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Ocena rozprawy doktorskiej lek. wet. Bartosza Sella pt. ,Zatrucia zwierzat
rodentycydami antykoagulacyjnymi — aspekty analityczne i ocena zagroked”,
wykonana pod kierunkiem Prof. dr hab. Andrzeja Posyniaka oraz Promotora
pomocniczego Dr hab. Tomasza Sniegockiego, profesor instytutu w Zakladzie
Farmakologii i Toksykologii Pafistwowego Instytutu Weterynaryjnego,

Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach

Rodentycydy antykoagulacyjne, cho¢ skuteczne w zwalczaniu gryzoni, mogg
wplywaé na ekosystem w rdZny sposob. Maja one bezposredni wplyw na gryzonie, gdyz
dziatajac na uklad krzepnigcia krwi powodujg wewngtrzne krwawienia i smieré, co
bezposrednio wplywa na ich populacj¢. Jednakze inne zwierzeta, w tym ptaki drapiene,
ktére zywia sie gryzoniami, moga roéwniez spozywaé zatrute osobniki, co moze prowadzié
do zatrucia wiornego wplywajac na populacje drapieznikéw. i moze. Ponadto, substancje
antykoagulacyjne moga zaburzaé réwnowage ekosystemu: przedostac sig do gleby, wod
gruntowych lub roslin, co moze wplywaé na inne organizmy, takie jak owady, ryby czy
roliny. Niektore antykoagulanty sg trwale w $rodowisku i mogag kumulowad sig
w laficuchach pokarmowych, Warto podkreéli¢, ze istniejg alternatywne metody kontroli
gryzoni, takie jak pulapki na zywo czy naturalni drapieznicy, kidre moga byc bardziej
przyjazne dla $rodowiska. W kazdym przypadku wazne jest zachowanie ostroznosci

i dbanie o rownowage w ekosystemie.
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W kontekécie oceny pordwnaweze] produktow biobdjezych dzialajgeyeh jako
rodentycydy antykoagulacyjne, Komisja Europejska podjgla decyzjg wykonawcza
w marcu 2024 roku, W dokumencie tym oméwiono pytania dotyczgce drugiej oceny
pordwnawczej tych produktéw, takie jak roznorodnost chemiczna substancji czynnych,
dostepnosc alternatywnych produktow biobdjezych, skutecznodé niechemicznych Srodkow
zwalczania, oraz ryzvko dla zdrowia ludzi, zwierzat 1 srodowiska,

Powyzsze informacje pokazujg waznosé tematu na poziomie Unii Europejskiej

a recenzowana praca trafnie wpisuje si¢ w 1§ problematykg.

Prezedstawiona do oceny rozprawa doktorska lek. wet Bartosza Sella zostala
napisana w jezyku polskim | przedstawiona do recenzji w postaci wydruku
komputerowego na 137 stronach formatu A4, Dysertacj¢ przedstawiono w ukladzie
zawierajacym spis tredei, wykaz stosowanych skrotow, wykaz tabel, wykaz rycin,
streszczenie w jezyku polskim i w jezyku angielskim, wsigp, cel i zalozenia pracy,

material i metodvka badad, przebieg i wyniki badan, dyskusja, wnioski i pismiennictwo.

Rozprawa zawiera 44 rycin, 11 tabel i 98 pozycji pismiennictwa w wigkszosci
anglojezycznych, z czego mniej ni potowa pochodzi z ostatnich 10 lat. Szata graficzna
dysertaci jest bardzo staranna i estelyczna. Praca zostala napisana poprawnym jezykiem

i w sposob zrozumialy.

Streszezenia w jezvku polski i angiclskim zajmujgce po dwie strony kakde
zawierajs zwigzla informacje zawartosci rozprawy doktorskiej.

Wstep zajmuje 24 strony i zawiera przeglad piSmiennictwa wzbogacony o trzy
tabele i dwanasdcie rycin. Rozdzial ten przedstawia szezegolowy rys historyczny
rodentycydéw  antykoagulacyinyeh (RA), ich syntezg, rozpoznanie mechanizmu
biobbjczodcl oraz zastosowanie zardwno w zwalczaniu gryzoni, jak i w medycynie jako
leki przeciwzakrzepowe. Autor skupia si¢ na ewolucji RA od pierwszych przypadkaw
zwinzanych z kiszonka 2 nostrzyka Z6hego, poprzez odkrycie dikumarolu, a2 do
opracowania warfaryny | péZniejszych rodentycyddw drugiej generacil. Doktadnie
przedstawia historic RA, od pierwszych obserwacji ich dzialania po rozwaj nowych
substancji, wskazuje na znaczenie RA w réznych dziedzinach, od rolnictwa po medycyne,
Rozdzial ten jest dobrze napisany i dostarcza solidne podstawy do zrozumienia tematu

pracy, Stanowi dobrze zorganizowany zbidr informacji, kiory prowadzi czytelnika przez
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kolejne etapy odkryé i innowacji. Zawiera bogate informacje historyczne oraz
kontekstowe dotyczgee rozwoju i zastosowania rodentycyddw antykoagulacyinych. Autor
skutecznie laczy historyczne odkrycia 2 obecnymi zastosowaniami RA, podkreslajge ich
znaczenie w zwalczaniu gryzoni oraz  w medycynie jako leki przeciwzakrzepowe.
Zawiera szezegdlowe informacje na temat historii RA, ich odkrycia, rozwoju i ewolucji.
Autor umiejetnie wigze historyczne odkryeia z aktualnymi zastosowaniami RA. Podkresla
znaczenie i wplywu RA w réznych dziedzinach, od rolnictwa po medycyng, wskazujae
wszechstronnodéé tych substancji. Rozdzial ten jest solidng podstawg do dalszego

eksplorowania tematu pracy i dostarcza czytelnikowi kompleksowego wgladu w historig

i stan obecny.

Dalsza czesé tego rozdzialu dotyczaca charakierystyki rodentycydow
antykoagulacyjnych jest wystarczajaco szczegdlowa i zawiera istotne informacje na temat
budowy chemicznei, toksykodynamiki oraz  toksykokinetyki rodentycydow
antykoagulacyjnych. Doktorant dokladnie przedsiawia strukturg chemiczng i sposdb
dziatania rodentycydéw, Kompleksowo opisuje rozne generacje rodentycydow, ich
struktury molekularne, a takze mechanizm dzialania, proces wchianiania, dystrybucii,
metabolizm i wydalanie w organizmie zwierzat. W szczegolnodei wyjasnienia mechanizm
dziatania RA i ich wplywu na procesy krzepnigeia krwi i wskazuje na rozne drogi,
ktorymi RA mogs dostaé si¢ do organizmu, co ma znaczenie dla oceny ryzyka ekspozycji.
W dalszej czedei rozdzialu Doktorant kompleksowo preedstawia analize zrodel narazenia,
wehianiania, dystrybucii i toksyeznosci rodentycydéw antykoagulacyjnych (RA) dla
régnych gatunkéw zwierzgt. Szezegdlowo omawia rozne formy, w jakich RA sg dostepne,
oraz ryzvko zwiazane 2 ich stosowaniem, zardwno pierwotnym, jak 1 wtornym, dla
zwierzgt docelowyeh i nie docelowych podkreslajac ryzyko zwigzane z wibrnym

narazeniem zwierzal wolnozyjgeych.

Nastepna  czeé¢  tego  rozdzialu  obejmuje  amalityke  rodentycydow
antykoagulacyjnych w materiale biologicznym: zawiera szczegdlowe informacje na temat
poszezegdlnych technik  analitycznych oraz  preygotowania probek do analizy
instrumentalnej. Doktorant przedstawia ewolucje metod analitycznych, od klasycznych
technik spektrofotometryeznych po wspolezesne metody chromatografii cieczowej
spragzonej ze spektrometrig mas (LC-MS/MS), ktére sy obecnie standardem w analizie
tvch zwigzkéw. Dokladnie przedstawil rozne techniki analityczne i ich ewolucje w czasie
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ostatnich lat, Podkre€la znaczenia wyboru odpowiedniej techniki analitycznej dla

uzyskania wiarygodnych wynikéw w wymiarze potwierdzajgeym.

W koficowej czedei rozdziatu Doktorant skupia sig na kryteriach analitycznych dla
metod toksvkologicznych uzywanych do oznaczania rodentycydéw antykoagulacyjnych
(RA). Podkresla brak unormowaf prawnych dotyezaeych wymagan, kiore powinny
spelniaé metody analityezne w diagnostyce loksykologiczne), zwracajge uwage na
koniecznoéé walidacji metod zgodnie 2 przewodnikiem SANTE/12682/2019. Wskazuje na
koniecznosé stosowania metod walidowanych zgodnie z okreSlonymi kryteriami, co
zapewnia wiarygodnoéé wynikow i podkresla zalety lub niedostatki detektorow UW-¥is i
FLD oraz spekirometrii mas w zapewnieniu wysokiej selektywnosei i wykrywalnosci
analitéw. Zwraca uwage, ze obecny brak unormowan prawnych moie prowadzic do
niejednolitosei w ocenie metod analitycznych i ich przydatnosci w diagnostyce
toksvkologiczne]. Ponadto, Autor w swoich rozwazaniach wskazuje na problemy
zwiazane z efektem matryey w probkach poddanych rozkladowi gnilnemu, ktére mogg
wplywac na wyniki analiz,

Brak nadzoru nad  stosowaniem rodeniyeydéw antykoagulacyjnych i brak
monitorowania ich pozostalofel w zywnosci, moggee stanowié¢ potencjalne naraienie
zdrowia | #ycia zwierzat i ludzi, przyczynily sie do ukszialtowania celu niniejszej
rogprawy doktorskiej. Majge powyzsze na uwadze, Doktorant postanowil opracowad
i zwalidowaé metode analityczna do oznaczania rodentycyddw antykoagulacyjnych, kidra
pozwolilaby diagnozowaé zatrucia zwierzgt oraz ocenié ryzyko posrednich zatru¢ zwierzat
drapieznych.

Do osiggniecia tego celu Doktorant postanowil:

- zastosowaé technike chromatografii cieczowej polgczong ze spektrometriy mas do

potwierdzenia obecnodei rodentyeydéw antykoagulacyjnych w materiale biologicanym,

- zwalidowa¢ opracowane procedury zgodnie z wymogami dia metod stosowanych

w diagnostyce toksykologicznej,

- analizowaé probki z przypadkow zatrué zwierzgt w latach 2018 — 2022, ktérych
podejrzewann, e przyczyna s rodentycydy antykoagulacyine,
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- ocenié potencjalne narazenia zwierzat drapieznych na zatrucia posrednie rodentycydami

antykoagulacyjnymi w Polsce.

W rozdzigle ,Material i metodyka badan™ wynoszgeym 19 stron zawarie sa
eksperymentalne aspekty przeprowadzonych przez Doktoranta badan. Rozdzial ten
wzhopacony jest o dwie ryciny. W ramach pracy nad meiodg oznaczania rodentycydow
antykoagulacyjnych w materiale biologicznym, Doktorant podjal szereg  dzialan
zwiazanych z przygotowaniem i analiza probek. Wybral watroby i surowice jako material
badawczy, ze wzgledu na ich przydatnosé w wykrywaniu RA. Pozyskal probki od rédnych
gatunkéw zwierzat, w tym ptakow drapieznych i padlinozemych, myszy, psow i kotow.

W dalszej czedei rozdziatu Doktorant opisal postgpowanie z probkami do badan oraz
samieéeil informacje nl substancii i roztwordw wzorcowych stosowanych wo tych
badaniach. Ponadto, zamiescil informacje nt. uzytych odezynnikéw, materialow,
aparatury, sprzetu laboratoryjnego i stosowanych metod analityeznych. W pracy nad
metodami oznaczania rodentycyddw antykoagulacyjnych w materiale biologicznym
Doktorant zastosowal dwie gléwne metody: przesiewows i potwierdzajgca, ktore poddal
walidacy.

Szczegélowe przedstawienie procedur metodycenych, zawartych w tym rozdziale,
powinien pozwolié osobie bieglej w technikach chromatograficznych i spektrometrii mas

odtworzy¢ badania.

Rozdzial . Przebicg i wyniki badan” zajmuje 40 stron i zawiera opis procedur
oraz wyniki analiz umieszezonveh w ofmiu tabelach i trzydziestu rycinach. Doktorant
opisuje przebieg opracowania metody oznaczania rodentycydow antykoagulacyjnych,
ktdry obeimowal kilka kluczowych ctapdw, w tym optymalizacje warunkow detekeji za
pomocg  techniki  spektrometrii  mas, optymalizacji  warunkow rozdzialu
chromatograficznego, optymalizacji warunkéw eksirakeji | czyszezenia ekstraktow,
optymalizacji doboru stosowanych sorbentow, kiére byly nastgpnie wykorzystywane
w dalszej analizie jakodciowej i llosciowe], W dalszej czgsei rozdzialu Doktorant opisuje
wyniki walidacji metody oznaczania rodentycydow antykoagulacyjnych w watrobie
i surowicy. Nastgpnie przedstawia wyniki analiz probek pochodzgeych od pakdw
drapieznych i padlinozernych, wyniki analiz préb pochodzycych od pséw 1 kotdw oraz

mysz wolnozyjgeych.
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Wyniki tych badar, jednoznacznie podkreslajg potrzebe monitorowania i kontroli
stosowania rodentycydow, a takze innych substancji silnie toksycznych (karbaminiany),
aby zapobiega¢ przypadkom zatrué zwierzat domowych. Ponadio, moga one bye
wykorzystane do dalszych badan nad wplywem tych substancji na zdrowie i srodowisko.
Dyskusja na temat metod oznaczania rodentyeydéw antykoagulacyjnyeh (RA) podkresla
znaczenie postepu w technikach analitycznych dla  weterynaryjnej diagnostyki
toksykologicznej. Rozwdj tych technik umo2liwil identyfikacje zatrué zwierzqt przez RA
oraz inne substancje toksyczme, co jest kluczowe dla ochrony zdrowia zwierzgt

i drodowiska.

Podsumowujae, przedstawione wyniki badan wskazujg na skrupulatne i metodyczne
podejécie Doktoranta do opracowania metody analitycznej, ktdra ma na celu zapewnienie
dokladnego i wiarygodnego oznaczania rodentyeyddw aniykoagulacyjnych w materiale
biclogicznym w wymiarze potwierdzajgcym. Dzigki temu mozliwa bedzie skuteczna
diagnostyka toksykologiczna oraz ocena ryzyka zatru¢ podrednich. Nalezy podkreslic, ze
prezentowane ., Wyniki” potwierdzaja, e autor bardzo dobrze opanowal warsziat

badawezy i swobodnie postuguje sie nowoczesnymi technikami analityeznymi.

W rozdziale . Dyskusja” doktorant na 26 stronach skonfrontowal swoje wyniki
7 wynikami uzyskanymi przez innych autoréw i w jasny sposob wyeksponowat oryginalne
wyniki wiasne, co dowodzi nie tylko dobrego opanowania tematyki badawczej ale takze
oczytania, oraz dojrzalosci w umigjetnym kierowaniu sig logicznym wywodem, w ktorym
watne miejsce pelni celne dobieranie argumentow z pismiennictwa naukowego.
Informacje zawarte w tym rozdziale z pewnoscig przyezynig sig do lepszego zrozumienia
problematyki zwigzanej z zatruciami rodentycydami antykeagulacyjnymi zwierzgt
towarzyszacych i welnozyjgcyh.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Autor sformulowal szeéciu syntetycznych
whnioskéw  koficowvch  podkreslajgeych  wainod¢  wplywu  rodentycydow
antvkoagulacyjnych (RA) na zdrowie zwierzat i $rodowisko. Podkreslajg koniecznost
dalszych badafi nad skutkami ekspozycji zwierzat na RA oraz poirzebg opracowania
strategii ograniczajgcej ich stosowanie. Zwracaja uwagy na konieczno$t ochrony

biaréznorodnodei i ekosystemow poprzez kontrolowane uzycie RA,

Podsumowujae, praca lek. wet, Bartosza Sella jest bardzo starannie przygotowang
rozprawg  doktorska, ktora wnosi wartoSciowy wklad w dziedzing Toksykologii
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i Ekotoksykologii, Przedstawia kompleksowe spojrzenie na problematyke rodentycyddw
antykoagulacyjych, ich wplyw na srodowisko i zdrowie zwierzat. Analizuje obecnost
i wplyw tych substancji w laficuchach pokarmowych, zwracajac uwage na ich diugotrwalyg
obecnodé w tkankach i narzadsch zwierzat oraz ryzyko zatrué widrnych. Podkresla
koniecznosci stosowania metod analitycznych w  wymiarze potwierdzajgcym do
wykrywania rodentycydéw ze wzgledu na istotne znaczenie dla ochrony zdrowia zwierzgt
i srodowiska. Temat jest szczegolnie aktualny i wazny, biorge pod uwagg rosngee obawy
dotyczace bezpieczenstwa ckologicznego oraz welerynaryjngj ochrony zdrowia
publicznego. Szczegblowy opis metod analityeznych i wynikéw badan wskazuje na
gruntowne podejécie do tematu. Jestem przekonany, ze rozprawa ta wnosi znaczgey whiad
w rozwdj nauki. Gratuluje Autorowi pracy oraz obu promotorom za osiggnigeia i wspolng

prace nad tym waznym tematem.

7 obowigzku recenzenta pragng zwrocié uwage na drobne uchybienia zauwazone
przeze mnie podezas czytania rozprawy, ktore powinny zostaé poprawione przy oddaniu
pracy do druku,

W dalszej czedei ostatniego akapitu na stronie 30 zauwazylem okreslenie SKrgZenie
wewnatrzwatrobowe” eytuje: , Zhydrolizowane metabolity, zanim dostang si¢ do krgzenia
ogdlnego, poddawane sg koniugacji z kwasem glukuronowym w trakeie krazenia
wewnatrzwatrobowego”, Sugeruje Doktorantowi by w dalszym redagowaniu tematu ujgé
sprzeganie RA z kwasem glukuronowym w ramach reakeji drugiej fazy biotransformacji
zachodzgeych w hepatocytach.

Brak jest informacji o przeprowadzonej analizie statystycznej wynikéw, pomimo
duzej liczby badanyeh probek, W opinii recenzenta warto byloby pokusic sig
o przeprowadzenie proby okreslenia roznic statystycznie istotnych uzyskanych wynikow
stezefi rodentycyddw antykoagulacyjnych w tkankach i narzgdach zwierzgt objetych
badaniem. Podniosloby to wartos¢ wykonanych prac w kontekécie publikacji wynikéw w

renomowanych czasopismach naukowych.

Wniosek koncowy
Po dokladnym zapoznaniu sie z praca doktorskg lek. wet. Bartosza Sella uwazam,

se autor pracy posiadl wymagang znajomoéé warsztatu metodycznego, potrafi
te umiejetnodci odpowiednio wykorzystalé w pracy analitycznej, a otrzymane wyniki
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logicznie zinterpretowaé. W moim przekonaniu praca dokumentuje waine zagrozemie
ekspozycji zwierzat na toksyczne dziatanie rodentycydéw antykoagulacyjnych obecnych
w ckosystemach, & uwagi krytyczne dotycza jedynie usterck redakcyjnych 1 nie

umniejszaja wysokiej wartosci naukowej dysertacii.

Majac powyisze na uwadze pragng stwierdzié, ze przedstawiona mi do oceny
rozprawa doktorska lek. wet, Bartosza Sella pt. Zatrucia zwierzat rodentycydami
antykoagulacyjoymi — aspekty analityczne i ocena zagrozen”, w pelni odpowiada
warunkom stawianym rozprawom doktorskim, okredlonych w art. 13 ustawy z dnia
14 marca 2003r. z poiniejszymi zmianami O stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” i wnosz¢ do Wysokiej Rady
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynarii, Pafistwowego Instytutu Badawczego

w Pulawach wniosek o dopuszczenie lek. wet, Bartosza Sella do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Ponadto, majac na uwadze wysoki poziom meryloryczny oraz innowacyjnie wazny

charakter recenzowanej dysertacji wnioskuje o jej wyrdznienie stosowng nagroda.

Profdr Tiab. Jose Luis Valverde Piedra
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