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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Tkaczyk pt. ,,Oznaczanie biomarkeréw
mikotoksyn u trzody chlewnej jako nowoczesne narzedzie do oceny narazenia Swin na
mikotoksyny” wykonanej w Zakladzie Farmakologii i Toksykologii Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach pod
kierunkiem promotora dr hab. Piotra Jedziniaka, prof. instytutu i promotora
pomocniczego dr Arkadiusza Dorsa

Recenzje opracowano w oparciu 0 Uchwate nr 20/2022 z dnia 29 kwietnia 2022 r. Rady
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego w
Putawach w sprawie wyznaczenia recenzentdw w postepowaniu o nadanie stopnia doktora mgr

inz. Agnieszce Tkaczyk.

1.  Ogolna charakterystyka rozprawy

Oceniana rozprawa doktorska stanowi kompilacj¢ spojnych tematycznie trzech prac;
dwoch prac oryginalnych (1.1 i 1.2) i jednej przegladowej (2.1). Wszystkie prace zostaly
opublikowane w 2021 r. w czasopismach z listy Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
Laczna liczba punkoéw wg. klasyfikacji Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego wynosi
270, a wspotczynnik wptywu (Impact Factor) wedtug Journal of Citation Reports zgodnie z
rokiem opublikowania wynosi 12,26.

W przedstawionej do ceny dokumentacji znajduje si¢ oswiadczenie kandydatki do stopnia
doktora, ze rozprawa doktorska nie zawiera tresci uzyskanych w sposob niezgodny z
obowigzujgcymi przepisami oraz ze przedstawiona rozprawa nie byta wczesniej przedmiotem
procedur zwigzanych z uzyskaniem stopnia naukowego w wyzsze] uczelni lub innej
uprawnionej instytucji naukowej. W ocenianej dokumentacji nie ma os$wiadczenia
okreslajacego indywidualny udzial mgr inz. Agnieszki Tkaczyk oraz pozostatych
wspolautoréw w przygotowanie publikacji stanowigcych rozprawe doktorskg. Jednakze w
jednej pracy oryginalnej (1.2) oraz pracy przegladowej (2.1) znajduje si¢ informacja
wskazujaca na udzial kandydatki do stopnia doktora we wszystkich etapach przygotowania tych

prac. Ponadto we wszystkich pracach mgr inz. Agnieszka Tkaczyk jest pierwszym autorem i
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jednoczesnie autorem korespondencyjnym, co potwierdza Jej pierwszoplanowa role w
przygotowaniu publikacji. Dlatego uwazam, ze zaréwno liczba publikacji jak rowniez ich tres¢
merytoryczna spetniajg kryteria rozprawy na stopien doktora nauk. Na uwage zastuguje
rowniez fakt, ze wszystkie badania opisane w publikacjach wchodzacych w sktad dysertacji
zostaly sfinansowane z budzetu projektu “Biomarkers of mycotoxins in pigs®“ nr
2016/22/E/NZ7/00640 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu
SONATA-BIS 6, ktorego kierownikiem byt promotor dr hab. Piotr Jedziniak, prof. instytutu.

Integralng cze$¢ rozprawy stanowi skondensowany komentarz cyklu publikacji bedacych
przedmiotem dysertacji, w ktorym mozna wyr6zni¢ wstep, cel i zakres pracy, metodyke badan,
wyniki badan i dyskusje, wnioski, streszczenia polskie i angielskie oraz bibliografi¢ (nie
wymieniong w spisie tresci). Prace stanowigce rozprawe doktorska przeszty proces recenzencki
i zostaly opublikowane w czasopismach o zasiggu mie¢dzynarodowym, CO potwierdza, ze
tematyka prezentowanej rozprawy doktorskiej jest istotna i aktualna. Z kolei skondensowany
komentarz ujmuje najwazniejsze zagadnienia bgdgce przedmiotem rozprawy i potwierdza
nowatorski charakter badan oraz dobre przygotowanie merytoryczne i analityczne mgr inz.
Agnieszki Tkaczyk do realizacji zaplanowanych badan.

Podjety przez kandydatke do stopnia doktora temat zwigzany z opracowaniem i walidacja
wielosktadnikowej metody oznaczania mikotoksyn i ich metabolitow w moczu i surowicy swini
opartej na wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig (LC-
MS/MS) ma istotne znaczenie utylitarne, gdyz pozwala na precyzyjne i wiarygodne oznaczanie
szeregu zwigzkow macierzystych i ich metabolitow w dwoch matrycach biologicznych (mocz
I surowica). Ponadto opracowana metoda analityczna zostala wykorzystana w badaniach
kinetyki biomarkerow czterech mikotoksyn (deoksyniwalenolu, zearalenonu, ochratoksyny A i

cytryniny) a uzyskane wyniki wniosty istotny wktad do dotychczasowej wiedzy w tym zakresie.

2. Ocena merytoryczna pracy
2.1. Sformulowanie problemu naukowego i aktualnos$¢ tematyki badan

Mikotoksyny stanowia liczng grupe zwigzkow, ktore moga mie¢ negatywny wptyw na
zdrowie ludzi i zwierzat. Z uwagi na zagrozenia wynikajace z ich spozycia w przypadku o§miu
mikotoksyn (aflatoksyny B1, deoksyniwalenolu, fumonizyny B1 i B2, ochratoksyny A, toksyny
T2 i HT2 oraz zearalenonu) w Unii Europejskiej wprowadzono regulacje prawne okreslajace
ich dopuszczalne lub zalecane poziomy w zywnosci i paszach. Gatunkiem zwierzat szczegdlnie
podatnym na dziatanie mikotoksyn sg $winie, u ktorych w zaleznos$ci od stopnia narazenia moga

wystapi¢ takie efekty niepozadane jak.: spadek apetytu a nawet calkowite zaprzestanie
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przyjmowania paszy, biegunka, zaleganie, zmiany skorne, uszkodzenia watroby i ptluc,
zaburzenia w rozrodzie, dzialanie mutagenne i teratogenne czy immunosupresja; w skrajnych
przypadkach moze dochodzi¢ do padni¢¢ zwierzat. Bardzo czgsto zwierzgta sa narazone na
dziatanie kilku mikotoksyn (w tym ich metabolitow) dlatego w ostatnich latach, poza
oznaczaniem ich poziomu w paszy, coraz wickszego znaczenia nabiera biomonitoring tj.
oznaczanie biomarkerow (zwigzkéw macierzystych i1 ich metabolitow) w ptynach ustrojowych
i wydalinach zwierzat. Aby bylo to mozliwe konieczne jest opracowanie wiarygodnych i
czutych metod pozwalajacych na jednoczesne oznaczenie wielu zwigzkéw macierzystych oraz
ich metabolitow. Ma to kluczowe znaczenie przy narazeniu $§win na kilka mikotoksyn
wystepujacych w paszy jednocze$nie. Z uwagi na to, ze dotychczasowa wiedza w tym zakresie
jest niewystarczajaca oceniana rozprawa doktorska wychodzi naprzeciw tym oczekiwaniom,
poniewaz efektem jej realizacji jest opracowanie czulej i wiarygodnej metody jednoczesnego
oznaczania 37 mikotoksyn i ich metabolitow w moczu i surowicy $win. Opracowana metoda
stanowi doskonate narzedzie do badania mieszanego narazenia na mikotoksyny oraz badania
kinetyki tych zwigzkow u $win. Reasumujac uwazam, ze podjeta tematyka jest bardzo
interesujaca, aktualna i w istotnym stopniu wzbogaca stan wiedzy w zakresie metod

analitycznych oraz znajomosci kinetyki mikotoksyn u $win.

2.2. Cel rozprawy

W komentarzu do cyklu publikacji (str. 15) sformutowano pig¢ celow badawczych, ktore
pokrywaja si¢ z celami badan okreslonymi w dwoch pracach oryginalnych wchodzacych w
sktad kompilacji stanowigcej rozprawe doktorska. Wszystkie cele badawcze zostaty jasno

zdefiniowane i w pelni zrealizowane.

2.3. Poprawnos¢ i oryginalnosé metodyczna

Metodyka badan wykorzystana do realizacji postawionych celow badawczych nie budzi
zastrzezen 1 jest adekwatna ze standardami mi¢dzynarodowymi w tym zakresie. Opracowana
metoda analityczna spetnila wszystkie kryteria walidacyjne, co potwierdza jej wiarygodnos¢ i
powtarzalno$¢ przy oznaczaniu zawartosci 37 biomarkeréw mikotoksyn w moczu i surowicy.
Z kolei badania za zakresu kinetyki deoksyniwalenolu, zearalenonu, ochratoksyny A i
cytryniny majg charakter nowatorski i mogg stuzy¢ do planowania doswiadczen dotyczacych

innych ksenobiotykow.

2.4. Znaczenie uzyskanych wynikéw badan



Realizacja zaplanowanych badan pozwolita na opracowanie metody analitycznej, ktora
umozliwia jednoczesne oznaczanie 37 mikotoksyn i ich metabolitbw w moczu i surowicy swin
za pomocg LC-MS/MS. Celem uzyskania powtarzalnej i wiarygodnej metody okreslono m.in.
warunki przygotowania probek oraz pracy spektrometru mas i chromatografu cieczowego;
dobrano réwniez kolumne analityczng i fazy ruchome zapewniajgce uzyskanie optymalnej
detekcji badanych analitow. Opracowanie metody pozwalajacej na oznaczanie tak szerokiej
gamy zwigzkéw o odmiennych wilasciwosciach fizykochemicznych i wystepujacych w
matrycach biologicznych w bardzo matych ilo§ciach wymaga bardzo dobrego opanowania
warsztatu badawczego. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze w opracowanej metodzie oznaczania
zastosowano po raz pierwszy hydrolize enzymatyczna (z uzyciem beta-glukoronidazy)
pozwalajaca na oznaczanie deoksyniwalenolu i zearalenonu, ktore wczeSniej ulegly
sprzegni¢ciu z kwasem glukuronowym. Ponadto w oznaczeniach wykorzystano sposob
normalizacji moczu o rdznej zawartosci wody wykorzystujac wczesniej opisang metode
oznaczania kreatyniny w moczu swin (Tkaczyk A, Jedziniak P. Dilute-and-shoot HPLC-UV
method for determination of urinary creatinine as a normalization tool in mycotoxin
biomonitoring in pigs. Molecules, 2020, 25:2445.). Szkoda, ze praca ta nie zostata wtaczona w
cykl publikacji stanowigcych rozprawe doktorska, gdyz stanowitaby istotne jej wzbogacenie
tym bardziej, ze kandydatka do stopnia doktora jest jednocze$nie pierwszym i
korespondencyjnym autorem. Podkreslenia wymaga roéwniez fakt, ze opracowana metoda
pozwala na oznaczanie mikotoksyn (niwalenolu, cytryniny, dihydrocytryniny, fusarenonu-X,
altertoksyny |, tentoksyny i hydrolizowanej fumonizyny B:i), ktore wczes$niej nie byly
oznaczane w moczu $win. Bardzo waznym elementem ocenianej rozprawy doktorskiej jest
uktad do$wiadczalny, w ktérym po raz pierwszy do karmienia $win wykorzystano pasze (na
bazie kukurydzy i zyta inokulowanego Fusarium culmorum) naturalnie skazong
mikotoksynami (deoksyniwalenolem, zearalenonem, ochratoksyng A i cytryning). Wykonanie
tego doswiadczenia pozwolito na wykazanie, ze w moczu $win karmionych pasza skazong
mikotoksynami stezenia biomarkerow: deoksyniwalenolu (deoksyniwalenol,
deepoksydeoksyniwanlenol), zearalenonu (zearalenon, o-zearalenol), ochratoksyny A
(ochratoksyna A, ochratoksyna a) i cytryniny (cytrynina, dihydrocytrynina) byty istotnie
wyzsze niz w grupie kontrolnej i byty one skorelowane z ich zawartoscig w paszy. Warto
podkresli¢, ze wspotwystepowanie biomarkerow ochratoksyny A i cytryniny w moczu $win
opisano po raz pierwszy. Z kolei w surowicy oznaczono nastepujace biomarkery:
deoksyniwalenol  (deoksyniwalenol), cytrynine (cytrynina, dihydrocytrynina) oraz

ochratoksyne A (ochratoksyna A, ochratoksyna a). St¢zenia eoksyniwalenolu i cytryniny w
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surowicy byly znacznie nizsze niz ich stezenia w moczu, natomiast stezenie ochratoksyny A
byto wielokrotnie wyzsze od st¢zenia oznaczonego w moczu. W przypadku zearalenonu
wykazano, ze surowica nie jest odpowiedniag matryca do oznaczania biomarkeréw tej
mykotoksyny. Wykazano rowniez, ze w przypadku oznaczania biomarkerow
deoksyniwalenolu probki krwi nalezy pobiera¢ 3-4 godz. po podaniu paszy skazonej
mikotoksynami, poniewaz po tym czasie dochodzi do szybkiego obnizenia st¢zenia tej
mikotoksyny we krwi. Ponadto analiza kinetyki biomarkerow wskazuje mi¢dzy innymi, ze
pierwszego dnia po odstawieniu paszy skazonej mikotoksynami stwierdza si¢ jedynie $§ladowe
iloéci deoksyniwalenolu i zearalenonu, co potwierdza brak kumulacji tych zwigzkéw w
organizmie $win. Z kolei ochratoksyna A i cytrynina oznaczane byly w moczu i surowicy nawet
po dwoch tygodniach od odstawienia skazonej paszy, co wskazuje na bardzo dtugi okres
zanikania biomarkeréw tych mikotoksyn i jednocze$nie dlugotrwate narazenie §win na ich

dziatanie. W tym miejscu nalezy podkresli¢ pionierski charakter przeprowadzonych badan.

2.5.Znajomos¢ literatury twiqzanej g tematykq pracy

Analiza dysertacji wskazuje, ze mgr inz. Agnieszka Tkaczyk doskonale orientuje si¢ w
aktualnym pi$miennictwie zwigzanym z podjeta tematyka badan 1 potrafi je trafnie
skonfrontowa¢ z wynikami badan wtasnych. W pierwszej pracy oryginalnej (1.1) autorzy pracy
powotali si¢ na 40 pozycji a w drugiej na 52 pozycje piSmiennictwa, ktore obejmuje adekwatnie
dobrane wyniki badan innych autordw oraz obowigzujace akty prawne oraz wytyczne
dotyczace badania mikotoksyn. Z kolei do przygotowania pracy przegladowe;j
wyselekcjonowano 91 pozycji oddajacych aktualny stan wiedzy w zakresie badania
biomarkeréw mikotoksyn u $win oraz stosowanych metod analitycznych do ich oznaczania.
Taki gruntowny przeglad dostgpnej literatury S$wiatowej pozwolil na skonstruowane

oryginalnych zalozen do badan wlasnych, ktore istotnie uzupetity stan wiedzy w tym zakresie.

2.6. Uwagi polemiczne

Oceniana praca doktorska wnosi wiele nowych elementéw do dotychczasowej wiedzy
na temat biomarkerow mikotoksyn u $win. Szkoda, ze w ramach badania kinetyki tych
zwigzkow w surowicy nie pobierano probek krwi w 14 dniu w miejsce dnia 12. Pobranie prébek
w dniu 12 1 nastepnie 15 skutkuje tym, ze na wykresach obrazujacych zalezno$¢ stezenie-czas
istotne zmniejszenie stezenia deoksyniwalenolu, cytryniny i ochratoksyny A (praca 1.2) jest juz
widoczne po 12 dniu. W zwigzku z tym nie odzwierciedla ono informacji prezentowanej na

stronie 30, ze ,, Srednie poziomy biomarkeréw DON i CIT w obydwu matrycach oraz ZEN w
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moczu utrzymywaty sie na statym poziomie w trakcie dwutygodniowej ekspozycji swin na pasze
skazong mikotoksynami, co przedstawiono na przyktadzie DON w moczu i surowicy na Ryc. 4-
5.” By unikng¢ tego problemu nalezato na wykresach zachowa¢ odstep pomiedzy 12 a 15
dniem probkowania.

Pod wzgledem jezykowym recenzowang dysertacj¢ doktorskg generalnie oceniam dobrze
zarowno w zakresie stosowanego specjalistycznego nazewnictwa jak i sposobu opisu wynikow
badan. Swiadczy to dobrym opanowaniu przez mgr inz. Agnieszke Tkaczyk fachowego
piSmiennictwa z zakresu realizowanych badan. Wprawdzie w komentarzu poprzedzajagcym
cykl publikacji bedacych przedmiotem dysertacji znajdujg si¢ nieliczne ,,niezgrabnosci”
stylistyczne [np. str. 11: ,, W pracy przeglgdowej (praca 2.1) wyznaczono wprawdzie liniowg
zaleznos¢ miedzy poziomem DON i ZEN spozytych w paszy, a ich biomarkerow oznaczonych w
materiale biologicznym (praca 2.1, Figure 1-3).”; str. 14: , Konieczna jest rowniez hydroliza
enzymatyczna, poniewaz DON wydalany jest w surowicy swin w ponad 30% w postaci
glukuronidow (Ddnicke et al. 2005a).”; str. 28: ,, DON i ZEN, w przeciwienstwie do CIT i OTA,
sq szybko uwalniane z krwi, a ich stezenie we krwi maleje bardzo szybko. ] ale nie wptywa to

negatywnie na jednoznacznie pozytywng ocene catosci pracy.

3. Whniosek koncowy

W mojej opinii oceniana rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Tkaczyk pt. ,,Oznaczanie
biomarkerow mikotoksyn u trzody chlewnej jako nowoczesne narzgdzie do oceny narazenia
$win na mikotoksyny” spelnia wymogi stawiane rozprawom na stopien doktora nauk. Cel pracy
zostal jasno sformutowany i w pelni osiggnigty. Opracowana i poddana walidacji metoda
oznaczania mikotoksyn i ich metabolitbw w moczu i surowicy pozwolita na skuteczna
realizacj¢ pozostatych celéw pracy doktorskiej. Byto to mozliwe dzigki opanowaniu przez mgr
inz. Agnieszk¢ Tkaczyk wiedzy teoretycznej z zakresu prowadzonych badan ale takze
umiejetnosci praktycznych niezbednych do pracy analitycznej z uzyciem chromatografi
cieczowej polaczonej ze spektrometrig mas, ktora aktualnie jest wykorzystywana w tego typu
badaniach w najlepszych osrodkach badawczych na §wiecie. Kandydatka do stopnia doktora
umiejetnie sformulowata cele badawcze, ktore konsekwentnie zrealizowata i wyciagneta
prawidtowe wnioski, co $wiadczy o dobrym przygotowaniu do pracy badawczej. Dlatego
uwazam, ze przedtozona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Tkaczyk w petni
odpowiada warunkom okreslonym w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo 0
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.). Bioragc powyzsze pod uwage

przedktadam Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego
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Instytutu Badawczego w Putawach wniosek o dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Tkaczyk do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Jerzy Jaroszewski



