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Miejsce studiow:

Tytuk:
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2015

lekarz weterynarii
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2020

doktor nauk rolniczych w dyscyplinie weterynaria
Wplyw wybranych czynnikéow fizjologicznych 1
patologicznych na liczebno§¢ 1 neurochemiczng
charakterystyke neuronéw immunoreaktywnych
wobec peptydu kodowanego genem kalcytoniny
(CGRP) na terenie jelitowego uktadu nerwowego
okreznicy zstepujacej Swini domowej

prof. dr hab. Stawomir Gonkowski

STUDIA PODYPLOMOWE:

Katedra Diagnostyki Klinicznej,

Wydzial Medycyny Weterynaryjne;,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
specjalista choréb psow i kotow

2021




Krystyna Makowska Autoreferat

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.
1.10.2015 - 31.06.2019  — doktorant, Katedra Fizjologii Klinicznej,
Wydzial Medycyny Weterynaryjne;j,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
asystent, Katedra Diagnostyki Klinicznej,
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

1.07.2019 — 28.02.2020

- adiunkt, Katedra Diagnostyki Klinicznej,
Wydzialt Medycyny Weterynaryjne;j,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

od 1.03.2020

4. Omowienie osiagnie¢, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).
Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych osiagnieé, jak i
w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wklad w ich powstanie, w przypadku, gdy
dane osiggniecie jest dzielem wspoélautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci
wskazywania dorobku z okresu calej kariery zawodowe;j.

4.1 Osiagniecie stanowi cykl publikacji powigzanych tematycznie pod wspolnym tytulem:

Bisfenol A i jego analog bisfenol S jako czynniki wplywajgce na neurochemiczng
charakterystyke neuronow jelitowego uktadu nerwowego zlokalizowanego na terenie

Zolgdka i okre¢Znicy wybranych gatunkow ssakow

Cykl ten obejmuje 5 oryginalnych artykutow naukowych opublikowanych w latach 2020 —
2023 w czasopismach indeksowanych, na dzien ukazania si¢ publikacji*, w bazie Journal

Citation Reports (JCR)
Warto$¢ wazniejszych parametréw bibliometrycznych zglaszanego osiaggnigcia:

% laczna liczba punktéw MEIN (wedlug wykazu listy czasopism punktowanych MEIN
z dn. 9 lutego 2021 r.) to 660 pkt,

¢ laczny wspolczynnik oddzialywania [Impact factor (IF)] na dzien sktadania wniosku

to 14,455 (a na dzief publikacji prac, wg listy wskaznikow wplywu z 2021 roku to 23,683%).

*Decyzjq Claritive Analytics z dnia 15 marca 2023 czasopismo International Journal of
Environmental Research and Public Health przestato byc¢ indeksowane w bazie Web of Science, a tym
samym w baize JCR.
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4.2 Wykaz publikacji wchodzacych w sklad cyklu:

1. Makowska K., Gonkowski S. “Bisfenol A (BPA) affects the enteric nervous system in
the porcine stomach” Animals, 2020, 10(12):2445. doi: 10.3390/ani10122445.
IF2020: 2,752, Punktacja MNiSWag20: 100

2. Makowska K., Gonkowski S. “Changes in the enteric neurons containing selected
active substances in the porcine descending colon after the administration of bisphenol
A (BPA)” International Journal of Environmental Research and Public Health, 2022,
19: 16187. doi: 10.3390/ijerph192316187.
Punktacja MEiN2022: 140 (obecnie czasopismo nie posiada IF; na dzien publikacji
wynosit on 4,614*%*)

3. Makowska K., Lepiarczyk E., Gonkowski S. ,, The comparison of the influence of
bisphenol A (BPA) and its analogue bisphenol S (BPS) on the enteric nervous system of
the distal colon in mice” Nutrients, 2023, 15: 200. doi: 10.3390/nu15010200.

IF2023: 6,706, Punktacja MEiN2023: 140

4. Makowska K., Calka J., Gonkowski S. “Effects of the long-term influence of bisphenol
A and bisphenol S on the population of nitrergic neurons in the enteric nervous system
of the mouse stomach”, Scientific Reports, 2023, 13(1): 331. doi: 10.1038/s41598-023-
27511-9.

IF2023: 4,997, Punktacja MEiN2023: 140

5. Makowska K., Gonkowski S. “Changes caused by bisphenols in the chemical coding
of neurons of the enteric nervous system of mouse stomach” International Journal of
Environmental Research and  Public  Health, 2023, 20:  5125.
https://doi.org/10.3390/ijerph20065125
Punktacja MEiN2022: 140 (obecnie czasopismo nie posiada IF; na dzien publikacji
wynosit on 4,614**)

** Wyjasnienie dotyczqce wspotczynnika wpltywu publikacji oznaczonych numerami 2i 5
W marcu 2023 czasopismo International Journal of Environmental Research and Public
Health wydawnictwa MDPI przestato by¢ indeksowane przez baz¢ Web Of Science (WOS).

Decyzja ta zostata uzasadniona tym, ze czasopismo przestalO spetniac¢ kryteria indeksacji
czasopism w WQOS' (content relevance criterion). Zarzuty te nie odnosily si¢ do jakosci

merytorycznej publikacji, ale do tego, ze publikowane byly prace o tematyce spoza zakresu
tego czasopisma. W dniu ukazania si¢ artykutu z pozycji nr 5, czasopismo posiadato impact
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factor = 4,614. Dopiero po opublikowaniu wyzej wymienionej pracy otrzymatam wiadomosé

mailowg od Redaktora Naczelnego tego czasopisma informujgcq o zaistnialej sytuacji oraz o
ztozeniu odwotania od tej decyzji. Odwolanie jest obecnie rozpatrywane przez Claritive.
Niestety, w zwigzku z powyzszym, istnieje duze prawdopodobienstwo, Ze International Journal
of Environmental Research and Public Health nie zostanie umieszczone na nowej liscie
wskaznikow wphwu (Impact Factor) za lata 2022/2023. Nalezy rowniez zaznaczyc, ze
czasopismo International Journal of Environmental Research and Public Health nadal
znajduje sie w innych bazach indeksujgcych takich jak Scopus czy Google Scholar.

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze:

X/
L X4

X/
L X4

We wszystkich publikacjach wchodzacych w sktad zglaszanego osiggnigcia moj udziat
byl wiodacy.

W badaniach naukowych, ktorych wyniki opisane zostaty w publikacjach oznaczonych
numerami 1 1 2 mdj wktad polegat na wspoétudziale w stworzeniu koncepcji pracy,
wspotudziale w opracowaniu metodyki badan, wspodludziale w przeprowadzeniu
zabiegébw na zwierzetach 1 uzyskaniu materialu do badan, przeprowadzeniu barwien
immunohistochemicznych, interpretacji i opracowaniu wynikow badan, przegladzie
pi$miennictwa, napisaniu manuskryptu, wykonaniu rycin, przygotowaniu odpowiedzi na
recenzje, wprowadzeniu korekt w ostatecznej wersji manuskryptu, korespondencji z
edytorem i recenzentami, uzyskaniu finansowania na publikacj¢ wynikow z programu
Ministra Edukacji i Nauki pt. ,Regionalna Inicjatywa Doskonato$ci” (Nr
010/RID/2018/2019). W zwiazku z powyzszym swoj procentowy udzial w pracach
oznaczonych numerami 1 i 2 oceniam na 70%.

W badaniach naukowych, ktorych wyniki opisane zostaty w publikacjach oznaczonych
numerami 3, 4 i 5 mdj wktad w powstanie pracy polegatl na stworzeniu koncepcji pracy,
uzyskaniu pozwolen niezbednych do przeprowadzenia doswiadczen, uzyskaniu
finansowania z Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu PRELUDIUM (Nr
UMO-2018/31/N/NZ7/01252), opracowaniu metodyki badan, wspotudziale w
przeprowadzeniu zabiegbw na zwierzgtach 1 wuzyskaniu materialu do badan,
przeprowadzeniu barwien immunohistochemicznych, interpretacji i opracowaniu
wynikow badan, przegladzie piSmiennictwa, napisaniu manuskryptu, wykonaniu rycin,
przygotowaniu odpowiedzi na recenzje, wprowadzeniu korekt w ostatecznej wersji
manuskryptu, korespondencji z edytorem i recenzentami, uzyskaniu finansowania na

publikacje wynikow z programu Ministra Edukacji 1 Nauki pt. ,,Regionalna Inicjatywa
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Doskonatosci” (Nr 010/RID/2018/2019). W zwigzku z powyzszym swoj procentowy
udzial w pracy oznaczonej numerem 3 oceniam na 85% oraz w pracach oznaczonych

numerami 4 i 5 na 90%.

4.3. Omowienie celu naukowego w/w prac i osiagnietych wynikow:
4.3.1 Wprowadzenie

W obecnych czasach zanieczyszczenie srodowiska naturalnego substancjami uzywanymi
w roznych gateziach przemystu oraz wptyw tego zanieczyszczenia na zdrowie ludzi i zwierzat
staje si¢ coraz wigkszym globalnym problemem wspotczesnej medycyny, weterynarii i
toksykologii. Wérdd wielu substancji przenikajacych do srodowiska na skutek dziatalnosci
cztowieka na szczegdlng uwage zashuguja bisfenole.

Bisfenole to zwiazki organiczne z grupy fenoli szeroko stosowane w przemysle
tworzyw sztucznych do produkeji polimeréw i zywic epoksydowych. Powszechnie wystepuja
one w wielu przedmiotach codziennego uzytku, klejach, farbach, rurach wodociggowych,
kosmetykach, a takze na powierzchni papieru termicznego (Suzuki i in. 2000; Vandenberg i in.
2007). Produkty zawierajace w swoim skladzie bisfenole charakteryzujg si¢ znaczng
wytrzymato$cig 1 odpornos$cia na uszkodzenia, a jednocze$nie sg lekkie 1 wygodne w uzyciu
(Vandenberg i in. 2007).

Glownym przedstawicielem grupy bisfenoli stosowanym od wielu dziesigcioleci w
przemysle tworzyw sztucznych jest bisfenol A (BPA) (Michatowicz i in. 2014). Jednakze liczne
badania naukowe wykazaty, ze zwigzek ten, ktory pod wzgledem budowy chemicznej
wykazuje podobienstwo do estrogenu, ma wielokierunkowy negatywny wpltyw na organizmy
ludzkie 1 zwierzece (Bloom 1 in. 2016), przenikajac do ich wnetrza przez uktad pokarmowy,
ptuca i skore (Vandenberg i in. 2007). Dotychczas udowodniono szkodliwe dzialanie BPA
mig¢dzy innymi na uktad hormonalny, rozrodczy, pokarmowy, nerwowy, immunologiczny oraz
krazenia (Michatowicz i in. 2014; Konieczna i in. 2015; Almeida i in. 2018). Ponadto wiadomo,
iz ten zwigzek przyczynia si¢ do wystepowania zburzen przemiany materii, rozwoju
nowotworow, a nawet zmian neurodegeneracyjnych w moézgu (Gao i Wang 2014; Wang i in.
2019; Rubin 2011).

W zwigzku z powyzszym, przepisy wielu panstw §wiata coraz czeSciej wprowadzaja
liczne ograniczenia w produkcji i zastosowaniu BPA (Charitos i in. 2022; Frankowski i in.
2020). Ograniczenia te polegajg przede wszystkim na eliminacji BPA z produkcji przedmiotow
przeznaczonych dla przysztych matek i noworodkéw, zabawek oraz pojemnikéw na zywnos¢ i

wprowadzaniu produktéw ,,wolnych od bisfenolu A” (ang. ,,BPA free”). Ponadto ustalono
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dawki BPA, ktore powinny by¢ bezpieczne dla ludzi. I tak Europejski Urzad ds.
Bezpieczenstwa Zywnoséci (EFSA) poczatkowo ustalit tolerowang dzienng dawke (ang.
tolerable daily intake — TDI) BPA na poziomie 0,05 mg/kg masy ciata (m.c.) (EFSA 2006).
Jednakze, ze wzgledu na to, ze przy takiej dawce odnotowano pewne zmiany w ukladzie
odpornosciowym (Rogers i in. 2013) w 2015 r. TDI dla tej substancji zostata obnizona do 4
pg/kg m.c./dzien (Grob i in. 2015), a obecnie pojawiajg si¢ propozycje dotyczace dalszego
obnizania TDI. Niemniej jednak nalezy podkresli¢, iz w ustawodawstwach niektorych krajow
pozaeuropejskich dawka BPA na poziomie 0,05 mg/kg m.c./dobg jest nadal wymieniana jako
TDI lub dawka referencyjna (Almeida i in. 2018).

Ograniczenia w uzyciu BPA spowodowaty konieczno$¢ zastapienia tego zwigzku innymi
substancjami o podobnych wtasciwosciach. Najczgéciej stosowanym zamiennikiem BPA jest
bisfenol S (BPS), ktory znajduje szerokie zastosowanie zwtaszcza w wyrobach przeznaczonych
dla dzieci i1 przedmiotach majacych kontakt z zywnos$cia (Aloisi 1 in. 2002; Braniste 1 in. 2010;
Caporossi i Papaleo, 2017). Do niedawna BPS byl uwazany za catkowicie bezpieczny dla
organizméw zywych. Jednak najnowsze badania wykazaty, ze ta substancja, podobnie jak BPA,
stymuluje receptory estrogenowe i moze mie¢ negatywny wplyw na szereg procesOw
fizjologicznych (Gramec Skledar i Peterlin Masi¢, 2016; Usman i Ahmad, 2016; Rosenfeld,
2017). Stwierdzono miedzy innymi, ze BPS dziata cyto-, geno- i neurotoksycznie oraz
upos$ledza funkcje uktadu immunologicznego (Qiu 1 in. 2020), a niektore badania wykazaty, ze
BPS zaburza gospodark¢ hormonalng nawet silniej niz BPA (Thoene i in. 2020).

Pomimo znacznego rozwoju wiedzy na temat szkodliwego dziatania bisfenoli, wiele
aspektow zwigzanych z ich wplywem na organizmy zywe wcigz pozostaje nie w pehni
wyjasnionych. Jednym z nich jest wptyw bisfenoli na jelitowy uktad nerwowy (ang. enteric
nervous system - ENS) na terenie zotadka i okrgznicy. Zagadnienie to ma kluczowe znaczenie
w poznaniu oddzialywania bisfenoli na organizmy zywe, gdyz gléwna droga wnikania tych
zwigzkoéw jest przewdd pokarmowy. Wiadomo, iz BPA moze dziata¢ hamujgco na motoryke
przewodu pokarmowego i1 uposledza¢ wydzielanie mucyny w blonie §luzowej jelit (Sarkar i in.
2016). Z jednoczesnym nasileniem apoptozy i zmniejszeniem stopnia proliferacji enterocytow
(Qu i in. 2018), prowadzi to do uposledzenia bariery jelitowej i zwigkszenia przepuszczalnosci
jelit (Braniste i in. 2010; Feng i in. 2019), a wiadomo, ze ENS jest waznym czynnikiem
regulujacym te przepuszczalno$é (Liu i in. 2019).

Nalezy podkresli¢, ze struktura jelitowego uktadu nerwowego ro6zni si¢ w zaleznosci od
gatunku i odcinka przewodu pokarmowego. W przypadku gryzoni na terenie catego przewodu

pokarmowego wystepuja dwa rodzaje §rod$ciennych zwojow nerwowych: pod§luzowe (ang.
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submucous ganglia - SG) zlokalizowane w warstwic podSluzowej S$ciany przewodu
pokarmowego oraz mig$niowe (ang. myenteric ganglia - MG) znajdujace si¢ pomigdzy warstwa
miegs$ni podtuznych i okreznych btony migsniowej (Parathan i in. 2020). Budowa ENS na terenie
zotadka u duzych ssakow (np. u $wini domowej) jest analogiczna jak u gryzoni (Furness i in.
2014). Jednak na terenie jelit, zwoje podsluzowe ulegly podziatowi na zwoje podsluzowe
zewnetrzne (ang. outer submucous ganglia - OSG) znajdujace si¢ w poblizu wewngtrznej strony
warstwy mig$niowej oraz zwoje podsluzowe wewnetrzne (ang. inner submucous ganglia - ISG)
potozone blizej $wiatla jelita i blony §luzowej (Furness 2012).

Neurony ENS charakteryzuja si¢ znacznym zrdéznicowaniem pod wzgledem
neurochemicznym (Furness i in. 2014; Kaleczyc i in. 2007; Wojtkiewicz i in. 2012; Makowska
i in. 2017). Do tej pory w neuronach zlokalizowanych w $cianie przewodu pokarmowego
opisano kilkadziesigt substancji aktywnych. Do najwazniejszych z nich nalezg acetylocholina,
substancja P (SP), naczynioaktywny polipeptyd jelitowy (VIP), galanina (GAL) i tlenek azotu.

Wymienione substancje petnig na terenie jelit réznorodne funkcje. Acetylocholina jest
gléwnym neuroprzekaznikiem o charakterze pobudzajacym na terenie przewodu pokarmowego
a takze wykazuje wlasciwosci przeciwzapalne (The i in. 2011). Poza tym acetylocholina razem
z SP, ktéra odgrywa wazng rol¢ w przewodzeniu bodzcow czuciowych (Norton i in. 2021),
znane s3 jako substancje zwigkszajace kurczliwo$¢ mies$ni $Sciany jelita 1 wplywajace na
wydzielanie zotgdkowo-jelitowe (Nezami i in. 2010; Velarde i in. 2009; Lu i in. 2016). Z kolei
tlenek azotu 1 VIP sg jednymi z najwazniejszych czynnikow hamujacych kurczliwo$¢ migéni
gtadkich i powodujacych rozkurcz $ciany jelita (Van Geldre i in. 2004). Ponadto obie te
substancje powoduja rozszerzenie naczyn krwionos$nych (Bohlen 2011; Curro i Preziosi 1998).
GAL bierze rowniez udziat w regulacji motoryki i aktywnosci wydzielniczej jelit, a jej rola
zalezy od gatunku zwierzecia 1 odcinka przewodu pokarmowego (Brzozowska 1 Catka 2021).
Ponadto wigkszo$¢ z wyzej wymienionych neuroprzekaznikéw reguluje czynnosci uktadu
odporno$ciowego (The i in. 2011; Koller i in. 2017; Brenneman i in. 2003).

Nalezy podkresli¢, ze ENS nie tylko reguluje prace przewodu pokarmowego w stanie
fizjologicznym, ale takze aktywnie uczestniczy w mechanizmach (gtéwnie o charakterze
adaptacyjnym 1 protekcyjnym) powstajacych pod wplywem bodzcow patologicznych i
toksycznych, a podstawowym przejawem tego uczestnictwa jest zmiennos$¢ neurochemicznego
profilu neuronéw (Giaroni i in. 1999; Vasina i in. 2006).

Bodzcami patologicznymi wplywajagcymi na ENS sg schorzenia przewodu
pokarmowego, choroby ogélnoustrojowe, zaburzenia metaboliczne, zakazenia pasozytnicze,

stres, mechaniczne uszkodzenie przewodu pokarmowego lub nerwéw zaopatrujacych zotadek
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i jelita, a takze dziatanie toksyn i lekow (Palmer i in. 1998; Vasina i in. 2006; Berezina i
Ovsyannikov 2009; Gonkowski i in. 2009, 2010; Di Giancamillo i in. 2010; Makowska i in.
2017).

W s$wietle dotychczasowych badan wiadomo, ze jednym z takich czynnikéw, ktore
wptywaja na neurony jelitowe jest BPA. Jednakze nalezy podkresli¢, ze wiedza na ten temat
jest fragmentaryczna i ogranicza si¢ jedynie do jelita cienkiego swini domowej (Szymanska i
in. 2018a,b). Do tej pory wplyw BPA na neurony ENS w $cianie zotadka i okrgznicy nie byt w
ogole badany. Jeszcze mniej wiadomo o wptywie BPS na unerwienie jelit, poniewaz dotychczas
nie przeprowadzono zadnych badan na ten temat w tym zakresie. Przeprowadzone badania sg
wigc pierwszym opracowaniem dotyczacym wptywu BPA i BPS na ENS Zoladka i okr¢znicy
oraz porownujacym oddziatywanie obydwu bisfenoli na neurony jelitowe.

Powstaje pytanie, dlaczego ewentualne oddziatywanie bisfenoli na struktury nerwowe w
zotadku 1 okreznicy ma tak duze znaczenie. Otdz zotadek jest pierwszym odcinkiem przewodu
pokarmowego, w ktérym pokarm jest trawiony przez dtuzszy czas (okoto 2—4 h w zaleznosci
od rodzaju pokarmu) (Chaudhry i in. 2020). W tym czasie bisfenole (ktorych metabolizm
zachodzi dopiero w jelicie cienkim) zawarte w pozywieniu mogg oddziatywac bezposrednio na
scian¢ zoladka. Ponadto wiadomo, Ze na $cian¢ Zzotadka moga wptywaé nie tylko bisfenole
zawarte w pozywieniu, ale rOwniez te same zwigzki, ktore zostaja wchionigte w jelicie cienkim
1 osiggaja Scian¢ zotadka z krwig obwodowg (Tanaka 1 in. 2010).

Okreznica jest roOwniez w znacznym stopniu narazona na dziatanie bisfenoli. Jak
wspomniano powyzej duza czes$¢ bisfenoli jest metabolizowana w enterocytach jelita cienkiego
lub watrobie do glukuronianéw 1 powtornie wydzielana (bezposrednio lub z z6icig) do swiatla
przewodu pokarmowego (Inoue i in. 2003). Jednakze na terenie jelita §lepego glukuroniany
bisfenoli pod wptywem flory bakteryjnej sg z powrotem przeksztatcane do wolnych bisfenoli
(Sakamoto i in. 2002). W zwiazku z tym na $cian¢ okreznicy oddziatujg (podobnie jak ma to
miejsce w zoladku) wolne bisfenole znajdujace si¢ w tresci pokarmowej oraz bisfnole
docierajace do $Sciany okreznicy wraz z krwig obwodowa, a takze metabolity bisfenoli, ktére
takze moga wptywa¢ negatywnie na organizm zywy (Peillex i in. 2021). Ponadto na terenie
okreznicy rozwija si¢ wiele procesOw chorobowych takich jak wrzodziejace zapalenie
okreznicy, nowotwory czy choroba Hirschsprunga (Kosugi i in. 2002; Gonkowski i in. 2009;
Rychlik 1 in. 2015; Kinugasa i in. 2016). Niektore badania sugeruja, ze istnieje korelacja
pomiedzy ryzykiem wystgpienia tego typu schorzen, a stopniem ekspozycji na bisfenole
(szczegolnie BPA) (Javurek i in. 2016; Xu i in. 2016; DelLuca i in. 2018; Qu i in. 2018).
Wyjasnienie wplywu bisfenoli na ENS okreznicy moze wiec by¢ droga do lepszego
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zrozumienia procesOw zachodzacych w jelitowych strukturach nerwowych, ktéore mogag
prowadzi¢ do wyzej wymienionych stanéw patologicznych.

Biorac pod uwage powyzsze fakty cele niniejszych badan byly nastepujace:
4.3.2 Cele badan:

I.  Okreslenie wplywu niskich i wysokich dawek bisfenolu A (BPA) na liczebnos¢ i
dystrybucj¢ neuronow immunoreaktywnych wobec wybranych substancji aktywnych
takich jak: naczynioaktywny polipeptyd jelitowy (VIP), galanina (GAL), substancja P
(SP) oraz pecherzykowy transporter acetylocholiny (VAChT — bedacy znacznikiem
neurondow cholinergicznych) na terenie jelitowego uktadu nerwowego (ENS) Zoladka i
okreznicy $wini domowe;.

Il.  Poréwnanie wptywu niskich i wysokich dawek bisfenolu A i bisfenolu S (BPA i BPS) na
0go0lng liczbe neuronéw na terenie poszczegdlnych typow zwojow jelitowego uktadu
nerwowego (ENS) Zotadka 1 okreznicy myszy.

I1l. Ustalenie liczebnosci i dystrybucji neurondw immunoreaktywnych wobec wybranych
substancji neuroaktywnych (VIP, GAL, neuronalnej izoformie syntazy tlenku azotu
NNOS — bedacej znacznikiem neurondéw nitrergicznych, SP oraz VAChT) na terenie
poszczegolnych typéw zwojow ENS zZotadka i okreznicy myszy w warunkach
fizjologicznych.

IV. Porownanie wptywu réznych dawek BPA 1 BPS na liczebno$¢ neuronéw VIP, GAL,
nNOS, SP oraz VAChT — pozytywnych na terenie jelitowego uktadu nerwowego zotadka
i okreznicy myszy.

4.3.3 Metodyka badan:
W niniejszym badaniach wykonano 2 eksperymenty.

Eksperyment |

W badaniach wykorzystano 15 niedojrzatych ptciowo, osmiotygodniowych loszek rasy
Pietrain x Duroc. Zwierzgta trzymano w kojcach (po pie¢ sztuk w kazdej) odpowiednich dla
ich wieku 1 gatunku w zwierzetarni Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Swinie byly karmione dwa razy dziennie pasza
komercyjng odpowiednig dla wieku i gatunku zwierzat i miaty nieograniczony dostep do wody
pitnej. Wszystkie procedury podczas eksperymentu przeprowadzono na podstawie zgody
wydanej przez Lokalng Komisje Etyki w Olsztynie (Polska) (decyzje nr 28/2013 z dnia 22 maja
2013 r. i 65/2013/DLZ z dnia 27 listopada 2013 r.).
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Po kilkudniowym okresie adaptacyjnym zwierzeta podzielono na trzy grupy (po 5 sztuk
w kazdej): grupe kontrolng (SC) oraz dwie grupy doswiadczalne. Wszystkie zwierzgta
otrzymywaty kapsutki zelatynowe codziennie, przed porannym karmieniem przez 28 dni.
Kapsulki miaty roézna zawarto$é, w zaleznosci od grupy zwierzat. Swinie w pierwszej grupie
doswiadczalnej (SBPA1) otrzymywaly kapsutki wypelnione BPA (BISFENOL A, 99 +%,
numer katalogowy: 239658-250G, Sigma-Aldrich, Poznan, Polska) w dawce 0,05 mg/kg
m.c./dzien, a swinie z drugiej grupy doswiadczalnej (SBPA2) dostawaly BPA w dawce 0,5
mg/kg m.c./dzien. Natomiast zwierzeta nalezace do grupy kontrolnej otrzymywaty w ten sam

sposob puste kapsulki zelatynowe.

Nizsza dawka BPA uzyta w do$wiadczeniu (0,05 mg/kg m.c./dzien) w przepisach
niektorych panstw dotyczacych poziomu substancji szkodliwych w pozywieniu w  jest

wymieniana jako TDI lub dawka referencyjna dla BPA (EFSA 2006; Almeida i in. 2018).

Po uptywie 28 dni zwierzgta zostaty poddane premedykacji z uzyciem leku Stresnil
(Janssen, Beerse, Belgia, 75 ul/kg m.c., podany domig¢sniowo) a nast¢pnie po uptywie okoto 30
min. poddane eutanazji poprzez przedawkowanie tiopentalu sodu (Thiopental, Sandoz, Kundl,

Austria, podany do zyty brzeznej ucha).

Od wszystkich zwierzat bezposrednio po eutanazji pobrano fragmenty zotadka (w
ksztatcie kwadratu o wymiarach okoto 3x3 cm z okolicy dna zotadka, 20 cm przed
odzwiernikiem) oraz okoto 2 cm odcinki okreznicy zstepujacej. Tkanki zostaty utrwalone w
4% zbuforowanym roztworze paraformaldehydu (pH 7,4) przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej (ang. room temperatur¢ - rt) a nastepnie ptukane w buforze fosforanowym (w
temperaturze 5°C) przez trzy dni z codzienng wymiang buforu. Po tym czasie fragmenty
zotadka 1 okreznicy umieszczono w 18% zbuforowanym roztworze sacharozy i
przechowywano w temperaturze 5°C. Po co najmniej trzech tygodniach tkanki zamrozono w -
20°C, pocicto z uzyciem Kriostatu (HM 525, Microm International, Dreieich, Niemcy) na

skrawki o grubo$ci 12 pm i umieszczono na szkietkach mikroskopowych.

Eksperyment 11

Doswiadczenie przeprowadzono na 35 myszach szczepu CDI1. Przez caty czas trwania
doswiadczenia zwierzeta utrzymywano w standardowych warunkach laboratoryjnych, ktore
obejmuja: stala temperature 22+2°C, wilgotno$é 55+£10%, cykl $wiatto — ciemno$é 12:12,

dostep do wody i pokarmu ad libitum.
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Wszystkie dziatania podczas eksperymentu zostaly zatwierdzone przez Lokalng Komisj¢
Etyczng ds. Doswiadczen na Zwierzgtach w Olsztynie dzialajaca przy Uniwersytecie
Warminsko-Mazurskim w Olsztynie (Polska) — numer zgody 46/2019. Ponadto doswiadczenie
przeprowadzono zgodnie z ustawg z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie zwierzat do celow
naukowych lub dydaktycznych (Dz.U. 2015, nr 266), obowigzujaca na terenie Rzeczypospolitej
Polskiej. Podczas tego eksperymentu wszystkie metody zostaly przeprowadzone zgodnie z
odpowiednimi wytycznymi oraz przepisami europejskimi i polskimi. Ponadto badanie
przeprowadzono zgodnie z wytycznymi ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo

Experiments).

W wieku 3 miesigcy, gdy zwierzeta osiggnely okoto 30 g masy ciata (m.c.), myszy losowo
podzielono na 5 grup (po 7 zwierzat w kazdej). Uktad grup byt nastepujacy: 1) grupa kontrolna
(grupa MC) — zwierzgta dostawaly zwykla wode pitng; 2) grupa MBPA1 — zwierzeta
otrzymywaty BPA w dawce 5 mg/kg m.c./dobg; 3) grupa MBPA2 — myszy poddano ekspozycji
na BPA w dawce 50 mg/kg m.c./dobe; 4) grupa MBPS1 — zwierzetom podawano BPS w dawce
5 mg/kg m.c./dobg; 5) Grupa MBPS2 — myszy otrzymywaly BPS w dawce 50 mg/kg m.c./dobg.

Nizsza dawka bisfenoli uzyta w doswiadczeniu (5 mg/kg m.c./dzien) odpowiada dawce
NOAEL (ang. no-observed-adverse-effect level) czyli poziomowi niewywotujagcemu dajacych
si¢ zaobserwowac szkodliwych skutkow ustalonego dla BPA u myszy (Tyl i in. 2002; Choi i
in. 2010; Zielinska i in. 2018). Natomiast wyzsza dawka (50 mg/kg m.c./dzien) odpowiada
dawce LOAEL (od ang. lowest observed adverse effect level) czyli najnizszemu poziomowi

obserwowanego dziatania szkodliwego przy podawaniu BPA myszom (Zielifiska i in. 2018).

Bisfenole podawano w ten sam sposob we wszystkich grupach zwierzat. BPA 1 BPS
rozpuszczano w wodzie do picia, a sposéb podawania zwigzkéw ustalano wedtug metody
opisanej wczesniej przez Dobrzynska 1 in. (2018) oraz Rezg i in. (2018). W zwiazku z tym, ze
bisfenole sg nierozpuszczalne w wodzie, zwiazki rozpuszczano w 20 pl alkoholu etylowego
(70%), a nastepnie dodawano do wody pitnej. Do wody przeznaczonej dla zwierzat kontrolnych

dodawano sam alkohol w takiej samej objetosci jak w przypadku pozostatych grup zwierzat.

Bisfenole podawano przez okres trzech miesiecy. Nastepnie wszystkie myszy poddano
eutanazji metoda dekapitacji i bezposrednio po $mierci zwierzat pobrano fragmenty zotadkéw
i okreznic. Nastgpnie narzady umieszczono w 4% zbuforowanym roztworze paraformaldehydu
(pH 7,4) na 24 godziny. Przez kolejne trzy dni tkanki ptukano buforem fosforanowym (0,1 M,
pH 7,4, w temperaturze 4°C), a nastepnie przez co najmniej 3 tygodnie narzady przechowywano
w 18% zbuforowanym roztworze sacharozy (w 4°C). Nastepnie tkanki zamrozono (w temp. -
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22°C), pocigto za pomocg kriostatu (Microm, HM 525, Walldorf, Niemcy) na skrawki o

grubosci 10 um 1 umieszczono na szkietkach mikroskopowych.

Metoda immunofluorescencji podwojnej

Skrawki zotgdka 1 okreznicy poddano standardowej technice podwdjnej
immunofluorescencji (Gonkowski i in. 2009). Technika ta sktadata si¢ z nastepujacych etapow
(wszystkie etapy przeprowadzano w temperaturze pokojowej): 1) suszenie przez 1 h; 2)
inkubacja (1h) przy uzyciu roztworu ,,blokujacego” (10% surowica konska, 0,1% albumina
surowicy bydlecej, 0,1 MPBS, 1% Triton X-100, 0,05% tiomersal, 0,01% dodatek sodu); 3)
inkubacja w komorze wilgotnej z mieszaning dwoch przeciwciat pierwotnych (przez noc).
Jedno z przeciwcial skierowane byto przeciwko produktowi genu proteinowego (ang. protein
gene product 9.5 — PGP 9.5) uzytego jako marker panneuronalny, a drugie przeciwko jednej z
pozostalych aktywnych substancji objetych badaniem Specyfikacje¢ przeciwcial uzytych w
niniejszym badaniu przedstawiono w Tabeli 1. 4) Inkubacja (1 h) z mieszaning swoistych
gatunkowo przeciwcial wtornych sprzezonych z odpowiednimi fluorochromami (Tabela 1) w
celu uwidocznienia kompleksow ,,antygen — przeciwcialo pierwotne”. 5) pokrycie skrawkow
zbuforowanym glicerolem i natozenie szkielek nakrywkowych. Pomig¢dzy poszczegdlnymi

etapami tkanki ptukano w PBS (3x10 min).

Tabela 1: Lista przeciwciat i fluorochromow uzytych w badaniach immunohistochemicznych.

Przeciwciala pierwotne
Antygen Kod Gatunek Rozcienczenie Dostawca
PGP 9.5 7863-2004 Mysz 1:1000 BioRad, Hercules, CA,USA
Swinka . Peninsula Labs, San Carlos, CA,
GAL T-5036 Morska 1:2000 USA
Swinka ] EMD Millipore, Burlington,
GAL AB2233 Morska 1:2000 MA, USA
nNOS AB5380 Krolik 1:2000 MercMillipore, DEU
SP 8450-0505 Szczur 1:1000 BioRad
1 ) Enzo Life Sciences;
VIP VA 1285 Kroélik 1:2000 Farmingdale, NY, USA
VIP 9535-0204 Kroélik 1:2000 BioRad
i . Phoenix Pharmaceuticals,
VAChT H-V006 Kroélik 1:2000 Inc., Burlingame, CA, USA
Przeciwciala wtorne
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Fluorochromy Rozcienczenie Dostawca

Osla anty-mysia IgG sprz¢zona z Alexa 1:1000 ThermoFisher Scientific,
fluor 488 ’ Waltham, MA, USA
Osla anty-krolicza 1gG sprzgzona z Alexa 1:1000 ThermoFisher Scientific,
fluor 546

Ofla anty-szczurza IgG sprzezona z Alexa 1:1000 ThermoFisher Scientific,
fluor 546

Osla skierowana przeciwko swince 1:1000 ThermoFisher Scientific
morskiej IgG sprz¢zona z Alexa fluor 546 ' '
OSla anty-mysia IgG sprzgzona z Alexa 1:1000 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
fluor 488

Osla anty-krolicza IgG sprz¢zona z Alexa 1:1000 Invitrogen

fluor 546

Osla anty-szczurza IgG sprzezona z Alexa 1:1000 Invitrogen

fluor 546

Osla skierowana przeciwko swince . .

morskiej 1gG sprzgzona z Alexa fluor 546 1:1000 Invitrogen

Kontrola specyficznos$ci przeciwciat uzytych w niniejszych do§wiadczeniach polegata
na pre-adsorpcji surowicy pierwotnej z odpowiednim antygenem, metodzie “wymiany”, w
ktorej zamiast pierwotnego przeciwciata uzywano surowic nieimmunizowanych zwierzat oraz
metodzie “opuszczenia”, czyli niestosowaniu przeciwciat pierwotnych (skrawki inkubowano
tylko z przeciwciatami wtdérnymi). Przy zastosowaniu wyzej wymienionych metod uzyskiwano

negatywny wynik barwien immunohistochemicznych.

Ocena mikroskopowa barwien immunofluorescencyjnych

Analize tkanek przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu immunofluorescencyjnego
Olympus BX51 (Japonia) z odpowiednimi zestawami filtrow polaczonych z aparatem Olympus

XM10.

W celu ustalenia odsetka neurondéw immunoreaktywnych wobec poszczegdlnych
substancji aktywnych zbadano co najmniej 500 komérek immunoreaktywnych wobec PGP 9,5
pochodzacych z kazdego typu zwojow srodsciennych od kazdego zwierzgcia pod katem
obecno$ci kazdego z objetych niniejszym badaniem czynnika neuronalnego. Do badania
wlaczono tylko komorki z dobrze widocznym jadrem komorkowym. Liczbe komoérek PGP 9,5
— dodatnich przyjeto za 100%. Aby nie liczy¢ dwa razy tej samej komorki, zbadano fragmenty
tkanek oddalone od siebie o co najmniej 100 um. Uzyskane wyniki zostaly zebrane i

przedstawione jako $rednia = SEM.
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Ponadto, aby porowna¢ w jaki sposob BPA i BPS wplywajg na ogdlng liczbe neuronow
jelitowych w neuronach $ciany zofadka i okreznicy myszy, oceniono liczbe wszystkich
komorek zawierajacych PGP 9,5 w zwojach $rodsciennych u kazdego badanego zwierzecia.
Komoérki zliczono w 50 zwojach (dla kazdego typu zwoju) zlokalizowanych na co najmniej 10

szkietkach (skrawki narzadow znajdowaty si¢ w odlegtosci co najmniej 200 um od siebie).

Do analizy statystycznej wszystkich uzyskanych wynikéw wykorzystano testy Anova
(Statistica 13, StatSoft, Inc., Krakoéw, Polska), a roznice uznano za istotne statystycznie przy
p<0,05.

4.3.4 Omowienie wynikéw

Eksperyment |

W doswiadczeniu odnotowano obecnos¢ wszystkich badanych neuroprzekaznikow w
neuronach ENS zlokalizowanych w $cianie zotadka i okreznicy $§wini. Ponadto stwierdzono, ze
obydwie badane dawki BPA zmieniaty liczb¢ komoérek nerwowych immunoreaktywnych
wobec wszystkich badanych substancji. Charakter i nasilenie tych zmian zalezaty jednak od

czescei jelitowego uktadu nerwowego, rodzaju badanej substancji oraz dawki BPA.

Wpltyw BPA na neurochemiczng charakterystyke neuronow ENS zlokalizowanego na terenie

Zoladka swini — wyniki opisane w publikacji Makowska K., Gonkowski S. “Bisfenol A (BPA)

affects the enteric nervous system in the porcine stomach” Animals, 2020, 10(12):2445

W grupie kontrolnej na terenie zotadka najwyzszy odsetek neuronéw zardéwno w zwojach
migsniowych (MG) jak i podsluzowych (SG) zawierat VAChT. Substancje te stwierdzono w
23,11 £ 0,19% neuronéw immunoreaktywnych wobec PGP 9.5 na terenie MG i 34,23 + 0,23%
w SG. Neurony immunoreaktywne wobec pozostatych badanych substancji byty mniej liczne.
W przypadku MG neurony zawierajace VIP i/lub GAL stanowity odpowiednio 14,63 + 0,18%
113,50 £ 0,18%, a najmniej liczne byty komorki wykazujace obecnos¢ SP (12,16 + 0,11%).
Nieco inna sytuacja miata miejsce na terenie SG, gdzie druga najliczniejsza populacja (po
komoérkach VAChT+) byly neurony VIP-pozytywne (17,57 + 0,14%). Odsetek komorek
nerwowych immunoreaktywnych wobec innych badanych substancji ksztattowat sie na
poréwnywalnym poziomie i wynosit 15,83 + 0,12% 1 15,09 + 0,23% w przypadku komorek
zawierajacych odpowiednio GAL i/lub SP.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze BPA powodowal zmniejszenie odsetka
neurondow cholinergicznych (VAChT+) zarowno na terenie SG jak i MG. W obydwu typach

zwojow nerwowych zlokalizowanych w $cianie zotadka $wini niskie dawki BPA powodowaty
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zmniejszenie odsetka takich komorek do 31,02 + 0,38% i 20,19 + 0,26% odpowiednio w SG i
MG. Spadek liczby komorek nerwowych immunoreaktywnych wobec VAChT byt
wyrazniejszy u zwierzat poddanych wyzszym dawkom BPA, gdzie populacja takich neuronow
w SG stanowita 25,11 + 0,22%, a w MG 17,42 £+ 0,22% wszystkich komoérek zawierajagcych
PGP 9.5.

Obydwie badane dawki BPA powodowaty wzrost liczby neuronéw zawierajacych GAL
i/lub SP zaréwno w MG jak i SG. W MG odsetek neuronow GAL-pozytywnych ksztattowat
si¢ na poziomie 18,29 + 0,13% w grupie zwierzat SBPA1121,93 +0,16% w grupie SBPA2. W
przypadku neuronéw SP+ odnotowano nieco mniej wyrazne zmiany. Odsetek komorek
pozytywnych dla SP pod wptywem niskich dawek BPA wzrastat do 14,54 + 0,14%, a pod
wplywem dawek wysokich do 17,78 +0,22% . W SG niskie dawki BPA powodowaty podobne
zmiany w populacjach neuronéw immunoreaktywnych wobec SP i/lub GAL, ktérych odsetek
wynosit odpowiednio 20,57 + 0,10% i 20,45 + 0,11% wszystkich komorek zawierajacych PGP
9.5. U zwierzat otrzymujacych wysokie dawki BPA najbardziej widoczne zmiany dotyczyty
neuronow GAL+, ktorych odsetek wynosit 24,37 + 0,16%. Natomiast odsetek neuronéw SP+
wynosit 22,80 + 0,15%. Ciekawa sytuacj¢ odnotowano w przypadku komoérek nerwowych
immunoreaktywnych wobec VIP. W MG niskie dawki BPA powodowaty wzrost odsetka takich
neuronow do 17,12 + 0,26% , a dawki wysokie do 18,81 + 0,19%. Natomiast w SG po podaniu
BPA odnotowano spadek liczby neuronow VIP-pozytywnych do 14,35 + 0,13% w grupie
SBPAlido 13,38 +0,14% w grupie SBPA2 .

Wpltyw BPA na neurochemiczng charakterystyke neuronow ENS zlokalizowanego na terenie

okreznicy zstepujacej swini — wyniki opisane w publikacji Makowska K., Gonkowski S.

“Changes in the enteric neurons containing selected active substances in the porcine

descending colon after the administration of bisphenol A (BPA)” Int. J. Environ. Res. Public
Health 2022, 19, 16187.

W warunkach fizjologicznych liczba neuronéw immunoreaktywnych wobec VIP i/lub
VAChT w $cianie okrgznicy byla podobna do liczby takich komorek na terenie Zotadka.
Odsetek neuronow jelitowych zawierajacych VIP wynosit 16,05 £ 0,1% w ISG, 16,72 + 0,18%
w OSG i 17,55 £ 0,22% w MG. Z kolei liczba komoérek immunoreaktywnych wobec VAChT
byla wyzsza i wynosita w 1ISG 26,11 £ 0,12%, w OSG 27,28 £ 0,16%, a w MG 24,28 + 0,12%.
Jezeli chodzi o neurony immunoreaktywne wobec SP i/lub GAL to ich liczba w $cianie
okre¢znicy byta wyzsza niz w $cianie zotadka. Neurony zawierajgce SP stanowity 22,60 +0,11%

wszystkich komorek immunoreaktywnych wobec PGP 9,5 w obrebie ISG. Natomiast na terenie
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w OSG i MG liczba takich komorek byta nieco mniejsza i wynosita odpowiednio 17,33 +0,15%
118,78 £0,15%. Z kolei liczba neuronow GAL-pozytywnych w ISG wyniosta 17,39 + 0,14%,
w OSG 31,36 + 0,13% , aw MG 34,30 + 0,22% .

Podawanie obydwu dawek BPA powodowalo wzrost odsetka neurondéw zawierajacych
SP we wszystkich typach zwojow. W przypadku podawania niskich dawek BPA odsetek
neuronéw SP-immunoreaktywnych wynosit 23,69 + 0,12% w ISG, 21,83 £ 0,10% w OSG i
20,88 + 0,13% w MG. Po podaniu wysokich dawek BPA wartosci te wynosily odpowiednio
30,27 £ 0,17%, 24,65 + 0,23% 1 24,21 + 0,16%.

Obydwie dawki BPA powodowaly rowniez wzrost odsetka neuronow zawierajacych VIP
we wszystkich typach zwojow $rodsciennych. W ISG procent VIP-pozytywnych komorek
nerwowych wynosit odpowiednio 22,62 +0,17% 129,82 + 0,36% po podaniu niskiej i wysokiej
dawki BPA. Wyrazniejsze zmiany zaobserwowano w OSG, gdzie niskie dawki BPA
powodowaty wzrost liczby komorek VIP+ do 22,56 +0,22% , a dawki wysokie nawet do 31,96
+ 0,22%. Z kolei w MG odsetek neuronow VIP-pozytywnych w grupie SBPA1 wynosit 22,67
+0,17%, a w grupie SBPA2 29,05 £ 0,17%.

W przeciwienstwie do neuronow SP-pozytywnych, liczba neuronéw zawierajacych
VAChHT w $cianie okr¢znicy (podobnie jak w $cianie zotadka) zmniejszata si¢ pod wptywem
BPA. Najbardziej widoczne zmiany odnotowano w OSG, gdzie odsetek neuronéw VAChT-
immunoreaktywnych zmniejszyt si¢ do 22,28 + 0,23% u zwierzat otrzymujacych niskie dawki
BPA i do 19,27 £ 0,11% otrzymujacych dawki wysokie. W ISG i MG zmiany byly mniej
wyrazne. W ISG odsetek neuronéw VAChT-pozytywnych wynosit odpowiednio 20,33 +
0,14%1 18,10 + 0,13% wszystkich komorek zawierajacych PGP 9.5 w grupie SBPAL i SBPA2,
Z kolei w MG niska dawka BPA powodowata spadek odsetka neuronow VAChT-dodatnich do
23,33 £ 0,18%, a dawka wysoka do 20,36 £ 0,15%.

W badaniach zaobserwowano rowniez indukowane przez BPA zmniejszenie liczby
neurondéw zawierajacych GAL w obrebie wszystkich typéw zwojow $rodsciennych. U zwierzat
otrzymujacych niska dawke BPA odsetek takich neurondéw wynosit 25,69 + 0,14% w ISG,
27,15 £ 0,07% w OSG 1 14,72 £ 0,1% w MG. Pod wplywem wysokich dawek BPA
zmniejszenie liczby GAL-pozytywnych neurondéw byto jeszcze wyrazniejsze. Ich odsetek
wynosit bowiem odpowiednio 22,25 + 0,16%, 16,50 = 0,19% 1 12,19 + 0,07% w ISG, OSG i
MG.
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Porownanie wplywu BPA i BPS na neurochemiczng charakterystyke neuronow ENS

zlokalizowanego na terenie Zolgdka myszy — wyniki opisane w publikacjach Makowska K.,

Calka J., Gonkowski S. “Effects of the long-term influence of bisphenol A and bisphenol S

on the population of nitrergic neurons in the enteric nervous system of the mouse stomach”,

Scientific Reports, 2023, 13(1):331 i Makowska K., Gonkowski S. “Changes caused by

bisphenols in the chemical coding of neurons of the enteric nervous system of mouse

stomach” International Journal of Environmental Research and Public Health, 2023, 20,

5125.

W grupie kontrolnej najliczniejsza populacja neurondw zarowno w MG, jak i SG byly
neurony immunoreaktywne wobec VACHT. Ich odsetek w MG wynosit 54,41 + 0,41%
wszystkich komorek PGP 9,5-dodatnich, a w SG warto$¢ ta osiggata 51,70 = 0,64%. Neurony
zawierajace GAL, nNOS i/lub VIP byly mniej liczne. Obecnos¢ tych czynnikow neuronalnych
stwierdzono w oK. jednej trzeciej wszystkich neuronéw znakowanych PGP 9,5. Na terenie SG
neurony zawierajace GAL stanowily 30,37+0,90%, zawierajace nNOS 30,58+0,88%, a
zawierajace VIP 31,31+0,62%. W obrgbie MG wartosci te wynioslty odpowiednio
32,84+0,46%, 32,40+0,57 1 38,85+0,84%. Najmniej liczng populacja byty neurony SP -
immunoreaktywne. Ich odsetek wyniost 20,73 + 1,43% w MG 1 14,98 + 0,84% w SG.

Badania wykazaty, ze odsetek neuronéw immunoreaktywnych wobec GAL, nNOS, VIP
i/lub SP wzrastat pod wptywem zaréwno BPA jak i BPS, jednak poziom obserwowanych zmian

zalezat od typu zwoju nerwowego, rodzaju podawanego bisfenolu i wysokosci jego dawki.

W przypadku BPA wszystkie zmiany obserwowane po podaniu mniejszej 1 wigkszej
dawki (grupy MBPAL i MBPA2) byty istotne statystycznie. W grupie MBPAL odsetek
komorek nerwowych immunoreaktywnych wobec GAL wynosit 37,89 + 0,61% w MG oraz
35,32 + 0,65% w SG, neurondéw zawierajacych VIP 41,4 + 0,40% w MG 1 35,08 = 1,15% w
SG, a neuronéw nNOS-pozytywnych 38,36 +0,81% w MG i 38,49 +0,77% w SG . W grupie
MBPA1l odnotowano rowniez wzrost liczebnosci  populacji  neuronéw  SP-
immunoreaktywnych, ktorych odsetek osiagal poziom 31,44 = 3,47% w MG 127,92 £ 0,7% w
SG.

Co ciekawe, ekspozycja na wyzsza dawke BPA (grupa MBPA2) nie spowodowata
dalszego wzrostu liczby neuronéw nNOS-dodatnich w SG, gdzie ich odsetek byt bardzo

zblizony do odsetka obserwowanego w grupie MBPAL i wynosit 38,14 +£0,57%. W
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przeciwienstwie do SG odsetek neurondéw zawierajacych nNOS w MG pod wplywem
wyzszych dawek BPA byl wyraznie wyzszy od warto$ci notowanych po podaniu nizszych
dawek tej substancji i ksztaltowal si¢ na poziomie 44,86+ 0,74% wszystkich komorek

zawierajacych PGP 9.5.

W przypadku komoérek immunoreaktywnych wobec GAL, VIP i/lub SP zmiany
spowodowane wyzsza dawka BPA byty bardziej widoczne. Odsetek neuronow GAL+ osiggat
poziom 43,6 + 0,82% w MG i 38,08 + 0,84% w SG. Jezeli chodzi o neurony immunoreaktywne
wobec VIP wartosci te wynosity odpowiednio 44,24 + 1,02% i 42,82 + 0,184%. Nieco mniej
wyrazne zmiany zaobserwowano w populacji neuronow zawierajacych SP, ktorych odsetek

wyniost 36,7 + 2,08% w MG 133,35 +£2,16% w SG.

W trakcie badan stwierdzono, ze rowniez BPS wplywa na liczebnos¢ neuronow
immunoreaktywnych wobec nNOS, GAL, VIP i/lub SP zlokalizowanych w $cianie zotadka.
Jednakze zmiany te, w pordwnaniu ze zmianami indukowanymi przez BPA, byly mniej
widoczne. W MG zwierzat otrzymujacych nizsze dawki BPS istotnie statystycznie zmiany
odnotowano jedynie w przypadku neuronéw zawierajacych VIP i/lub nNOS, ktorych odsetek
u zwierzat w grupie MBPS1 wynosit odpowiednio 39,76 + 0,58% i 34,44 + 0,60% wszystkich
komorek immunoreaktywnych wobec PGP 9.5. Natomiast w przypadku SG istotny
statystycznie wzrost odsetka dotyczy? tylko komorek zawierajacych SP (z 14,98 + 0,84 do 23,52
+ 1,18%).

Bardziej widoczne zmiany odnotowano w grupie zwierzat poddanych dziataniu
wyzszych dawek BPS. Statystycznie istotny wzrost w obu typach zwojow srodsciennych
odnotowano w przypadku neuronéw GAL-pozytywnych (ktorych odsetek w grupie MBPS2
osiggat poziom 35,27 + 0,57% w MG i 35,01 = 1,00% w SG), neuronéw zawierajgcych nNOS
(ktorych odsetek wynosit odpowiednio 35,02 +0,89% i 34,02 +0,95%) oraz neuronow SP-
pozytywnych (ktorych odsetek wynosit odpowiednio 28,03 + 1,30% i 30,34 + 2,56%). Z koleli
w przypadku komorek nerwowych zawierajagcych VIP wyzsza dawka BPS powodowata
statystycznie istotny wzrost ich odsetka jedynie w MG (do 39,44 + 0,94%).

W przeciwienstwie do wyzej wymienionych populacji neuronalnych odsetek komorek
zawierajagcych VAChT zmniejszal si¢ pod wptywem obydwu badanych bisfenoli. Po podaniu
nizszej dawki BPA obecnos¢ VAChT odnotowano w 48,05 + 0,72% komorek zawierajacych
PGP 9.5w MG i w 46,52 + 0,98% komoérek w SG. Zmiany byty bardziej widoczne u zwierzat
poddanych wyzszej dawce BPA, pod wptywem ktorej odsetek VAChT —dodatnich komorek
osiggal poziom 39,69 + 0,38% w MG 1 36,62 + 1,43% w SG. Liczebno$¢ neuronéw VAChT-
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pozytywnych zmniejszata si¢ takze pod wptywem BPS. U zwierzat otrzymujacych nizsza
dawke BPS takie neurony stanowity 49,88 + 0,97% w MG i 48,59 + 0,24% w SG. Z kolei u
zwierzat narazonych na wyzsza dawke BPS odsetek neuronow zawierajacych VAChT wynosit

45,32 + 1,04% komorek immunoreaktywnych wobec PGP 9,5 w MG 144,18 = 1,06% w SG.

W trakcie niniejszych badan stwierdzono rowniez, ze zarbwno BPA, jak i BPS wptywaja
na ogolng liczbg neurondw jelitowych. Zmiany polegaly na zmniejszeniu liczby neuronow, ale
byly one widoczne jedynie pod wpltywem wyzszych dawek bisfenoli. W MG myszy
kontrolnych $rednia ogdlna liczba neuronéw w 50 zwojach wynosita 837,7 + 27,01 komorek.
Mniejsze dawki bisfenoli nie zmieniaty tej liczby w sposob istotny statystycznie, gdyz w grupie
MBPA1 stwierdzono 796,6+16,38 komorek a w grupie MBPS1 810,9+£38,68 komorek. Istotny
statystycznie spadek ogoélnej liczby neuronéw w MG odnotowano u zwierzat poddanych
dziataniu wyzszych dawek BPA 1 BPS, gdzie wartosci te osiagnety odpowiednio 687,0+29,82
1723,6+£15,53 komorek.

W SG zwierzat kontrolnych $rednia catkowita liczba komorek nerwowych w 50 zwojach
wynosita 267,7£10,56. U zwierzat narazonych na nizszg dawke BPA wartos¢ ta ksztattowata
si¢ na poziomie 256,9+£5,60 komodrek, a u zwierzat otrzymujacych nizsza dawke BPS
259,9+£7,16 komorek. Obie te wartosci nie roznity si¢ istotnie statystycznie od liczby neuronow
obserwowanych u zwierzat kontrolnych. Wyzsze dawki obydwu badanych bisfenoli
powodowaly statystycznie istotny spadek liczby neuronow zlokalizowanych w SG. Liczba
neuronéw wynosita 229,1+6,94 komorek i 233,3+£7,18 komoérek u myszy narazonych

odpowiednio na wysokie dawki BPA i BPS.

Porownanie wplywu BPA i BPS na neurochemicing charakterystyke neuronow ENS

zlokalizowanego na terenie okreznicy myszy — wyniki opisane w publikacji Makowska K.,

Lepiarczyk E., Gonkowski S. ,, The comparison of the influence of bisphenol A (BPA) and its

analogue bisphenol S (BPS) on the enteric nervous system of the distal colon in mice”
Nutrients, 2023, 15,200

Podczas badania stwierdzono obecnos$¢ neuronéw zawierajacych, VAChT, GAL, VIP,
nNOS i/lub SP w zwojach $rdédsciennych okreznicy myszy zarowno u zwierzat kontrolnych jak
1 u zwierzat, ktorym podawano bisfenole. W warunkach fizjologicznych w MG najliczniejsza
grupa neurondw byty komorki zawierajace VAChHT, ktore stanowily 48,55 + 3,66% wszystkich
komorek immunoreaktywnych wobec PGP 9.5. Nieco mniejszy odsetek komorek wykazywat
obecnos¢ nNOS (38,83 + 1,49%), VIP (37,14 + 1,68%) i/lub SP (31,02 £+ 1,49%). Z kolei
neurony zawierajace GAL byly najmniej liczne, a ich odsetek wynosit 17,53 + 1,95%. W SG
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zwierzat kontrolnych najliczniejsza populacje neurondéw stanowity komorki immunoreaktywne
wobec VIP (28,64 + 1,13%). Odsetek neuronow zawierajacych VACT i/lub nNOS wynosit
odpowiednio 21,64 £ 1,38% 120,25 £+ 0,97%. Najmniej liczne byly komaorki immunoreaktywne
wobec SP (13,20 + 1,05%) i/lub GAL (13,00 + 0,73%).

Obydwie badane dawki BPA powodowaly wzrost odsetka neuronéw zawierajgcych
wszystkie substancje aktywne objete doswiadczeniem. W MG najbardziej widoczne zmiany
odnotowano w przypadku neuronéw VIP-dodatnich. Ich odsetek u zwierzat otrzymujacych
nizsze dawki BPA wynosit 50,39 + 1,69%, a u zwierzat, gdzie podane dawki byty wyzsze 64,86
+ 1,49%. W przypadku neuronéw GAL-pozytywnych nasilenie zmian byto nieco mniejsze, a
odsetek tych neuronow wynosit odpowiednio 29,38 + 2,38% i 44,18 + 3,09% . Wyraznie mnigj
widoczne zmiany dotyczyly komorek SP-dodatnich (ktorych odsetek ksztaltowat sie na
poziomie 43,5 + 1,83% w grupie zwierzat MBPA1 153,21 £ 4,14% w grupie zwierzat MBPA2)
oraz neuronéw VAChT-pozytywnych (ktorych odsetek wynosit odpowiednio 60,12 + 1,34% i
66,67 £ 1,07%). Najmniej widoczne zmiany odnotowano w populacji neuronéw zawierajacych
nNOS. Ich odsetek pod wptywem nizszej dawki BPA wzrastat do 48,42 + 3,83% , a u zwierzat
otrzymujacych dawki wyzsze do 52,17 + 4,05% .

W SG BPA powodowat rowniez wzrost liczebnosci wszystkich badanych populacji
neuronow. Najbardziej widoczne zmiany odnotowano w przypadku komorek VAChT-
dodatnich. Ich liczba wzrosta do 41,85 + 1,39% wszystkich komérek PGP 9,5-dodatnich w
grupie MBPAL i do 69,44 + 1,91% w grupie MBPAZ2. Odsetek neuronow zawierajacych VIP
réwniez ulegat wyraznym zmianom i wynosit 42,89 + 2,29% w grupie MBPA1160.78 + 3.12%
w grupie MBPAZ2.

Liczebnos¢ populacji neuronow GAL- i/lub SP-dodatnich zlokalizowanych w SG
réwniez zwigkszata si¢ pod wplywem obydwu dawek BPA W grupie MBPA1 odsetek
neurondw GAL-pozytywnych wynosit 21,35 + 2,62%, a w grupie MBPA2 31,53 + 3,02%. W
przypadku neurondéw zawierajagcych SP wartosci te wynosity odpowiednio 21,11 £ 2,75% i
31,40 £ 3,41%. Najmniej widoczne zmiany dotyczyty neuronéw nNOS-dodatnich. Ich odsetek
osiggat poziom 26,09 + 1,48% 136,96 + 3,41% odpowiednio w grupach MBPAL i MBPA2.

BPS, podobnie jak BPA, powodowat wzrost odsetka neuronéw zlokalizowanych w
obydwu typach zwojow S$rodsciennych okreznicy immunoreaktywnych wobec wszystkich
badanych substancji aktywnych. W MG najbardziej widoczne zmiany odnotowano w
przypadku neuronéw zawierajacych VIP i/lub GAL. Odsetek neuronéow VIP-dodatnich wynosit
69,74 + 3,36% wszystkich komorek PGP 9,5-dodatnich w grupie MBPS1 i 74,01 + 1,82% w
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grupie MBPS2. W przypadku neuronéow zawierajgcych GAL wartosci te osiggaly poziom
odpowiednio 33,37 £+ 1,45% 149,98 + 1,89%. Zatem wplyw BPS na populacje neuronow MG
zawierajacych VIP i/lub GAL byt wyrazniejszy niz wptyw BPA. Wyrazniejszy wptyw BPS byt
réwniez widoczny w przypadku komoérek immunoreaktywnych wobec nNOS i/lub VAChT.
Odsetek neuronéw nNOS-dodatnich wynosit 50,05 + 2,90% wszystkich komoérek PGP 9,5-
dodatnich w grupie MBPS1 i 68,98 + 2,63% w grupie MBPS2. Z kolei odsetek neuronéw
zawierajagcych VAChT wynosit odpowiednio 63,09 + 1,31% i 69,09 + 1,31% . Wyrazniejszy
wptyw nizszych dawek BPS (w porownaniu z BPA) byl rowniez widoczny w odniesieniu do
komorek SP-dodatnich, ktorych odsetek w grupie MBPS1 wynosit 48,01 +2,86% . Z kolei pod
wplywem wyzszej dawki BPS odsetek komorek SP-immunoreaktywnych osiggat poziom 53,23
+2,99% i byt zblizony do poziomu odnotowanego pod wpltywem wyzszej dawki BPA.

W SG obydwie uzyte dawki BPS dziataty silniej niz BPA na populacj¢ neuronéw VIP-
i/lub VAChT-pozytywnych. Odsetek neuronow zawierajacych VIP wynosit 53,12 + 5,47%
wszystkich komoérek reagujacych na PGP 9,5 w grupie MBPS1 i1 55,75 + 4,85% w grupie
MBPS2. Odsetek neuronéw immunoreaktywnych wobec VACHT ksztaltowat si¢ na poziomie
43,88 £ 4,83% w grupie MBPS11 56,17 +2,90% w grupie MBPS2. Podanie BPS powodowato
rowniez zmiany odsetka neuronéw wykazujacych obecno$¢ innych badanych czynnikoéw
neuronalnych. Populacja komoérek GAL-dodatnich stanowita 21,98 +1,26% wszystkich
komorek PGP 9,5-dodatnich w grupie MBPS1 i 49,00 £1,95% w grupie MBPS2. Zmiany
indukowane BPS obserwowane w populacjach neuronéw SP- i/lub nNOS-dodatnich byty mniej
widoczne. Odsetek komodrek zawierajacych SP wynosit 20,52 + 1,69% wszystkich komorek
immunoreaktywnych wobec PGP 9,5 w grupie MBPS1 i 31,24 + 4,39% w grupie MBPS2. W
przypadku neuronow zawierajgcych nNOS warto$ci te wynosity odpowiednio 29,63 + 1,68% i
34,65 + 3,50%.

Podczas badania stwierdzono réwniez, ze podawanie obydwu bisfenoli powodowato
zmniejszenie ogodlnej liczby neurondéw jelitowych w $cianie okrgznicy. W MG zwierzat
kontrolnych $rednia ogoélna liczba neurondéw zawierajagcych PGP 9,5 w 50 zwojach wynosita
1244 + 33,40 komoérek. U zwierzat otrzymujacych mniejsze dawki BPA ich liczba byta
mnigjsza i wynosita 1186 + 13,09, ale nie byla to rdznica istotna statystycznie. Z kolei wyzsza
dawka BPA powodowata statystycznie istotny spadek liczby neuronow jelitowych do 1074 +
22,04 komorek. Bardziej widoczny byl wptyw BPS. Liczba neuronow pod wplywem
odpowiednio nizszych i wyzszych dawek BPS wyniosta 987 + 27,24 1 970,3 £ 5,39. W obu

tych przypadkach réznice w poréwnaniu z grupa kontrolng byly istotne statystycznie.
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W SG zwierzat kontrolnych $rednia ogoélna liczba neurondéw zliczona w 50 zwojach
wynosita 252,4 + 6,52 komoérek. BPA powodowat statystycznie istotny spadek liczby komorek
do 219,9 + 2,27 u zwierzat otrzymujacych nizsza dawke i do 201,1 £+ 2,73 u zwierzat, ktérym
podawano dawke wyzszg. Podanie BPS powodowato rowniez statystycznie istotny spadek
0golnej liczby komodrek nerwowych. Ich liczebno$¢ osiagneta 223,6 + 1,41 1 224,6 £ 3,77 u

zwierzat otrzymujacych odpowiednio nizsza i wyzszg dawke BPS.
4.3.5 Dyskusja:

Podczas niniejszego doswiadczenia wykazano obecno$¢ wszystkich badanych
czynnikdw neuronalnych w stosunkowo duzej liczbie neuronéw ENS Zotadka i okreznicy
zwierzat kontrolnych, zarowno u $wini domowej jak i myszy. Obserwacje te s3 zgodne z
wczesniejszymi  doniesieniami naukowymi opisujacymi wystgpowanie tych substancji
aktywnych w ENS na terenie calego przewodu pokarmowego wielu gatunkoéw, w tym
cztowieka (Sang i Young 1996; Kuwahara i in. 1998; Szymanska i in. 2018a; Kaleczyc i in.
2007; Schemann i Neunlist, 2004). Uzyskane wyniki pozwalaja potwierdzi¢ istotng role tych
substancji w regulacji roznych funkcji zotadka i okreznicy obydwu badanych gatunkow ssakow
(Fox-Threlkeld i in. 1991; Furness i in. 2014; Michel i in. 2021; Kasparek i in. 2007; Mourad i
in. 2006; de Souza i in. 2021; Korkmaz i Tungel 2018; Mantyh i in. 1994; Spencer i Hu 2020;
Suvas 2017; Vota i in. 2017; Furness i in. 2012).

Co wigcej, prezentowane badania wykazaly znaczacy wpltyw BPA na populacje
neurondw immunoreaktywnych wobec wybranych neuroprzekaznikow na terenie ENS Zotadka
1 okreznicy badanych zwierzat. Generalnie obserwacje te sg zgodne z wczesniejszymi
badaniami dotyczacymi wplywu czynnikéw toksycznych na przewod pokarmowy i
potwierdzaja zdolno$¢ neurondéw jelitowych do zmiany swojej charakterystyki
neurochemicznej pod wplywem dziatania substancji toksycznych (Palus i in. 2019; Gonkowski
11n. 2020; Mikotajczyk 1 in. 2017).

Zaobserwowane roznice migdzy wynikami uzyskanymi w obydwu eksperymentach
moga wynika¢ przede wszystkim ze znacznych réznic w anatomii przewodu pokarmowego
myszy 1 $wini domowej a takze ze stosunkowo dobrze znanych mi¢dzygatunkowych réznic w
organizacji ENS i charakterystyce neurochemicznej neuronow jelitowych (Furness i in. 2012;
Furness i in. 2014). Ponadto, rozbiezno$ci te moga wynika¢ z faktu, ze w obu przypadkach
badano rézne dawki BPA. Byt to zabieg celowy, poniewaz wiadomo, ze poziomy dawek

uznawanych za szkodliwe réznig si¢ migedzy gatunkami ssakow, co wynika z odmiennego
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metabolizmu BPA w poszczeg6élnych grupach zwierzat (Sakamoto 1 in. 2002; Peillex 1 in.

2021).

Z drugiej strony, podczas analizy wynikow zauwazono takze pewne podobienstwa. W
obydwu eksperymentach, na terenie zoladka BPA powodowal wzrost odsetka neurondéw
zawierajacych SP 1 GAL oraz spadek liczby komoérek VAChT-dodatnich. Z kolei w okreznicy
zarowno $win jak 1 myszy zaobserwowano wzrost liczebno$ci komoérek nerwowych
immunoreaktywnych wobec SP i/lub VIP, a takze spadek liczby neurondéw
immunoreaktywnych wobec GAL. Odnotowane podobienstwa moga sugerowa¢ podobny

mechanizm toksyczny BPA w neuronach jelitowych myszy i swin.

Ponadto, BPA w odmienny sposéb wptywal na populacje neuronéw GAL, VIP oraz
VAChT-pozytywnych w rdznych odcinkach przewodu pokarmowego w obrebie tego samego
gatunku. Prawdopodobnie moze to wynika¢ z réznic w doktadnych funkcjach czynnikow
neuronalnych w zaleznosci od odcinka przewodu pokarmowego znanych ze wcze$niejszych
badan (Brzozowska i Catka 2021; Furness 2000; Furness i in. 2014) oraz powszechnie znanych

znaczacych réznic w charakterze procesoOw zachodzacych w zotadku i jelicie grubym.

W wigkszosci badanych zwojow nerwowych odnotowano zmniejszenie liczebno$ci
neurondw cholinergicznych pod wplywem dzialania BPA. Obserwacja ta jest zgodna z
wczesniejszymi  badaniami  dotyczacymi zmian ekspresji neuroprzekaznikow  i/lub
neuromodulatorow w autonomicznym uktadzie nerwowym innych narzadow w odpowiedzi na
dzialanie tej toksyny (Rytel 2018; Szymanska i in. 2018 a,b Gonkowski 2020). Co wigcej, na
terenie przewodu pokarmowego rowniez odnotowano zmniejszenie ilosci struktur nerwowych
immunoreaktywnych wobec VAChT pod wplywem dziatania szerokiej gamy bodzcoOw
patologicznych 1 toksycznych (Saffrey 2013; Palus i in. 2019). Takie obserwacje moga
sugerowac, ze synteza acetylocholiny jest blokowana w stanach patologicznych. W przypadku
BPA redukcja liczby neuronoéw zawierajacych acetylocholing — najwazniejszy neuronalny
czynnik indukujacy skurcz migsni gltadkich przewodu pokarmowego (Spencer 1 Hu 2020; Li 1
Furness 2000) moze by¢ przyczyng stosunkowo dobrze poznanego rozkurczajacego dziatania

tej substancji (Ambreen i in. 2019).

Z drugiej strony, spadek liczby cholinergicznych struktur nerwowych w $cianie przewodu
pokarmowego moze by¢ zwigzany z bezposrednim wplywem BPA na uklad nerwowy i

dziataniem neurotoksycznym tej substancji, objawiajacym si¢ uposledzeniem rozwoju i funkcji
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synaps, a takze zmiany ekspresji neuroprotein i przezblonowego transportu jonéow (Xu 1 in.

2013; Szymanska i in. 2018a; Wright i in. 2017; Mokra i in. 2015).

Co cickawe, w okreznicy myszy zaobserwowano odwrotng sytuacje. W tym przypadku
populacja VAChT - immunoreaktywnych neuronéw jelitowych zaréwno w zwojach
podsluzowych jak i mig§niowych w obydwu badanych grupach eksperymentalnych wzrosta w
stosunku do zwierzat z grupy kontrolnej. Przyczyna tej sytuacji nie jest jasna. Nalezy
zaznaczy¢, ze bisfenole w roznym stopniu oddziatujag na poszczegélne odcinki przewodu
pokarmowego, co wynika z ich metabolizmu (de Silva i in. 2017; Deng i in. 2021; Godlewski
i Kmiec 2020). Wiadomo, Ze na $ciang okreznicy wplywaja nie tylko wolne bisfenole, ale takze
ich metabolity powstajace w jelicie cienkim, ktore rowniez majg dziatanie toksyczne (Peillex i
in. 2021). Ponadto przyczyna innej reakcji neuronéw ENS moze by¢ takze fakt, ze bisfenole

wchtaniane sg rowniez w jelicie grubym (Sakamoto i in. 2002).

W populacji neuronéw immunoreaktywnych wobec GAL zaobserwowano zmiany
pomiegdzy badanymi odcinkami przewodu pokarmowego. W zwojach jelitowych ENS zotadka
liczebnos¢ komorek GAL+ wzrosta, natomiast w okr¢znicy zmniejszyta si¢ pod wptywem BPA
zaro6wno u $win jak 1 u myszy. Sytuacja taka z jednej strony moze by¢ zwigzana z réznymi
funkcjami GAL w zalezno$ci od odcinka przewodu pokarmowego znanymi z wcze$niejszych
badan (Mourad 1 in. 2006; Botella 1 in. 1992), a z drugiej strony z nieokre§lonymi réznicami
wplywu BPA na Zoladek, jelito cienkie i grube. Powszechnie wiadomo, ze GAL petni role
troficzng w uktadzie nerwowym i chroni neurony podczas chordb neurodegeneracyjnych,
takich jak choroba Alzheimera i Parkinsona (Fang i in. 2017). Na terenie przewodu
pokarmowego oprocz wiasciwosci neuroprotekcyjnych (Ding i in. 2006; Raghavendra Rao i in.
2002), GAL reguluje aktywno$¢ wydzielnicza, perystaltyke, przeptyw krwi i1 procesy
immunologiczne (Palus i in. 2019; Piqueras i in. 2004; Psichas i in. 2016; Lang i in. 2007).
Zatem obserwowane wahania liczby neuron6w GAL+ moga by¢ rowniez efektem wywotlanych
przez BPA zaburzen w funkcjonowaniu bariery jelitowej lub prozapalnym dzialaniem tej

substancji (Gonkowski i in. 2010; Brzozowska i Catka 2021).

Liczba komoérek nerwowych immunoreaktywnych wobec SP we wszystkich badanych
elementach ENS zaréwno na terenie zotadka jak i okreznicy obydwu gadanych gatunkéw
zwierzat wzrosta pod wpltywem BPA. Wyniki te sa zgodne z wcze$niejszymi badaniami, w
ktoérych odnotowano wzrost liczby takich struktur nerwowych w trakcie roznych procesow
patologicznych na terenie przewodu pokarmowego (Lu i in. 2016; Mantyh i in. 1994; Suvas

2017; Kasparek i in. 2007). Takie zmiany moga by¢ efektem proceséw neuroprotekcyjnych,
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gdyz wiadomo, ze SP bierze udziat w takich procesach o charakterze adaptacyjnym i
ochronnych zachodzacych w tkance nerwowej (Wang i in. 2015). Jednakze, wzrost liczby
struktur nerwowych immunoreaktywnych wobec SP moze takze wynika¢ z indukowanych
przez BPA procesow o charakterze zapalnym. Z jednej strony, wiadomo, ze BPA nie tylko
oddziatuje na btone¢ Sluzowa przewodu pokarmowego, prowadzac do nasilenia apoptozy,
zahamowania wydzielania mucyn i przerwania bariery jelitowej, ale takze powoduje wzrost
ekspresji cytokin prozapalnych (Zhao i in. 2019; Qu i in. 2018). Z drugiej strony, SP jest
kluczowa substancja prozapalng, ktéra peini wiele waznych funkcji w aktywacji uktadu
immunologicznego, prowadzac do wzrostu syntezy i ekspresji czynnika martwicy nowotworow

alfa oraz interleukin, w tym IL-1 i IL-6 (Yamaguchi i in. 2020).

Jezeli chodzi o neurony VIP+ to w przebiegu niniejszego doswiadczenia w wigkszos$ci
grup zwierzat poddanych dzialaniu bisfenoli zaobserwowano wzrost liczebnosci ich populacji.
Podobne obserwacje dotyczyly neuronoéw nitrergicznych (nNOS-immunoreaktywnych)
badanych w ENS zotadka i okr¢znicy myszy. Ze wzgledu na szeroki zakres niepozadanych
dziatahh BPA oraz rozne funkcje VIP 1 tlenku azotu (NO) w jelitach dos$¢ trudno jest okresli¢
doktadny mechanizm zaobserwowanych zmian. Prawdopodobnie wzrost ilosci neuronow VIP
i/lub NNOS-immunoreaktywnych ma zwigzek z udziatem tych substancji w mechanizmach
adaptacyjnych 1/lub ochronnych oraz innych procesach zachodzacych pod wplywem
toksycznego dziatania BPA. Zarowno VIP jak i NO sa przeciwutleniaczami 1 gtéwnymi
jelitowymi czynnikami hamujacym motoryke i sekrecje¢ przewodu pokarmowego (Furness 1 in.
2014; Kasparek i in. 2007). Ponadto substancje te wykazuja roéwniez wiasciwosci
przeciwzapalne i neuroprotekcyjne (de Souza i in. 2021; Vota i in. 2017; Deng i in. 2019;
Korkmaz i Tungel 2018; Szymanska i in. 2018b; Mourad i in. 2006).

Co ciekawe, w zwojach podsluzowych zotagdka §wini domowej odnotowano spadek
liczby komorek VIP-dodatnich u zwierzat otrzymujacych BPA. Zaobserwowang zmian¢ mozna
wytlumaczy¢ na dwa sposoby. Po pierwsze, doktadne (wciaz nie do konca poznane) funkcje
VIP w zwojach podsluzowych Zotadka §wini rdznig si¢ od jego funkcji w jelicie cienkim i
grubym, co skutkuje r6znymi reakcjami neuronéw VIP-dodatnich w odpowiedzi na czynniki
patologiczne. Takie rozne reakcje zostaly opisane we wczesniejszych badaniach dotyczacych
zotadka $wini (Kaleczyc i in. 2007b). Ponadto obserwowany w prezentowanych badaniach
spadek liczby neurondéw podsluzowych zawierajacych VIP pod wptywem BPA moze by¢

Zwigzany ze zwigkszonym zapotrzebowaniem na t¢ substancj¢, ktora znana jest jako srodek
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neuroprotekcyjny 1 przeciwzapalny w synapsach i zakonczeniach nerwowych (Vasina 1 in.

2006).

Nalezy zaznaczy¢, ze wptyw BPA na przewod pokarmowy jest wielokierunkowy. Istniejg
doniesienia, ze zatrucie BPA zmienia mikroflore jelitowa (Feng i in. 2019) i motoryke jelit
(Sarkar i in. 2016). Hamowanie motoryki przewodu pokarmowego wywotane przez BPA moze
by¢ jednym z mechanizmow utatwiajagcych wchianianie tej substancji i tym samym zwigksza
toksyczno$¢ ogodlnoustrojowa (Inoue 1 in. 2003). Wiadomo rowniez, ze wigkszosci chordb
okreznicy, takich jak wrzodziejace zapalenie jelita grubego, nowotwory czy aganglionoza
towarzysza zaburzenia motoryki okreznicy, ktore moga wynika¢ z narazenia na BPA (Sarkar i
in. 2016; Wang i in. 2019; Jun i in. 2021). Potwierdzaja to wcze$niejsze badania, w ktorych
wykazano korelacje miedzy wysokim stopniem ekspozycji na BPA, a niektérymi procesami
patologicznymi w okre¢znicy zstepujacej (Wang i in. 2018). Nalezy podkresli¢, ze BPA nie tylko
wplywa na motoryke przewodu pokarmowego, ale takze zwigksza przepuszczalnos¢ btony
sluzowej poprzez uszkodzenie bariery jelitowej (Feng 1 in. 2019), a takze indukuje apoptoze i
dysfunkcj¢ mitochondriow w komodrkach btony s$luzowej zoladka i jelit, co wiaze si¢ z
indukowanym przez BPA stresem oksydacyjnym i procesami zapalnymi (Feng i in. 2019;
Wang 1 in. 2019). Wszystkie wymienione powyzej efekty dziatania BPA mogg miec
odzwierciedlenie w obserwowanych w niniejszym badaniu zmianach dotyczacych

neurochemicznej charakterystyki neuronow jelitowych.

W prezentowanym do$wiadczeniu po raz pierwszy poréwnano efekty dziatania BPA oraz
jego gtéwnego analogu BPS na jelitowy uklad nerwowy wybranych odcinkow przewodu
pokarmowego myszy. Nalezy podkresli¢, iz do tej pory nie istniaty informacje na temat wptywu
BPS na neurochemiczng charakterystyke neurondéw jelitowych. Uzyskane wyniki wyraZnie
wykazuja podobng aktywnos$¢ obydwu badanych bisfenoli. Mianowicie BPS indukowat,
podobnie jak BPA, wyrazne zmiany w kodowaniu neurochemicznym neuronéw w ENS

zotadka i okrgznicy myszy.

Zaobserwowane podobienstwa dzialania BPA 1 BPS z jednej strony wynikajg
prawdopodobnie ze zblizonej budowy chemicznej tych zwigzkéw 1 podobnym dziataniem
endokrynnie czynnym, a z drugiej potwierdzaja, ze obydwie objete do§wiadczeniem substancje
maja podobny wplyw na uktad nerwowy. Jest to zgodne z najnowszymi badaniami, ktore w
przeciwienstwie do starszych doniesien dowiodty, ze BPS mozna rowniez uzna¢ za substancj¢
zaburzajacg gospodarke hormonalng i oddziatujgcg na organizmy zywe w podobny sposob jak
BPA (Bousoumah i in. 2021; Fouyet i in. 2021; Marroqui i in. 2021; An i in. 2021).

28




Krystyna Makowska Autoreferat

Co wigcej, w zwojach jelitowych na terenie okrgznicy myszy w stosunku do niektorych

populacji neuronalnych zaobserwowano nawet silniejszy efekt dziatania BPS niz BPA.

Ponadto, BPS (w poréwnaniu do BPA) miat wyrazniejszy wplyw na zmniejszenie $redniej

ogolnej liczby komoérek nerwowych na terenie zwoju migsniowego ENS okreznicy. Takie

obserwacje sa zgodne z wcze$niejszymi badaniami, ktore wykazaty, ze BPS moze wykazywaé

silniejsze niz BPA dzialanie zaburzajace gospodarke hormonalng, a jego wplyw na niektore

narzady i uktady wewnetrzne jest bardziej szkodliwy (Thoene i in. 2020).

4.3.6 Podsumowanie i wnioski:

BPA podawany w stosunkowo niskich dawkach (0,05 mg/kg m.c./dzien oraz 0,5 mg/kg
m.c./dzien w przypadku $wini domowej oraz 5 mg/kg m.c./dzien i 50 mg/kg m.c./dzien w
przypadku myszy) wplywa na neurochemiczng charakterystyke neurondéw
zlokalizowanych w $cianie zotadka i okr¢znicy obydwu badanych gatunkow zwierzat.
Prawdopodobnie obserwowane zmiany w jelitowym ukladzie nerwowym sa zwigzane z
neurotoksycznym i prozapalnym dzialaniem BPA i wynikaja z proceséw
neuroprotekcyjnych i adaptacyjnych. Na szczegolng uwagg zashuguja zmiany w jelitowym
uktadzie nerwowym zotadka i okrgznicy $wini na skutek dziatania niskiej dawki BPA (0,05
mg/kg m.c./dobe). Jak juz wezesniej wspomniano, w ustawodawstwach niektorych krajow
dawka ta jest wymieniana jako TDI lub dawka referencyjna dla BPA, jednak wyniki
uzyskane w niniejszym eksperymencie udowadniajg, ze nie jest ona obojetna dla
organizmu.

Obydwa badane bisfenole w wyzszych dawkach wykazuja wyrazne dzialanie
neurotoksyczne objawiajace si¢ spadkiem ogdlnej liczby neurondéw w jelitowym uktadzie
nerwowym. Ponadto, dziatanie to jest podobne w przypadku BPA 1 BPS. Jednakze nizsze
dawki bisfenoli nie wplywaly na ogoélng liczb¢ neuronéw, co sugeruje, ze zmiany w
neurochemicznej charakterystyce komoérek nerwowych nie sg jedynie zwigzane z
neurotoksycznymi wtasciwosciami bisfenoli, lecz najprawdopodobniej wynikaja rowniez
z reakcji adaptacyjnych w obrebie przewodu pokarmowego.

Zaréwno w zotadku jak 1 okreznicy myszy w warunkach fizjologicznych zaobserwowano
znaczny odsetek neuronéw immunoreaktywnych wobec GAL, nNOS, SP, VIP i/lub
VACKT we wszystkich typach zwojéow ENS. W obydwu badanych narzadach, zar6wno w
zwojach pods§luzowych jak 1 migsniowych najliczniejsza byta populacja komorek
nerwowych VAChT — pozytywnych, natomiast najmniej liczna populacja neurondéw

zawierajacych SP.
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IV. Zaréwno BPA jak i BPS zmieniajg neurochemiczng charakterystyke neuronow jelitowego

uktadu nerwowego u myszy nawet przy stosunkowo niskich dawkach, tj. dawce NOAEL
ustalonej dla BPA, ktéra w poprzednich badaniach nie powodowala dziatan
niepozadanych. Po raz pierwszy wykazano, ze wysokie dawki BPS dziatajg na jelitowy
uktad nerwowy myszy w podobnym stopniu jak BPA. Zmiany odsetka neuronoéw
jelitowych zawierajacych rozne neuronalne substancje aktywne sugeruja, ze bisfenole
oddziatuja na rézne klasy neurondéw peklnigcych rézne funkcje, co potwierdza

wielokierunkowy wptyw obu badanych bisfenoli na organizmy zywe.
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5 Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywno$cia naukowsa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w

szczegolnosci zagranicznej.
5.1 Parametry naukowe dorobku:
% Laczna liczba punktow ministerialnych opublikowanych artykutéw: 4025 pkt
% Laczny IF: 165,025*

¢+ Jako pierwszy autor: 2295 pkt, IF 94,502*

. Calkowita liczba | Liczba cytowan )
Zrodlo cytowan bez autocytowan | Indeks Hirsch’a
Web of Science (All Databases) 323 231 11
Web of Science (Core Collection) 317 225 11
Scopus 348 248 11
Google Scholar 397 - 12
Przed uzyskaniem stopnia doktora Po uzyskaniu stopnia doktora
Liczba IE Liczba punktow Liczba IE Liczba punktow
publikacji ministerialnych | publikacji ministerialnych
Prace
opublikowane w
indeksowanych w
bazie JCR
Prace
opublikowane w
czasopismach
indeksowanych w 12 36,376 675 g* 58,126* 1620
bazie JCR, w
ktorych jestem
pierwszym autorem

36




Krystyna Makowska Autoreferat

* W marcu 2023 czasopismo International Journal of Environmental Research and Public Health
wydawnictwa MDPI przestato by¢ indeksowane przez baze Web Of Science (WOS). Decyzja ta zostata
uzasadniona tym, ze czasopismo przestalo spetniac kryteria indeksacji czasopism w WOS (content
relevance criterion). Zarzuty te nie odnosily si¢ do jakosci merytorycznej publikacji, ale do tego, Ze
publikowane byly prace o tematyce spoza zakresu tego czasopisma. Na ostatniej liscie JCR z 2021 roku
wyzej wymienione czasopismo posiadato impact factor = 4,614. Odwolanie zioZone przez redakcje
czasopisma oraz wydawnictwo MDPI jest obecnie rozpatrywane przez Claritive. Pomimo iz czasopismo
International Journal of Environmental Research and Public Health nadal znajduje si¢ w innych bazach
indeksujgcych takich jak Scopus czy Google Scholar, w zwiqzku z powyzszym, istnieje duze
prawdopodobienstwo, Ze International Journal of Environmental Research and Public Health nie
zostanie umieszczone na nowej liscie wskaznikow wplywu (Impact Factor) za lata 2022/2023.

Podane parametry naukowe nie uwzgledniajq wiec publikacji w czasopismie International Journal of
Environmental Research and Public Health z 2022 i 2023 roku. Wigczajgc te publikacje moj dorobek
naukowy prezentowalby si¢ inaczej. Wedtug ostatniej listy wskaznikow wplywu z 2021 roku tgczny
impact factor wszystkich moich publikacji wynosi 183,481 oraz 108,344 z prac, w ktorych jestem
pierwszym autorem. Dla prac opublikowanych po obronie pracy doktorskiej tgczny IF wynosi 97,862 a
liczba publikacji 19 natomiast w przypadku artykutéw, w ktorych jestem pierwszym autorem IF = 71,968
a liczba publikacji = 12. Dlatego tez w zalgczonej do wniosku analizie bibliometrycznej parametry
naukowe mojego dorobku sq wyzsze niz podane przeze mnie w powyzszym podsumowaniu.

5.2 Obszary badawcze mojej pracy naukowej:
W swej pracy naukowej zajmuje si¢ nastgpujacymi zagadnieniami

5.2.1 Jelitowy uklad nerwowy w warunkach fizjologicznych i w stanach patologicznych

Jelitowy uktad nerwowy w warunkach fizjologicznych oraz jego reakcje na rdézne stany
patologiczne to jedno z gléwnych zagadnien, ktorymi si¢ zajmuje. Na terenie neurondow
jelitowych odkryto dotychczas wystgpowanie ponad 50 substancji neuronalnie aktywnych.
Moje badania dotycza substancji, ktorych doktadne funkcje nie zostaty jeszcze poznane. Wsrod
takich substancji sg trzeci transporter cynku (ZnT3) oraz peptyd CART (transkrypt regulowany
kokaing i adrenaling). Nalezy zaznaczy¢, ze prace dotyczace tych substancji, w ktorych jestem
wspotautorem, to pionierskie opracowania opisujace po raz pierwszy obecnos$¢ ZnT3 i CART
w ENS przetyku $wini i ukazujace neurochemiczng charakterystyke ZnT3 — pozytywnych
neurondéw przetykowych. Ponadto badania te to pierwsza proba okreslenia doktadnych funkcji

ZnT3 oraz CART w regulacji czynnos$ci przetyku.

1. Makowska K., Rytel L., Lech P., Osowski A., Kruminis—Kaszkiel E., Gonkowski S. “Cocaine- and
amphetamine-regulated transcript (CART) peptide in the enteric nervous system of the porcine
esophagus.” — Comptes Rendus Biologies. 2018, 341: 325-333. ISSN: 1631-0691, 1F20s: 1,867,
Punktacja MNiSWao1s: 30
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2. Wojtkiewicz J., Makowska K., Bejer-Olenska E., Gonkowski S. ,, Zinc Transporter 3 (Znt3) as an
Active Substance in the Enteric Nervous System of the Porcine Esophagus.” - Journal of Molecular
Neuroscience. 2017, 61:315-324. 1F207: 2,454, Punktacja MNiSW2o17: 20

3. Wojtkiewicz J., Rytel L., Makowska K., Gonkowski S. ,, Co-localization of zinc transporter 3 (ZnT3)

with sensory neuromediators and/or neuromodulators in the enteric nervous system of the porcine
esophagus.” — Biometals. 2017, 30:393-403. 1F217: 2,478, Punktacja MNiSWao17: 30

4. Makowska K., Gonkowski S. ,, Cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART) peptide in
mammals gastrointestinal system.” - Annals of Animal Science. 2017, 17: 3-21, 1Fz7: 1,018,
Punktacja MNiSWa17: 20

Nalezy zaznaczy¢, ze jeszcze w okresie studidow bylam cztonkiem kilku kot naukowych. W
ramach dziatalno§ci w Kole Naukowym Neuroanatoméw badatam neurochemiczng
charakterystyke struktur jelitowego uktadu nerwowego na terenie przewodu pokarmowego
bobra europejskiego. W 2013 roku za te badania otrzymatam nagrode¢ gtéwng w Ogolnopolskim
Konkursie Weterynaryjnych Studenckich K6t Naukowych Polskiego Towarzystwa Nauk
Weterynaryjnych a wyniki mojej pracy zostaty opublikowane w 2019 roku.

1. Zalecki M., Makowska K., Gizejewski Z., Klimczuk M., Franke-Radowiecka A., Kasica-Jarosz N.,
Sienkiewicz W. “Enteric nervous system in the European beaver (Castor fiber) pylorus - an
immunohistochemical study.” Pol J Vet Sci. 2019, 22, 101-107. IF2019: 0,516, Punktacja MNiSWzo19:
100

W czasie studiow doktoranckich, skupitlam si¢ giéwnie na badaniu ENS §wini domowe;.
Wiadomo bowiem, iz pod wzgledem anatomicznym, elektrofizjologicznym oraz
immunohistochemicznym ENS tego gatunku zwierzgcia jest zblizony do jelitowego uktadu
nerwowego cztowieka. Z tego tez wzgledu $winia domowa uznawana jest za najbardziej
doskonaty model zwierzecy proceséw zachodzacych w obrebie neuronow jelitowych cztowieka
zardwno w warunkach fizjologicznych, jak i w przebiegu procesow patologicznych.

Neurony ENS nie tylko reguluja wigkszos$¢ funkcji przewodu pokarmowego, ale takze
biorg aktywny udziat w procesach adaptacyjnych 1 protekcyjnych bedacych odpowiedzig na
bodZce zewnetrzne. Czynnikami zmieniajagcymi warunki, w ktorych funkcjonuja komorki
nerwowe moga by¢ zaréwno bodzce fizjologiczne, jak i patologiczne. Do tych pierwszych
nalezy zaliczy¢ przede wszystkim wzrost, dojrzewanie oraz starzenie si¢ uktadu nerwowego, a
takze rodzaj diety. Natomiast do czynnikéw patologicznych nalezg miedzy innymi schorzenia
przewodu pokarmowego, choroby ogolnoustrojowe, zaburzenia metaboliczne, zakazenia

pasozytnicze, stres, mechaniczne uszkodzenie przewodu pokarmowego Ilub nerwow
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zaopatrujacych zotadek i jelita oraz dziatanie toksyn i lekow, w szczego6lnosci tych, ktore moga
znajdowacd si¢ w pozywieniu i dostawac si¢ do organizmu droga pokarmowa. W odpowiedzi na
wyzej wymienione bodzce, dostosowujace si¢ do zmienionych warunkéw neurony ENS ulegaja
adaptacyjnym modyfikacjom morfologicznym, fizjologicznym i/lub elektrofizjologicznym.
Jednakze najwyrazniejsza oznaka wyzej wymienionych procesow, ktore okresla si¢ mianem
»plastyczno$ci neuronalnej” sg zmiany w neurochemicznej charakterystyce komorek

nerwowych. Wynikiem mojej dziatalnoséci w tej dziedzinie sa nast¢pujace publikacje:

1. Makowska K., Gonkowski S. “Age and Sex-Dependent Differences in the Neurochemical
Characterization of Calcitonin Gene-Related Peptide-Like Immunoreactive (CGRP-LI) Nervous
Structures in the Porcine Descending Colon” — International Journal of Molecular Sciences, 2019,
20, 1024, 1F2019: 4,556, Punktacja MNiSW2p19: 140

2. Makowska K., Gonkowski S. “The influence of inflammation and nerve damage on neurochemical
characterization of calcitonin gene-related peptide — like immunoreactive (CGRP-LI) neurons in the
enteric nervous system of porcine descending colon” — International Journal of Molecular Sciences,
2018, 19(2): pii: E548. IF20s: 4,183, Punktacja MNiSWag15: 30

3. Gonkowski S., Makowska K., Catka J. ,, The influence of experimental inflammation and axotomy on

distribution of leucine enkephalin (leuENK) in intramural nervous structures of porcine descending
colon.” — BMC Veterinary Research. 2018, 14:169. I1F2s: 1,792, Punktacja MNiSWag15: 40

4. Makowska K. “Chemically — induced inflammation and nerve damage affect the distribution of
vasoactive intestinal polypeptide — like immunoreactive (VIP-LI) nervous structures in the
descending colon of the domestic pig.” — Neurogastroenterology & Motility. 2018, 15:13439.
IF2018: 3,803, Punktacja MNiSWag15: 30

Czg¢$¢ moich badan dotyczacych jelitowego uktadu nerwowego to analiza wptywu dwoch
powszechnie wystepujacych w produktach zywnos$ciowych i paszowych mikotoksyn, a
mianowicie zearalenonu (ZEN) oraz toksyny T-2 na unerwienie przewodu pokarmowego.
Wiadomo, iz substancje te moga znajdowac si¢ migdzy innymi w kukurydzy, jeczmieniu,
pszenicy i ziarnach fasoli i oddziatywaja negatywnie na organizmy ludzi i zwierzat, powodujac
mig¢dzy innymi zmiany w ukladzie rozrodczym, watrobie, przewodzie pokarmowym i ukladzie
nerwowym. Znaczenie prowadzonych przeze mnie badan polega przede wszystkim na tym, ze
dotycza one niskich dawek tych mikotoksyn. Zwierzgtom podawano dawki uznane w
prawodawstwie europejskim za zupelie bezpieczne dla ludzi 1 zwierzat. Jak wykazaly
prowadzone przeze mnie badania dawki te jednak powoduja zmiany w ekspresji neuronalnych

substancji aktywnych na terenie ENS w réznych odcinkach przewodu pokarmowego §wini
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domowej. Otrzymane wyniki mogg by¢ podstawg do zrewidowania pogladéow zwigzanych z
toksycznym dziataniem ZEN i1 T-2 i powinny sktoni¢ do zmiany przepiséw dotyczacych
dziennego dopuszczalnego spozycia tych substancji zaréwno przez ludzi, jak 1 zwierzeta
gospodarskie, a takze do ustalenia nowych wartosci dawki niewywotujgcej dajacych sie
zaobserwowac¢ szkodliwych skutkéw (NOEL) i najnizszej dawki wywotujacej objawy
szkodliwe (LOAEL). Mozliwo$¢ wptywu tak niskich dawek mikotoksyn na organizmy zywe
byta dotychczas marginalizowana, jednakze obserwowane w przeprowadzonych przeze mnie
badaniach zmiany w ENS mogg by¢ pierwszym, podklinicznym objawem zatrucia organizmu.
Szczegolne znaczenie wydaje si¢ mie¢ fakt, iz juz stosunkowo krotkie dzialanie niskich dawek
badanych mikotoksyn nie jest obojetne dla organizmu i niesie ze sobg zmiany w jelitowym

uktadzie nerwowym. Prace dotyczace tych zagadnien to:

1. Makowska K., Gonkowski S., Zielonka L., Dabrowski M., Calka J. ,,T2 Toxin-Induced Changes in
Cocaine- and Amphetamine-Regulated Transcript (CART)-Like Immunoreactivity in the Enteric
Nervous System Within Selected Fragments of the Porcine Digestive Tract.” - Neurotoxicity
Research. 2017, 31:136-147, 1F217: 3,186, Punktacja MNiSW2o17: 25

2. Makowska K., Obremski K., Zielonka L., Gonkowski S. ,, The Influence of Low Doses of Zearalenone

and T-2 Toxin on Calcitonin Gene Related Peptide-Like Immunoreactive (CGRP-LI) Neurons in the
ENS of the Porcine Descending Colon.” — Toxins. 2017, pii: E98. doi: 10.3390/toxins9030098.
IF2017: 3,273, Punktacja MNiSWag17: 35

3. Makowska K, Obremski K, Gonkowski S. ,,The Impact of T-2 Toxin on Vasoactive Intestinal

Polypeptide-Like Immunoreactive (VIP-LI) Nerve Structures in the Wall of the Porcine Stomach and
Duodenum” Toxins 2018, 10(4): 138. 1Fans: 3,895, Punktacja MNiSWao1s: 35

4. Gonkowski S., Gajecka M., Makowska K. "Mycotoxins and the enteric nervous system — a
minireview" Toxins, 2020, 12(7):461. IFa00: 4,546, Punktacja MNiSWaoz0: 100

5. Rychlik A., Gonkowski S., Kaczmar E., Obremski K., Catka J., Makowska K. "The T2 toxin produces
by Fusarium spp impacts porcine duodenal nitric oxide synthase (nNOS) — positive nervous
structures™. International Journal of Molecular Sciences, 2020, 21(14):5118. IFyp0: 5,924,
Punktacja MNiSWagz0: 140

Kolejnym badanym przeze mnie czynnikiem patologicznym, ktéory moze wpltywaé na
plastyczno$¢ neurondéw jelitowych byl wpltyw substancji endokrynnie czynnych
zanieczyszczajacych srodowisko 1 zywnos¢, takich jak bisfenol A 1 akrylamid. Substancje te sa
szeroko wykorzystywane w przemysle w zwigzku z czym znajduja si¢ w wielu przedmiotach
codziennego uzytku i pozywieniu. Z opakowan zywno$ci i naczyn kuchennych moga

przedostawac si¢ do pozywienia 1 wody lub powstawac podczas obrobki srodkow spozywczych
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a nastepnie wnika¢ do organizmow powodujac zaburzenia w wielu organach i narzadach
wewnetrznych. Zwigzki te zaliczane sga do ksenoestrogenéw, gdyz w znacznym stopniu
wptywaja na uktad hormonalny. Ponadto, znane jest takze ich szkodliwe dziatanie na uktad
nerwowy, pokarmowy, rozrodczy, wydalniczy oraz krwiono$ny. Istnieja rowniez
przypuszczenia, iz substancje te moga przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia ryzyka wystapienia
nowotworow, choréb metabolicznych, nadci$nienia, zaburzen pracy serca 1 choréb
neurodegeneracyjnych. W tych pionierskich badaniach wykazano, iz nawet niskie dawki tych
substancji nie sg neutralne dla zywego organizmu, gdyz powodujg zmiany w kodowaniu
neurochemicznym neuronéw jelitowego uktadu nerwowego co jak juz wspomniano w
niniejszej pracy, moze by¢ pierwszym, przedklinicznym objawem ich toksycznego dzialania.

Badania podejmujace wyzej wymieniong tematyke opisano w nastepujacych publikacjach:

1. Szymanska K, Makowska K, Calka J, Gonkowski S. “Endocrine disruptor bisphenol A (BPA) affects
the enteric neurons immunoreactive to neuregulin 1 (NRG1) in the enteric nervous system of the
porcine large intestine” International Journal of Molecular Sciences, 2020, 21(22):8743. F2q0:
5,924, Punktacja MNiSWagz: 140

2. Makowska K., Szymanska K., Calka J., Gonkowski S. “The Influence of Bisphenol A (BPA) on the
Occurrence of Selected Active Substances in Neuregulin 1 (NRG1) — Positive enteric Neurons in the

Porcine Large Intestine” International Journal of Molecular Sciences, 2021, 22(19):10308. 1F221:
6,208, Punktacja MEiNzo1: 140
3. Szymanska K, Makowska K, Gonkowski S. “The Influence of High and Low Doses of Bisphenol A

(BPA) on the Enteric Nervous System of the Porcine lleum.” International Journal of Molecular
Sciences, 2018, 19(3): pii: E917. IF20s: 4,183, Punktacja MNiSWag1s: 30

4. Palus K., Makowska K., Calka J. , Acrylamide- induced alterations in the cocaine- and
amphetamine- regulated peptide transcript (CART)-like immunoreactivity within the enteric nervous
system of the porcine small intestines.” — Annals of Anatomy. 2018, 219: 94-101. 1Fzs: 2,241,
Punktacja MNiSW2o15: 30

5. Palus K., Makowska K., Calka C. “Alterations in galanin-like immunoreactivity in the enteric

nervous system of the porcine stomach following acrylamide supplementation” — International

Journal of Molecular Sciences, 2019, 20(13): pii: E3345; IF209: 4,556, Punktacja MNiSWyo19: 140

Kolejnym zagadnieniem zwigzanym z jelitowym uktadem nerwowym, ktérym zajmuj¢ si¢ w swej pracy
naukowej jest wplyw endotoksyn bakteryjnych na unerwienie uktadu pokarmowego. Badania, w
ktorych uczestniczytam dotyczyly okreslenia wplywu endotoksyn bakteryjnych Salmonella
Enteritidis na unerwienie przewodu pokarmowego. Badania wykazaly, ze endotoksyny

bakteryjne powodujg zmiany neurochemicznej charakterystyki struktur nerwowych
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zlokalizowanych w $cianie narzadow uktadu pokarmowego. Uzyskane wyniki zostaty

opublikowane w nastepujacych artykutach:

1. Mikotajczyk A., Makowska K. ,, Cocaine- and amphetamine-regulated transcript peptide (CART) in
the nerve fibers of the porcine gallbladder wall under physiological conditions and after Salmonella
Enteritidis lipopolysaccharides administration.” - Folia Morphologica. 2017, 76: 596-602. 1F01s:
1,593, Punktacja MNiSWao1s: 35

2. Makowska K., Mikolajczyk A., Calka J., Gonkowski S. ,, Neurochemical characterization of nerve

fibers in the porcine gallbladder wall under physiological conditions and after administration of
Salmonella Enteritidis lipopolysaccharides (LPS).” — Toxicology Research. 2017, 7: 73-83. 1F017:
0,497, Punktacja MNiSWzoﬂZ 15

5.2.2 Substancje endokrynnie czynne w organizmach zwierzat domowych, zZywnoS$ci

pochodzenia zwierzecego i Srodowisku

Waznym osiggni¢ciem mojej kariery naukowej, ktore wedtug mnie szczeg6lnie zastugujg na
uwage, sg pionierskie badania dotyczace stopnia narazenia psOw na substancje endokrynnie
czynne zanieczyszczajace srodowisko. Substancje takie zawarte sa W powietrzu, glebie, wodzie
oraz zywnosci. Obok bisfenoli, duze znaczenie majg parabeny substancje perfluoroalkilowe
(PFAS). Parabeny to estry kwasu parahydroksybenzoesowego, ktore sg szeroko stosowane w
przemysle spozywczym, kosmetycznym 1 farmaceutycznym. Ze wzgledu na dzialanie
estrogenne parabeny naleza do substancji zaburzajacych gospodarke hormonalng i moga
wywiera¢ niekorzystny wplyw na organizmy zywe, wplywajagc na uklad hormonalny,
immunologiczny 1 rozrodczy. Z kolei substancje perfluoroalkilowe (PFAS) to duza grupa
zwigzkow chemicznych powszechnie stosowanych w réznych galeziach przemystu, ktére moga

niekorzystnie oddziatywa¢ na wiele uktadéw i1 narzadéw wewngtrznych.

W badaniach oznaczone zostaty poziomy wyzej wymienionych substancji toksycznych
metoda chromatografii cieczowej z tandemowa spektrometriag mas (LC-MS/MS) w siersci
psow. Dotychczas gldownymi matrycami do badan toksykologicznych byty krew 1 mocz jednak
analiza siersci nabiera coraz wigkszego znaczenia ze wzgledu na matg inwazyjno$¢ pobierania
oraz tatwo$¢ przechowywania i transportu probek. Niniejsze badania to pierwsze oznaczenia
narazenia psow na BPA, parabeny oraz PFAS poprzez analiz¢ probek sierSci. Badania byly

wykonane we wspotpracy miedzynarodowej z Universidad de Sevilla (Hiszpania).

Wykazano, ze psy sa narazone w znacznym stopniu na dziatanie toksyn

srodowiskowych. Oznacza to, ze wyzej wymienione zwiazki chemiczne mogg odgrywac wazna
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role w toksykologii weterynaryjnej jako czynniki sprzyjajace powstawaniu rdznego typu
zaburzen zdrowotnych. Ponadto badania wykazaly, iz analiza sier§ci w ocenie narazenia psOw
na zwigzki toksyczne moze zastapic ,,klasyczne” probki do badan toksykologicznych, takie jak

krew czy mocz.

1. Makowska K., Martin J., Rychlik A., Aparicio I, Santos JL, Alonso E, Gonkowski S. “Assessment of

exposure to selected perfluoroalkyl substances (PFASs) in dogs by fur analysis” Environmental

pollution, 2021, 286:117435. 1F021: 9,988, Punktacja MEiN2g2:1: 100
2. Makowska K, Martin J, Rychlik A, Aparicio I, Santos JL, Alonso E, Gonkowski S. ““Biomonitoring

parabens in dogs using fur sample analysis — preliminary studies” Science of the Total Environment,
2022, 807(Pt 1):150757. IF2022: 10,754, Punktacja MEiNzo2,: 200
3. Makowska K., Martin J., Rychlik A., Aparicio I., Santos J.L., Alonso E., Gonkowski S. “Hair Sample

Analysis as a Method of Monitoring Exposure to Bisphenol A in Dogs” International Journal of
Environmental Research and Public Health, 2022, 19(8):4600. Punktacja MEiN2g.: 140 (obecnie
czasopismo nie posiada IF; na dzien publikacji wynosil on 4,614**)

Jezeli chodzi o zawarto$¢ substancji endokrynnie czynnych w zywnosci pochodzenia
zwierzecego 1 srodowisku, to podczas pobytu naukowego na Uniwersytecie w Lusace (Zambia)
uczestniczytam w pobraniu probek wody z jeziora Kariba (gtowny zbiornik wodny tamtejszego
rejonu) oraz suszonych ryb Kapenta (regionalnego przysmaku). Nastepnie uczestniczytam w
badaniach tych probek katem zawartosci mikotoksyny ZEN. Okazato sie, iz probki (szczegdlne
probki ryb) zawieraly badang toksyne co moze przyczyniac si¢ do narazenia konsumentow na
ZEN. Nalezy podkresli¢, iz w krajach Afrykanskich nie ma Zadnych wytycznych
ograniczajacych zawartos¢ tej toksyny w pozywieniu co stanowi realne zagrozenie zdrowia dla

ich mieszkancow. Wyniki opublikowano w artykule:

1. Gonkowski S, Obremski K, Makowska K, Rytel L, Mwaanga ES “Levels of zearalenone and its
metabolites in sun-dried kapenta fish and water of Lake Kariba in Zambia - a preliminary study”
Science of the Total Environment. 2018, 637—638: 1046-1050. IFz1s: 5,589, Punktacja MNiSWops:
40

5.2.3 Wplyw bisfenolu A (BPA) na unerwienie narzadow wewnetrznych

Oproécz wptywu BPA na jelitowy uktad nerwowy w swej pracy naukowej zajmuje si¢ takze
wptywem tej substancji na unerwienie innych narzagdéw wewnetrznych. Badania wykazatly, ze
stosunkowo niskie dawki BPA powodujg zmiany w strukturach nerwowych zaopatrujacych

serce 1 pecherz moczowy. Uzyskane wyniki opisano w nastepujacych artykutach:
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1. Makowska K., Szymanska K., Palus K., Gonkowski S., Calka J. ,, Wplyw bisfenolu A na kodowanie
chemiczne wiokien nerwowych koniuszka serca Swini domowej.” — Medycyna Weterynaryjna. 2017,
73: 572-578. IF207: 0,197, Punktacja MNiSWag17: 15

2. Makowska K., Gonkowski S. “Changes Caused by Low Doses of Bisphenol A (BPA) in the Neuro-
Chemistry of Nerves Located in the Porcine Heart” Animals, 2021, 11(3):780. 1Fo1: 3,231,
Punktacja MEiN2g:: 100

3. Makowska K, Lech Piotr, Majewski M, Rychlik A, Gonkowski G. “Bisphenol A affects vipergic

nervous structures in the porcine urinary bladder trigone” Scientific Reports, 2021, 11(1):12147.
IF2021: 4,997, Punktacja MEiNg1: 140

5.2.4 Wplyw bisfenolu A na inne uklady

Podczas prowadzonych przeze mnie badan zajelam si¢ takze wplywem niskich 1 wysokich
dawek BPA na szpik kostny i mi¢snie s$wini domowej. Wyniki wykazaty, ze dostajacy si¢ do
organizmu drogg pokarmowa BPA zaréwno w niskich jak i wysokich dawkach wplywa na
hematopoeze mieloidalng w szpiku kostnym. Zaobserwowane zmiany potwierdzaja korelacje
narazenia na BPA z rozwojem anemii w zwigzku ze spadkiem stezenia parametrow
czerwonokrwinkowych we krwi obwodowej a te zmiany ostatecznie prowadza do
niedotlenienia organizmu. Stwierdzono rowniez, ze BPA dostajace si¢ do organizmu droga
pokarmowa moze odktada¢ si¢ w migsniach. Uzyskane wyniki wskazuja takze, ze zrodtem BPA
w zywnosci cztowieka moze by¢ migso wieprzowe, a obecnos¢ BPA w migsie moze wynikaé
z przyzyciowe] ekspozycji zwierzat na t¢ substancje. Wyniki otrzymane w przebiegu

powyzszych badan przedstawiono w artykutach:

1. Snarska A., Wysocka D., Rytel L., Makowska K., Gonkowski S. “Cytological evaluation of the
influence of high and low doses of bisphenol A on an erythroblastic cell line of porcine bone marrow”
—J Vet Res. 2018, 62, 2018. IF205: 0,829, Punktacja MNiSWao18: 20

2. Makowska K., Staniszewska M., Bodziach K., Calka J., Gonkowski S. “Concentrations of bisphenol
A (BPA) in fresh pork loin meat under standard stock-farming conditions and after oral exposure —
a preliminary study.” Chemosphere, 2022, 295:133816. 1F2022: 8,493, Punktacja MEiN2q22: 140

5.2.5 Kliniczne zagadnienia weterynaryjne

Wazna cze$¢ moich zainteresowan naukowych zwigzana jest z zagadnieniami klinicznymi w
weterynarii. Zagadnienia ktorymi si¢ zajmuj¢ zwigzane sg z chorobami psow i kotow. Dlatego
tez, czg$¢ mojego dorobku dotyczy przewleklego nieswoistego zapalenia jelit (IBD) u psow,

zwezenia przetyku u kotdw (z zastosowaniem nowatorskiego sposobu leczenia metoda
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endoskopowg Savary-Gillard), a takze innych czegsto wystepujacych jednostek chorobowych u

psow 1 kotéw. Zagadnienia kliniczne opisano w nastgpujacych opracowaniach:

1.

Rychlik A., Gonkowski S., Calka J., Makowska K. “Vasoactive intestinal peptide (VIP) in the
intestinal mucosal nerve fibers in dogs with inflammatory bowel disease” Animals, 2020,
10(20):1759 IF2020: 2,752, Punktacja MNiSWao2: 100

Rychlik A., Gonkowski S., Makowska K., Kaczmar E., Calka J. "Inflammatory bowel disease —
induced changes in intramucosal substance P — positive nerves in the canine colon." Acta Veterinaria
Hungarica., 2020 Oct 13;68(2):154-159. 1F2020: 0,955, Punktacja MNiSWagz0: 70

Kaczmar E., Makowska K., Rychlik A. “The use of Savary-Gilliard dilators in the treatment of an

oesophageal stricture in a cat” Vet res comm, 2022, 46(3):955-960. IFa22: 2,816, Punktacja
MEiN2022: 100

Makowska K. ,, Gastric dilatation and torsion in dogs.” w: Badania i Rozwdj Mtodych Naukowcow
w Polsce. Nauki przyrodnicze, Weterynaria i hodowla zwierzqt. s. 70-75. Poznan, sierpien 2017.
ISBN: 978-83-65677-19-8 — rozdzial w monografii wieloautorskiej; Punktacja MNiSWao17: 5
Makowska K. ,, Dysplazja stawow biodrowych u psow.” w: Badania i Rozwdj Mtodych Naukowcow
w Polsce. Nauki przyrodnicze, Weterynaria i hodowla zwierzqt. s. 49-55. Poznan, czerwiec 2018.
ISBN: 978-83-65677-93-8 — rozdzial w monografii wieloautorskiej; Punktacja MNiSW2o1s: 5
Makowska K. ,, Otitis externa u pséw i kotow.” w: Badania i Rozwoj Mlodych Naukowcow w Polsce.
Nauki przyrodnicze, Weterynaria i hodowla zwierzgt. s. 66-72. Poznan, wrzesien 2018. ISBN: 978-
83-65917-70-6 — rozdziat w monografii wieloautorskiej; Punktacja MNiSWag1s: 5

Makowska K. ,, Kamica ukiadu moczowego u pséw.” w: Badania i Rozwdj Miodych Naukowcow w
Polsce. Nauki przyrodnicze, Weterynaria i hodowla zwierzqt. S. 73-79. Poznan, wrzesien 2018.
ISBN: 978-83-65917-70-6 — rozdziat w monografii wieloautorskiej; Punktacja MNiSWopnsg: 5
Makowska K. “Zakazne zapalenie otrzewnej u kotow. ” w: Badania i Rozwéj Mtodych Naukowcow
w Polsce. Nauki przyrodnicze, Weterynaria i hodowla zwierzgt. s. 105-110, Poznan, sierpien 2019.
ISBN: 978-83-66139-81-7 6 — rozdziat w monografii wieloautorskiej; Punktacja MNiSWag19: 5
Makowska K. ,,Zespol nabytego niedoboru immunologicznego kotow” w: Badania i Rozwdj
Mtodych Naukowcow w Polsce. Nauki przyrodnicze, Weterynaria i hodowla zwierzqt. s. 111-116,
Poznan, sierpien 2019. ISBN: 978-83-66139-81-7 6 — rozdziat w monografii wieloautorskiej; Punktacja
MNiSWz019: 5

5.2.6 Biomonitoring substancji endokrynnie czynnych u ludzi

W zakresie moich zainteresowan naukowych znajduja si¢ réwniez zagadnienia dotyczace

oceny narazenia ludzi na wybrane substancje endokrynnie czynne zanieczyszczajace

srodowisko, a mianowicie parabeny, triklosan oraz BPA i BPS. W tym przypadku matryca do
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badan byly wlosy, w ktorych poziom wyzej wymienionych zwigzkow zbadany zostal metoda

LC-MS. Badania te s3 owocem wspotpracy z Wydziatem Lekarskim Uniwersytetu Warminsko-

Mazurskiego w Olsztynie oraz Laboratorium Nauki i Badan Toksykologicznych, Szkota

Medyczna, Uniwersytet Krety, Heraklion, Kreta, Grecja.

1.

Wojtkiewicz J., Tzatzarakis M., Vakonaki E., Makowska K., Gonkowski S. “Evaluation of human
exposure to parabens in northern east Poland through hair samples analysis” Scientific Reports,
2021, 11(1):23673. 1F2021: 4,997, Punktacja MEiN2o21: 140

Gonkowski S., Tzatzarakis M., Vakonaki E., Makowska K., Tsatsakis AM., Wojtkiewicz J. “The

Presence of Triclosan in Human Hair Samples in Poland—A Pilot Study” International Journal of
Environmental Research and Public Health, 2022, 19(7):3796. Punktacja MEiN2o2: 140 (obecnie
czasopismo nie posiada IF; na dzien publikacji wynosit on 4,614**)

Gonkowski S., Tzatzarakis M., Dermitzaki E., Makowska K., Wojtkiewicz J. “Hair Sample Analysis
of residents from Olsztyn, North Eastern Poland, to Evaluate the Levels of Bisphenol S and Bisphenol
A — a pilot study” Medical Science Monitor, 2022, 28:¢936738. 1F202: 3,386, Punktacja MEiN2o2,:
140

5.2.7 Prace przegladowe z zakresu historii wetervnarii i neurologii

Dodatkowo w kregu moich zainteresowan znajduja si¢ réwniez historia weterynarii 1

neurobiologii. Dlatego tez, w moim dorobku naukowym znajdujg si¢ takze artykuty 1 rozdziaty

w monografiach wieloautorskich opisujacych dzieje medycyny weterynaryjnej oraz biografie

polskich pionieréw neurologii i neurobiologii.

1.

Gonkowski S., Makowska K. “Waclaw Blaise Orlowsky and his unacknowledged discovery in
neurology.” Journal of Neurology. 2018, 265: 229-230. 1F21s: 4,204, Punktacja MNiSW2o1s: 35
Makowska K, Szymanska K “Jozef Polikarp Brudzinski (1874—1917)” Journal of Neurology, 2019,
266(2):548-549. 1F2019: 3,956, Punktacja MNiSW2019: 100

Makowska K. , Stefan  Borowiecki (1881-1937)”- Journal of Neurology, 2020.
doi.org/10.1007/s00415-019-09334-9. IF2020: 4,849, Punktacja MNiSWaoz0: 100

Gonkowski 1., Gonkowski S., Makowska K. "Ludwik Maurycy Hirschfeld (1814-1876)" Journal of
Neurology, 2020, 268(6):2304-2306. 1F202: 6,682, Punktacja MNiSW2g20: 100

Gonkowski S, Rytel L, Makowska K, Calka J. Historical Surgical Treatments in Polish Veterinary
Medicine. Animals (Basel). 2020, 10(9):E1487. doi: 10.3390/ani10091487. 1F2020: 2,752, Punktacja
MNiSWa020: 100

Makowska K. ,, Weterynaryjne leki pochodzenia zwierzecego w dawnej Polsce.” w: Badania i

Rozwdj Miodych Naukowcow w Polsce. Nauki przyrodnicze, Weterynaria i hodowla zwierzgt. s. 76-
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81. Poznan, sierpien 2017. ISBN: 978-83-65677-19-8 — rozdzial w monografii wieloautorskiej,
Punktacja MNiSWaps: 5

7. Makowska K. Gonkowski 7. ,,Jakub Henryk Lewandowski jako jeden z pionierow medycyny
weterynaryjnej w Polsce.” w: Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce. Nauki przyrodnicze,
Weterynaria i hodowla zwierzqt. s. 127-132. Poznan, czerwiec 2018. ISBN: 978-83-65677-93-8 —
rozdziaf w monografii wieloautorskiej; Punktacja MNiSWao1s: 5

8. Makowska K., Gonkowski S. ,,Edward Flatau (1868-1932) and His Contributions to the
Development of Neuroscience and Neurosurgery” w: Hands-on Science Advancing Science.
Improving Education. Braga, Portugalia, czerwiec 2018. ISBN 978-84-8158-779-1 — rozdzial w

monografii wieloautorskiej

5.3 Wspoélprace z innymi jednostkami naukowymi:

1. Moja najwazniejsza wspotpraca miedzynarodowa trwa od 1.04.2018 z Prof. Paulo Correia-
de-Sa, ktory jest kierownikiem Laboratorium Neurofizjologii i Farmakologii,
Uniwersytetu w Porto, Portugalia (Abel Salazar Biomedical Sciences Institute -
University of Porto). Wspotpraca ta rozpoczeta si¢ w trakcie mojego wyjazdu stazowego (1
- 23.10.2018), podczas ktorego rozpocz¢liSmy wspolne badania naukowe stanowigce
badania wstepne do projektu PRELUDIUM 16 (NCN). Po uzyskaniu grantu w 2019 roku
kontynuowali$my prace nad porownanie wplywu bisfenolu A (BPA) i bisfenolu S (BPS) na
jelitowy uktad nerwowy ze szczegdlnym uwzglednieniem przekaZnictwa cholinergicznego
na terenie zwoju migsniowego okreznicy. Badania polegaly na analizie wptywu bisfenoli na
wyrzut acetylocholiny, ATP i adenozyny z neurondw zwoju migsniowego okreznicy myszy.
W celu wykonania badan pracowatam w laboratorium ICBAS tacznie przez 3 miesigce. W
tym czasie samodzielnie wykonywatam eksperymenty badajac wpltyw wybranych
nanomolowych i mikromolowych stgzen BPA i BPS na uwalnianie acetylocholiny przez
neurony jelitowych zwojow mig$niowych (LM-MP) wyizolowane z okreznicy mysiej za
pomoca ciektej spektrometrii scyntylacyjnej. Ponadto uczestniczytam w pomiarach ATP za
pomoca metody bioluminescencji lucyferyny przez lucyferaze a takze adenozyny za pomoca
HPLC z matryca diodowa z tych samych tkanek. Na chwile obecna wspolpraca jest stale
kontynuowana i trwaja prace nad artykutem opisujagcym uzyskane wyniki w ramach projektu
PRELUDIUM a takze przygotowywany jest wniosek na nowy wspolny projekt badawczy.
Ponadto, w ramach tej wspolpracy petnitam role promotora pomocniczego (z ang. co-
supervisor) w pracy magisterskiej Erasmus+ Master of Science w zakresie zanieczyszczenia
srodowiska i toksykologii na kierunku Toksykologia Srodowiskowa i Zanieczyszczenia —

ICBAS/FCUP studenta z wymiany Yoce Aprianto (czerwiec 2022 rok, ,,Influence of
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bisphenol A (BPA) and bisphenol S (BPS) on cholinergic neurotransmission in the tripartite

synapse of the mouse colon”).

Poza laboratorium ICBAS w Porto, od poczatku studiow doktoranckich udato mi si¢ nawigzaé
rowniez wspotprace z wieloma innymi zarowno krajowymi jak i zagranicznymi osrodkami
naukowymi. Ponizej przedstawiam jednostki naukowe wraz z krotkg charakterystyka
wspotpracy:
2. Nazwa o$rodka naukowego: Katedra Chemii Analitycznej, Uniwersytet w Sewilli,
Sevilla, Hiszpania
¢+ Data nawigzania wspolpracy: luty 2020.
+¢ Charakter wspotpracy: Wspolne badania naukowe na temat narazenia pséw na toksyny
srodowiskowe poprzez badanie siersci metodg chromatografii cieczowej z tandemowa
spektrometrig mas (LC-MS/MS).
% Efekty wspotpracy: 3 publikacje naukowe, ztozony wniosek grantowy do Morris Animal
Foundation w maju 2020, jednakze nie zostat zakwalifikowany do finansowania.
3. Nazwa o$rodka naukowego: Pracownia Morfofizjologii Zwierzat, Instytut Nauk
Biologicznych, Uniwersytet Stanowy w Sao Paulo (UNESP), Brazylia
++ Data nawigzania wspoélpracy: 1.11.2022
+ Charakter wspotpracy: od 1 listopada 2022 do 31 sierpnia 2023 na Uniwersytecie
Warminsko-Mazurskim przebywa na stazu naukowym doktorant Kaind Rocha Cabrera
Fagundes, ktory w trakcie stazu jest pod moja opieka, prace nad wnioskiem grantowym
s Efekty wspolpracy: obecnie konczony jest manuskrypt z wynikow badan
przeprowadzonych razem ze studentem z wymiany a takze przygotowywany jest plan
projektu pt. ,,Evaluate biochemical and histological biomarkers of organisms at distinct
trophic levels exposed to the interaction of polyamide (nylon) fibers and amoxicillin.”,
wniosek, w ktorym bede¢ petni¢ role wykonawcy zostanie ztozony w konkursie
grantowym w ramach finansowania wewnetrznego UNESP, Brazylia
4. Nazwa osrodka naukowego: Klinika i Poradnia Endokrynologii i Nefrologii, Uniwersytet
w Lipsku, Niemcy (Universititsklinikum Leipzig A6R, Medizinische Klinik &
Poliklinik 111).
+¢ Data nawigzania wspoélpracy - 1.06.2016
¢ Charakter wspolpracy: wspolne badania naukowe podczas wyjazdu stazowego w 2016
roku, Efekty wspolpracy: W 2018 zostat ztozony wspdlny projekt, w ktorym miatam
petié role wykonawcy ,,Wplyw bisfenolu S (BPS) na wybrane obszary obwodowego
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uktadu nerwowego i jelitowego ukiadu odpornosciowego swini” ztozony pod nr
rejestracyjnym 2017/26/M/NZ7/00066 w konkursie Harmonia, NCN, jednakze nie zostat
zakwalifikowany do finansowania.
5. Nazwa osrodka naukowego: Scotland’s Rural College (Szkocja), Aarhus University
(Dania)
++ Data nawigzania wspoélpracy: listopad 2019 rok
+¢+ Charakter wspolpracy: Wspolne badania dotyczace lokalizacji neureguliny-1 i innych
substancji aktywnych w neuronach zwojow rdzeniowych $wini domowej bedace
badaniami pilotazowymi, planowanie badan w ramach wspdélnego miedzynarodowego
projektu badawczego
s Efekty wspolpracy: Projekt badan pt.” Investigation of traumatic neuromas and long-
term pain conduction in the testicular nerves of surgically-castrated male pigs.” Ztozony
w konkursie grantowym organizacji Universities Federation for Animal Welfare
(UFAW), w ktorym miatam petni¢ rolg wykonawcy — wniosek zostal pozytywnie
oceniony jednak nie uzyskat finansowania
6. Nazwa osrodka naukowego: Uniwersytet Poludniowoczeski w Czeskich Budziejowicach,
Czechy oraz Uniwersytet Medycyny Weterynaryjnej i Farmacji w Koszycach, Slowacja
¢+ Data nawigzania wspolpracy: grudzien 2017 rok
+¢+ Charakter wspotpracy: planowanie wspdlnych badan, praca nad wnioskiem grantowym
% Efekty wspotpracy: Projekt badan pt. ,,The evaluation of the risk of exposition on
bisphenol A (BPA) in Visegrad group countries by the detremionation of BPA levels in
the serum of dogs.” ztozony w konkursie grantowym fundacji International Visegrad
Fund, w ktorym miatam pehi¢ role kierownika projektu — wniosek zostat pozytywnie
oceniony jednak nie uzyskat finansowania
7. Nazwa o$rodka naukowego: Wydzial Rolnictwa i LeSnictwa, UWM w Olsztynie, Polska
¢ Data nawigzania wspolpracy: 2017 rok
¢ Charakter wspolpracy: planowanie wspolnych badan, praca nad wnioskiem grantowym
% Efekty wspolpracy: Ztozony w organizacji Winn Feline Foundation projekt badan, w
ktérych miatam pehnic rolg kierownika projektu pt. ,,Risk of intoxication with bisphenol
A and relationship between health status and serum levels of this substance in domestic
cats.” wniosek zostal pozytywnie oceniony jednak nie uzyskat finansowania
8. Nazwa osrodka naukowego: Uniwersytet Zambijski w Lusace, Zambia

¢ Data nawigzania wspoélpracy: 1.05.2017.
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+¢ Charakter wspOlpracy: W trakcie pobytu naukowego (28.06.2017 — 23.07.2017)
rozpoczecie wspdlnych badan naukowych, pobranie tkanek od dzikich zwierzat
afrykanskich, szkolenie zespotu badaczy z Uniwersytetu Zambijskiego z zakresu
pobierania oraz utrwalania tkanek do dalszych oznaczef immunohistochemicznych oraz
z zakresu metodyki barwien immufluorescencyjnych, pobranie probek zywnos$ci oraz
wody z jezior do badan toksykologicznych oraz mikotoksykologicznych.

«» Efekty wspotpracy: opublikowanie wynikow wspolnej pracy naukowej (Science of the
Total Environment. 2018, 637—638: 1046-1050).

9. Nazwa o$rodka naukowego: Laboratorium Nauki i Badan Toksykologicznych, Szkola

Medyczna, Uniwersytet Krety, Heraklion, Kreta, Grecja

¢ Data nawigzania wspoélpracy: 2021 rok

++ Charakter wspotpracy: wspolne badania naukowe dotyczace narazenia ludzi na wybrane
toksyny srodowiskowe poprzez badanie wtosdéw, prace nad wnioskiem grantowym w celu
badan na temat okreslenia wptywu substancji zaburzajacych gospodarke hormonalng na
stan zdrowia kotow

% Efekty wspotpracy: 2 artykuly naukowe, w grudniu 2022 roku zlozony wniosek na
dofinansowanie badan pt. ,,Exposure of cats to endocrine disruptors polluting the
environment - risk factors and impact on a health status” z fundacji EveryCat Health
Foundation, w ktérym bede petni¢ role wykonawcy

10. Nazwa o$rodka naukowego: Wydzial Nauk Biologicznych i Technologii Rolnictwa

Zywnosciowego i Srodowiska, Uniwersytet w Teramo, Wlochy

+¢+ Data nawigzania wspolpracy: pazdziernik 2022

+ Charakter wspotpracy: obecnie trwa zbieranie materiatu do wspolnych badan naukowych
dotyczacych biomonitoringu zwierzat dzikich oraz analizy wptywu narazenia na toksyny
srodowiskowe na jako$¢ nasienia psow

11. Nazwa o$rodka naukowego: Katedra Fizjologii Czlowieka, Wydzial Lekarski, UWM w

Olsztynie, Polska

+ Data nawigzania wspolpracy: 2017 rok

¢ Charakter wspolpracy: wspolne badania naukowe dotyczace jelitowego uktadu
nerwowego, wspolny projekt badawczy PRELUDIUM 16 (NCN) w ktérym jestem
kierownikiem projektu a pracownik Katedry, dr Ewa Lepiarczyk jest wykonawca

s Efekty wspolpracy: 2 publikacje naukowe (Scientific Reports, 2021, 11(1):12147,
Nutrients, 2023, 15, 200)
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12. Nazwa osrodka naukowego: Zaklad Patofizjologii Wydzialu Lekarskiego, UWM w
Olsztynie, Polska
¢+ Data nawigzania wspoélpracy: 2016 rok
¢ Charakter wspolpracy: wspolne badania naukowe dotyczace jelitowego uktadu
nerwowego a takze biomonitoringu u ludzi
s Efekty wspotpracy: 5 publikacji naukowych (Journal of Molecular Neuroscience. 2017,
61:315-324, Biometals. 2017, 30:393-403, Scientific Reports, 2021, 11(1):23673,
International Journal of Environmental Research and Public Health, 2022, 19(7):3796,
Medical Science Monitor, 2022, 28:€936738) prezentacja wynikow wspolnej pracy na
konferencji migdzynarodowej (RegPep 2016 Confrence, 12-14 Jul 2016 Rouen, Francja).
13. Nazwa osrodka naukowego: Instytut Oceanografii, Zaklad Chemii Morza i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytet Gdanski, Gdynia, Polska
+» Data nawigzania wspolpracy: styczen 2022
+¢ Charakter wspotpracy: badania naukowe nad analizg poziomu BPA w migsie §win

% Efekty wspotpracy: publikacja naukowa (Chemosphere, 2022, 295:133816).

14. Nazwa osrodka naukowego: Wydzial Chemii, Uniwersytet Mikolaja Kopernika w
Toruniu, Polska
¢+ Data nawigzania wspotpracy: luty 2023
+¢ Charakter wspoltpracy: planowane wspolne badania naukowe metodg LC-MS nad analizg

réznych matryc zwierzgcych w ramach badan biomonitoringu zwierzat

5.4 Udzial w krajowych i miedzynarodowych konferencjach naukowych

Wyniki moich badan zostaly zaprezentowane na 20 konferencjach naukowych zaréwno
krajowych jak i miedzynarodowych. Konferencje, w ktorych uczestniczylam czynnie poprzez
wystapienie ustne lub prezentacj¢ posteru:

1. XLI Miedzynarodowe Seminarium Kot Naukowych (MSKN), Olsztyn, Polska, 15-
16.05.2012 — wystapienie ustne

2. XLIII Miedzynarodowe Seminarium Kot Naukowych (MSKN), Olsztyn, Polska,
14.05.2014 — wystagpienie ustne

3. Konferencja Naukowa Sekcji Historii Medycyny Weterynaryjnej PTNW 2015, Olsztyn,
Polska ,,Historia medycyny weterynaryjnej oraz deontologii-wyzwania” 16-17.10.2015 —
wystapienie ustne

4. 34th ESVP and 27th ECVP Conference, 7-10.09.2016 Bolonia, Wtochy — prezentacja 2
posterow
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10.

11.

12.

13.

14.

V Ogolnokrajowa Konferencja Badania I Rozwo6j Mtodych Naukowcow w Polsce 2017-
wiosna. Gdansk 11.05.2017 — prezentacja posteru

VI Ogo6lnokrajowa Konferencja Badania I Rozw6j Mlodych Naukowcoéw w Polsce 2017-
jesien. Gdansk 11.11.2017 — prezentacja posteru

VII Ogolnokrajowa Konferencja Badania I Rozw6j Mtodych Naukowcoéw w Polsce 2018-
wiosna. Gdansk 14.05.2018 — prezentacja posteru

History Corner at the 11" FENS Forum of Neuroscience 7-11.07.2018 Berlin, Niemcy —
prezentacja posteru

HSCI 2018 16-20.07.2018 Barcelona, Hiszpania — prezentacja posteru

IX Ogolnokrajowa Konferencja Badania I Rozw6j Mlodych Naukowcoéw w Polsce 2019-
wiosna. Poznan 08.04.2019 — prezentacja posteru

5™ International Scientific Conference of Veterinary Medicine Students 11-12.05.2019
Warszawa, Polska — prezentacja posteru

XVI Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych, 26-27.11.2021
(konferencja w trybie hybrydowym) - wystgpienie ustne online

Wyktad w ramach spotkania naukowego organizowanego przez PTNW Sekcje Fizjologii
I Patologii Psow I Kotow oraz Instytut Medycyny Weterynaryjnej WNBIiW UMK w
Toruniu (webinar) 24. 06. 2022 — wystapienie ustne online

IV Sympozjum BIOMATERIALY W MEDYCYNIE I KOSMETOLOGTII, 22.02.2023
Torun, Polska — wystapienie ustne

Doniesienia pokonferencyjne opublikowane w czasopismach naukowych:

1.

Zalecki M., Makowska K., Czyz W., Marczak M., Kaleczyc J. The Intrinsic Innervation Of The
Cardiac Gland And Pylorus In The European Beaver (Castor Fiber). Journal Of Molecular
Neuroscience. Volume 51 , Supplement 1, November 2013; Pages: S162-S163. punktacja
MNiSW2013=20, 1F2013=2,454

Makowska K., Gonkowski S., Mikolajczyk A., Calka J. Reaction of Cocaine- and Amphetamine-
Regulated Transcript-like Immunoreactive (CART-LI) Nerve Fibres in the Wall of the Porcine
GallBladder on Lipopolysaccharides from Salmonella enteritidis. Journal of Comparative
Pathology. Volume 156, Issue 1, January 2017, Page 132. punktacja MNiSW2017=25, 1F2017= 1,249
Gonkowski S., Makowska K., Rytel L., Calka J. The Influence of Chemically-Induced Inflammation
on Nitrergic Nervous Structures Within the Muscular Layer of the Porcine Descending Colon.
Journal of Comparative Pathology, January 2017, Page 132. punktacja MNiSW3017=25, 1F217=
1,249
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5.5 Udzial w projektach badawczych:

a. Kierownictwo:

1. Grant NCN PRELUDIUM 16 ,,Poréwnanie wplywu bisfenolu A (BPA) i bisfenolu S (BPS)
na jelitowy wuktad nerwowy ze szczegblnym uwzglednieniem przekaznictwa
cholinergicznego na terenie zwoju mi¢sniowego okreznicy”. Projekt w ramach wspotpracy
mig¢dzynarodowej z Uniwersytetem w Porto (Abel Salazar Biomedical Sciences Institute -
University of Porto, Portugal). No. UMO- 2018/31/N/NZ7/01252. Termin realizacji
01.06.2019 — 30.06.2023

2. Dofinansowanie badan z organizacji FENS ,The FENS (Federation of European
Neuroscience Societies) History Online Project Grants Call 2021”; ,, The Role Of Women
In The Development Of Neuroscience In Poland”, No. 15.670.006-400 (15.03.2022 —
15.03.2024)

b. Wykonawstwo:

1. Grant NCN, PRELUDIUM 15 ,,Wplyw bisfenolu A na neurony immunoreaktywne wobec
neureguliny 1 zlokalizowane w $cianie jelita grubego $§wini domowej” No. UMO-
2018/29/N/NZ7/00183 (1.03.2019 — 29.02.2020)

2. KNOW (Leading National Research Centre) Scientific Consortium "Healthy Animal — Safe
Food", "The influence of various doses of acrylamid on imunohistochemical phenotype of
neurons in the enteric nervous system, intestinal motility and immunological system of
selected segments of the digestive tract” No. UMO-KNOW2017/UWM/ESR3/01/3 (Marzec
2017 — Grudzien 2017)

3. Dofinansowanie badan z organizacji FENS ,The FENS (Federation of European
Neuroscience Societies) History Online Project Grants Call 2017”; ,,The pioneers of
neuroscience in Poland”, No. 15.670.005 (05.12.2017 — 31.12.2018)

4. Dofinansowanie badan dla doktorantéw i mtodych naukowcow ,.Srodscienne unerwienie
woreczka zotciowego swini” No.15.620.046-300 (Maj 2016 — Maj 2017)

5. Dofinansowanie badan dla doktorantow i1 mtodych naukowcow ,Neuregulina 1 jako
substancja aktywna w jelitowym uktadzie nerwowym okreznicy zstepujacej $wini” No.
15.620.052-300 (Maj 2017 — Maj 2018)

6. Dofinansowanie badan dla doktorantow i1 mtodych naukowcoéw ,,Okreslenie wplywu
Zearalenonu na struktury nerwowe immunoreaktywne wobec syntazy tlenku azotu (NOS)
na terenie jelitowego uktadu nerwowego dwunastnicy $wini domowe;j.” No. 15.620.065-300

(Maj 2018 — Maj 2019)
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5.6 Doswiadczenie naukowe zdobyte za granica

1. Uniwersytet w Lipsku (Universititsklinikum Leipzig AOR, Medizinische Klinik &
Poliklinik III, LiebigstraBe 18, 04 103 Leipzig) Staz naukowy 1.06.2016 — 30.06.2016

2. Uniwersytet Zambijski w Lusace (Zambia) Staz naukowy 28.06.2017 — 23.07.2017

3. Uniwersytet w Porto (Abel Salazar Biomedical Sciences Institute - University of Porto, R.
Jorge de Viterbo Ferreira 228, 4050-313 Porto, Portugalia) Staze naukowe — 1-23.10.2018;
25.10 — 25.11.2021; 3-15.07.2022; 3-25.09.2022

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke.

6.1 Dzialalnos$¢ dydaktyczna

a) 2015 — 2019 — Prowadzenie zaj¢¢ z przedmiotu Fizjologia Kliniczna na kierunku
weterynaria, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, UWM Olsztyn

b) Od 2019 — Prowadzenie zaje¢ z przedmiotu Diagnostyka Kliniczna na kierunku weterynaria,
Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, UWM Olsztyn

c¢) Od 2019 — Prowadzenie zaje¢ z przedmiotu Diagnostyka Kliniczna w jezyku angielskim dla
studentow z wymiany ERASMUS, kierunek weterynaria, Wydzial Medycyny
Weterynaryjnej, UWM Olsztyn

d) 2022/2023 — Pelnienie funkcji koordynatora przedmiotu ,.Diagnostyka Kliniczna i
Laboratoryjna II”

6.2 Dzialalno$¢ organizacyjna:

a) Od 2016 — Petnienie funkcji wykonawcy w 6 projektach badawczych finansowanych z
organizacji krajowych i zagranicznych (doktadny opis projektow w podrozdziale 7.3 Udzial
w projektach badawczych)

b) 2017-2023 — Recenzowanie prac naukowych opublikowanych w czasopismach
migdzynarodowych:

- 2017 - Toxicology Research (IF2017 = 1,890)

- 2019 - Biomolecules (IF2019 = 3,91)

- 2019 - Neurogastroenterology and Motility (IF2019 = 2,946)
- 2020 - Biomolecules (IF2020 = 4,57)

- 2020 - Toxins (IF2020 = 4,546)

- 2020 - Toxins (IF2020 = 4,546)
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- 2022 - Neurogastroenterology and Motility (IF2022 = 3,960)

- 2022 - Nutrients (IF2022 = 5,719)

- 2022 - International Journal of Molecular Sciences (IF2022 = 6,208)

- 2022 - Journal of Environmental Science and Health, Part B (IF2022 = 2,506)
- 2023 - Nutrients (IF2022 = 5,719)

c) Od 2019 — Pekienie funkcji kierownika w 2 projektach badawczych finansowanych z
organizacji krajowych i zagranicznych (doktadny opis projektow w podrozdziale 7.3 Udziat
w projektach badawczych)

d) 2022 — Rola promotora pomocniczego (z ang. co-supervisor) w pracy magisterskiej
Erasmus+ Master of Science w zakresie zanieczyszczenia srodowiska i toksykologii na
kierunku Toksykologia Srodowiskowa i Zanieczyszczenia — ICBAS/FCUP studenta z
wymiany Yoce Aprianto (obrona pracy czerwiec 2022 rok, ,,Influence of bisphenol A (BPA)
and bisphenol S (BPS) on cholinergic neurotransmission in the tripartite synapse of the
mouse colon”).

e) 2022/23 — Cztonek komitetu organizacyjnego konferencji ,,Innovative Food of High Quality
for Human Health and Sustainability” organizowanej w ramach programu Ministra Edukacji
I Nauki pn. ,,Regionalna Inicjatywa Doskonatosci” (termin konferencji 7-8.09.2023)

f) 2022/2023 — Pehienie roli edytora goscinnego w specjalnym numerze “Health Effects of
Bisphenol and Phthalate Exposure” International Journal of Environmental Research and
Public Health (140 pkt MEIN)

g) 2022/2023 — Opieka nad studentem studiéw doktoranckich Kaind Rocha Cabrera Fagundes
z Uniwersytetu Stanowego w Sao Paulo (Brazylia) odbywajacego 10 miesieczny staz (od
1.11.2022 do 30.08.2023) na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

h) 2022/2023 — Pehienie funkcji administratora strony internetowej jednostki organizacyjnej
w Katedrze Diagnostyki Klinicznej, Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej, UWM Olsztyn

1) 2022/2023 — Pelienie funkcji koordynatora planéw zaje¢ dydaktycznych oraz
przygotowywanie materiatow dydaktycznych w jezyku angielskim dla studentow z
programu ERASMUS z przedmiotow realizowanych w Katedrze Diagnostyki Kliniczne;,
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej, UWM Olsztyn

J) Od 2023 — Cztonek Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych PTNW
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6.3 Dzialalnos$¢ popularyzujaca nauke

a) 2017 — wspoétautor opublikowanych materialow dotyczacych polskich pionierow neurologii
na stronie internetowej Katedry Patofizjologii Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu

Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie (adres strony: http://wl.uwm.edu.pl/kpat/badania-

naukowe/pioneers-neuroscience-poland). Projekt finansowany przez fundacj¢ FENS

(European History of Neuroscience Online Projects 2017, Federation of European
Neuroscience Societies).

b) 2017 — udzielenie wywiadu dla Radia Olsztyn na temat odbytego stazu naukowego na
Uniwersytecie Zambijskim w Lusace, Zambia

c) 2017 — szkolenie pracownikow Uniwersytetu Zambijskiego z zakresu metodyki barwien
immunofluorescencyjnych

d) 2018 — udziat w 16. edycji Olsztynskich Dni Nauki i Sztuki poprzez zaprezentowanie
dzieciom fizjologii erytrocytow roznych gatunkow zwierzat

e) 2019 — udzielenie wywiadu w radiu UWM FM w zwiazku z otrzymaniem Stypendium
START z Fundacji FNP

f) 2022/2023 — zachgcanie wilascicieli zwierzat do wzigcia udziatu w badaniach naukowych
dotyczacych biomonitoringu pséw 1 kotow poprzez badanie siersci. W tym celu w
lecznicach, salonach groomerskich oraz na portalach spotecznosciowych rozmieszczone
zostaly plakaty i1 ulotki informacyjne z informacjami na temat badan i odno$nikami do
literatury naukowej

g) 2023 — wystgpienie w Przedszkolu Samorzadowym ,Juniorek” w Kiezlinach w celu

przedstawienia dzieciom charakterystyki zawodu lekarza weterynarii

7 Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.
Nagrody 1 wyrdznienia naukowe:

1. Stypendium START z Fundacji FNP — Roczne stypendia dla wybitnych mtodych
uczonych na poczatku kariery naukowej posiadajacych udokumentowane osiggniecia w
swojej dziedzinie badan. 2019 rok

2. Stypendium Ministra dla wybitnych mtodych naukowcow 2020-2023 rok

3. Stypendium Ministra za wybitne osiggni¢cia w nauce dla doktorantéw na rok akademicki

2018/2019
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10.
11.
12.

Wyrdznienie/nagroda w V edycji konkursu im. Prof. Witolda Bartnika na najlepsza prace
doktorska, magisterska 1 licencjacka dotyczacg szeroko rozumianej tematyki
nieswoistych choréb zapalnych jelit, 2021 rok

Nagroda giéwna w Ogolnopolskim Konkursie Weterynaryjnych Studenckich Kot
Naukowych Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych “Srodécienne unerwienie
zwieracza odzwiernika zotadka bobra europejskiego (Castor fiber)” VIII Edycja, 2013
rok

Nagroda | stopnia Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych w kategorii ,,za cykl
oryginalnych prac badawczych ogloszonych w krajowych lub zagranicznych
czasopismach z listy JCR, w jezyku polskim lub obcym (nie stanowigcych pracy
doktorskiej ani habilitacyjnej)” 2017 rok

Nagroda | stopnia Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych W kategorii za prace
doktorskag przedstawiong w formie monotematycznego cyklu publikacji lub
opublikowang prace doktorska przedstawiong w formie monografii w 2020 rok

Nagroda Rady Naukowej projektu Regionalna Inicjatywa Doskonatosci dla
wyrozniajacych si¢ zespolow badawczych za badania i prace rozwojowe w 2020 r., 2020
rok

Nagroda rektora za artykuty naukowe opublikowane w 2019 roku, 2020 rok

Nagroda rektora za artykuty naukowe opublikowane w 2020 roku, 2021 rok

Nagroda rektora za artykuty naukowe opublikowane w 2021 roku, 2022 rok
Stypendium doktoranckie, stypendium rektora dla najlepszych doktorantow oraz
stypendium doktoranckie z dotacji projakosciowej na I, II, Il oraz IV roku studiéw

doktoranckic

Znajomos¢ jezykow obcych:

1) jezyk angielski: poziom $redniozaawansowany (certyfikat TOEIC)

2) jezyk niemiecki: poziom podstawowy

3) jezyk hiszpanski: poziom podstawowy

Odbyte szkolenia:

2016 — Szkolenie w zakresie przewidzianym dla 0sob uczestniczacych w procedurach,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Polska

2016 - Seminarium Ultrasonograficzne Vetiss, Gdansk, Polska

2017 —  Cykl Szkolen z Zasad Dobrej Praktyki Klinicznej - ICH GCP, Praga, Czechy
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2017

2019

2023

2023

Warsztaty ultrasonograficzne doskonalace techniki badania jamy brzuszne;j,
Olsztyn, Polska

Szkolenie w ramach Migdzynarodowej Konferencji VetCo ,,Gorace tematy
uktadu oddechowego psow i kotow”, Warszawa, Polska

kurs stany nagle poziom I, organizowany przez firm¢ NEWGRADVETS, kurs
prowadzony w formie zdalnej

kurs stany nagle poziom II, organizowany przez firm¢ NEWGRADVETS, kurs
prowadzony w formie zdalne;j

(podpis wnioskodawcy)
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