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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

lek. wet. Anny Rykaczewskiej ,,Biotransformacja zearalenonu podawanego
w niskich dawkach oraz jego wplyw na wybrane wskazniki
endokrynologiczne i profil metaboliczny loszek”

Podstawg wykonania recenzji jest uchwata Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 15.05.2020 roku 1 pismo Zastepcy
Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria prof. dr hab. Andrzeja Koncickiego,
ktére otrzymano w dniu 16.06.2020 r.

Otrzymana do recenzji rozprawa na stopien doktora napisana przez lek. wet. Ann¢ Rykaczewska
sktada sie z autoreferatu, ktéry przygotowano w oparciu o wyniki badan przedstawione

w 2 publikacjach:

1. Anna Rykaczewska, Magdalena Gajecka, Michal Dabrowski, Anita Wisniewska, Justyna
Szcze$niewska, Maciej T. Gajecki, Lukasz Zielonka. Growth performance, selected blood
biochemical parameters and body weights of pre-pubertal gilts fed diets supplemented with
different doses of zearalenone (ZEN). Toxicon 2018, 152, 84-94; (IF 2.352 2017/2018; 30 pkt.
MNiSW);

2. Anna Rykaczewska, Magdalena Gajecka, Ewa Onyszek, Katarzyna Cieplinska, Michat
Dabrowski, Sylwia Lisieska-Zolnierczyk, Maria Buliniska, Andrzej Babuchowski, Maciej T.
Gajecki, Lukasz Zielonka. Imbalance in the blood concentrations of selected steroids in pre-
pubertal gilts depending on the time of exposure to low doses of zearalenone. Toxins 2019, 11(10),

561; (IF: 3.895 2018/2019; 100 pkt MNiSW).

Autoreferat sklada sie z 83 stron druku komputerowego, tacznie ze streszczeniami: polskim
i angielskim, spisem tresci, podsumowaniem i pi$miennictwem, ktdre pozwolito Doktorantce na

przeprowadzenie dyskusji z wynikami badan prowadzonych przez innych autoréw. Zebrane
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w tabelach oraz na zilustrowane rycinami wyniki dokumentujg zakres badan wykonanych nad
biotransformacja niskich dawek zearalenonu oraz jego wptyw na wybrane wskazniki endokrynne

1 profil metaboliczny loszek.

We wprowadzeniu Doktorantka omoéwita problem wystepowania mikotoksyn w paszach
z uwzglednieniem zearalenonu (ZEN) i jego wplywu na organizm zywy, a w szczegdlnosci na
estrogenne dzialanie poprzez wigzanie z receptorami estrogenowymi w ukladzie rozrodczym,
blonie $luzowej jelit, jak réwniez w podwzgoérzu, przysadce mozgowej oraz w gruczole
mlekowym. Ponadto wskazano na procesy metaboliczne, ktore prowadzg do powstania
a-zearalenolu (a-ZEL) posiadajacego 3—4-krotnie wyzszg aktywnoscig w poréwnaniu do zwigzku
macierzystego, B-zearalenolu (B—ZEL) i kilku innych metabolitoéw. Zgodnie z przyjeta koncepcja
pracy w dalszej czesci wprowadzenia Doktorantka skupia si¢ na zaleznosciach zachodzacych
pomigdzy zastosowang dawka a uzyskanym efektem wyjasniajac przy tym pojecie najnizszej
mierzalnej dawki (MABEL), ktdra nalezy rozumie¢ jako wartos¢ wywotujacg odwrotny efekt do

wczesniej stwierdzanego.

Nastepnie przedstawiono cel badan, ktére mialy doprowadzi¢ do weryfikacji hipotezy, czy dawki
zearalenonu na poziomie MABEL, NOAEL i LOAEL podawane drogg pokarmowg przez

okreslony przedzial czasowy moga wywolywac nastepujgce zmiany:

e jakosciowo/ilosciowe w procesach biotransformacji zearalenonu;

stezen we krwi obwodowej wybranych hormonow steroidowych;

profilu metabolicznego;

e przyrostdw masy ciala - u niedojrzaltych plciowo loszek.

W czescei ,,Material i metody” przedstawiono uktad doswiadczenia na zwierzetach (w tym badanie
paszy na obecno$¢ mikotoksyn), badanie biotransformacji ZEN (biodostepno$é ZEN i jego
metabolitow), ocen¢ wskaznikow endokrynnych (stezenia estradiolu, progesteronu
1 testosteronu), ocene profilu metabolicznego we krwi obwodowej (wskazniki biochemiczne:
stezenie glukozy, st¢zenie bialka catkowitego aktywnos¢ aminotransferazy asparaginowej (AST),
aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej (ALT), aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej (AP), stezenie
cholesterolu calkowitego, st¢zenie P-in, st¢zenie Fe, stezenie bilirubiny catkowitej, stezenie
mocznika, BUN) oraz ocen¢ masy ciala loszek. Opisano sposob pobierania i przygotowania
probek do badan oraz warunki wykonania poszczegdlnych analiz. Kazdy z wyznaczanych

parametréw poddawany byl stosownej analizie statystycznej.
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W rozdziale ,,Wyniki” omdéwiono rezultaty wykonanych badan, ktdre zestawiono w tabelach
i zilustrowano na rycinach. W trakcie wykonywania badan nie obserwowano klinicznych objawow
mikotoksykozy ZEN, natomiast stwierdzono wystepowanie ilosciowych i jakosciowych roznic
w procesie przemian  metabolicznych mikotoksyny. Z tym, ze po najnizsze] dawce
w poczatkowym etapie doswiadczenia nie wykryto obecnosci produktow metabolizmu ZEN
w stezeniach wyzszych od granicy oznaczalno$ci stosowanej metody, natomiast w srodkowym
i koncowym - gtlbwnym metabolitem byl B-ZEL. Z ryciny 1 jednoznacznie wynika, ze najwyzsze
stezenia ZEN w surowicy loszek wystepowaly w 21 dniu (D2) narazenia, zas w 42 dniu (D3) byty
nizsze, ale wystepujace roznice nie byly istotne statystycznie. Z przedstawionych na tej rycinie
danych mozna tez wywnioskowaé, ze kinetyka przemian metabolicznych w duzej mierze mogta
by¢ zalezna od zastosowanej dawki i czasu, w ktorym monitorowano zachodzace przemiany. Przy
najwyzszej dawce 15 mg/kg (ZEN 15) po 21 dniach (D2) narazenia zawarto$¢ obu metabolitow

byta mniejsza niz przy pozostalych dawkach i innych dniach pobrania krwi.

W grupach zwierzat doswiadczalnych nastepowal wzrost stezenia estrogenu, ktéremu
towarzyszylo obnizenie zawartosci progesteronu i testosteronu. Ponadto uzyskane wyniki
wskazujag na niewielkie, lecz statystycznie istotne zmiany wybranych wskaznikach profilu
metabolicznego krwi (ALT, AST, ALP, cholesterol, bilirubina, glukoza, biatko catkowite, zelazo,
BUN i mocznik) u badanych zwierzat. Poczynajac od 4 wazenia, przyrosty masy ciata loszek byly

wyzsze w grupach narazonych na ZEN w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Rozdzial ,,Dyskusja” zostal podzielony na pie¢ podrozdziatow, w ktoérych omawiane sa
poszczegolne elementy badan skladajgcych sie dysertacje. W pierwszym ,.Zearalenon i1 jego
metabolity” dyskutowane sg procesy biotransformacji mikotoksyny w organizmie niedojrzatych
plciowo loszek. Doktorantka wskazuje, ze przy najnizszej dawce w poczatkowym okresie
narazenia  nie stwierdzano obecnos$ci metabolitow ZEN przypisujac to niskiej podazy
endogennych hormonow sterydowych przy rownoczesnym wysyceniu zapotrzebowania mtodych

loszek.

Whbrew niektorym, wezesniejszym badaniom stwierdzano, ze konsekwencja trwajacego narazenia
ZEN byta obecnos$é¢ nie tylko substancji macierzystej, ale i obu metabolitow ZEN z tym,
ze B-ZEL wystepowal w badanej surowicy w wyzszych stezeniach, co zostalo wytlumaczone
miedzy innymi jako zwiekszony popyt na zwiazki o wysokiej aktywnosci estrogennej, ktorymi sa
a-ZEL i ZEN. Analizujac uzyskane wyniki Doktorantka wskazuje tez na fakt, ze procesy

biotransformacji przy zastosowanych dawkach nie przebiegaly identycznie, a substancja
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macierzysta (ZEN) i powstale metabolity mogly by¢ wykorzystywane w mniejszym lub wiekszym
stopniu przez organizm loszek (jak np. przy dawce MABEL).

W czesci ,,Hormony sterydowe” Doktorantka podkresla zasadnos¢ doboru dawek ZEN, ktore
mialy istoty wptyw na wysokos$¢ stezen estradiolu, progesteronu i testosteronu w surowicy loszek,
co wydaje by¢ bardzo istotne w czasie dluzszego narazenia na t¢ mikotoksyne. Dyskutowany jest
wplyw zmian stezen testowanych hormonéw na prawidlowe funkcjonowanie organizmu mtodych
niedojrzatych plciowo loszek. Miedzy innymi przedwczesny wzrost stezenia progesteronu moze
skutkowaé¢ podwyzszong receptywnoscig endometrium. W przypadku testosteronu zauwazono
wprost proporcjonalng zaleznos¢ pomiedzy wystepujacymi w surowicy stezeniami tego hormonu
a przyrostem masy ciala zwierzat. Zastanawiajace s3 natomiast wysokie stezenia testosteronu

oznaczone w koncowym etapie doswiadczenia.

Z czesci ,Profil metaboliczny” wynika, ze badane podczas niskodawkowej mikotoksykozy
wskazniki biochemiczne krwi majg tendencje spadkowa, co moze by¢ efektem kompensacji
polegajacej na pobudzeniu lub wyhamowaniu ich aktywnosci. Na stonowanie przebiegu proceséw

przemiany materii maja rowniez wpltyw zwiekszone przyrosty masy ciala.

W ostatnim podrozdziale ,,Przyrosty masy ciala” Doktorantka dyskutuje kwestie rozbieznych
wynikéw, z ktérych z jednej strony wynika, ze ZEN nie wplywa na mase ciala, $redni dzienny
przyrost, czy tez zernos¢, a z drugiej, ze ZEN ma wplyw na przyrosty masy ciala zwierzat
pobierajacych pasze zawierajacag te¢ mikotoksyne. Wskazujgc przy tym, ze efektem narazania
loszek niskimi dawkami ZEN jest jego bezposredni kontakt z blong sluzowg jelit po pobraniu pasz
przez zwierzgta, dlatego tez  wzrost masy ciala zwierzat doswiadczalnych byl wigkszy

w pordwnaniu grupy zwierzat kontrolnych.

Cze$¢ eksperymentalng pracy zamyka podsumowanie, w ktorym Doktorantka wskazuje na
specyfike interakcji zachodzgcych pomiedzy matymi dawkami ZEN a organizmem miodych
loszek. Podkreslana jest przy tym odmiennos$¢ reakcji, w tym ilosciowe roznice pomiedzy
gléwnymi metabolitami, a mianowicie a-ZEL i B-ZEL, w tych badaniach okazalo si¢, ze gtldwnym
metabolitem jest B-ZEL, co moze przyczyniac si¢ do nieznacznego zwickszania przyrostow masy
ciala i spowalniania dojrzewania plciowego loszek. Poczatkowe niskie stezenia ZEN 1 brak
metabolitow w surowicy sugeruje fizjologiczne zapotrzebowanie organizmu loszek na egzogenne
substancje estrogenopodobne. Natomiast wyzsze dawki ZEN prowadza do wystepowania tzw.

"wolnego ZEN", ktory moze powodowa¢ miedzy innymi zanik jajnika czy pozorna ruj¢. Wyniki
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badan moga sugerowaé zastosowanie B-ZEL jako biomarkera niskodawkowej dlugotrwalej

mikotoksykozy zearalenonowej u niedojrzatych ptciowo loszek.

Przestawiona do recenzji uchwalg Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, praca doktorska lek. wet. Anny Rykaczewskiej wychodzi
naprzeciw aktualnym potrzebom wspolczesnej medycyny weterynaryjnej, ktore zwigzane sg
z potrzeba diagnozowania skutkow dlugotrwalego narazenia mlodych zwierzat na aktywne

substancje skazajace materialy paszowe i pasze w matych, pozornie oboj¢tnych dawkach.

Do badan zastosowano wlasciwe postgpowanie metodyczne, ktore wykonano zgodnie z ogdlnie
przyjetymi wymaganiami. Dobor pismiennictwa i przeprowadzona dyskusja wskazujg na
znajomos¢ problematyki zwigzanej ze $rodowiskowym narazeniem na substancje obce,
a w szczeg6lnosci oddzialywania malych dawek na organizm mlodych zwierzat. Przebieg
dyskusji wskazuje, ze Doktorantka wlasciwie postuguje si¢ pismiennictwem z zakresu badan

prowadzonych w ramach recenzowanej pracy.

W trakcie wykonywania recenzji nie znalaztem uchybien, ktore moglyby mie¢ istotny wpltyw na
jakos¢ wykonywanych badan. Tym nie mniej znalaztem kilka niedociagni¢¢, ktore mozna zaliczy¢
do redakcyjnych, a nie merytorycznych, miedzy innymi zamienne stosowanie slowa ,,0socze”

w miejsce ,,surowica”, czy ,,endokrynologiczny” zamiast ,.endokrynny”.

Na podstawie dokonanej analizy przedstawionej do zaopiniowania pracy doktorskiej lek. wet.
Anny Rykaczewskiej stwierdzam, ze odpowiada ona warunkom okreslonym w art. 13 ust. 1
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. 22014 r. poz. 1852 ze zm., Dz. U. 22015 r. poz. 249) i moze by¢ przyjeta,

jako rozprawa na stopien doktora w dziedzinie nauki rolnicze dyscyplina weterynaria.

Jednoczesnie majac na uwadze zakres i oryginalno$¢ wykonanych badan, zastosowanie
nowoczesnych technik analitycznych oraz uklad doswiadczen gwarantujgcy uzyskanie

wiarygodnych wynikéw wnioskuje o wyrdznienie pracy doktorskiej lek. wet. Anny

Rykaczewskiej. //
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