@ WYDZIAt

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY MEDYCYNY
w Lublinie WETERYNARYINE)

KATEDRA FARMAKOLOGII, TOKSYKOLOGII I OCHRONY SRODOWISKA
WYDZIAL MEDYCYNY WETERYNARYJNEJ
20-950 Lublin ul. Akademicka 12
tel. (81) 445-60-04, fax. (81) 445-60-88

Prof. dr hab. Cezary Jacek Kowalski Lublin, 2023-08-10
Katedra Farmakologii, Toksykologii i Ochrony Srodowiska

Wydzial Medycyny Weterynaryjnej

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Grelik pt.:
,,Zastosowanie chromatografii gazowej do oznaczania triheptanianu
glicerolu(GTH) w przetworzonych ubocznych produktach pochodzenia
zwierzecego i paszach”
wykonanej w
Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach
pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Krzysztofa Kwiatka
oraz

Promotor pomocniczy — dr Ewelina Kowalczyk.

Podstawq wykonania recenzji jest uchwata Rady Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Paristwowego Instytutu Badawczego w Putawach podjetej
w dniu 08.03.2019r. i pismo Przewodniczqcego Komisji Doktorskiej
Prof- dr hab. Dariusza Bednarka
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BSE (Bovine Spongiform Encephalopathy), czyli gabczasta encefalopatia bydta
to grozna, zakazna choroba wywolywana przez priony. Potocznie jest nazywana
choroba szalonych kréw lub chorobg wsciektych kréw, cho¢ ze wscieklizng nie ma
nic wspblnego. Najbardziej prawdopodobng przyczyna sg priony - biatkowe
czasteczki zakazne, ktére wystgpuja W wersji niegroznej oraz chorobotworcze;j.
Z réznych przyczyn priony moga zmieni¢ swoja postaé i wywotaé grozne objawy
chorobowe. W przebiegu choroby wsciektych kréw w osrodkowym uktadzie
nerwowym odktada si¢ biatko o nieprawidtowej konstrukcji. BSE jest wiec chorobg
neurozwyrodnieniowg. Okres inkubacji choroby jest dtugi — trwa nawet kilka lat.
Nasilajace sie objawy zawsze prowadza do $mierci zwierzgcia.

Gabczasta encefalopatia bydta (BSE) zostata po raz pierwszy zdiagnozowana
w Zjednoczonym Krélestwie w 1986 r., kiedy to duza liczba bydta i pojedynczych
stad zostata dotknieta chorobg. Wiadomo, ze BSE jest chorobg nabywang w wyniku
spozycia paszy (np. magczki migsno-kostnej) pochodzacej od zwierzat chorych na
TSE. W innych panstwach przypadki BSE wystgpily badz to u zwierzat
przywozonych ze Zjednoczonego Krélestwa, badz u zwierzat rodzimych. Istniejg
przekonujgce dowody na to, ze wariant choroby CJD (vCJD) wywotywany jest przez
czynnik odpowiedzialny za BSE u bydta. Obecnie nie sg jeszcze dostepne szybkie
testy diagnostyczne in vivo pozwalajace oceni¢ zakaznos¢ czynnika TSE. Diagnoza
opiera sie na poubojowym stwierdzeniu charakterystycznych uszkodzen moézgu
w badaniu histopatologicznym lub wykryciu PrPTSE metoda Western Blot lub
metodg testu immunologicznego.

W celu potwierdzenia zakaznosci przeprowadza sig rowniez inokulacje
podejrzanym o zakaznos¢ materiatem tkankowym gatunkéw docelowych Iub
zwierzat laboratoryjnych. Jednakze ze wzgledu na diugie okresy inkubacji
wszystkich TSE wyniki testow in vivo sg dostgpne dopiero po uplywie miesiecy lub
lat. Opracowano pewne testy immunochemiczne na wykrycie PrPTSE w badaniach
prébek pobranych po uboju, i niektére z nich uwazane sg za bardzo czute. Ich

zdolno$¢ do wykrycia zarazonego zwierzgcia zalezy jednak od czasu pobrania prébki
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w zaleznosci do czasu, kiedy zwierze bylo narazone na zakazenie, rodzaju pobranego
materialu tkankowego i przyswojonej dawki zakazajacej, wraz z pozniejszym
momentem klinicznego poczatku choroby. Nie istnieja obecnie wystarczajgce dane
na temat tego, w jaki sposéb moglyby na to wptyna¢ rodzaje szczepow.

Pomimo ze badania przesiewowe zwierzat, od ktérych pobrano materiat
metoda testow in vitro, zapobiegaja wykorzystywaniu zwierzgt w p6znym okresie
wylegania choroby i moga dostarczy¢ danych epidemiologicznych dotyczgcych
danego panstwa lub regionu, zaden z tych testow nie jest uznany za odpowiedni, aby
jednoznacznie potwierdzi¢ negatywny status zwierzgcia. Metody zwalczania choroby
“w panstwach Unii Europejskiej oparto poczatkowo na zaleceniach OIE, a nastgpnie
na rozporzadzeniu Parlamentu Europejskiego i Rady Europy z 22 maja 2001 r.
ustanawiajace przepisy w zakresie zapobiegania, zwalczania oraz likwidacji pewnych
zakaznych encefalopatii ggbczastych, okreslajac systemy 1 zakres monitorowania
bydta, owiec i kéz, oraz dobrowolne monitorowanie innych gatunkow zwierzat. Na
podstawie opinii Naukowego Komitetu Sterujacego (Scientific Steering Committee)
Polska zaliczona zostata do poziomu III rejonu geograficznego, ktéry definiowano
jako majgcego obecno$¢ zwierzat zakazonych prawdopodobnie. Na podstawie
rozporzadzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 3 lutego 2022 r. w sprawie
wprowadzenia programu zwalczania gabczaste] encefalopatii bydla na lata
2022-2024 ogloszono program walki z chorobg nazywang potocznie ,,choroba
szalonych kréw”. Program obowigzuje od dnia 1 stycznia 2022 r. do dnia 31 grudnia
2024 r. na terenie calego kraju, a jego finansowanie pochodzi ze Srodkow
budzetowych panstwa. Zgodnie z ust. 2 zatgcznika do niniejszego rozporzadzenia,
podstawowym narzedziem do walki z rozprzestrzenianiem sig choroby miata by¢
skuteczna i efektywna kontrola prowadzona w postaci ,,aktywnego nadzoru, przez
ktéry rozumie sie badanie bydta w wieku powyzej 48 miesigca zycia, zaliczanego do
grup ryzyka. Obecnie do poszukiwania biomarkerow réznych jednostek
chorobowych coraz czeéciej wykorzystuje si¢ nowoczesne narzgdzia analityczne,

ktére umozliwiaja ilosciowe i jakosciowe oznaczenie wybranych analitow.



Informacje uzyskane dzieki technikom analitycznym pozwalajg niejednokrotnie na
znacznie precyzyjniejsza diagnostyke chorych, a takze umozliwiajg skuteczniejsze
prowadzenie badan profilaktycznych. To tu wiasnie w wykorzystywane sa techniki
chromatograficzne, ktére daza do wyjasnienia jednostkowych  procesow
biologicznochemicznych sktadajacych sie na funkcjonowanie organizmu. Wieloletnie
badania dowodza, ze zaburzenia tych proceséw sa zwigzane, migdzy innymi, ze
zmianami stezeni réznych edogennych substancji, ktére moga by¢ wynikiem schorzen
spowodowanych ubocznym dziataniem procesow chorobotwdérczych. To wtasnie
identyfikacja i ilosciowe okreslenie stezen tych zwigzkow znalazly sie¢ w kregu
zainteresowan Pani mgr Aleksandry Grelik. Tematyke badawcza umiejscowiono
$cisle w obrebie zagadnien, ktére od lat realizowane sg przez Promotora i Jego
Zespdt. Oceniana rozprawa to kolejny, cenny etap w metodycznie prowadzonych
badaniach, ktére pozwalaja na wytypowanie potencjalnych biomarkeréw. Chcac
uzyska¢ odpowiedz na niewyjasnione do tej pory zagadnienia.

Wstep zostat opracowany przez Doktorantke w sposob poprawny, napisany jest

interesujaco i sam w sobie moze stanowi¢ kompendium dotyczgcym obecnego stanu
wiedzy.
Doktorantka wytyczyta sobie gléwny cel badan, ktérym byto zastosowanie technik
chromatograficznych do optymalizacji metody oznaczania triheptanianu glicerolu
w przetworzonych ubocznych produktach pochodzenia zwierzecego. Cele pracy
zostaly sformutowane jednoznacznie, jasno sprecyzowane i konsekwentnie
realizowane w dalszej czesci pracy. Nalezy podkresli¢, ze maja istotne znaczenie
praktyczne.

Rozprawa doktorska posiada zwykty uklad, zgodny z wymaganiami
stawianymi rozprawie doktorskiej. Obejmuje 114 stron maszynopisu, plus dotaczone
wzory procedur badawczych. W Dysertacji zawarte jest 27 Tabel, 13 Rycin, wykaz 2
zalacznikéw. Streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz 57 pozycji
pi$miennictwa. Wykaz skrotéw Doktorantka umiescita na poczatku pracy, co

zdecydowanie utatwito positkowanie si¢ nim w trakcie czytania. Wykorzystane przez



Doktorantke przy pisaniu dysertacji pi$miennictwo obejmuje zarowno prace
oryginalne, przegladowe jaki i monografie lub podrgczniki. Oryginalne prace
doswiadczalne, na ktére Doktorantka powotuje si¢ w rozprawie opublikowane byty
w fachowych czasopismach polskich i obcojezycznych, co $wiadczy o znaczeniu
i aktualnosci wykonywanych przez Doktorantke badan metodycznych.

Dokonujac oceny czesci do§wiadczalnej, na poczatku nalezy odnies¢ si¢ do
sprecyzowanych w rozdziale drugim, celéw pracy. Nadrzgdnym celem rozprawy byta
optymalizacja metody oznaczania triheptanianu glicerolu w przetworzonych
ubocznych produktach pochodzenia zwierzecego z zastosowaniem technik
chromatograficznych. Uwazam, ze cel pracy zostal sformutowany precyzyjnie, gdyz
zastosowanie technik chromatograficznych z wykorzystaniem opisanych procedur
dostepnych w literaturze (cytowana literatura) pozwala na pomysine sfinalizowanie
tak ujetego tematu.

Oceniajac forme przedtozonego manuskryptu nalezy stwierdzié, ze:

e Tytut pracy jest klarowny i adekwatny do zawartej w niej tresci.

e Uktad pracy jest logiczny i spetnia wymagania stawiane dysertacjom doktorskim.

e Praca napisana jest jezykiem zrozumiatym i poprawnym stylistycznie.

e Opis realizacji pracy doktorskiej umozliwia sprawne Sledzenie procesu
prowadzenia badan oraz analizg¢ przedstawionych wynikow.

e Pozycje literatury (57) pod wzgledem formalnym sg cytowane w sposob wiasciwy,
ktéry umozliwia czytelnikowi ich odszukanie w zbiorach bibliotecznych i zbiorach
aktow prawnych. Nalezy podkresli¢ réwniez, ze w dokonanym przegladzie wskazano
wszystkie przelomowe akty legislacyjne dotyczace analityki 1 procedur badawczych.
Réwniez opisywany postep w nauce zostat przedstawiony ze wskazaniem referencji
do znaczacych i szeroko cytowanych prac naukowych.

Rozdzial Wnioski podsumowano w sze$ciu punktach, ktére odpowiadaja celom pracy
i sa oryginalnymi opracowaniami Autorki. W mojej ocenie wszystkie zatozone
w pracy cele zostaly osiagnicte. Materiaty i metody sg przedstawione wyczerpujgco,

klarownie i nie budzg moich watpliwosci



Po tym rozdziale Doktorantka umiescita rozdzial Streszczenie, ktére okazato sie¢
cennym  ulatwieniem i  usystematyzowaniem  znaczne] ilosci  danych
eksperymentalnych. Moim zdaniem powinno si¢ znajdowac na poczatku Dysertacji.
Pozwolitoby zapoznaé sie wezesniej ze skrocong forma pracy.
Moim zdaniem réwniez Tabele, ktére rozdzielone sg na kolejnych stronach powinny
by¢ drukowane w catosci na jednej stronie. W sposob w jaki przedstawita to Autorka
stajg sie mniej czytelne.

Zauwazone w trakcie czytania pracy niedociggniecia i pojedyncze bledy
literowe nie umniejszaja jej wartosci i catos¢ rozprawy doktorskiej oceniam
pozytywnie, za$ otrzymane wyniki badan maja duza wartos¢ poznawcza i praktyczng,

wnosza bowiem istotny wktad do badan z zakresu analityki 1 bezpiecznej Zywnosci.
Podsumowanie

e Praca doktorska dotyczy zagadnien aktualnych i istotnych dla zapobiegania,
zwalczania oraz likwidacji zakaznych encefalopatii gabczastych, a co za tym idzie
ochronie zdrowia konsumentow.
e Doktorantka w sposob czytelny sformutowata problem badawczy
e Wybér materiatéw i metod badan pod wzgledem merytorycznym nie budzi
zastrzezeh. Analiza danych zostata przeprowadzona starannie, ich opis jest
konsekwentny i spéjny. Wyniki prac laboratoryjnych zostaly zinterpretowane
w oparciu o wiasciwe wnioskowanie statystyczne. Przeprowadzona dyskusja
i sformutowane wnioski w petni odpowiadajg wynikom prac laboratoryjnych.
e W rezultacie nalezy stwierdzié, ze przeprowadzone badania naukowe
doprowadzity do osiggniecia wynikéw, ktére odpowiedziaty na okreslone w pracy
doktorskiej cele.

Doktorantka wykazata sie takze bardzo dobrg znajomoscia badanej
problematyki. Przeprowadzita badania analityczne i empiryczne, ktérych wyniki
pozwolily wzbogaci¢ istniejacg wiedze w zakresie analityki i istotnych procedur

badawczych. Rezultat ostateczny przedtozonej dysertacji stanowi oryginalne
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rozwiazanie zagadnienia naukowego. Reasumujgc stwierdzam jednoznacznie, ze
pomimo zgtoszonych zastrzezen rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Grelik
spetnia ustawowe wymogi stawiane pracom doktorskim. Wobec tego wnoszg
o przyjecie recenzowanej dysertacji doktorskiej i dopuszczenie jej do publiczne]

obrony.
Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze przedlozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry
Grelik. pt.: ,,Zastosowanie chromatografii gazowej do oznaczania triheptanianu
glicerolu(GTH) w przetworzonych ubocznych produktach pochodzenia
wierzecego i paszach” catkowicie spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim
w $wietle obowiazujacej Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz Rozporzadzeniu
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrzesnia 2011 r. w sprawie
szczegblowego trybu przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskim
i habilitacyjnym oraz postgpowaniu o nadanie tytutu profesora i kwalifikuje
Kandydatke do ubiegania si¢ o stopien doktora. W zwiazku z powyzszym, zwracam
sie do Rady Naukowe] Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut
Badawczy w Putawach o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Grelik do dalszych

etap6w procedury postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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