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RECENZJA

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

Podstawa formalna: recenzja zostala wykonana na podstawie uchwaly Rady Naukowej
Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 15
maja 2020 roku.

Zearalenon (ZEN) jest jednag sposrdd najczesciej spotykanych w tkankach roslin i zwierzat
mykotoksyng czyli metabolitem wtdérnym, wytwarzanym przez liczne grzyby plesniowe z
rodzaju Fusarium, gtownie: F. graminearum, F. culmorum, F. semitectum, F. equiseti, F.
cerealis, F. crookwellense. Grzyby z rodzaju Fusarium naleza do najczgsciej izolowanych
patogenow upraw rolniczych na swiecie. Sa one przyczyna olbrzymich strat gospodarczych,
ktore wynikaja z wysokiej ich patogennosci i toksynotworczosci, dlatego tez uznano je za
jedne z najgrozniejszych grzyboéw toksynotwoérczych. Fusaria infekuja uprawy roslinne o
podstawowym znaczeniu gospodarczym dla cztowieka, ktore czgsto wykorzystywane w
zywieniu zwierzat gospodarskich. Mykotoksyny produkowane przez grzyby z rodzaju
Fusarium do ktérych naleza m.in. zearalenon, deoksyniwalenol, fumonizyny, bowercyna czy
tez monilinoformina czesto okreslane sa mianem mykotoksyn fuzaryjnych, ktore
charakteryzujg si¢ wysoka zootoksycznosciag i fitotoksycznosciag. Dlatego obecnos¢ myko-
toksyn fuzaryjnych w paszy moze powodowac wystapienie stanéw chorobowych zwanych
mykotoksykozami, ktorych przebieg oraz charakter moze zaleze¢ od wielu czynnikow.
Kliniczne objawy mykotoksykozy wywotanej przez jedna z mykotoksyn fuzaryjnych jaka jest
zearalenon sa bardzo zrdznicowane i zalezg przede wszystkim od wielkosci dawki ale tez od
docelowego gatunku zwierzecia, jego plci, wieku i stanu fizjologicznego. Ze zwierzat

gospodarskich gatunkiem najbardziej wrazliwym na dziatanie tej toksyny jest trzoda chlewna
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Pod wzgledem chemicznym zearalenon jest f-rezorcyno-laktonem, ktéry w swojej strukturze
obok pierscienia rezorcynowego zawiera makrocykliczny pierscien laktonowy, ktérego ukfad
przestrzenny podobny jest do ukfadu hormonoéw sterydowych. Dlatego tez zearalenon jest
jedng z najsilniej dzialajacych, niesteroidowych substancji o charakterze estrogennym
wystepujacych w przyrodzie. Po wchionigciu z przewodu pokarmowego zearalenon ulega
biotransformacji do czynnych metabolitow z ktérych alfa-zearalenol wykazuje znacznie
wyzsza aktywnos¢ niz zwiazek macierzysty. Dzigki obecnosci w swojej budowie chemicznej
makrocyklicznego pierscienia laktonowego zearalenon i niektére z jego metabolitow
wykazujg wysokie powinowactwo do obu receptorow estrogenowych ER-alfa i ER-beta, ktore
wystepuja w tkankach (uktadzie rozrodczym, btonie sluzowej jelit, gruczole mlekowym oraz
strukturach osrodkowego ukfadu nerwowego jakimi sa przysadka mozgowa czy tez
podwzgérze). ZEN i jego metabolity konkurujac z endogennym estradiolem nasladuja
aktywnos¢ hormonow piciowych (estrogenéw) prowadzac nawet przy diugotrwatej
ekspozycji do hyperestrogenizmu czy tez zwigkszonej $miertelnosci trzody chlewnej.
Ponadto  zearalenon podobnie jak inne  mykotoksyny charakteryzuja  si¢
immunotoksycznoscia w stosunku do struktury narzadéw limfatycznych jak rowniez funkcji
wielu komorek immunologicznych co manifestowaé si¢ moze zwigkszona zapadalnoscia na
infekcje wywotane przez rézne czynniki patogenne, wystgpowaniem choréb o podiozu
autoimmunologicznym lub alergicznym, zaburzen w ukfadzie krwiotworczym czy tez
obnizeniem odpornosci przeciwnowotworowej.

Dlatego tez wybrany przez Doktorantke problem naukowy dotyczacy oceny wplywu
przewlektej ekspozycji niskich dawek zearalenonu podawanego doustnie niedojrzatym
piciowo loszkom na biotransformacje tej mykotoksyny oraz wydzielanie hormondw
jajnikowych a takze profil metaboliczny zwierzat eksperymentalnych, ktory stanowi
rozprawe doktorska, nalezy uzna¢ za wazny, aktualny, oryginalny, a takze w istotny sposob
uzupetniajacy wiedze o oddziatywaniu tej mykotoksyny na organizm trzody chlewne;,
gatunku zwierzgcia gospodarskiego charakteryzujacego si¢ wysoka wrazliwoscia na jej

dziatanie.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska lek. wet Anny Rykaczewskiej zostata wykonana
w Katedrze Prewencji Weterynaryjnej i Higieny Pasz Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem naukowym prof. dr hab.
nauk wet. Magdaleny Gajeckiej oraz przy wspdtudziale promotora pomocniczego dr nauk

wet. Michata Dabrowskiego. Badania zostaty sfinansowane ze srodkow dotacji Konsorcjum



Naukowego KNOW .. Zdrowe Zwierzg-Bezpieczna Zywno$¢™” uzyskanych zgodnie z decyzja
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.

Cykl dwoch oryginalnych, wspdtautorskich prac tworczych opublikowanych w latach 2018
oraz 2019 w jezyku angielskim w renomowanych czasopismach naukowych bedacych w
bazie Journal Citation Reports sktada si¢ na rozprawe¢ doktorska lek. wet. Anny
Rykaczewskiej pt” Biotransformacja zearalenonu podawanego w niskich dawkach oraz jego

wplyw na wybrane wskazniki endokrynologiczne i profil metaboliczny loszek™ .

Calo$¢ dokumentu przedstawionego jako praca doktorska zawiera w kolejnosci: strong
tytulowa, streszczenie pracy w jezyku polskim, streszczenie pracy w jezyku angielskim, spis
tresSci opracowany w sposob bardzo szczegotowy z podanymi odpowiednimi stronami,
nastgpnie dane bibliograficzne oraz kserokopie opublikowanych dwdch prac oryginalnych z
zataczonymi po kazdej oswiadczeniami Doktorantki oraz pozostalych Wspotautoréw o Ich
indywidualnym wktadzie i procentowym udziale w powstaniu kazdej publikacji, opracowanie
w jezyku polskim opisu wykonanych badan, ktére zawiera rozdziaty typowe dla prac
doktorskich o charakterze eksperymentalnym a wigc wprowadzenie stanowigce wstep, w
ktorym naswietlony jest podjety problem badawczy, cel pracy, materiat i metody, wyniki
badan, dyskusj¢, podsumowanie badan oraz pismiennictwo. Rozdziaty takie jak wstep,

materiat i metody oraz wyniki badan zawieraja odpowiednie podrozdziaty.

Pierwszy artykut wchodzacy w sktad rozprawy doktorskiej lek.wet. Anny Rykaczewskiej
zatytutowany ,.Growth performance, selected blond biochemical parameters and body”
weights of pre-pubertal gilts fed diets supplemented with different doses of zearalenone (ZEN)
zostal opublikowany w 2018 roku w czasopi$mie Toxicon, ktorego IF wynosit w roku
opublikowania 2.352 a liczba punktéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego 30, z
kolei artykut drugi zatytutowany ,,/mbalance in the blond concentrations of selected steroids
in pre-pubertal gilts depending on the time of exposure to low doses of zearalenone” zostat
opublikowany w 2019 roku w czasopismie Toxins, ktorego IF w roku opublikowania wyniost
3.895 a liczba punktéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego 100. W obu artykutach
Doktorantka jest pierwszym Autorem, a Jej wkiad pracy w powstaniu w/w publikacji wyniost
odpowiednio 54 i 55% i polegal, zgodnie z zamieszczonymi o$wiadczeniami, na wykonaniu
eksperymentu, analiz laboratoryjnych i wspétudziale w opracowaniu manuskryptéw. Na
podstawie zataczonych o$wiadczen licznych Wspdétautorow, bo w pierwszym artykule oprécz

Doktorantki Wspotautorami jest 6 pracownikdw naukowo-dydaktycznych, natomiast w



drugim 9 0s6b, przy czym wysoce istotny wktad w powstaniu obu manuskryptéw bo po 25 %
ma Promotor recenzowanej rozprawy doktorskiej, ktdra jest jednoczesnie autorem
korespondencyjnym a indywidualny wktad pracy w powstanie obu manuskryptow polegat na
opracowaniu koncepcji badawczej, przegladu pismiennictwa oraz rowniez wspotudziale w
opracowaniu artykutu. Z kolei wktad Promotora pomocniczego byl minimalny i wynosit
odpowiedni 5 i 2% i polegal na wykonaniu eksperymentu. Wedlug mojej opinii jako
Recenzenta przedstawione oswiadczenia Wspotautorow, ktore stanowia integralng czes¢
wybranej formy pracy doktorskiej, zostaly przygotowane w sposéb trudny do
zaakceptowania, poniewaz zgodnie z wymogami stawianymi rozprawom doktorskim, praca
doktorska powinna stanowi¢ oryginalne rozwiazanie problemu naukowego, przedstawic
wiedze teoretyczng Kandydata do stopnia naukowego doktora w danej dyscyplinie naukowej,
znajomos$¢ literatury przedmiotu oraz umiej¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. Zatem bardzo trudno sobie wyobrazi¢ i zaakceptowa¢, ze Doktorantka nie miata
istotnego udzialu w opracowaniu koncepcji badawczej. wyborze cytowanych pozycji
piSmiennictwa co warunkuje odpowiednie przygotowanie merytoryczne Doktoranta do
podjetego tematu badawczego, jak rowniez nie miata istotnego udzialu w odpowiedzi na
przestane przez redakcje recenzje obu manuskryptow. Przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska obejmuje badania, ktore stanowia kontynuacje tematu badawczego realizowanego
od wielu lat przez zespdt naukowy Katedry Prewencji Weterynaryjnej i Higieny Pasz
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie to
pomimo wymagane jest, zeby wkiad twdrczy Doktorantki w koncepcyjnym przygotowaniu

postawionych zadan badawczych byt istotny.

Celem przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej byto zweryfikowanie hipotezy, czy
dawki zearalenonu typu MABEL. NOAEL i LOAEL., podawane doustnie niedojrzatym
piciowo loszkom przez szes¢ tygodni, moga indukowa¢ zmiany: 1) jakosciowo/ilosciowe w
procesach biotransformacji zearalenonu; 2) stezen we krwi obwodowej wybranych hormonow
steroidowych; 3) profilu metabolicznego i 4) przyrostow masy ciala loszek

eksperymentalnych.

Z analizy danych przedstawionych w rozdziale Materiaty i Metody wynika, ze Doktorantka
przyjeta 5 pg /kg masy ciata/dobe jako wielkos¢ dawki MABEL (minimal anticipated
biological effect level), nie podajagc zadnego uzasadnienia ani danych doswiadczalnych
wskazujacych na zasadno$¢ przyjetej wartosci badanej mykotoksyny jako dawki MABEL. W
roku 2007 Europejska Agencja Lekéw (EMEA) przyjeta projekt wytycznych w sprawie
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wykonywania pierwszych badan klinicznych na ludziach ochotnikach (badania kliniczne 1
fazy) produktow medycznych potencjalnie wysokiego ryzyka. EMEA zalecilo, aby przy
produktach wysokiego ryzyka stosowac system najnizszej przewidywanej dawki wywotujacej
skutki biologiczne czyli MABEL, ktdra stanowi przewidywana wielkos¢ dawki powodujacej
najmniejsze biologiczne oddziatywanie na ludzi;: EMEA zauwaza, ze przy jej okreslaniu
nalezy uwzgledni¢ takie czynniki bezpieczenstwa, jak nowatorski charakter substancji
aktywnej, jej stezenie biologiczne i sposob dziatania. Co wigcej, badane leki powinny by¢
podawane powoli, jesli to mozliwe jako powolne infuzje w okresie kilku godzin, a pacjenci
powinni by¢ pod staranng obserwacja. Oczywiscie oznaczenie wartosci MABEL dla
zearalenonu jest mozliwe, ale wymaga wykonania odpowiednich eksperymentdw na
docelowym gatunku zwierzat. Kolejna wielko$¢ dawki w przedstawionym uktadzie
doswiadczalnym do dawka NOAEL ( no observed adverse effect) a wigc najwyzsza wielkos¢
dawki danej substancji podanej systemowo, ktora nie wywoluje objawdw niepozadanych.
Doktorantka za wartos¢ NOEL zearalenonu dla niedojrzatych piciowo loszek przyjeta dawke
10 pg /kg /dobe co nalezy uzna¢ za poprawne biorac pod uwage badania Bauera i wsp.
opublikowane w Tierarztliche Praxis, 1987, 15, 33-36, pomimo, ze Komitet ekspertow ds.
dodatkéw do zywnosci (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives - JECFA)
przyjal, ze dla ukfadu rozrodczego $win najwyzsza dawka zearalenonu, ktdra nie powoduje
wystepowania szkodliwego efektu zdrowotnego (NOAEL) wynosi 40 pg /kg/dobe. W obu
opublikowanych manuskryptach wchodzacych w skfad rozprawy doktorskiej dawka 10
ug/kg/dobe jest podana jako dawka NOAEL, natomiast w przedstawionym w jezyku polskim
opracowaniu (str 43) jest podana nieprawidtowa informacja, ze dawka NOAEL wynosi 15 pg
/kg/dobe, a dawka LOAEL (lowest adverse effects level) najnizsza dawka zearalenonu
wywotujaca dziatanie niepozadane u swin wynosi 10 pg/kg/dobe co byloby nielogiczne
dlatego traktuje to jako artefakt a nie btad merytoryczny. Przyjecie wielkosci dawki LOAEL
zearalenonu dla niedojrzatych ptciowo loszek w wysokosci 15 pg/kg/dobg powinno by¢ przez
Doktorantke wyjasnione i udokumentowane, poniewaz w dokumencie zatytulowanym
Opinion of the Scientific Committee on Food on Fusarium Toxins part 2: Zearalenone (ZEA)
opublikowanym 22 czerwca 2000 roku podano informacje ze wielkos¢ dawki LOAEL
zearelononu dla prosiat wynosi 200 pg/kg/dobe. Wybdr wielkosci dawek zearalenonu w
wysokosci 5, 10 i 15 pg /kg/dobe, uwazam za prawidlowy, lecz bezpiecznej byloby okresli¢,
ze zastosowano dawke NOAEL badanej mykotoksyny (bo to zostato udokumentowane) oraz
dwie inne dawki stanowigce o 50% dawke nizsza (5 pg /kg/dobe) oraz o 50% dawke wyzsza
(15 pg /kg/dobe) niz ustalona dawka NOAEL zearalenonu.
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Maszynopis polskiej wersji rozprawy doktorskiej obejmuje 46 stron, w ktérych zawarte jest 5
zestawien tabelarycznych i 18 rycin, a wlasciwie 22 ryciny poniewaz rycina 5, 6, 7 i 8
podzielone zostalty na osobne czgs¢ A i B oraz 107 pozycji piSmiennictwa. Zardwno
zestawienia tabelaryczne jak rowniez ryciny odpowiednio ponumerowane i opisane zostaty
umieszczone w kolejnych rozdziatach dysertacji co istotnie utatwia czytelnikowi zrozumienie
trudnych i wielowatkowych zagadnien przedstawionych w powyzszej dysertacji. Na
szczegblng uwage zashuguje fakt, ze wykorzystane przez Doktorantke przy pisaniu dysertacji
piSmiennictwo  obejmuje jedynie pozycje anglojezyczne stanowigce oryginalne prace
tworcze, ktdre sa bardzo aktualne bo opublikowane zostaty w ostatnim dziesigcioleciu a wigc
w latach 2010-2020, jedynie 4 pozycje zostaty opublikowane w latach 2003-2008. Powyzsze

$wiadczy o bardzo rzetelnym przygotowaniu do podjetego tematu badawczego.

Nalezy stwierdzié, ze zakres badan podjetych przez Doktorantke jest stosunkowo szeroki. o
wysokim znaczeniu przede wszystkim poznawczym jak réwniez aplikacyjnym co w
przysztosci moze zostaé wykorzystane w procesie monitorowania stanu zdrowotnego trzody
chlewnej. Przedstawione przez Doktorantke wielokierunkowe cele badawcze, wymagaty
opracowania licznych uktadéw doswiadczalnych, ktére zostaty zrealizowane w formie
dynamicznej polegajacej na kilkukrotnym oznaczeniu zaprojektowanych wskaznikow w
czasie 6 tygodniowego narazenia niedojrzalych pitciowo loszek na niskie dawki badanej
mykotoksyny fuzaryjnej. Dobdor metod badawczych w  zaplanowanych uktadach

doswiadczalnych zostal wykonany prawidtowo.

Rozdziat Wprowadzenie do wykonanych badan zostat opracowany przez Doktorantke w
sposob  poprawny, a jego tres¢ Swiadczy o wilasciwym teoretycznym przygotowaniu
Doktorantki do podjecia powyzszego tematu badawczego. Opracowany przez Doktorantke
rozdzial ,,Materiat i metody” oraz ‘Wyniki badan” jest opracowany w sposéb logiczny i
zwiezty, ale nie pozbawiony pewnych zastrzezen. Przedstawienie zaprojektowanych testow
stuzacych do oznaczenia wybranych wskaznikow nie budzi zastrzezen, chociaz zgodnie z
przekazang informacje wiekszos¢ z nich zostalo wykonane poza macierzysta jednostka
Doktorantki tj. w Instytucie Innowacji Przemystu Mleczarskiego w Mragowie gdzie
oznaczane zostaly stezenia zearalenonu i jego dwdch metabolitow alfa-zearalenolu oraz beta-
zearalenolu oraz w Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk
w Olsztynie gdzie zostalo oznaczone stezenie estradiolu ~w osoczu krwi loszek
eksperymentalnych oraz w Laboratorium Analitycznym Szpitala Miejskiego w Olsztynie

gdzie zostalo oznaczone stezenie progesteronu i testosteronu w osoczu krwi loszek
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eksperymentalnych poddanych dziataniu badanej mykotoksyny przez okres 6 tygodni w 3
dawkach. Mam nadzieje, ze Doktorantka brala czynny udzial w ich wykonaniu. Dla mnie
jako Recenzenta bedacego farmakologiem weterynaryjnym kontrowersyjne sa okreslenia

podane w rozdziale Materiat i Metody : 3.2.2 Ocena bioaktywnosci ZEN i jego metabolitéw

(str 44) oraz w rozdziale Wyniki 4.3 Biodostepnos¢ zearalenonu i jego metabolitéw we krwi

obwodowej (str 48), poniewaz Doktorantka oznaczata st¢zenia we krwi obwodowej

zearalenonu i jego dwdch metabolitow alfa-zearalenolu oraz beta-zearalenolu po 7. 21 oraz

42 dniach po codziennym podaniu badanej mykotoksyny w dawkach 5. 10 i 15 g /kg/dobe.

Zatem Doktorantka nie oznaczata aktywnosci biologicznej substancji macierzystej i jej dwoch
metabolitow ani tez biodostgpnosci substancji macierzystej. bo biodostepnosci metabolitow
nie mozna oznaczy¢ znajac definicje biodostepnosci. Biodostepnos¢ leku czy w tym
przypadku badanej mykotoksyny okresla jaka czg¢s¢ dawki badanego zwiazku (z danej postaci
farmaceutycznej podanej pozanaczyniowo) ulega wchianianiu i z jaka to nastepuje
szybkoscig. Oznacza to, ze do poznania biodostepnosci badanej substancji nalezaloby
oznaczy¢ jej podstawowe wskazniki farmakokinetyczne u danego gatunku zwierzgcia a wigc
u niedojrzatych piciowo loszek tj. 1) C max — maksymalne st¢zenie zearalenonu w osoczu; 2)
T max — czas po jakim maksymalne st¢zenie wystapi; oraz AUC (Area Under Curve) czyli
pole pod krzywa zaleznosci stgzenia badanego zwiazku we krwi od czasu, a parametr ten
informuje o catkowitej ilosci danego zwigzku, jaka zostata wchlonigta do organizmu. Zwykle
oznacza si¢ te wskazniki po wprowadzeniu pojedynczej dawki leku, rzadziej po wielokrotnym

podaniu.

Rozdziat Dyskusja jest napisany bardzo poprawnie, w sposdb rzeczowy i rzetelny
Doktorantka podejmuje w tym rozdziale polemike z danymi naukowymi na powyzszy temat,
ktore zostaty opublikowane przez innych autordw z innych osrodkdw naukowych zaréwno
macierzystego jak i  obcych polskich i  zagranicznych.  Szkoda, ze poprawnie
udokumentowane wyniki badan nie doprowadzily do skonstruowania wnioskow, ktdre
zwyczajowe stanowig odpowiedz na zatozone cele badawcze. Doktorantka dotaczyta tekst
zawierajacy opisowe podsumowanie przeprowadzonych badan, ktérego analiza moze

stanowi¢ pozytywna odpowiedz, ze zaprojektowane cele badawcze zostaty osiagnigte.

Uwazam, ze praca lek. wet. Anny Rykaczewskiej zatytulowana : ,,Biotransformacja
zearalenonu podawanego w niskich dawkach oraz jego wplyw na wybrane wskaZniki
endokrynologiczne i profil metaboliczny loszek.” odpowiada wymogom stawianym

rozprawom doktorskim zawartym w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
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stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z
2017 r. poz 1789). Na podstawie przeprowadzonej oceny dysertacji doktorskiej wnioskuj¢ do
Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w
Olsztynie o dopuszczenie lek. wet. Anny Rykaczewskiej do dalszych etapéw postgpowania

kwalifikacyjnego dla uzyskania stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie weterynaria.
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Prof. dr hab. Bozena Obminska-Mrukowicz



