory tgczy wegle w pozycji C4 i C15, czego przyktadem jest roridyna A, satratotoksynia
H, czy werrukaryna A (Rocha i in. 2005, McCormick i in. 2011).
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Ryc.1. Budowa strukturalna trichotecenéw poszczegodlnych grup (McCormick i in. 2011)

Najwazniejsze mikotoksyny TCH sa wytwarzane glownie przez gatunki z rodzaju
Fusarium spp. (Rahman i in. 2021). Jak wczesniej wspomniano TCH charakteryzuja si¢
strukturg pier§cieniowg 12,13-epoksytrichotec-9-enowa, a ten pierscien 12,13-epoksydowy
decydujaca o ich dziataniu toksycznym (Sudakin 2003). Chociaz do tej pory
zidentyfikowano ponad 200 trichotecenow, to zywnos¢ lub pasz¢ dla zwierzat
zanieczyszczaja gltownie toksyna T-2, diacetoksyscirpenol (DAS), deoksyniwalenol
(DON) i niwalenol (NIV) oraz niektore rzadziej wystepujace pochodne tych toksyn, takie
jak 3-acetyldeoksyniwalenol (3ADON), 15-acetyldeoksyniwalenol (15ADON), toksyna
FUS i HT-2 (Ryc. 2)
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Ryc. 2. Struktury chemiczne DON, T-2 i ich gtéwnych metabolitow

2.2.1. Charakterystyka toksyny T-2

Toksyna T-2 (3, hydroksy-4, 8, 15-diacetoksy- 8a-(3-metylobutyryloksy) -
12,13epoksytrichothec-9-en) jest nielotnym zwigzkiem o niskiej masie czgsteczkowej
(MW 466,52), nierozpuszczalnym w wodzie i eterze naftowym, ale tatwo rozpuszczalnym
w acetonie, octanie etylu, alkoholu etylowym, alkohol metylowym, chloroformie i glikolu
propylenowym. Jest wysoce odporna na inaktywacje pod wptywem ciepta 1 §wiatta UV.
Dlatego nie jest powszechnie dezaktywowana podczas rutynowego procesu produkcji
zywnosci lub pasz. Toksyna T-2 zostata po raz pierwszy wyizolowana w 1977 r. z plesni
Fusarium tricinctum (Fusarium sporotrichioides) (Ueno 1977). Jest to zwigzek mogacy
by¢ produkowany przez wiele gatunkéw plesni z rodzaju Fusarium, Trichoderma,
Trichothecium Myrothecium, Stachybotrys, Spicellum, Cephalosporium,
Verticimonosporum (Richard 2007, McCormick i in. 2011), ale rowniez przedstawicieli
zaliczanych do rzgdu Hypocereales, czy takze workowcow Ascomycota (Webster i Weber
2007). Rodzaj Fusarium z reprezentujagcymi go F. poae, F. sporotrichoides, F. equiseti,

czy F. acuminatum to przede wszystkim patogeny roslin uprawnych. To one s3
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odpowiedzialne za zanieczyszczenie toksyng T-2 ziarniakow pszenicy, jeczmienia, owsa,
kukurydzy, grochu, ryzu czy soi. Jak donosi literatura pasozytujacy na melonie
i pomidorach Myrothecium i bytujacy w wilgotnych pomieszczeniach Stachybotrys sa
czynnikiem etiologicznym chorob cztowieka (Flemming i in. 2004).

Toksyna T-2 jest obecna w wielu strefach klimatycznych, ale szczegodlnie
zanieczyszcza pasze 1 zywno$¢ pochodzace ze strefy subtropikalnej i tropikalnej, ale
rowniez jest czesta w strefie klimatu umiarkowanego (Ahmadi i Riazipour 2008).
Gléwnymi czynnikami, ktore sprzyjajg rozwojowi rodzaju Fusarium na ziarniakach zbo6z
jest podwyzszona temperatura i wilgotnos¢. Fusarium wytwarza toksyne T-2 w dos¢
duzym zakresie temperatur, bo obejmujacym zakres od 0 do 32°C, przy kulminacji syntezy
w temperaturze 15°C. Wysokiemu zanieczyszczeniu toksyng T-2 zboz czy pasz sprzyja
niedosuszenie ziarna i zbyt wysoka temperatura i wilgotno$¢ warunkoéw magazynowania
(Rochai in. 2005, EFSA 2011).

Sposrod wszystkich TCH toksyna T-2 jest jedng z najsilniejszych cytotoksycznych
mikotoksyn o ktorych wiadomo, Zze wywoluje $miertelne reakcje toksyczne u ludzi

i zwierzat (Joseph i in. 2004).

2.2.2. Toksyna T-2 — immunotoksycznsé

Z uwagi na obecno$¢ toksyny T-2 w paszach, najwazniejsza droga narazenia
zwierzat na toksyne T-2 jest przewdd pokarmowy. PO wniknigciu do organizmu toksyna
T-2 dziata szczeg6lnie destruktywnie na grupe komorek proliferujacych (Rosenstein i in.
1981, Konigs i in. 2009, Janik i in. 2021). Jest to szczegodlnie widoczne w nabtonku
jelitowym, grasicy, $ledzionie, weztach chitonnych, czy szpiku kostnym. Jednorazowe
narazenie myszy na doustng dawke 10 mg toksyny T-2/kg m.c. wywoluje zauwazalny
wzrost poziomu apoptozy w kepkach Peyera oraz w krezkowych weztach chtonnych.
Z Kkolei doswiadczalne narazenie na doustng dawka 0,75 mg toksyny T-2/kg m.c. wywotato
atrofi¢ w grasicy. Zaobserwowano réwniez pewne réznice narzgdowe w powstawaniu
zmian apoptotycznych i tak najwiekszy jej Stopien wystapit w grasicy, srednie natezenie jej
natgzenie jej negatywnego oddzialywania zaobserwowano w kepkach Peyera, a najmniej
zmian odnotowano w krezkowych weztach chtonnych (Gutleb i in. 2002, Van Loveren
I Piersma 2004, Minervini i in. 2005, Vlata i in. 2005, Hymery i in. 2006, 2009,
Meissonnier i in. 2008b).
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Hymery i wsp. zaobserwowali, ze toksyna T-2 podawana per os myszom w zakresie
od 0,Amg do 2,5mg skutkowala w makrofagach stymulowanych jednocze$nie LPS
spadkiem produkcji takich cytokin, jak IL-6, TNFa, czy IL-1B (Hymery i in. 2009). W
innych badaniach prowadzonych in vitro, w zalezno$ci od stezenia toksyny T-2
obserwowano efekty zblizone w postaci hamowania wydzielania IL-1p. Badania pokazuja,
ze niskie dawki toksyny T-2 powoduja wzrost syntezy i wydzielania IL-12 i TNFa,
natomiast wysokie dawki wywotujg efekt przeciwny w postaci ograniczenia ich
wydzielania. Dowiedziono, ze komorki dendrytyczne cechuja sie¢ wysoka wrazliwoscig na
odziatywanie toksyny T-2, ktora wywiera negatywny efekt na proces ich dojrzewania
(Bimczok i in. 2007, Hymery i in. 2006). Zaobserwowano, ze 48 godz. inkubacja komorek
dendrytycznych z toksyng T-2 wywotuje spadek powierzchniowej ekspresji markera CD86
oraz zmniejszenie produkcji IL-10 i IL-12.

Badaniami obj¢to rowniez ocene dziatania toksyny T-2 na subpopulacje limfocytow
T CD4+ i T CD8+. W doswiadczeniu in vitro na mysich limfocytach $ledzionowych
stymulowanych konkanawaling A (ConA) i traktowanych niskimi dawkami toksyny T-2
(0,23 ng/ml), komodrki manifestowaty wigksza zdolno$¢ proliferacyjna, niz gdy byly
narazone na wyzsze stezenia mikotoksyny (1,2 ng/ml). W innym badaniu wystapit spadek
proliferacji kurzych limfocytow, gdy hodowle traktowano toksyng T-2 w dawce powyzej
1 ng/ml i catkowite zatrzymanie proliferacji przy obecnosci w srodowisku st¢zenia toksyny
T-2 na poziomie 10 ng/ml. Jednoczesnie zaobserwowano, ze witamina E wykazuje
dziatania protekcyjne do toksyny T-2 (Jaradat i in. 2006, Wang i in. 2023). Badania
dowodzg dualnego oddzialywania toksyny T-2. W niskich dawkach wynoszacych
0,08 mg/kg m.c. w 7 i 14 dniu narazenia, pojawiatla si¢ stymulacja uktadu
immunologicznego. Z kolei spadek aktywnosci byl obserwowany po zastosowaniu
wysokich dawek toksyny T-2 (1,6 mg/kg m.c.). W szeregu doswiadczen w warunkach in
vitro limfocyty byly poddawane dziataniu toksyny T-2 i jej pochodnej toksynie HT-2.
Komorki wyizolowane z mysiej $ledziony traktowane przez 2 dni dawka 0,5 — 2,5 ng
toksyny T-2/ml wykazywaly obnizenie syntezy IL-2, przy jednoczesnym po 7 dniach
wzrostem wytwarzania IL-4 i IL-5. Splenocyty pozyskane od myszy, a otrzymujace przez
14 dni per os toksyne T-2 po stymulacji konkanawaling A (ConA), wykazywatly wzrost
wytwarzania IL-2 i IL-3 IFN-y.
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2.2.3. Toksyna T-2 — wplyw na bariere jelitowg

Nabtonek jelitowy jest swoistym filtrem dla wody i sktadnikow pokarmowych, ale
nie dziata tylko jako fizyczna bariera dla bakterii komensalnych, obcych antygenow
I toksyn. Jest rowniez aktywnie zaangazowany w przetwarzanie antygenu i regulacje
komorek odpornosciowych (Kinchen i in. 2018).

Najbardziej widocznym efektem ekspozycji zwierzat na TCH jest spadek apetytu,
a w zwigzku z tym ilosci pobieranego pokarmu, co skutkuje spadkiem masy ciata. Jak
podaja Awad i wsp. jest to spowodowane zaburzeniem procesow wchtaniana sktadnikow
pokarmowych (Awad i in. 2008). Badania in vitro z wykorzystaniem linii komérkowe;j
Caco — 2, wykazaty wptyw mikotoksyn TCH na spadek aktywnosci licznych transporteréw
btony komorkowej enterocytow (Pinton i in. 2012). 48 godzinny wpltyw DON-u w st¢zeniu
10 umol/l na hodowle komorek Caco — 2 spowodowat spadek aktywnos$ci transportera
D-fruktozy, transportera D-galaktozy/D-glukozy, aktywnosci zaréwno aktywnego, jak
i biernego transportu L-seryny, przy rownoczesnym wzroscie transportu palmitynianu
(Kasuga i in. 1998). Podobny rezultat osiggni¢to w badaniach prowadzonych na ludzkiej
linii komoérkowej HT29, gdy narazono je na dziatanie DON-u w stgzeniu 10 pmol/l.
Stwierdzono wowczas hamowanie btonowych transporteréw glukozy zaleznych od jonow
Na* (SGLT1), transportu D-fruktozy przez 5 transporter D — glukozy (GLUT 5) oraz
biernego transportu L-seryny. Przy 10 krotnie wyzszych stezeniach DON-u, aktywnos$¢
innych transporterow rosta, a SGLT1 nie (Maresca i in. 2002). U myszy narazonych
doustnie na DON w dawkach od 0 do 10 mg/kg paszy, zaobserwowano zburzenia we
wchtanianiu L-tryptofanu, L-leucyny, D-glukozy i Zelaza. Rowniez u drobiu oprocz
zaklocenia transportu D — glukozy, miat miejsce spadek wchtaniania L-proliny. W tym
przypadku DON spowodowat silng inhibicje transportera proliny zaleznego od jonéw Na*
(Awad i in. 2007).

TCH w znacznym stopniu wptywaja na zmiany przepuszczalnosci bariery jelitowej,
co wykazatly badania ich oddziatywania na zywotno$¢ takich linii komorkowych T84,
HT29 i Caco 2. Zmiany dotyczyly migdzy innymi spadku syntezy biatka, zmniejszenia
zywotno$ci 1 proliferacji komorek. DON wywieral cytotoksyczne oddziatywanie na
komorki linii $winskiego nabtonka jelitowego IPEC-1. Rownoczes$nie toksyna T-2
podawana myszom in vivo wywotata juz 6 godzin od jej podania réwniez silny spadek

indeksu mitotycznego komorek nabtonka krypt jelitowych (Sergent i in. 2006).
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Uzywany do oceny przepuszczalnosci btony $luzowej jelita pomiar oporu
elektrycznego (TEER), dostarcza informacji o budowie nabtonka i stanie potaczen $cistych
wystepujacych pomiedzy komorkami. Metoda okazata si¢ bardzo pomocna w wyjasnieniu
dziatania TCH na bariere jelitows, poniewaz doswiadczenia na liniach komorkowych Caco
2, T84 1 HT29, potwierdzity wplyw trichotecenéw na zmiany szczelnosci bariery jelitowe;.
DON zaleznie od wysokosci dawki obnizat opor transepitelialny, czym zwigkszat
przepuszczalno$¢ hodowanych nablonkéw. Podobne efekty obserwowano przy
zastosowaniu komorek linii IPEC-1 (Swinski nabtonek jelitowy), ktore okazaty sie bardziej
czute od komoérek ludzkich Caco 2. Ta zalezno$¢ mozna przypisa¢ pochodzeniu
poszczeg6lnych linii komorkowych. Komoérki Caco 2 pochodzg z ludzkiego gruczolaka
okreznicy, a linie IPEC-1 pozyskuje si¢ z nabtonka jelit zdrowych prosiat. Ponadto linia
Caco 2 morfologicznie przypomina jelito cienkie, chociaz zostala pozyskana z jelita
grubego, a komoérki IPEC-1 pochodza z nabtonka jelita Kretego i czczego. Badania
wykazaly, ze linie komorkowe pochodzace od cztowieka wydaja si¢ by¢ bardziej odporne

na oddziatywanie DON-u niz te pozyskane od $win (Awad i in. 2012).

2.3. Charakterystyka zearalenonu

Oprocz mikotoksyn z grupy trichotecenéw waznym zwigzkiem produkowanym
przez grzyby plesniowe jest mikotoksyna zearalenon (ZEN) (Ryc. 3). ZEN roéwniez znany
jako p-lakton kwasu 6-(10-hydroksy-6-okso-trans-1-undecenylo) -B-rezocylowego
(Bennett i Klich 2003) jest fuzariotoksyng nalezaca do klasy ksenoestrogenow ze wzgledu
na jej strukturalne podobienstwo do 17B-estradiolu (Ryc. 4), ale réwniez z powodu ha

powinowactwo wigzania z receptorami estrogenowymi (Rogowska i in. 2019).

OH 0 CH,
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Ryc. 3. Wzér strukturalny ZEN i jego pochodne.

Ryc. 4. Struktura chemiczna 17B-estradiolu (Bulgaru i in. 2021).

ZEN jest wytwarzany przez Fusarium graminearum, Fusarium cerealis, Fusarium
semitectum, Fusarium culmorum i Fusarium equiseti (Maragos 2010, Ztoch i in. 2020).
Grzyby te wystepuja na prawie wszystkich kontynentach i porazajg zardbwno przed, jak 1 po
zbiorze pszenicg, jeczmien, ryz, kukurydze 1 inne uprawy, powodujac skazenie
mikotoksynami zywnosci i pasz dla zwierzat na catym $wiecie (Zinedine i in. 2007). ZEN
wigzac si¢ z receptorami estrogenowymi u ssakoéw, prowadzi do zaburzen rozrodu, CO
szczegoOlnie dotyczy samic $win (Jia 1 in. 2020). Pod wzgledem wlasciwosci
fizykochemicznych wykazano, ze ZEN ma wysoka stabilno$¢ na czynniki fizyczne. Brak
wrazliwosci na wysokie temperatury i promieniowanie UV sprawia, ze jego dezaktywacja
jest prawie niemozliwa (Zhou i in. 2020).

Metabolizm ZEN odbywa si¢ glownie w enterocytach btony §luzowej jelita i w
watrobie, gdzie ulega przeksztatceniu w kilka metabolitow poprzez reakcje hydroksylaciji,
glukuronidacji lub koniugacji (Kowalska in. 2016). Biotransformacja ZEN prowadzi
przede wszystkim do powstania dwoch metabolitow, a-zearalenolu (0-ZEL) 1 B-
zearalenolu (B-ZEL), ktore w dalszej kolejno$ci moga redukowaé si¢ do a-zearalanolu (o-
ZAL) i B-zearalanolu (3- ZAL) (Busk i in. 2011, Fruhauf i in. 2019).

24



Po podaniu doustnym ZEN jest stosunkowo szybko wchtaniany i ocenia sig, ze
u ssakow jest to na poziomie 80—85% (kroliki, szczury, ludzi i §winie) (Zinedine i in. 2007,
Rogowska i in. 2019). Jak wspomniano ZEN zaliczany do grupy do fitoestrogenow
(mikoestrogenow), strukturalnie wykazuje silne podobienstwo do 17 B-estradiolu i jest
zdolny do wigzania si¢ z receptorami estrogenowymi (Bennett 2003). Z tego powodu
zatrucie ZEN najcze¢sciej prowadzi do zaburzen w uktadzie rozrodczym. Objawy obejmuja
obnizong ptodnos¢, nieprawidtowy rozwdj ptodu, zmniejszenie liczebnosci miotu oraz
modyfikacj¢ poziomu okreslonych hormondéw rozrodczych, takich jak estradiol
I progesteron (Marin i in. 2011). Jednakze ZEN przejawia swoja toksycznos¢ wobec wielu
innych uktadow poza reprodukcyjnym. Badania pokazuja, ze narazenie na t¢ mikotoksyne
wplywa rowniez na funkcjonowanie watroby i sledziony. W eksperymencie prowadzonym
na samicach prosigt wykazano, iz nadmierne ilosci ZEN podnosza aktywnos¢ kluczowych
enzymoOw watrobowych, takich jak peroksydaza glutationowa oraz zmniejszaja mase
§ledziony (Chang i in. 2018). ZEN wywiera znaczacy wplyw na odpowiedz
immunologiczng, gtéwny mechanizm obronny przeciwko patogenom, toksynom i innym
antygenom u wszystkich ssakéw, poprzez dzialanie immunostymulujace lub
immunosupresyjne (Pierron i in. 2016). Jednak w dostepnej literaturze stosunkowo mato
miejsca poswigca si¢ wplywowi ZEN na mechanizmy komorkowej odpowiedzi

immunologiczne;j.

2.3.1. Immunomodulacyjne oddzialywanie zearalenonu

Odporno$¢ wrodzona lub niespecyficzna jest pierwsza forma obrony organizméw
wielokomérkowych. Wrodzona odpowiedZ immunologiczna jest wyzwalana przez
receptory, ktore rozpoznaja patogen 1 aktywuja szereg szlakéw sygnalowych
kontrolujacych odpowiedz immunologiczng (Medzhitov i Janeway 2000). Neutrofile,
komorki NK i NKT, monocyty/makrofagi i komorki dendrytyczne, ktore posredniczg w
interakcjach z patogenami, sa wrodzonymi sktadnikami uktadu odpornosciowego,
zdolnymi do tworzenia sieci, ktére odgrywaja kluczowa role we wstepnej odpowiedzi
immunologicznej na infekcje i uszkodzenia tkanek (Shaw i in. 2010). Sa to komorki
fagocytarne, ktore po stymulacji mogg wytwarza¢ reaktywne formy tlenu (RFT), wazne w
sygnalizacji komorkowej i homeostazie (Edreva 2005, Chen i in. 2016). Brak rownowagi

migdzy produkcja RTF a jego nieefektywng eliminacja prowadzi do dramatycznego
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wzrostu poziom6éw RTF prowadzacego do uszkodzenia komorek, znanego jako stres
oksydacyjny (Edreva 2005). Wang i in. doniesli, ze¢ ZEN w dawkach 5, 10, 20 uM
zwiekszyt produkcje RFT w neutrofilach bydlgcych, a zmniejszyt aktywnos$¢ enzymow
przeciwutleniajgcych, dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i katalazy (CAT) poprzez
aktywacje dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH), kinazy ERK i biatka p38,
a nastgpnie tworzenie si¢ pozakomorkowych putapek neutrofili (NET - neutrophil
extracellular traps), czy sieci zewnatrzkomorkowych widkien DNA, ktore pomagajg
komorkom neutrofili zabija¢ pozakomoérkowe patogeny (Wang i in. 2019, Wu i in. 2023),
co w konsekwencji moze mie¢ istotne konsekwencje cytotoksyczne i prozapalne.

Wyniki badan Marin i in. pokazuja, ze ZEN i jego metabolity zmniejszaty Zzywotnosé¢
komorek polimorfojadrowych u $win, synteze IL-8 i zwigkszaly produkcje nadtlenkow.
Badania wskazaty na fakt, ze metabolity ZEN sg bardziej immunotoksyczne niz samo ZEN
(Marin i in. 2010). Ponadto Murata i in. stwierdzili, ze wplyw ZEN i jego metabolitow na
neutrofile bydlece zalezy od ich budowy chemicznej (Murata i in. 2003). Potwierdzili, ze
ZEN i o - i B-zearalenole tlumity chemiluminescencj¢ PMA zalezng od luminolu w
neutrofilach z powodu ich podwoéjnych wigzan CI1'-2', podczas gdy ZEN i a- i B-
zearalanole nie wywieraly tego efektu, poniewaz posiadajg uwodornione wigzanie C1'-2'
zamiast wigzania podwoéjnego. Doswiadczenia in vivo przeprowadzone na brojlerach
hybrydowych Ross 308 karmionych po wykluciu deoksyniwalenolem i zearalenonem w
dwoch stezeniach wykazaty, ze toksyny indukuja stres oksydacyjny i znaczaco hamuja
aktywnos$¢ fagocytarng komoérek krwi (Borutova i in. 2008). W potaczeniu z innymi
mikotoksynami (alternariol, deoksyniwalenol) ZEN wptywa na wrodzone funkcje
odpornosciowe poprzez hamowanie np. réznicowania monocytdéw w makrofagi (linia

komorkowa THP-1).

2.3.2. Zearalenon — wplyw na bariere jelita i jego status immunologiczny

Jelito stanowi fizyczng barierg¢, ktéra zapewnia organizmowi ochrone przed
czynnikami srodowiskowymi, w tym mikotoksynami (Groschwitz i Hogan 2009). Bariera
ta obejmuje komoérki nabtonka jelit (IEC), ale takze sktadniki odpornos$ci wrodzonej
1 nabytej, takie jak IgA 1 prozapalne cytokiny lub czasteczki zaangazowane w hamowanie
kolonizacji bakteryjnej (mucyny 1 peptydy przeciwdrobnoustrojowe) (Vancamelbeke
I Vermeire 2017).
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Lahjouji i in. podali, ze jelita sa celem ZEN, ktory powoduje patologiczne zmiany w
tkance jelita (Lahjouji i in. 2020). W zaleznosci od wielu czynnikow, takich jak gatunek,
pte¢, dawka lub czas ekspozycji, ZEN moze wplywaé lub nie wptywac na prawidltowg
struktur¢ anatomiczng jelita. Na przyklad ZEN w dawce 40 ug/kg m.c. nie zmienit
grubosci btony $luzowej, wysokosci kosmkow ani liczby komoérek kubkowych u $win
(Gajecka i in. 2016, Lewczuk i in. 2016), ale spozycie ZEN w dawce 0,3—146 mg/kg paszy
u ciezarnych szczuréw zmodyfikowano strukture kosmkow i zmniejszyto ekspresje biatek
faczeniowych (Liu i in. 2014). Juz w pierwszym tygodniu przewlektego narazenia §win na
ZEN dawka 40 pg/kg m.c. obserwowano przejSciowe zmiany morfologiczne jelita
cienkiego i wzrost liczby komorek Panetha w kryptach jelitowych (Lahjouji i in. 2020).

Ekspozycja na ZEN wigze si¢ z uposledzeniem zywotnosci komorek, apoptoza
I martwicag réznych narzadéow, w tym jelit (Johansson i in. 2013, Zheng i in. 2018).
Zastosowanie w hodowli in vitro ZEN w dawce 10-100 uM przez 24 godziny zmniejsza
zywotnos¢ komorek nabtonka jelita swini IPEC-J2 (Wang i in. 2019) i IPEC-1 (Marin i in.
2015, Taranu i in. 2015), a zwigksza aktywno$s¢ LDH (Wang i in. 2019). Apoptoza jest
jednym z gldéwnych mechanizméw zwigzanych z toksycznoscig indukowang przez ZEN w
jelitach i wykazano, ze ZEN moze powodowaé apoptoze w ré6znych komodrkach nabtonka
jelitowego, takich jak IPEC-J2 (Fan i in. 2018), MODE-K (Long i in. 2018) i HCT116
(Ben Salem i in. 2015). Obserwowano, ze ekspozycja samic $win rasy wielkiej bialej
polskiej na niskie dawki ZEN zwigkszata apoptoze 1 zmniejszata proliferacje limfocytow w
kepkach Peyera w jelicie kretym (Obremski 1 in. 2015).

Niektore badania wykazaty, ze ekspozycja na ZEN zmienia odsetek wybranych
subpopulacji limfocytow T i B w jelicie cienkim. Narazenie na ZEN (5 lub 20 mg/kg m.c.)
myszy BALB/C zwigkszylo odsetek komoérek T CD8+ i zmniejszyto odsetek komorek
T CD4+ w blaszce wlasciwej btony sluzowej, podczas gdy nie stwierdzono wplywu na
limfocyty T CD8+ i B CD19 + w kepach Peyera (Islam i in. 2017). Rowniez ekspozycja
loszek przed okresem dojrzewania na 100 pg ZEN/kg paszy zmniejszyta odsetek
limfocytéw B CD21+ w jelicie kretym $wini (Obremski i in. 2015).

Wptyw ZEN uruchamianie reakcji zapalnej w jelicie nie jest zbyt jasny, a fakt ten
prawdopodobnie wynika z réznych modeli eksperymentalnych i réznych stgzen ZEN
zastosowanych w kilku badaniach. Badania prowadzone in vitro wykazaty, ze inkubacja
swinskich komorek jelitowych IPEC-1 z odpowiednio 10 i 40 uM ZEN prowadzi do

zwigkszonej ekspresji gendw kodujacych czasteczki zaangazowane w stan zapalny, takie
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jak TLR i cytokiny: IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8, czy IL-12p40 (Taranu i in. 2015) oraz IL-1p
I TNF-o w komorkach IPEC-J2 (Wan i in. 2014). Wzrost ekspresji cytokin prozapalnych
(IL-1B i TNF-a) zarejestrowano réwniez w badaniach in vivo w jelicie czczym myszy
otrzymujacych 20 mg ZEN/kg m.c. Rowniez u loszek przed okresem dojrzewania
poddanych dziataniu 100 pg ZEN/kg paszy przez 42 dni stwierdzono podwyzszone
stezenia IL-12/23 40p i IL-1B w jelicie kretym (Obremski, i in. 2015). Z kolei inni badacze
odkryli, ze ZEN nie ma wptywu na prozapalng synteze cytokin IL-8 przez komorki IPEC-1
(Marin i in. 2015) lub zmniejsza ekspresj¢ genow IL-1B, TNF-a i IL-8 w jelicie czczym
szczurdéw po narazeniu ich na ZEN w réznych dawkach (0,3—146,0 mg/kg paszy) (Liu i in.
2014). Roéwniez badanie mikro macierzy przeprowadzone na komorkach IPEC-1
narazonych na dawke 25 uM ZEN wykazato spadek ekspresji cytokin prozapalnych IL-8,
TNF-a i IL-6 (Braicu i in. 2016). Co interesujace efekt zapalny wytwarzany przez ZEN
moze by¢ przenoszony z matki na potomstwo, czego dowodza badania prosiat
pochodzacych od macior karmionych pasza zawierajaca 300 ppb ZEN w okresie na
tydzien przed porodem, czego efektem w okresie laktacji byto wystapienie stanu zapalnego
w jelitach (Benthem de Grave i in. 2016).

2.4. Uzasadnienie przyjetego poziomu narazenia na toksyne T-2 i ZEN

Bezpieczenstwo zywnosci i pasz to jeden z priorytetow Unii Europejskiej, stad liczne
dokumenty legislacyjne regulujagce m.in. maksymalne zalecane poziomy skazenia
mikotoksynami zywnosci i pasz (European Commission, 2006, 2011, 2016).

Glownym czynnikiem stymulujacym dojrzewanie jelit po urodzeniu jest dieta (Liu
i in. 2016), a kontakt z mikroorganizmami inwazyjnymi, ksenobiotykami, czy
mikotoksynami ma kluczowe znaczenie w nieprawidlowym rozwoju i dojrzewaniu GALT,
ktorego rola ochronna jest niezwykle wazna dla prawidlowych funkcji 1 utrzymania
homeostazy w uktadzie pokarmowym. Badania eksperymentalne uktadu odpornosciowego
w jelitach maja ogromne znaczenie dla nauk biomedycznych i wymagaja odpowiedniego
modelu. Wydaje si¢, Ze najlepszym modelowym zwierzgciem do badania fizjologii
i patologii uktadu zotgdkowo-jelitowego jest s$winia (Pabst 2020), ktora jako
wszystkozerca jest blizsza ludziom niz innym gatunkom zwierzat. Badania nad
patofizjologia ukladu immunologicznego jelit u $wini sg réwniez wazne dla medycyny

weterynaryjnej, poniewaz gatunek ten ma niezwykle duze znaczenie ekonomiczne,
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a zaburzenia funkcji przewodu pokarmowego stanowig znaczng czgs$¢ wszystkich schorzen
u tego gatunku

GALT jest najwicksza 1 najbardziej skomplikowang czg¢scia ogdlnego uktadu
immunologicznego, a btona $luzowa przewodu pokarmowego jest miejscem najwiekszego
kontaktu organizmu ze $rodowiskiem zewne¢trznym. Odpornos¢ wrodzona przewodu
pokarmowego jest budowana przez komoérki blony Sluzowej, neutrofile, makrofagi,
komorki dendrytyczne 1 komorki NK. Na odpornos¢ adaptacyjng uktadu odpornosciowego,
sktadajg si¢ limfocyty T i komorki B, ktore po aktywacji odpowiednio majg za zadanie
wydziela¢ cytokiny i wytwarzaé przeciwciala (Obremski i in. 2015b). W warunkach
prawidlowych w blonie $luzowej przewodu pokarmowego wytwarza si¢ S$cisle
kontrolowana rownowaga miedzy wydzielanymi cytokinami prozapalnymi (TNFa, IL-1,
IL-6, IL-8, IL-17 i IL-23), a przeciwzapalnymi (IL-5, IL-10, IL-11 i TGEFp), gdzie
neutrofile wraz z innymi typami komorek inicjuja stan zapalny przez wydzielanie
prozapalnych cytokin w celu dalszej aktywacji adaptacyjnego ukladu odpornosciowego
(Wallace i in. 2014).

W roku 2006 w Unii Europejskiej wprowadzono zalecenie okreslajace
dopuszczalny limit mikotoksyn w paszach dla zwierzat gospodarskich. Wedlug tej
rekomendacji poziom ZEN w paszach dla dorostych $win nie powinien przekroczy¢ 250
pg/kg paszy. Dla prosiat i loch gorng granicg jest poziom 100 pg/kg paszy (European
Commission 2006). Przyjeto zatozenie, ze takie poziomy powinny wykluczy negatywny
wplyw ZEN na uktad rozrodczy $§win (EFSA 2011). Badania morfometryczne sromu
I macicy $win narazonych na dziatanie ZEN, pozwolily ustali¢ jego poziom niewywotujacy
dajacych si¢ zaobserwowaé szkodliwych skutkow (NOAEL — no observed adverse effect
level) na 10,4 pg ZEN/kg mc/dzien dla prosiat i 40 pg ZEN/kg mc dla dojrzatych ptciowo
samic swin (EFSA 2014). W wspomnianym powyzej zaleceniu nie znalazta jednak
swojego odniesienia toksyna T-2. Dla wielu mikotoksyn ustalono poziom NOAEL
I LOAEL, czyli najnizszy poziom dziatania toksycznego (lowest observed adverse effect
level). Natomiast w przypadku toksyny T-2 dla §win zbyt mata liczba badan uniemozliwita
ustali¢ wartos¢ NOAEL, natomiast najnizszy poziom dziatania toksycznego LOAEL
okre$lono na poziomie 29 ug/kg m.c. (EFSA 2011). W 2013 r zostato opublikowane
zalecenie wskazujace orientacyjne poziomy sumy toksyn T-2 i HT-2 w zbozach

1 produktach zbozowych, gdzie jako sugerowany poziom w mieszankach paszowych,
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z wyjatkiem karmy dla kotow okreslono na poziomie 250 pg/kg (European Commission
2013).

Prowadzone przez lata badania pozwolity scharakteryzowa¢ skutki narazenia
zwierzat gospodarskich na wysokie st¢zenia toksyny T-2 i ZEN. Jednak w dalszym ciggu
niewiele wiadomo na temat efektow oddziatywania tych mikotoksyn na niskim poziomie
podawanych samych lub w mieszaninie i to szczegoélnie ponizej zalecen i norm
obowigzujacych w Unii Europejskiej na zdrowie i produkcyjno$¢ zwierzat, a w
szczegbdlnosci na funkcjonowanie tkanki limfatycznej funkcjonujgcej w obrebie jelita

cienkiego.
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3. Cel pracy

Majac na uwadze negatywny wplyw zaréwno toksyny T-2, jak i ZEN na organizm
zwierzat, a szczegolnie na funkcjonowanie ich uktadu immunologicznego, podjcto sig
oceny skutkow jednoczesnego doustnego podawania niskich stezen toksyny T-2 i ZEN
przez okres 14, 28 i 42 dni na wybrane parametry uktadu immunologicznego obecnego §
Scianie jelita biodrowego. Wysoko$¢ narazenia na toksyne T-2 ustalono na poziomie 14,5
ug/kg mc/dzien, co stanowito 50 % dawki LOAEL, natomiast dawka ZEN wynosita
10 pg/kg m.c./dzien, co byto rowne dawce NOAEL.

Cele szczegotowe dotyczyly oceny jednoczesnego narazenia droga pokarmowa na

toksyne T-2 i ZEN na nastepujace parametry immunologiczne $ciany jelita biodrowego:

1. Ocena przebiegu procesu ksztalttowania si¢ U loszek tolerancji pokarmowej poprzez
pomiar stezenia wybranych cytokin prozapalnych (IFN-y, IL-1pB, IL-2, 1L-12/23p40)
oraz przeciwzapalnych i regulatorowych (IL-4, IL-10, TGEp).

2. Ocena przebiegu procesu ksztaltowania si¢ u loszek tolerancji pokarmowej poprzez
okreslenie odsetka wybranych subpopulacji limfocytow: T CD2+, T CD4+, T CD8+, T
CD4+CD8+, Tyd, TCR a3+, NK oraz B CD5+(B1) i B CD21+(B2).

3. Ocena wptywu toksyny T-2 i ZEN na odpowiedZ komorkowa zwigzang z limfocytami
T CD8+ (Tc) i IFN-y i odpowiedz humoralng/regulatorowa zwigzang z limfocytami B
CD21+ (B2) oraz IL-4.
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4. Material i metody

4.1. Zwierzeta i procedury prowadzenia eksperymentu

Wszystkie procedury dotyczace badan na zwierzgtach byly zgodne z polskim
ustawodawstwem 1 zostaly przeprowadzone zgodnie z decyzja Lokalnej Komisji
Bioetycznej do spraw Badan nad Zwierzetami nr 55/2008.

Do$wiadczenie przeprowadzono na 30 loszkach rasy wielka biata polska w wieku 8
tygodni, o masie ciata 18-20 kg. Loszki podzielone na grupe kontrolng (Kontrola, n=15)
I grupg doswiadczalng (T-2/ZEN, n=15) byly utrzymywane w oddzielnych kojcach ze
statym dostepem do wody. Okres adaptacji zwierzat do nowych warunkéw przed
rozpoczeciem doswiadczenia trwat 7 dni. Loszki karmiono pelnoporcjowa komercyjng
pasza o skladzie zamieszczonym w Tabel 1 (Wytwornia Pasz PIAST Sp. z o. o., Plonsk,
Polska). W zwigzku ze zmieniajagcym si¢ w okresie wzrostu zapotrzebowaniem loszek na
sktadniki pokarmowe, do uzyskania 25 kg masy ciala §winiom podawano Pasze 1,
a nastepnie do zakonczenia do$wiadczenia Paszg 2. Grupa doswiadczalna otrzymywata
toksyne T-2 w dawce 14,5 ug/kg m.c./dzien (T-2 Toxin, T4887, Sigma-Aldrich, USA)
i ZEN w dawce 10 pg/kg m.c./dzien (Zearalenon, Z2125, Sigma-Aldrich, USA) (Tab. 2).
Dzienng dawke mikotoksyn modyfikowano co tydzien odpowiednio do wzrastajacej masy
ciata loszek. Toksyny byty umieszczone w zelatynowych kapsutkach i podawane wraz z
pasza w czasie porannego karmienia. Celem zapewnienia wszystkim zwierzgtom takiego
samego traktowania (stres manipulacyjny), loszkom grupy kontrolnej podawano w tym
samym czasie puste zelatynowe kapsuiki.

Kazdorazowg parti¢ paszy poddano badaniu na obecnos¢ toksyny T-2, aflatoksyny
B1, ochratoksyny A, zearalenonu, a-zearalenolu i deoksyniwalenolu przy uzyciu metody
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja FLD i/lub UV (Agilent
Technologies 1100, Santa Clara, CA, USA). Badania wykazaty brak obecnosci mikotoksyn

powyzej progu detekcji metody analitycznej.
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Tabela 2. Sktad mieszanek paszowych wg deklaracji producenta.

Jednostka

Sktadniki . Pasza 1 Pasza 2
miary

Energia metaboliczna MJ 13,80 13,00
Biatko ogodlne % 6,00 16,00
W1okno surowe max % 2,63 4,94
Sod % 0,21 0,18
Wapn min % 0,73 0,58
Fosfor ogélny min % 0,65 0,73
Lizyna % 1,27 1,04
Metionina + cystyna % 0,83 0,64
Treonina % 0,72 0,59
Tryptofan % 0,26 0,20
Witamina A j-m. 15000 13500
Witamina D3 j.m. 2000 2000
Witamina E mg 100 60

Calkowity czas trwania eksperymentu wynosit 42 dni, natomiast probki do oceny
stanu wydzielania cytokin i odsetka subpopulacji limfocytoéw w $cianie jelita biodrowego
przeprowadzono w 14 i 28 1 42 doswiadczenia kazdorazowo od 5 losowo wybranych
osobnikow z kazdej z grup. Loszkom podano w iniekcji domig$niowej azaperon w dawce
4 mg/kg m.c. (Stresnil, Jansen Pharmaceutica NV, Belgia) i po 15 minutach dokonano
eutanazji poprzez dozylne podanie pentobarbitalu sodu w dawce 0,6 ml/kg m.c. (Morbital,

Biowet Putawy, Polska).

4.2. Procedura pobierania tkanek do badan

Bezposrednio po eutanazji pobrano 5 cm fragmenty S$ciany jelita biodrowego
potozone ok. 7 cm przed zastawka kretniczo-katniczg. Tkanki przeznaczone do analizy
stezenia cytokin przechowywano w temperaturze -80 °C, natomiast tkanki przeznaczone

do analizy cytometrycznej analizowano bezposrednio.

4.3. Procedury oznaczania poziomu bialka calkowitego i stezenia cytokin

Probki Sciany jelita biodrowego o masie 1g homogenizowano w buforze do
ekstrakcji o sktadzie: PBS (P4417 Sigma-Aldrich, USA), 0,5 % cytrynian sodu (POCH,
Poland), 0,05% Tween 20 (Sigma Aldrich, USA) oraz inhibitory proteaz (Ref 11 697 498
001, Roche, Polska) za pomoca homogenizatora (Omni-TipsTM Disposable, Omni
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International). Uzyskany homogenat wirowano (8600 g) przez 1 godzing (wiréwka

Eppendorf 5804R), a nadsacz rozdozowano do eppendorfow 1 przechowywano
w temperaturze -80°C do czasu wykonania 0znaczen.

Poziom biatka catkowitego wykonano wg metody Bradford z nieznacznymi
modyfikacjami wlasnymi (Bradford 1976). Do analizy wykorzystano ptytkach titracyjne
96-dotkowe, do ktorych pipetowano po 10 ul probek standardow, probek odczynnikowych
i ekstraktow tkankowych. Dotki uzupetniono 290 ul odczynnika Bardford [mieszanina 100
mg Coomasie Brilinat blue G250 (Serva), 50 ml etanolu (POCH, Gliwice), 100 ml 85%
kwasu ortofosforowego, 850 ml wody redestylowanej]. Ptytki inkubowano 10 min.
w temperaturze pokojowej. Jako standardu uzyto albuminy bydlecej BSA (Sigma Aldrich-
Merck Millipore) w roztworze PBS, ktora postuzyta jako punkt odniesienia stezenia
cytokin. Absorbancj¢ zmierzono spektrofotometrem ptytkowym TECAN Infinite M200
(Mannedorf, Switzerland) przy dtugosci fali A=595 nm.

Oznaczenie stezenia IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-12/23p40, IL-4, IL-10 i TGFp
wykonano uzywajac komercyjne testy ELISA (Tab. 3) a oznaczenia za pomoca
spektrofotometru ptytkowego (TECAN Infinite M200, Mainnedorf, Switzerland) przy
dhugoscei fali A = 492 nm. Uzyskane wyniki stezen cytokin przedstawiano w pg/mg biatka

catkowitego.

Tabela 3. Komercyjne zestawy testéw ELISA uzyte do oznaczenia stezenia cytokin w

Scianie jelita biodrowego §win.

Test ELISA, numer Zakres testu

Antygen Katalogowy Producent og/ml
. 62,5 - 4000
Porcine IFN-gamma R&D Systems Inc., '
IFN-y . . Intra-assay CV<3,4%
DuoSet ELISA, DY985 Minneapolis, MN, USA Inter-assay CV/<4.6%
. 62,5 - 4000
Porcine IL-1 beta/IL-1F2 R&D Systems Inc. ’
IL-1P . ; ; Intra-assay CV<1,1%
DuoSet ELISA, DY681 Minneapolis, MN, USA Inter-assay CV/<3.2%
. . 35,6-570
Swine IL-2 CytoSet™ Invitrogens™, ’
IL-2 . Intra-assay CV<4,48%
CSC124 Camarillo, CA, USA Inter-assay CV/<5.02%
IL- Porcine I1L-12/1L-23 p40 R&D Systems Inc., Intra-aTsSS,aly-é)S/(LOS 67%
12/23p40 DuoSet ELISA, DY912 Minneapolis, MN, USA Inter-assay CV/<4.25%
. 156,0 - 10000
IL-4 Porcine IL-4 DuoSet R&D Systems Inc., Intra-assay CV/<5%

ELISA, DY654

Minneapolis, MN, USA

Inter-assay CVV<6,69%
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Porcine IL-10 DuoSet R&D Systems Inc., 23,4 - 1500

IL-10 ELISA, . . Intra-assay CV<3%
DY693B Minneapolis, MN, USA Inter-assay CV<4,64%
TGF beta-1 Multispecies ThermoFisher 62,5 - 4000
TGFp Matched Antibody Pair, Scientific, Waltham, Intra-assay CV<2,9%
CHC1683 MA, USA Inter-assay CV<5%

4.4. Procedura analizy cytometrycznej

Przeznaczone do analizy cytometrycznej wybranych populacji limfocytow (Tabela
4) fragmenty jelita wyplukano w buforowanej soli fizjologicznej (PBS, pH 7,4, 0,1 M),
a nastgpnie drobno pocigto, co pozwolito na wyptukanie z nich komoérek uktadu
limfatycznego przy pomocy PBS. Po odwirowaniu komoérek i usunigciu nadmiaru PBS,
osad rozdozowano do proboéwek, a komoérki policzono w komorze Fuchs-Rosenthala.
Nastepnie przygotowano zawiesiny o koncentracji komorek 10%/pul, ktore uzyto do
immunofenotypowania. Proces immunofenotypowania polegal na wyznakowaniu
poszczegbdlnych podklas limfocytow przy pomocy podwdjnych barwien z uzyciem
nastepujacych kombinacji przeciwcial pierwotnych (Tabela 5). Jako przeciwciata wtorne
(Tabela 6) postuzyly przeciwciata wyznakowane barwnikami fluorescencyjnymi:
izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) oraz fikoerytryng (PE). Dodatkowo wykonano
3 kontrole: bez fluorochroméw i z fluorochromami PE i1 FITC, ale bez przeciwciat
pierwotnych.  Nastgpnie wybarwione komodrki  zostaty utrwalone 0,4 1%
paraformaldehydem, ktora gwarantowata 24-godzinng trwato$¢ probek. Tak przygotowane
probki, zostaty niezwlocznie przetransportowane do Pracowni Cytometrii Przeptywowej
Zaktadu Diagnostyki Laboratoryjnej Katedry Nauk Klinicznych Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej SGGW w Warszawie, gdzie zostaly poddane analizie w cytometrze
przeptywowym FACScalibur, a dane byly analizowane w programie Cell QuestTM
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).
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Tabela 4. Badane subpopulacje limfocytow.

Antygen Gatunek

CD2+ Limfocyty T

CD4+ Limfocyty Th pomocnicze

CD8+ Limfocyty T cytotoksyczne

CD4+CD8+ Limfocyty podwajnie pozytywne

CD5-TCR+ Limfocyty TCRydé+, limfocyty $srodnabtonkowe

CD5+CD8+ TCR aB+ limfocyty $rédnablonkowe T
z restrykcjg MHC

CD5-CD8+ Limfocyty NK

CD5+CD8- Limfocyty B1

CD21+ Limfocyty B2

Wszystkie odczynniki dostarczone pochodzity z Pharmingen, San Diego, CA, USA

Tabela 5. Przeciwciala pierwotne uzyte w analizie cytometryczne;.

LP Wykrywany antygen  Klasa immunoglobulin Numer katalogowy
P1 CD2 lgG2a MSA4

P2 CD4 lgG2b 74-12-4

P3 CD5 lgG1 PG114A

P4 CD8a lgG2a 76-2-11

P5 CD21 lgG1 BB6-11C9

P6 TCR1-N7 IgG1 86D

Wszystkie odczynniki dostarczone pochodzity z Pharmingen, San Diego, CA, USA

Tabela 6. Przeciwciata wtorne uzyte w cytometrii przeptywowe;j.

Klasa Numer
Oznaczenie immunoglobulin Znacznik katalogo
lub ligand Wy
S1 Mysie 1gG1 Fikoerytryna (PE) 550083
. Izotiocyjanian fluoresceiny
S2 Mysie 1gG2a (FITC) 553390
S3 Mysie 1gG2b Biotyna 550333
S-PE Biotyna PE 554061

Wszystkie odczynniki dostarczone pochodzity z Pharmingen, San Diego, CA, USA
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4.5. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki pomiaréw opracowano za pomoca programoéw Excel (Microsoft,
Redmond, WA, USA) oraz Graph Pad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA). Dla wszystkich badanych grup wyliczono warto$ci $rednie i standardowy btad
sredniej (SEM). Do zbadania rozkladu populacji zastosowano test Kotmogorowa —
Smirnowa. W celu analizy statystycznej zebranych wynikéw stosowano test t
niesparowany i jednostronny test Anova. Wartosci p < 0,05 uznano za istotne

statystycznie.

5. WynikKi

5.1. Cytokiny prozapalne

5.1.1. Interferon gamma (IFN-y)

Zawarto$¢ IFN-y w §cianie jelita biodrowego loszek grupy kontrolnej w trakcie
doswiadczenia przyjeta tendencje spadkowa od 623,50 + 54,90 pg/mg (dzien 14) przez
264,00 + 25,40 (dzien 28; p<0,001 w odniesieniu do dnia 14) do 168,50 + 15,70 pg/mg
(dzien 42; p<0,0001 w odniesieniu do dnia 14) (Ryc. 5). Odmienny schemat wydzielania
IFN-y zaobserwowano w grupie zwierzat narazonych na podawanie toksyny T-2 i ZEN,
gdzie nastapit wzrost wydzielania od poziomu 147,30 + 30,53 (dzien 14) przez 276,30 +
29,46 (dzien 28) 1 492,60 + 114,98 (dzien 42; odpowiednio p<0,05 w odniesieniu do dnia
14 1 p<0,01 w odniesieniu do dnia 14). Réznice istotne statystycznie pomigdzy grupa
kontrolng dotyczyly odpowiednio dnia 14. (p<0,0001) i 42. (p<0,01) (Ryc. 5).
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Ryc. 5 Srednie stgzenie IFN-y w $cianie jelita biodrowego loszek grupy kontrolnej (n=5)
i grupy doswiadczalnej (n=5). Obliczone warto$ci przedstawiono jako $rednia + SEM. ** —
rdznica statystycznie istotna przy p<0,01; *** — roznica statystycznie istotna przy p<0,001;

**** _ rdznica statystycznie istotna przy p<0,0001.

5.1.2. Interleukina 1 beta (IL-18)

Wyadzielanie IL-18 w grupie loszek kontrolnych w poszczegolnych terminach
spadato od 376,50 + 38,89 pg/mg (dzien 14) przez 291,70 + 17,45 pg.mg (dzien 28) do
wartosci 218,20 + 28,74 pg.mg (dzien 42). W przypadku zwierzat otrzymujacych
mieszaning toksyny T-2 koncentracja IL-18 w S$cianie jelita biodrowego wykazywat
nieliniowy wzrost od 326,00 + 6,93 pg/mg (dzien 14) przez 332,80 + 51,77 pg/mg (dzien
28) do 324,10 + 53,10 pg/mg (dzien 42). Zaréwno w 28, jak i 42 dniu eksperymentu
stezenia IL-1B byly statystyCznie istotnie wyzsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(p<0,05) (Ryc. 6).
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Ryc. 6. Srednie stezenie IL-1B w $cianie jelita biodrowego loszek grupy kontrolnej (n=5)
i grupy doswiadczalnej (n=5). Obliczone wartosci przedstawiono jako $rednia + SEM. * —

roznica statystycznie istotna przy p<0,05.
5.1.3. Interleukina 2 (IL-2)

W czasie przebiegu eksperymentu stezenie IL-2 w grupie kontrolnej (Ryc. 7)
wykazato istotny statystycznie spadek od wartosci 12,70 = 1,10 pg/mg (dzieh 14) przez
8,75 £ 0,50 ng/mg (dzien 28; p<0,05 w odniesieniu do 14 dnia do§wiadczenia) do 8,30 +
0,80 pg/mg (dzien 42, p<0,05 w odniesieniu do 14 dnia doswiadczenia). Z kolei odmienny
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przebieg zmian wydzielania IL-2 wystapit w $cianie jelita biodrowego $§win narazonych na
taczne podawanie toksyny T-2 i ZEN. (Ryc. 7). Stezenie IL-2 wzrastato z poziomu 6,16 +

1,40 pg/mg w dniu 14 do 10,07 + 1,03 pg/mg w 42 dniu eksperymentu. 14 dni narazenia na
toksyng T-2 i ZEN spowodowato 48% statystycznie istotnie nizsze st¢zenie W grupie

doswiadczalne w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p<0,01).
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Ryc. 7. Srednie stezenie IL-2 w $cianie jelita biodrowego loszek grupy kontrolnej (n=5)
i grupy doswiadczalnej (n=5). Obliczone wartosci przedstawiono jako $rednia + SEM. * —

roznica statystycznie istotna przy p<0,05; ** — r6znica statystycznie istotna przy p <0,01.
5.1.4. Interleukina 12 (1L-12/23p40)

Srednie wydzielanie IL-12/23p40 w $cianie jelita biodrowego zwierzat grupy
kontrolnej wykazato statystycznie istotny spadek z 397,85 + 11,30 pg/mg w 14 dniu
badania do 229,50 + 7,90 pg/mg w dniu 28 (p<0,01) 1 266,70 + 7,50 pg/mg w 42 dniu
doswiadczenia (p<0,05). Synteza interleukiny IL-12/23p40 w grupie loszek narazonej na
dzialanie toksyny T- 1 ZEN byla praktycznie na wyrOwnanym poziomie, zawierajagcym si¢
w przedziale wartosci od 326,00 + 6,93 pg/mg (dzien 14) do 332,80 + 51,77 pg/mg (dzien
42). Zestawiajac je z wartoSciami uzyskanymi w grupie kontrolnej poza dniem 14, byty
wyzsze odpowiednio o ok. 31 % 1 ok. 18 % w pordéwnaniu do 28 1 42 dnia doswiadczenia

(Ryc. 8).
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Ryc. 8. Srednie stezenie IL-12/23p40 w $cianie jelita biodrowego loszek grupy kontrolnej

(n=5) i grupy doswiadczalnej (n=5). Obliczone wartosci przedstawiono jako s$rednia

+ SEM. * —roznica statystycznie istotna przy p<0,05.

5.2. Cytokiny przeciwzapalne i regulatorowe

5.2.1. Interleukina 4 (1L-4)

W przypadku wydzielania IL-4 w $cianie jelita biodrowego grupy kontrolnej (Ryc.

9) wykazano lekka tendencj¢ spadkowa bez statystycznych roznic pomig¢dzy Srednimi

wartosciami, ktére wyniosty odpowiednio 72,4 + 4,30 pg/mg (dzien 14), 67,50 £ 5,80
pg/mg (dzien 28) i 56,30 + 6,50 pg/mg (dzien 42). W grupie otrzymujace toksyne T-2 |

ZEN (Ryc. 9) poziom wydzielania rowniez nie wykazywat zmian istotnych statystycznie,

natomiast w 28 dniu narazenia st¢zenie wzrosto do 98,94 + 20,32 pg/mg i bylo wyzsze

0 ok. 30% w poréwnaniu do 14 i 42 dnia do§wiadczenia.
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Ryc. 9. Srednie stezenie IL-4 w $cianie jelita biodrowego loszek grupy kontrolnej (n=5)

i grupy doswiadczalnej (n=5). Obliczone wartosci przedstawiono jako $rednia = SEM.

5.2.2. Interleukina 10 (IL-10)

Srednie wydzielanie IL-10 w $cianie jelita biodrowego grupy kontrolnej (Ryc. 10)
zawarto si¢ w przedziale wartosci od 17,00 + 1,30 pg/mg (dzien 14) do 6,50 + 0,60 pg/mg.
(dzien 28). 28 i 42 dzien charakteryzowat si¢ istotnym statystycznie spadkiem wydzielania
IL-10 w stosunku do 14 dnia do$wiadczenia (p<0,0001). W grupie doswiadczalne nie
odnotowano zmian statystycznie istotnych, natomiast w porownaniu do grupy kontrolnej w
14 dniu eksperymentu wydzielanie IL-10 byto nizsze o ok. 26 %, a w 28 i 42 dniu

narazenia wyzsze odpowiednio o ok. 33 % i ok. 37 % (Ryc. 10).
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Ryc. 10. Srednie stezenie IL-10 w $cianie jelita biodrowego loszek grupy kontrolnej (n=5)
i grupy doswiadczalnej (n=5). Obliczone wartosci przedstawiono jako $rednia + SEM.

**** _rdznica statystycznie istotna przy p<0,0001.
5.2.3. Transformujacy czynnik wzrostu beta (TGF-p)

Zestawiajac warto$ci wydzielanego TGFB w $cianie jelita biodrowego loszek, grupa
kontrola charakteryzowata si¢ wyzszymi warto$ciami, ktore wynosity odpowiednio 123,50
+ 15,79 pg/mg (dzien 14), 102,10 + 9,43 pg/mg (dzien 28) i 126,60 + 5,43 pg/mg (dzien
42). Najnizsze stezenie w grupie doswiadczalnej odnotowano w 28 dniu badania (70,79 +

2,31 pg/mg), a pozostate wynosity 115,10 + 0,49 pg/mg (dzien 14) i 89,11 £+ 2,26 pg/mg
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(42 dzien), ktére byto statystycznie nizsze w poréwnaniu do warto$ci zmierzonej w

analogicznym terminie w grupie kontrolnej (p<0,05) (Ryc. 11).
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Ryc. 11. Srednie stezenie TGEB w $cianie jelita biodrowego loszek grupy kontrolnej (n=5)
i grupy doswiadczalnej (n=5). Obliczone wartosci przedstawiono jako $rednia + SEM. * —

roznica statystycznie istotna przy p<0,05.
5.3. Subpopulacje limfocytow T

Analiz¢ cytometrii przeplywowej przeprowadzono przy uzyciu cytometru
przeptywowego FACSCalibur i programu Cell QuestTM (BectonDickinson, USA). Z
kazdej probki pobrano 10 000 komorek. Limfocyty bramkowano na podstawie wykresow
punktowych obszaru FSC (FSC-H) vs. SSC-high (SSC-H), a subpopulacje limfocytow
zidentyfikowano na podstawie intensywno$ci fluorescencji statystyk kwadrantu na
wykresie kropkowym. Reprezentatywne wykresy dot-plots przedstawiajgce subpopulacje

limfocytow pokazano na Ryc. 12.
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Ryc. 12. Reprezentatywne wykresy dot-plots subpopulacji limfocytow: (A) limfocyty
T-CD2+ i limfocyty B-CD21+; (B) limfocyty Th- CD4+CD8- i Tc- CD8+ CD4-; (C)
CD8+ CD5- to komorki NK; (D) CD5+TCR+ to limfocyty TCRaf, a CD5-TCR+ to
limfocyty TCRysé.

5.3.1. Limfocyty T CD2+

W czasie 6 tygodni trwania eksperymentu sredni odsetek subpopulacji limfocytow
T CD2+ zarowno w grupie kontrolnej jak i do§wiadczalnej nie wykazywat roznic istotnych
statystycznie. Odsetek komorek T CD2+ w grupie kontrolnej wzrastat od wartosci 18,82 +
1,45 (dzien 14) do 20,35 + 1,93 (dzien 42). Okres 28 dni narazenia na toksyng¢ T-2 i ZEN
wywotal nieistotny statystycznie spadek odsetka komoérek T CD2+ z wartosci 21,66 + 2,97
(dzien 14) do 15,45 + 2,44. W 42 dniu do$wiadczenia odsetek komoérek ponownie
wzrdst do poziomu 20,53 £+ 2,27 (Ryc. 13).
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Ryc. 13. Sredni odsetek limfocytow T CD2+ w $cianie jelita biodrowego loszek grupy
kontrolnej (n=5) i grupy do$wiadczalnej (n=5). Obliczone wartosci przedstawiono, jako
$rednia + SEM.

5.3.2. Limfocyty T CD4+

Odsetek limfocytow pomocniczych, Th CD4+ w grupie kontrolnej zawierat si¢ w
przedziale warto$ci 5,54 + 1,38 (dzien 14) do 8,82 £ 0,94 (dzien 28). W 42 dniu
eksperymentu ulegt obnizeniu, ale pozostatl na poziomie wyzszym w poroéwnaniu do 14
dnia badania (6,87 + 0,82). W grupie loszek narazonych na taczne dziatanie toksyny T-2
1 ZEN najwyzszy odsetek limfocytow wystapil w 14 dniu eksperymentu (11,21 + 2,41)
i byla to statystycznie wyzsza wartosci od tej jaki odnotowano w grupie kontrolnej
(p<0.05). Odpowiednio w 28 i 42 dniu narazenia odsetki spadly istotnie statystycznie do
poziomu 4,43 + 1,02 (p<0,01) i 5,62 + 0,76 (p<0,05) w porownaniu do dnia 14 (Ryc. 14).
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Ryc. 14. Sredni odsetek limfocytow T CD4+ (pomocniczych, Th) w $cianie jelita
biodrowego loszek grupy kontrolnej (n=5) i grupy doswiadczalnej (n=5). Obliczone
wartos$ci przedstawiono jako $rednia = SEM. * — rdznica statystycznie istotna przy p<0,05;

** — rdznica statystycznie istotna przy p<0,01.

5.3.3. Limfocyty T CD8+

Odsetek limfocytow cytotoksycznych T CD8+ w grupie kontrolnej przyjat
tendencj¢ malejaca nie wykazujac przy tym zmian istotnych statystycznie i zawieral si¢ w
przedziale wartosci od 12,30 + 4,45 (dzien 14) do 6,11 = 0,35 (dzien 28). W grupie
narazonej na potaczone dziatanie toksyny T-2 i ZEN rowniez nie zaobserwowano roznic
istotnych statystycznie, ale poza obnizonym odsetkiem komoérek wartos¢ wzrosta z
8,87 + 1,59 (dzien 14 do 10,8 £ 3,36 (dzien 42) (Ryc. 15).
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Ryc. 15. Sredni odsetek limfocytow T CD4-8+ (cytotoksycznych, Tc) w $cianie jelita
biodrowego loszek grupy kontrolnej (n=5) i1 grupy doswiadczalnej (n=5). Obliczone

wartos$ci przedstawiono jako $rednia = SEM.
5.3.4. Limfocyty T CD4+CD8+

Odsetek komoérek podwdjnie pozytywnych T CD4+CD8+ w $cianie jelita
biodrowego loszek grupy kontrolnej i doswiadczalnej wykazywatl tendencje spadkows od
12,92 + 5,90 (dzien 14), przez 8,61 + 1,20 (dzien 28) do 8,80 + 0,65 (dzien 42). W grupie

loszek narazonych na jednoczesne podawanie toksyny T-2 i ZEN bezwzgledne wartoSci
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odsetka populacji limfocytow byly nieznacznie nizsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej
1 wynosity 8,04 + 0,87 (dzien 14), 7,70 + 1,74 (dzien 28) do 7,10 £+ 1,20 (dzien 42). W obu

grupach nie odnotowano roznic istotnych statystycznie (Ryc. 16).
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Ryc. 16. Sredni odsetek limfocytow T CD4+CD8+ w $cianie jelita biodrowego loszek
grupy kontrolnej (n=5) i grupy do$wiadczalnej (n=5). Obliczone wartosci przedstawiono
jako srednia + SEM.

5.3.5. Limfocyty TCRyé+

Odsetek limfocytow Tyd o markerze powierzchniowym TCR+ w grupie kontrolnej
w przebiegu doswiadczania przybrat tendencje wzrostowa, nie wykazujac roéznic istotnych
statystycznie przyjmujac nastepujace wartosci liczbowe 1,58 + 0,74 (dzien 14), 1,47 + 0,63
(dzien 28) i 3,71 &+ 1,21 (dzien 42). W $cianie jelita biodrowego grupy zwierzat narazonych
na jednoczesne podawanie toksyny T-2 i ZEN odsetek limfocytow Tyd byl wyzszy od
warto$ci oznaczonej w grupie kontrolnej wynoszac odpowiednio 3,62 + 1,351 7,09 + 3,80,
natomiast w 28 dniu podawania byt nizszy i wyniost 1,21 £+ 0,26. Pomiedzy ocenianymi
terminami eksperymentu nie wystapity pomigdzy grupami rdznice istotne statystycznie
(Ryc. 17).
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Ryc. 17. Sredni odsetek limfocytow Tyd (TCRyd+) w $cianie jelita biodrowego loszek
grupy kontrolnej (n=5) i grupy do$wiadczalnej (n=5). Obliczone wartosci przedstawiono
jako $rednia = SEM.

5.3.6. Limfocyty NK

Odsetek limfocytow NK o markerze powierzchniowym CD5-CD8+ (NK) w grupie
kontrolnej przybral tendencj¢ wzrastajaca 1 wyniost 1,73 + 0,37 (dzien 14), 2,72 + 0,66
dzien 28) 13,22 + 0,82 (dzien 42). W grupie loszek narazonych na taczne dziatanie toksyny
T-2 1 ZEN oznaczony odsetek limfocytow NK w 14, 28 1 42 dniu podawania byty wyzsze
w poréwnaniu z grupa kontrolng wynoszac odpowiednio 3,73 + 0,78, 3,03 £+ 0,61
16,26 = 1,13 (p<0,05) (Ryc. 18).
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Ryc. 18. Sredni odsetek limfocytow CD5-CD8+ (NK) w $cianie jelita biodrowego loszek
grupy kontrolnej (n=5) i grupy do$wiadczalnej (n=5). Obliczone warto$ci przedstawiono
jako $rednia £ SEM. * — rdznica statystycznie istotna przy p<0,05.

5.3.7. Limfocyty srodnablonkowe TCR a3+ z restrykcja MHC

W czasie 42 dni trwania eksperymentu S$redni odsetek subpopulacji limfocytow

T CD5+CD8+ okreslanych jako progenitorowe limfocyty T z restrykcja MHC, zarbwno w
grupie kontrolnej jak i doswiadczalnej nie wykazywal roznic istotnych statystycznie.
Odsetek komorek T CD5+CD8+ w grupie kontrolnej wzrastat od wartosci 13,12 + 3,09
(dzien 14) do 15,04 + 1,12 (dzien 28), by nastgpnie nieznaczni esie obnizy¢ do poziomu
14,40 £ 1,94. W grupie poddanej narazeniu na toksyne T-2 i ZEN poza 28 dniu
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doswiadczenia obserwowano wyzsze odsetki populacji komorek T CD5+CD8+ w
odniesieniu do zwierzat z grupy kontrolnej i ksztaltowaty si¢ na poziomie 19,61 + 1,35
(dzien 14), 13,12 £ 0,26 (dzien 28) i 17,31 + 3,80 (dzien 42) (Ryc. 19).
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Ryc. 19. Sredni odsetek limfocytow CD5+CD8+ (progenitorowe limfocyty T z restrykcja
MHC) w $cianie jelita biodrowego loszek grupy kontrolnej (n=5) i grupy doswiadczalnej

(n=5). Obliczone wartos$ci przedstawiono jako srednia £ SEM.

5.4. Subpopulacje limfocytow B

5.4.1. Limfocyty B1

W grupie kontrolnej odsetek limfocytow B CD5+ (B1) do 28 dniu badania miat
tendencj¢ wzrostowa i wyniost odpowiednio 10,75 + 2,06 (dzien 14) 1 11,45 + 1,69 (dzien
28). Z kolei w 42 dniu eksperymentu wartos¢ odsetka spadta ponizej wartosci z 14 dnia
badania do poziomu 9,53 + 2,51. Pomigdzy odsetkami kolejnych termindéw badan nie
wykazano roznic istotnych statystycznie. W grupie zwierzat narazonych na taczne
podawanie toksyny T-2 i ZEN odsetek limfocytow B CD5+ (B1) byt relatywnie nizszy w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. W 28 dniu eksperymentu w poroéwnaniu do 14 dnia
obnizyt si¢ z 11,01 + 2,69 (dzien 14) do 7,51 + 0,61 (dzien 28), a wzrdst w 42 dniu
eksperymentu do poziomu 10,53 + 2,54. Podobnie jak w grupie kontrolnej nie zanotowano

roznic istotnych statystycznie (Ryc. 20).
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Ryc. 20. Sredni odsetek limfocytéow B CD5+ (B1) w $cianie jelita biodrowego loszek
grupy kontrolnej (n=5) i grupy do$wiadczalnej (n=5). Obliczone wartosci przedstawiono
jako srednia + SEM.

5.4.2. Limfocyty B2

W grupie kontrolnej w kolejnych dniach badania odnotowano wzrost odsetka
limfocytéw B CD21+ (B2) od 28,85 + 5,95 (dzien 14) przez 41,00 + 3,80 (dzien 28) do
54,90 £ 1,90 (dzien 42), ktéra byta statystycznie istotnie wyzsza w stosunku do 14 dnia
eksperymentu grupy kontrolnej (p<0,05) (Ryc. 21). Odsetek limfocytow B CD21+ (B2)
grupy loszek otrzymujacych mieszaning toksyny T-2 i ZEN byt znaczaco obnizony poza
nieznacznie wigkszym W poréwnaniu do kontroli w daniu 14 podawania i wyniost
odpowiednio 35,00 + 9,21 (dzien 14), 19,54 + 5,46 (dzien 28) i 28,04 = 10,48 (dzien 42).
W 42 dniu narazenia zwierzat na jednoczesne dzialanie toksyny T-2 i ZEN odsetek

limfocytow byt statystycznie istotnie nizszy w poréwnaniu do kontroli (p<0,05) (Ryc. 21).
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Ryc. 21. Sredni odsetek limfocytow B CD21+ (B2) w $cianie jelita biodrowego loszek

grupy kontrolnej (n=5) i grupy do$wiadczalnej (n=5). Obliczone warto$ci przedstawiono

jako sérednia = SEM. * — r6znica statystycznie istotna przy p<0,05.

50



6. Dyskusja

Spozycie mikotoksyn moze powodowac ostrg toksyczno$¢ lub przewlekie
zaburzenia, w zaleznosci od stezenia i czasu trwania narazenia. U zwierzat gospodarskich
moze to objawia¢ Si¢ obnizong wydajnoscig, odmowg przyjmowania paszy, staba jej
konwersja, zmniejszonym przyrostem masy ciata, supresja immunologiczng, zaburzeniami
reprodukcji 1 pozostalo§ciami w produktach zywnosciowych pochodzenia zwierzecego
(Obremski i in. 2021).

Wiele mikotoksyn moze by¢ wytwarzanych przez jeden gatunek grzyba
ple$niowego, a czgsto zdarza si¢, ze surowce paszowe s3 jednoczes$nie zanieczyszczone
wieloma gatunkami grzybow wytwarzajacych wiele rodzajow mikotoksyn, ktore
w konsekwencji trafiajg do pasz (Jin i in. 2021). W obronie uktadu pokarmowego przed
patogenami niezbedna jest skuteczna obrona immunologiczna, ale te same mechanizmy w
odpowiedzi na biatka pokarmowe lub bakterie komensaliczne moga prowadzi¢ do rozwoju
szeregu przewlektych chorob. Tego typu reakcjom zwykle zapobiega ztozona gra
mechanizmoéw regulacyjnych funkcjonujacych w jelitowym uktadzie odpornosciowym
(Mowat 2003).

Jelito cienkie jest najdluzszym organem i to tam odbywa si¢ najwazniejsza cz¢s$¢
trawienia. Sktada si¢ ono z trzech zréznicowanych czesci: dwunastnicy, jelita czczego
i jelita biodrowego, w ktorym to zachodzi wchtanianie sktadnikow odzywczych. Nabtonek
jelita cienkiego jest w cigglym kontakcie z antygenami pokarmowymi, jelitowymi
bakteriami komensalnymi i potencjalnymi patogenami, ktore dostajg si¢ do zywiciela wraz
z pozywieniem. Obcigzenie bakteryjne w jelicie cienkim jest niskie i wzrasta w jego
koncowym odcinku (Santaolalla i Abreu 2012). Uktad immunologiczny funkcjonujacy w
obrebie przewodu pokarmowego to wyjatkowe miejsce w organizmie, poniewaz w GALT
miesci si¢ okolo 80% wszystkich komorek odpornosciowych organizmu. GALT chroni
organizm przed patogenami, ale takze zachowuje homeostaze tkanek, aby unikngc¢
patologii o podtozu immunologicznym w odpowiedzi na bodzce $rodowiskowe (Mowat
2003). Na to wszystko naklada si¢ nieustanna wspolpraca, wreCz symbioza uktadu
odpornosciowego i mikroflory jelitowe;.

Odsadzenie 1 kolejne etapy dorastania prosigt, w tym majgca miejsce zmiana
warunkow bytowania i zmiana diety z ptynnej na stala, charakteryzuje si¢ wyraznymi

zmianami w funkcjonowaniu GALT. Nalezy podkresli¢, ze jest to wazny okres zmian
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w proporcjach pomigdzy poszczegdlnymi populacjami komoérek odpornosciowych
tj. limfocytami T CD4+, limfocytami T CD8+, limfocytami $rédnabtonkowymi,
komérkami T podwojnie dodatnimi CD4+CDS8+, limfocytami Bl i B2, czy wieloma
innymi (Wojtacha 1 in. 2021). W zwiazku z tym ustalenie odpowiedniej liczby i1 proporcji
poszczegblnych subpopulacji limfocytow, jak i produkowanych przez nie cytokin stanowi
jeden z warunkow zachowania homeostazy w calym organizmie. Nabiera to szczegdlnego
znaczenia w przypadku narazenia zwierzat na mikotoksyny.

Cytokiny, ktore odgrywaja znaczaca role w regulacji odpowiedzi immunologicznej
1 zapalnej sg nie tylko produkowane przez limfocyty, komorki dendrytyczne, makrofagi,
ale réwniez przez niektore komorki, ktore w klasycznym ujeciu nie sg zaliczane do uktadu
odpornosciowego. Wiadomo, ze TGF-a, IL-1, IL-10, IL-15, czy IL-18 s3 produkowane
konstytutywnie przez komodrki nabtonka i odgrywaja istotng role w naptywie komorek
uktadu immunologicznego do btony s$luzowej jelita, czy pelnig funkcje stymulacyjng we
wzro$cie komorek nabtonka (Onyiah i Colgan 2016).

W obrebie struktur jelita znajdujg si¢ miejsca uruchamiania reakcji odpornosciowej,
okreslane jako kepki Peyera wraz z limfocytami T, limfocytami B, komorkami
dendrytycznymi 1 makrofagami, ktore wydzielajac cytokiny, tworza specyficzne
srodowisko komorkowo-cytokinowe w jelicie (Brandtzaeg i in. 2004, Kobayashi i in.
2019). Ponadto w reakcji aktywacji komorek uktadu odpornosciowego biorg udziat takze
komorki nabtonka jelitowego. W §cianie jelita limfocyty tworza dwie odrgbne fenotypowo
populacje komoérek, a mianowicie stanowigce 10-30% limfocyty srodnabtonkowe (IEL —
intra-epithelial lymphocytes) hamujace reakcje tkanki na antygeny wraz z limfocytami T
cytotoksycznymi w stosunku do komorek zakazonych wirusem (Tc) oraz stanowiace 70-
90% limfocyty blaszki wtasciwej btony sluzowej (LPL — lamina propria lymphocytes),
gtownie limfocyty B i komorki plazmatyczne produkujace glownie dimery IgA oraz
komorki pamigei (Mowat 2003).

Po spozyciu zanieczyszczonej w mikotoksyny zywnosci lub paszy komorki
nabtonka jelitowego moga by¢ narazone na zmienng liczb¢ mikotoksyn oraz zréznicowane
ich stezenia, a takze efekt ich dziatania synergistycznego czy addytywnego. Skutkiem
dziatania mikotoksyn moze by¢ uszkodzenie bariery jelitowej, czy spadek zdolnoS$ci
fagocytarnych makrofagow 1 komorek dendrytycznych, ale rowniez zmniejszenie

humoralnej odpowiedzi immunologicznej jelita (Bouhet i Oswald 2005). W efekcie ta
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indukowana mikotoksynami immunosupresja prowadzi do nieodpowiedniej dezaktywacji
endotoksyn i silniejszej na nie reakcji zapalnej.

W przeprowadzonym do$wiadczeniu badaniu poddano koncowy fragment jelita
biodrowego zlokalizowany przed zastawkg kretniczo-katniczg. Poddany ocenie odcinek
jelita biodrowego w literaturze jest okreslany jako ,terminal ileum”. Jest to miejsce, w
ktérym dochodzi m.in. do wzmozonego wchtaniania witaminy Biz, soli z6lciowych, wody
poprzez osmozg, czy lipidow droga biernej dyfuzji, ale takze obszar obecnosci
zwiekszonej liczby bakterii, ktére moga cofac si¢ z terenu okreznicy. Dlatego tez ,,terminal
ileum” jest bardziej zasobne w uktad limfatyczny niz pozostata cze$¢ jelita biodrowego
1 stanowi lini¢ obrony przed ewentualnym przedostaniem si¢ drobnoustrojow z obszaru
okreznicy. Niemniej jednak jest to reprezentatywny fragment jelita biodrowego dla oceny
lokalnej odpowiedzi immunologicznej catego jelita cienkiego narazonego na toksyne T-2
I ZEN (Wojtacha i in. 2021).

Przeprowadzone badania dotyczyly malo rozpoznanego zagadnienia skutkdéw
jednoczesnego narazenia $win na toksyne T-2 i ZEN w niskich dawkach. Przeprowadzony
eksperyment polegat na doustnym podawaniu §winiom obu mikotoksyn przez okres 42 dni.
W dniach 14, 28 i 42 do$wiadczenia poddano ocenie wybrane parametry immunologiczne
Sciany jelita biodrowego. Pomiary tkankowego st¢zenia IL-1f, IL-2, IL-10, 1L-12/23p40,
IFN-y 1 TGF-B wykonano metoda ELISA, a metoda cytometryczng oceniono ksztatltowanie
si¢ w S$cianie jelita biodrowego odsetka populacji limfocytow T o markerze
powierzchniowym CD2+ (ogoélny odsetek limfocytow T), CD4+ (limfocyty pomocnicze
Th), CD8+ (limfocyty T cytotoksyczne), CD4+CD8+ (limfocyty T pamigci), CD5-TCR+
(limfocyty srédnabtonkowe TCRyd+), CD5+CD8+ (TCR aB+, limfocyty $rddnabtonkowe
T z restrykcja MHC) i CD5-CD8+ (limfocyty NK) oraz odsetka limfocytow B o markerze
powierzchniowym CD5+CD8- (komorki B1) i CD21+ (komorki B2) (Tab. 4)

Wedlug schematu zaproponowanego przez Tizarda w uktadzie odpornosciowym
funkcjonujg dwa podstawowe typy odpowiedzi immunologicznej: (i) odpowiedz zapalna,
ktéra aktywuje uktad odpornosciowy za posrednictwem IFN-y, IL-1a, IL-1pB, IL-2, IL-6
I IL-17A, a zwigzana z limfocytami pomocniczymi Th lub efektorowymi Tc (Thl, Th17,
Tcl, Tcl7) oraz (ii) odpowiedZz przeciwzapalna i regulacyjna, ktora hamuje uktad
odpornosciowy, ale jednoczesnie indukuje pamig¢ immunologiczng 1 procesy tolerancji
immunologicznej zwigzane z komorkami pamigci i limfocytami regulatorowymi (Trl,
Treg, iTreg, Tmem, Bmem) za posrednictwem IL-4, IL-10 i TGF-f (Tizard 2017).
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Analizowana przez nas grupa cytokin, okreslona jako przeciwzapalne i regulatorowe,
posiada obydwie wspomniane wiasciwosci, tj. z jednej strony sg one cytokinami o funkcji
przeciwzapalnej (immunosupresyjne), a z drugiej strony o funkcji regulatorowej. Sg one
silnie zwigzane z antagonizmem wystepujagcym miedzy subpopulacjami limfocytow Thl-
Th2 lub makrofagami M1-M2. Ta ich dualna rola jest szczegdlnie wazna w aspekcie
odpowiedzi immunologicznej zwiagzanej z GALT.

Zaréowno toksyna T-2 jak 1 ZEN wywoluja wiele okreslonych efektow
biologicznych. Dowiedziono, ze wykazuja zdolno$¢ hamowania/blokowania syntezy
kwasow nukleinowych, czy biatka (Adhikari i in. 2017). Na poziomie komorek
odpornos$ciowych takie dzialania moga przetozy¢ si¢ na ilos¢ wydzielanych cytokin, jak
roéwniez na zmiany w odsetku poszczegdlnych populacji limfocytéw. Zaleznos¢ wysokosci
dawki toksyny T-2 jak i innych TCH na st¢zenie wydzielanych cytokin znajduje swoje
odzwierciedlenie w literaturze. Schuhmacher-Wolz i in. podaja, ze generalnie niskie dawki
TCH wyrazone w pg/kg m.c. dzialaja aktywujaco na uktad immunologiczny,
w przeciwienstwie do dawek wysokich wyrazonych w mg/kg m.c., ktore oddziatuja
hamujaco (Schuhmacher-Wolz i in. 2010). Podobny efekt zaobserwowali Ahmadi
i Riazipour hodujac in vitro mysie otrzewnowe makrofagi oraz komorki pochodzace z
wezlow chtonnych, traktujac je toksyna T-2 w zakresie stezen od 0,001 pg/ml do 100
pg/ml (Ahmadi i Riazipour 2008). Stezenia cytokin IL-1f, IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, TNFa
i IFN-y rosty przy ekspozycji komorek na stgzenie toksyny T-2 ponizej 0,1 pg/ml,
w przeciwienstwie do narazenia na st¢zenie powyzej 1ug/ml (Ahmadi i Riazipour 2008).
W pracy Li i in. wykazano réwniez wzrost wydzielania cytokin prozapalnych przez lini¢
komorkowa ptasich makrofagow po dawce toksyny T-2 w zakresie od 1 ng do 5 ng/ml (Li
i in. 2013).

Podstawowa funkcja IL-10 jest dziatanie immunosupresyjne, ale takze wspomaganie
wydzielania [gA w btonach §luzowych (Komai i in. 2018). To wtasnie sluzéwkowe IgA
chroni nabtonek jelit przed ksenobiotykami, wirusami i bakteriami, a takze utrzymuje
homeostazg srodowiska jelitowego (Kato i in. 2014). Jednak jak zbadano, wptyw ZEN na
synteze IgA jest zmienny, poniewaz podawanie ZEN samicom myszy BALB/c przez dwa
tygodnie w dawce 5 lub 20 mg/kg m.c. spowodowato istotny spadek poziomu przeciwciat
IgA w $luzowce dwunastnicy myszy (Islam i in. 2017), a z drugiej strony podanie 20 mg
ZEN/kg m.c. tylko przez jeden tydzien samcom myszy BALB/c istotnie zwigkszato

poziom IgA w tresci jelita czczego (Wang i in. 2017). Chociaz w obu eksperymentach
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zastosowano to samo st¢zenie ZEN (20 mg/kg m.c.) i ten sam sposéb podawania (doustny
zglebnik) to rézne wyniki mogg by¢ zwigzane z czasem trwania eksperymentu (jeden
tydzien vs. dwa tygodnie) lub moga zaleze¢ od plci zwierzat (samiec vs. samica), czy
badanego odcinka jelita (dwunastnica vs. jelito czcze).

Obserwowane w $cianie jelita biodrowego zmiany stgzen wydzielanych cytokin sa
najistotniejszym obrazem wplywu mikotoksyn na aktywno$¢ GALT. Prozapalne
wlasciwosci niektorych z nich moga by¢ w tym wypadku szczeg6élnie wazne ze wzgledu
na ich potencjalny patologiczny wptyw na badany odcinek jelita biodrowego.
W przeprowadzonym eksperymencie zawarto$§¢ IFN-y byta odwrotnie proporcjonalna w
grupie badanej w stosunku do kontroli, rosta przez caty eksperyment w przypadku zwierzat
traktowanych mieszankg toksyny T-2 i ZEN (Ryc. 5). Wiadomo, ze IFN-y jest zwigzany z
odpowiedzig immunologiczng komoérkowa nazywana rowniez odpowiedzig typu L
Cytokina jest wydzielana przede wszystkim przez limfocyty Thl, Tcl (w pracy oznaczone
jako limfocyty T CD8+), komorki NK a takze przez komoérki ILC 1 (Kak i in. 2018).
Wyadzielany w jelitach IFN-y jest powigzany z IL-12 i makrofagami M1 aktywowanymi
klasycznie m.in. przez LPS (Greving i Towne 2019, Chikano i in. 2000). Dziatanie IFN-y
polega na aktywacji uktadu immunologicznego oraz dziataniu przeciwnowotworowym i
przeciwwirusowym. W przeprowadzonym w naszym przypadku do$wiadczeniu narazenia
$win na toksyn¢ T-2 i ZEN, podwyzszony poziom IFN-y w jelicie biodrowym moze
wskazywa¢ na mozliwo$¢ zwigkszonej przepuszczalnosci nabtonka jelitowego
(Beaurepaire i in. 2009) i w konsekwencji aktywacj¢ makrofagdw przez antygeny
bakteryjne pochodzace ze $wiatla jelita. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze w tym wypadku
komorkami, ktore sa zroédtem tej cytokiny moga by¢ limfocyty Th oraz Tc, co jednak nie
oznacza, ze to moze by¢ zwigzane ze zwigkszeniem ich odsetka Ryc. 14 i Ryc. 15. W puli
wymienionych limfocytéw egzystuja nie tylko typowi producenci IFN-y, czyli
wspomniane wczesniej limfocyty Thl, czy Tcl, ale réwniez takie ktore odpowiedzialne sg
za synteze innych cytokin np. IL-4, 1L-10, czy nie zmierzonej w naszym eksperymencie
IL-17 (Geginat i in. 2014, Kak i in. 2018, Walrath i in. 2020).

IL-4 pehigca, jak wcze$niej wspomniano funkcje przeciwzapalne i regulatorowe
(Lewko i Oldham 2009, Tizard 2017), wydzielana jest przede wszystkim przez limfocyty
Th2, ale takze przez nieswoiste komorki limfoidalne inaczej okreslane, jako naturalne
komorki limfoidalne (ILC2 — Innate lymphoid cells 2). Ponadto IL-4 jest silnie zwigzana z

odpowiedzig regulacyjng makrofagéw M2 oraz dziata antagonistycznie w stosunku do
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funkcji limfocytow Thl i IFN-y oraz zmniejsza ostra odpowiedz zapalng. IL-4 zmniejsza
réwniez polaryzacj¢ makrofagdw w kierunku M1 (He i in. 2020), jednak réwniez wigze si¢
z odpowiedzig przeciwpasozytnicza. Zjawisko to jest czesto okreslane w literaturze jako
odchylenie immunologiczne/polaryzacja immunologiczna (Lewko i Oldham 2009, Chen
I in. 2019). W przeprowadzonym doswiadczeniu zaobserwowaliSmy wzrost jej
wydzielania w 28. dniu eksperymentu (Ryc. 9), jako wyraz reakcji na wydzielanie IFN- y
(Ryc. 5), a jeszcze bardziej na IL-18 (Ryc. 6).

Kolejng cytoking aktywujgcg komorki uktadu immunologicznego jest IL-2. Jej
rosnacy poziom (Ryc. 7) §wiadczy¢ moze o wzrastajacej proliferacji limfocytéw T. Nalezy
réwniez mie¢ na uwadze, ze IL-2 jest niezbedna do ich przezycia. Dziatanie limfocytow T
regulatorowych (Treg FOXP3) zaré6wno tych grasiczozaleznych, jak i indukowalnych jest
réwniez zalezna od IL-2. Jednak najbardziej istotne dziatanie tej cytokiny wigze si¢ z
limfocytami Th-1 i produkcja IFN-y. Cytotoksyczne wlasciwosci tej drugiej czgsto wigza
si¢ z jej dziataniem proapoptycznym na inne komorki w tym réwniez komorki uktadu
immunologicznego. Nalezy zauwazy¢, ze w powyzszych badaniach zanotowano spadek
odsetka limfocytow B2 (CD21+), co mogto by¢ skutkiem dziatania IFN-y (Ryc. 21).

Wsrod cytokin prozapalnych, ktorych poziom w $cianie jelita biodrowego wzrastat
przez caly czas eksperymentu jest IL-1P. Cytokina ta moze by¢ wydzielana przez
wigkszos¢ komorek, w tym rowniez przez te nie bedace sktadowymi uktadu
immunologicznego. Totez oprocz réznych subpopulacji makrofagow i limfocytow, w
jelicie biodrowym moze by¢ ona wydzielana m.in. przez enterocyty (Lopez-Castejon i in.
2011). Badania Kankkunen i in. wykazaly aktywacje wydzielania cytokin prozapalnych
przez ludzkie makrofagi pod wplywem trichotecendw, do ktdérych przeciez zalicza sig
toksyng T-2 (Kankkunen i in. 2009). IL-1p wytwarzana jest na skutek aktywacji
inflammasomu, specyficznej struktury biatkowej inicjujacej stan zapalny pod wpltywem
stymulacji receptorow TLR i NLR (Lei-Leston i in. 2017). Jej aktywacja moze by¢
réwniez inicjowana poprzez dziatanie mikotoksyn na enterocyty. Dziatanie toksyny T-2
polega na blokowaniu syntezy RNA, w tym takze rRNA. W literaturze opisuje si¢ procesy,
w ktorych bezposrednie dziatanie toksyny T-2 i deoksyniwalenolu powoduje fragmentacje
28S rRNA oraz 18S rRNA (Zhou i in. 2005). Czg¢sto ten proces jest nazywany depurynacja
I prowadzi do uposledzenia tworzenia rybosoméw. Wigzanie z rybosomem prowadzi do
aktywacji kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami (MAPK — ang. mitogen-activated

protein kinases), ktore biorg udzial w procesach, takich jak wzrost komorek, proliferacja
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I apoptoza (Vatzia i in. 2019), co w konsekwencji moze Skutkowa¢ dziataniem
immunostymulujacym lub immunosupresyjnym (Zhou i in. 2005, Bae i Pestka 2008).
Powstate w ten sposob krotkie odcinki RNA indukujg odpowiednig kinaze — PKR, kinaze
biatkowa zalezng od RNA. Trichoteceny indukujg réwniez RNA-zy w tym przede
wszystkim RNazg L, RNaze 6. Stan wywotany przez toksyne T-2 lub deoksynivalenol
nazywany jest z literaturze syndromem stresu rybotoksycznego i powoduje wzrost
ekspresji genow zwigzanych ze stanem zapalnym, w tym m. in genu kodujacego IL-1B
(Shifrin i Anderson 1999). Jednocze$nie obie mikotoksyny zaklocajg naturalne
wlasciwosci nabtonka jelitowego, takie jak tworzenie si¢ polaczen barierowych przez
kaludyny (np. klaudyna III i IV) oraz syntez¢ immunologicznych czynnikéw indukujacych
reakcje tolerancji na antygeny pokarmowe pochodzace ze $wiatla jelita w postaci TGF-f
oraz limfopoetyny zrebu grasicy (TSLP — Thymic stromal lymphopoietin) (Nakayama i in.
2018). TGF-B i TSLP tworza $srodowisko dla réznicowania si¢ limfocytow Treg — w tym
wypadku indukowalnych iTreg, czgsto rowniez nazywanych limfocytami pomocniczymi
Th3 (Zeuthen i in. 2007). W przeprowadzonych badaniach st¢zenie TGF-pB spadto po 42
dniach eksperymentu co wskazuje, ze prawdopodobnie zaktocone zostaty wilasciwosci
regulatorowe (Ryc. 11). Jednoczesnie spadek TGF-B moze sugerowac spadek syntezy IgA,
odpowiedzialnej odpornos¢ nabtonkowa, a wydzielanej m.in. z kepek Payera do §wiatla
jelita. Zwraca uwage fakt, Zze jednoczesnie w trakcie eksperymentu zaobserwowano
obnizony odsetek limfocytow B2 w jelicie biodrowym §win narazonych na toksyn¢ T-2
i ZEN. Komorki immunokompetentne pod wplywem stymulacji TGF-f syntetyzujg IgA
(Bondy 1 Pestka, 1991, Pestka, 2010) poprzez indukcj¢ przetaczania syntezy
immunoglobulin. Produkowane przez limfocyty B w jelitach immunoglobuliny to nastgpny
czynnik barierowy, dajacy szczelno$¢ nabtonka i warunkujacy fizjologiczng prace jelita,
a ograniczany przez mikotoksyny.

Inng przyczyna, ktéra moze mie¢ wptyw na zaktocenie funkcji nabtonka jelitowego
i podwyzszenie wydzielania IL-1B (Gao i in. 2020) jest indukowany przez obie
zastosowane w eksperymencie mikotoksyny stres oksydacyjny (Hou i in. 2013,
Mavrommatis i in. 2021). Literatura donosi, ze zarowno ZEN jak rowniez toksyna T-2
blokujac reakcje w tancuchu oddechowym (klasyczne oddziatywanie trichotecenéw) moga
generowaé tworzenie reaktywnych form tlenu, w tym anionorodnika ponadtlenkowego
(O2). Toksyna T-2 powoduje hamowanie enzyméw cyklu kwasow trojkarboksylowych,

a zwlaszcza dehydrogenazy bursztynianowej (Adhikari i in. 2017). Powoduje to

57



kumulowanie si¢ kwasu bursztynowego, ktory stabilizuje czynnik hipoksji HIFla (ang.
hypoxia-inducible factor 1) indukujacy stan zapalny oraz wydzielanie IL-13 (Ryc. 6). W
dalszej kolejnosci anionorodnik ponadtlenkowy powoduje peroksydacje lipidéw membran
komorkowych, a takze sktadnikow biatkowych. Prowadzi to do powstania zwigzkow
karbonylowych m.in. malonylodwualdehydu, trans-hydroksynonenalu czy karbonylowych
zwigzkow  biatkowych (Ayala 1 in. 2014), ktéore modyfikujac struktury
wewnatrzkomoérkowe powodujg powstanie struktur molekularnych zwigzanych z
uszkodzeniem tzw. DAMP (ang. Damage Associated Molecular Patterns), ktére moga
reagowaé z wewnatrzkomérkowymi receptorami rozpoznajagcymi wzory molekularne
(PRR — Pattern Recognition Receptors,), indukujac w ten sposob reakcje zapalne.

W skiad bariery jelitowej oprdcz bariery fizycznej nabtonka wchodzi rowniez
bariera chemiczna ztozona z mucyn wydzielane przez komorki kubkowe mucyny (MUCI,
MUC2, MUC3), tworzac zel (Howitt i in. 2016), na ktora jak wskazuja wyniki badan maja
wplyw mikotoksyny. Przyktadowo DON zmniejsza ekspresj¢ mucyn w komorkach
kubkowych (Pinton i in. 2015).

Mikotoksyny ze wzgledu na dziatanie antybiotyczne, moga zmniejszaé populacje
wielu istotnych gatunkow bakterii w przewodzie pokarmowym np. Lactobacillus sp.
(Ragoubi i in. 2021). Ponadto zarowno toksyna T-2 jak i ZEN zaburzaja syntezg biatka co
moze powodowaé obnizenie poziomu biatek istotnych dla cigglosci nabtonka jelitowego
np. polaczen Scistych pomiedzy enterocytami. Zmiany patologiczne wywolane réznymi
czynnikami srodowiskowymi mogg zaburzy¢ barierg i spowodowaé¢ wydzielanie cytokin
prozapalnych przez lokalne komorki ukladu immunologicznego. W przeprowadzonych
badaniach odnotowano podwyzszony poziom IFN-y oraz IL-1B. Wedlug literatury
(Kaminsky i in. 2021) obie wymienione cytokiny maja wydatny wptyw na stan nabtonka
jelitowego. Powodujg wzrost przepuszczalnosci jelitowej, indukujac endocytoze
nablonkowych potaczen Scistych poprzez szlak sygnatlowy RhoA/ROCK. Dziatanie IFN-y
powoduje mikropinocytoze biatek potgczen $cistych, w tym okludyny, biatek JAM
(junctional adhesion molecule), czy klaudyny 1. Proces ten zalezny jest od tancucha
lekkiego miozyny (MLC, myosin light chain) i jego kinazy MLCK (myosin light chain
kinase) (Al-Sadi i in. 2009, Capaldo i Nusrat 2009).

W przypadku IL-1B nalezy takze wzig¢ pod uwage wplyw tej cytokiny na

transportery sodu w nablonku jelitowym — transporter Na+/H+, spowalniajac transport
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sodu do wngtrza enterocytow (Das i in. 2018). Stan ten powoduje odwrocenie przeptywu
wody w $cianie jelita i jest odpowiedzialny za wystgpienie biegunki.

Inne cytokiny takie jak IL-4, IL-10 oraz TGF-B, odpowiedzialne sg za rd6znicowanie
si¢ komorek nabtonka, wydzielanie §luzu, a takze naprawe nabtonka jelitowego. TGFp jest
wydzielany w duzych ilosciach gléwnie przez subpopulacje komoérek regulatorowych
I przyjmuje si¢, ze TGFP odpowiada za tolerancj¢ pokarmowa (Johnston i in. 2015).
Stwierdzono, ze TGFp jest rowniez wydzielany przez enterocyty (Di Sabatino i in. 2008)
I indukuje tworzenie si¢ komorek iTreg oraz stymuluje wydzielanie IgA. Wiasciwosci
regulacyjne TGFp obejmuja réowniez proces przelaczania przeciwcial z IgG na IgA
(Sanjabi i in. 2017). Innym aspektem, poza silnym dziataniem immunosupresyjnym, jest
indukcja przez TGFB odpowiedzi przeciw infekcyjnej zwiagzanej z 1L-17, ktora rowniez
stymuluje sekrecje IgA (Tizard 2017). IL-4 (razem z IL-13) indukuje przerost komoérek
kepkowych w nabtonku jelitowym (Gerbe i in. 2012, Howitt i in. 2016). Petnig one rolg¢
chemosensoryczna, a takze wydzielaja IL-25 i sg odpowiedzialne za odpowiedZ typu Th2
(Gerbe 1 Jay 2016). IL-10 zmniejsza przepuszczalno$¢ bariery jelitowej, w tym
przeciwdziata zmianom spowodowanym przez IFN-y (Nguyen i in. 2021). To wlasnie
cytokina IL-10, ktorej podstawowa funkcjg jest dziatanie immunosupresyjne, ale takze
wspomaganie wydzielania IgA w btonach §luzowych (Komai i in. 2018) jest okreslana
jako cytokina immunoregulacyjna (Lewko i Oldham 2009, Tizard 2017, Chen i in. 2019)
I w praktyce IL-10 moze by¢ wydzielana przez wszystkie komoérki immunokompetentne.
Jednak szczegolnie duza jej ilo§¢ jest uwalniana przez rézne subpopulacje limfocytow
regulatorowych T (Trl, nTreg, iTreg). Jej dzialanie w duzej mierze polega na hamowaniu
odpowiedzi immunologicznej oraz wspieraniu regulacji szlakow biochemicznych np.
spadku ekspresji szlakow glikolizy (Suzuki i in. 2016), co mozna dostrzec w
utrzymujacym si¢ podwyzszonym jej wydzielaniu w grupie do§wiadczalnej w poréwnaniu

do kontroli (Ryc. 10).

59



7. Wnioski

Toksyna T-2 w dawce 14,5 pg/kg mc/dzien, stanowigca 50 % dawki LOAEL i ZEN w
dawce 10 pg/kg m.c./dzien, rowne dawce NOAEL podawane jednocze$nie przez co
najmniej 14 dni wpltywaja modulujaco na parametry uktadu immunologicznego jelita

biodrowego $wini.

Obserwowane zmiany stezen cytokin w obrebie badanego obszaru jelita biodrowego
$wiadczg o rozwijajacym si¢ tam stanie zapalnym, ktéry moze przyczyniac si¢ do wzrostu

przepuszczalno$ci $ciany jelit i zaburzenia W tworzeniu si¢ tolerancji pokarmowey.

Obserwowane w badanych fragmentach $ciany jelita biodrowego zmiany odsetka
subpopulacji limfocytow T CD2+, T CD4+, T CD8+, Tyd+, TCR o+, NK, B CD5+ (B1)
i B CD21+(B2) oraz spadek odsetka limfocytow B CD21+(B2) $wiadcza 0 nasileniu

odpowiedzi komorkowe;.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze jednoczesne narazenie na dzienng dawke toksyny T-2 na

poziomie 50 % dawki LOAEL i ZEN w dawce NOAEL wptywajg negatywnie na uktad

immunologiczny koncowego odcinaka (,,terminal illeum”) jelita biodrowego.
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