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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Tkaczyk

,Oznaczanie biomarkerow mikotoksyn u trzody chlewnej jako nowoczesne

narzedzie do oceny narazenia Swin na makotoksyny”

OBECNOéé mikotoksyn w paszach dla zwierzat jest bardzo kompleksowym i interdyscyplinar-
nym problemem. Zwierzeta narazone sa najezesciej na cala mieszanine mikotoksyn w zepsu-

tej paszy, co owocuje mozliwymi interakcjami i nierzadko nietypowymi konsekwencjami.

Analityczna kontrola pasz musi by¢ zorientowana na jednoczesne wykrywanie wielu potencjalnych
skladnikéw, a metoda musi dla kazde]j potencjalnej toksyny wykazywaé zadowalajaca selektywnosc,
czulodé, precyzje i dokladnosé. Ponadto nie zawsze mozliwa jest analiza paszy zatrutego zwierzecia,
dlatego metoda z wyboru jest wtedy analiza plynéw ustrojowych i wydalin pod katem obecnoscl

toksyn i ich metabolitéw, zwanych ogolnie biomarkerami.

Zaklad Farmakologii i Toksykologii Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego In-
stytutu Badawczego w Pulawach ma wieloletnie dogwiadczenie w opracowywaniu i wdrazaniu do
rutynowej analizy wiodacych metod analitycznych bedacych odpowiedzig na aktualne zapotrzebo-

wanie prawne, rynkowe i konsumenckie.

Przedlozona do recenzji praca, wykonana pod kierunkiem dr hab. PIOTRA JEDZINIAKA, prof. insty-
tutu i dr ARKADIUSZA DORsA jako promotora pomocniczego, jest kontynuacja tej linii dzialalnosci
naukowej i doskonalym dowodem na to, ze putawski instytut jest miejscem, w ktérym nikt nie boi

sie ryzykownych wyzwail 1 wkraczania w trudne obszary badawcze.

Rozprawa sklada sie z 3 publikacji o lacznym IF réwnym 12.26, wypelniajacych nieco ponad je-
den slot publikacyjny. Jedna z publikacji jest praca pogladows. Polskojezyczny komentarz liczy
42 strony i zawiera ponad 60 staranuie dobranych pozycji literaturowych. Publikacja przegladowa

i jedna z doswiadczalnych zawiera dwéch autoréw (Doktorantka i Promotor), trzecia z nich jest



pracg wieloautorska. Stosowne oswiadczenia wspélautoréw znajduja sie w dokumentacji przewodu

doktorskiego.

Doktorantka postawila sobie za cel opracowanie metody jednoczesnego oznaczania wielu mikotok-
syn w moczu 1 surowicy swin. Dodatkowo podjeta ambitne zadanie zbadania korelacji pomiedzy
poziomem mikotoksyn w paszy, a stezeniem ich biomarkeréw w badanym materiale biologicznym.
Badania obejmowaly réwniez poréwnanie matryc celem wskazania optymalnej strategii monitorin-
gu biomarker6w narazenia, jak réwniez ustalenie kinetyki biomarkeréw w plynach ustrojowych $win

po podaniu naturalnie skazonej paszy doswiadczalnej.

W pierwszej publikacji Doktorantka przedstawila metode LC-MS/MS do oznaczania biomarkeréw
ekspozycji na 35 mikotoksyn w moczu $win. Ze wzgledu na duze rozbieznosci w ilosci wody, préb-
ki standaryzowano wzgledem zawartosci kreatyniny. Procedura standaryzacyjna pochodzi réwniez
z badan Doktorantki i zostala opublikowana rok wczeéniej (nie wchodzi w cykl doktoratu). Ze
wzgledu na znaczne wahania stosunku sygnalu do szumu, po oznaczaniun kreatyniny prébki byly

rozcienczane do jednolitego stezenia przed wlasciwym oznaczaniem biomarkerow.

Potwierdzono jednoczesdnie uzytecznosé hydrolizy enzymatycznej metabolitéw sprzezonych z kwa-
sem glukuronowym, a — co istotne — nad optymalizacja tego procesu nikt wezeéniej sie nie po-
chylal. Zastuguje to na podkreslenie, poniewaz w zaleznosci od uzytego enzymu odzyski moga
by¢ nieprzewidywalne. Zoptymalizowano réwniez proces ekstrakeji celem dodatkowego zwiekszenia
odzysku. Przypuszczam, ze zastosowanie kilkuczynnikowego planu eksperymentu wraz z analiza po-
wierzchni odpowiedzi doprowadzitoby do jeszcze lepszych parametréw, jednakze i bez tego metoda

zostata zwalidowana i bezspornie udowodniono jej przydatnosé.

Wyezerpujacy suplement do publikacji zawiera chromatogramy, dane widm masowych, odzyski przy
réznych parametrach ekstrakeji, uzyskane stosunki sygnalu do szumu. W pelni potwierdza to, ze

problem zostal rozwiazany wyczerpujaco 1 wielowatkowo.
e

W drugiej publikacji Doktorantka rozszerzyla metode LC-MS/MS do oceny biomarkeréw mikotok-



syn na probki krwi swin, odpowiednio modyfikujac i optymalizujac procedury ekstrakcyjne. Do-
datkowo oceniono zawartoéé biomarkeréw we krwi w funkeji czasu i okres potrzebny do eliminacji

biomarkera z ustroju.

Hosé jednoczesnie oznaczanych analitéow (powyzej 30!) robi duze wrazenie, jednoczesnie wyniki
zwracaja uwage na znacznie roznice czasow eliminacji biomarkerow poszczegdlnych toksyn (gléwnie
na wykresach ich obecnosei w moczu). Jednoczesnie kinetyka jest spdjna w obrebie metabolitow tej
samej toksyny, co weale nie jest oczywiste, gdyz metabolity ksenobiotykéw moga znacznie roznic

sie czasem poltrwania w ustroju.

Ciekawym aspektem do dyskusji byloby, na ile dane otrzymane w tej publikacji moglyby postuzy¢ do
okredlenia typu procesu eliminacji poszczegolnych analitow. Rzedowosé eliminacji i liniowos¢ farma-
kokinetyki uzupelnilyby wiedzg¢ na temat zachowania sie tych substancji w organizmie zZwierzecym,
nawet jesli tego typu badania czesciowo zawieraly juz publikacje wczesniejsze (up. te cytowane

w 3 rozdziale pracy pogladowej).

Trzecia publikacja jest wyczerpujacym review na temat mikotoksyn, zaréwno w aspekcie toksy-
kologicznym jak i analitycznym. Doktorantka oméwita w pracy podzial mikotoksyn, skutki zatruc
i znane metabolity bedace biomarkerami. Praca zawiera przeglad wszystkich dotychezasowych ba-
dan mikotoksyn i biomarkeréw w ptynach ustrojowych, zaréwno zorientowanych gléwnie na analize,
jak i na zaleznos¢ dawka-stezenie i farmakokinetyke. Oddzielny i obszerny rozdzial zawiera przeglad

i oméwienie technik przygotowania prébek krwi i moczu.

Kwerenda literaturowa tak obszernego tematu wymagala przejrzenia setek prac i wyboru blisko stu
2 nich, wraz z opracowaniem koncepcji pogrupov rania i poréwnania odnalezionych doniesien. Widac
tutaj znaczny wysilek, ktory przyczynil sie rowniez do jak najlepszego umiejscowienia wlasnych

doéwiadczen w kontekécie dokonan wezedniejszych.



Rozprawa stanowi calosciowy i dobrze wyodrebniony projekt badawczy. Dwie publikacje maja wy-
tgcznie dwéch autoréw — Doktorantke i Promotora, co potwierdza ogromna samodzielnosé i inter-
dyscyplinarne podejécie Autorki dysertacji, cechy charakterystyczne dla Pulawskiej Szkoly Toksy-

kologiczne]j.

Warte podkreslenia jest réwniez oparcie swojej dysertacji na wezesniejszych wstepnych badaniach,

ktore zostaly opublikowane, a nie weszly w sktad cyklu.

Dostrzegam w opublikowanych wynikach znaczny potencjal i przewiduje istotne zainteresowanie
publikacjami przez inne grupy badawcze. Jest to widoczne juz w chwili opracowywania recenzji,

poniewaz publikacje z dysertacji w tak krétkim czasie zdazyly uzyskaé¢ cytowania.

Podsumowujac, praca doktorska mgr inz. Agnieszki Tkaczyk spelnia wszystkie wymagania sta-
wiane pracom doktorskim, zawiera istotne elementy nowosci naukowej i wnioskuje o dopuszczenie

Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dodatkowo ze wzgledu na samodzielnoéé opublikowanych prac, interdyscyplinarnoéé tematyki ba-
dawczej, wskazniki bibliometryczne, a przede wszystkim aplikacyjnoéé opracowanych metod wnio-

skuje o wyréznienie przedlozonej mi do recenzji pracy.

Lublin, 8 czerwca 2022.



