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RECENZJA
rozprawy doktorskiej lek. wet. Wojciecha Trybowskiego
pt. ,, Wplyw jednoczesnego podawania toksyny T-2 i zearalenonu na ksztaltowanie si¢
odsetka wybranych subpopulacji limfocytéw B i T oraz wydzielanie cytokin

w Scianie jelita biodrowego Swin”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Katedrze Prewencji
Weterynaryjnej i Higieny Pasz Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Warmifisko-Mazurskiego w Olsztynie. Promotorem pracy jest dr hab. Kazimierz Obremski,
prof. UWM, promotorem pomocniczym - dr wet. inz. Pawet J. Wojtacha.

Podstawg formalna wykonania recenzji stanowi uchwata Rady Naukowej Dyscypliny

Weterynaria Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 15 grudnia 2023 r.

Mikotoksyny to wtdme metabolity grzybow gtownie z rodzaju Aspergillus,
Penicillium 1 Fusarium. Ze wzgledu na fakt, ze mikotoksyny moga zanieczyszcza¢ pasze dla
zwierzat, jak rowniez produkty spozywcze przeznaczone dla ludzi, moga powodowaé rdzne
niekorzystne skutki zdrowotne i stanowi¢ powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat,
zwlaszcza gospodarskich. Niekorzystne dziatania mikotoksyn obejmuja zaréwno ostre
zatrucie, jak 1 skutki dtugoterminowe, prowadzace m.in. do zaburzen funkcjonowania uktadu
odpornosciowego. Rozwdj plesni i w konsekwencji zanieczyszczenie mikotoksynami moze
nastapi¢ na roznych etapach pozyskiwania surowcdéw roslinnych oraz ich przechowywania.
Przy czym wigkszos¢ mikotoksyn jest stabilna chemicznie, nie ulega degradacji 1 moze

przetrwac procesy przetwarzania zywnosci czy materiatu paszowego. Wedtug WHO, wsrod



zidentyfikowanych kilkuset roznych mikotoksyn, najwieksze zagrozenie dla zdrowia ludzi i
zwierzat gospodarskich stanowia aflatoksyny, ochratoksyna A, patulina, fumonizyny,
zearalenon i niwalenol/deoksyniwalenol. W odniesieniu do zwierzat gospodarskich,
zanieczyszczenie pasz mikotoksynami to nie tylko zagrozenie zdrowia zwierzat, ale rowniez
problem o duzym znaczeniu ekonomicznym. Z badaf przeprowadzonych zaréwno in vitro jak
1 in vivo wiadomo, ze mikotoksyny, w tym toksyna T-2 oraz zearalenon (ZEN), wplywaja na
funkcjonowanie uktadu immunologicznego oraz bariery jelitowej. Zatem podjecie przez
Doktoranta tematu badawczego dotyczacego wptywu réwnoczesnego podawania toksyny T-2
oraz ZEN u swin jest uzasadnione i interesujace. Podjety problem naukowy jest prawidtowo
sformutowany i nadal aktualny.

Oceniana rozprawa doktorska jest podzielona w sposéb przyjety dla tego rodzaju prac
naukowych i zawiera: spis tresci, wykaz skrotow, streszczenie w jezyku polskim oraz w
jezyku angielskim, wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusje, wnioski oraz spis
literatury. Rozprawa doktorska liczy 74 strony, zawiera 21 rycin, 6 tabel oraz 154 pozycje
piSmiennictwa.

Wstep zostat podzielony na rozdziaty, co ufatwia czytelnikowi zapoznanie sie z
przedstawianym tematem. Doktorant umiejetnie wprowadza w tematyke badan, w pierwsze;
kolejnosci ogolnie nakreslajac problem zanieczyszczenia pasz mikotoksynami. Nastepnie
charakteryzuje trichoteceny i nalezaca do nich toksyne T-2 oraz opisuje jej dziatania
immunotoksycznp oraz wplyw na barier¢ jelitowa. W analogiczny sposdb zostal opisany
zearalenon: charakterystyka, dziatanie immunomodulujgce oraz wptyw na bariere jelitowa.
Uktad rozdzialow wstepu jest przemyslany. Jednak rozdziaty dotyczace dziatania
immunotropowego i wptywu mikotoksyn na bariere jelitowa, bardzo istotne biorgc pod uwage
cel pracy, przed publikacja badan wymagaja poprawek (uwagi ponizej). Dobrym pomystem
jest osobny rozdziat uzasadniajacy dobor dawek toksyny T-2 oraz ZEN. Wstep rozprawy
doktorskiej swiadczy o odpowiednim przygotowaniu merytorycznym Doktoranta i stanowi
wprowadzenie w tematyke badan oraz uzasadnienie ich przeprowadzenia.

Celem rozprawy doktorskiej jest ocena skutkoéw rownoczesnego doustnego podawania
niskich dawek toksyny T-2 oraz zearalenonu przez 14, 28 lub 42 dni na wybrane parametry
ukladu immunologicznego w $cianie jelita biodrowego $win. Dawka toksyny T-2 wynosita
14,5 pg/kg m. c./dziefi, co stanowi 50% dawki LOAEL, natomiast dawka ZEN wynosita 10
ug/kg m. c./dzien, co jest rowne dawce NOAEL.

Cel pracy zostat prawidtowy sformutowany i uzupelniony trzema celami szczegétowymi,

ktore dotycza oceny procesu ksztaltowania si¢ u loszek tolerancji pokarmowej poprzez
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pomiar stgzenia wybranych cytokin (cel 1) oraz poprzez okreslenie odsetka wybranych
subpopulacji limfocytow (cel 2), a takze oceny wplywu badanych mikotoksyn na odpowiedz
komorkowa zwigzang z limfocytami T CD8+ i IFN-y i odpowiedz humoralng/regulatorowg
zwiazang z limfocytami B2 oraz IL-4 (cel 3).

W czesci ,Materiat 1 metody” Doktorant opisuje sposéb przeprowadzenia
doswiadczenia oraz metodyke oznaczania badanych parametréw. Badania przeprowadzono na
loszkach rasy wielka biata polska. Grupa kontrolna oraz grupa otrzymujgca mikotoksyny
liczyty po 15 zwierzat. Grupa do$wiadczalna otrzymywata toksyne T-2 oraz ZEN w ww.
dawkach. Warto podkresli¢, ze dawke modyfikowano w trakcie do$wiadczenia uwzgledniajac
wzrastajgcg mase ciata zwierzat, co jest szczegOlnie istotne w przypadku duzego tempa
przyrostow masy ciata. W trzech punktach czasowych tj. po 14, 28 i 42 dniach podawania
toksyny T-2 oraz ZEN pobierano fragmenty $ciany jelita biodrowego od 10 loszek, tj. 5 z
grupy kontrolnej oraz 5 z grupy otrzymujacej mikotoksyny, w celu wykonania oznaczen.
Oznaczano stezenia nastgpujacych cytokin: IFN-y, IL-18, IL-2, IL-12/IL-23 p40, IL-4, IL-10,
TGF-B oraz odsetek limfocytow: CD2+, CD4+, CD8+, limfocyty podwdjnie pozytywne
CD4+CD8+, limfocyty $rodnabtonkowe TCRof+ oraz TCRyS+, komorki NK, limfocyty Bl
oraz B2. Zaproponowany schemat doswiadczenia jest prawidtowy, dobdr oznaczanych
parametréw uzasadniony. Metodyka badan zostata prawidtowo dobrana pod kgtem realizacji
zatozonych celow naukowych: stezenia cytokin oznaczano metodg ELISA, natomiast odsetki
limfocytow poszczegdlnych subpopulacji metodg cytometrii przeptywowej. W tej czesci
rozprawy Doktorant zamiescit tabele, ktére dostarczaja szczegdtowych informacii
dotyczacych skladu podawanych pasz, zestawow do oznaczania cytokin oraz uzytych
przeciwcial. W formie tabeli zestawiono rowniez oznaczane subpopulacje limfocytéw. Tabele
te sg wartoSciowym uzupelnieniem tej czesci rozprawy i rownoczesnie ulatwieniem dla
czytelnika. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze podawana zwierzetom pasza byta badana pod
katem zawartosci najwazniejszych mikotoksyn, co eliminuje btad zwigzany z ewentualnym
zanieczyszczeniem nimi paszy.

Otrzymane wyniki badan, poddane odpowiedniej analizie statystycznej, zostaty
szczegbtowo opisane przez Doktoranta oraz przedstawione na 16 czytelnych wykresach
stupkowych. Bardzo dobrym pomystem jest zamieszczenie w tej czesci rozprawy
przyktadowych cytogramoéw. Ta cze$¢ pracy jest przedstawiona w jasny, klarowny sposéb a

otrzymane wyniki prawidtowo opisane.



W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorant komentuje otrzymane wyniki badan, konfrontujac
je z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw. Dyskusja jest interesujaca, sposob jej
prowadzenia $wiadczy o odpowiednim przygotowaniu merytorycznym Doktoranta. Dyskusja
jest pogtebiona i dociekliwa zwlaszcza w odniesieniu do oznaczanych cytokin. W mniejszym
stopniu zwigzana jest z wynikami dotyczacymi subpopulacji limfocytéw, ten aspekt dyskusji
mogtby by¢ bardziej rozwiniety.

Przytoczone przez Doktoranta pismiennictwo jest aktualne i wiasciwie dobrane.
Doktorant stusznie odnosi si¢ do badaf dotyczacych mikotoksyn pochodzacych z roznych lat,
wlaczajac najnowsze publikacje. Doktorant wykazat odpowiednia znajomos¢ literatury
zwiazanej z tematem badawczym rozprawy doktorskiej.

W oparciu o przeprowadzone badania Doktorant sformutowat 4 interesujace wnioski,
w ktorych stwierdza, ze:

- rownoczesne podawanie toksyny T-2 oraz ZEN wplywa modulujaco na badane parametry;

- zmiany stezenia cytokin wskazuja na rozwijajacy sie stan zapalny;

- zmiany w subpopulacjach limfocytow wskazuja na nasilenie odpowiedzi komorkowe;

- wptyw jednoczesnego podawania T-2 oraz ZEN na uktad immunologiczny badanego
odcinka jelit jest negatywny.

Jednak wniosek trzeci nie jest w pelni zasadny, poniewaz zmiany statystycznie istotne w
grupie otrzymujgcej mikotoksyny dotycza jedynie subpopulacji limfocytow CD4+, komorek
NK oraz limfocytow B2, a nie wszystkich subpopulacji limfocytéw, ktére w tym wniosku sa

wymienione.

Po zapoznaniu si¢ z przedstawiona praca doktorska nasuwaja sie nastepujace uwagi.

- Jesli réznica pomiedzy grupami nie jest istotna statystycznie, to nie moze byé
interpretowana jako spadek czy wzrost spowodowany podaniem T-2 oraz ZEN. Jest to
zmienno$¢ wynikajaca z réznic indywidualnych, a nie spowodowana badanym czynnikiem.
Bledy tego typu pojawiajg si¢ w dyskusji na str. 56 w odniesieniu do IL-4, na str. 59 w
odniesieniu do IL-10, jak rowniez w trzecim wniosku pracy.

- We wstepie w uzasadnieniu wyboru dawek mikotoksyn Doktorant przywotuje regulacje UE
z 2006, 2011, 2013 1 2014 r. Tymczasem numer zgody Lokalnej Komisji Etycznej wskazuje
na zaplanowanie badan najpozniej w 2008 r. Zatem pdzniejsze regulacje nie mogty stanowic
uzasadnienia dla doboru dawek T-2 oraz ZEN.

- Zmiana paszy nastgpowata po osiagnieciu przez loszki masy 25 kg. Jednak w pracy brakuje

bardzo waznej informacji, w jakim momencie to nastepowato (zwtaszcza w odniesieniu do
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punktéw czasowych, w ktorych pobierano tkanki). Ponadto, wartosciowe bytoby uzupetnienie

pracy o dane dotyczace tempa przyrostu masy ciata zwierzat w badanych grupach.

- Skoro w dwoch celach szczegdtowych pojawia sie pojecie tolerancji pokarmowej, to brakuje
omoéwienia samego zjawiska tolerancji pokarmowej i szerszego odniesienia sie do tego w
dyskusji.

- W pracy nieprawidlowo uzywane sg stowa ,,dawka” oraz , stezenie”. Dawka odnosi sie do
ilosci substancji wprowadzanej do organizmu. W innych przypadkach, np. dotyczacych ilosci
mikotoksyn dodanych do hodowli komérkowych, powinno by¢ uzywane stowo , stezenie”
(ten btad pojawia si¢ np. w celu pracy czy w tekscie na str. 21). Podobnie nie powinno by¢
stosowane stowo ,,poziom” jako synonim , stezenia” (np. str. 29).

- Doktorant powotuje si¢ na zgode Lokalnej Komisji Bioetycznej do spraw Badafh nad
Zwierzgtami, tymczasem prawidlowa nazwa to: Lokalna Komisja Etyczna do Spraw
Doswiadczen na Zwierzetach.

- W dyskusji zbedny jest fragment dotyczacy opisu badan (str. 53).

- W pracy wystepuja dos¢ liczne literowki (np. str. 18 - | satratotoksynia” zamiast
»satratoksyna”, str. 35 - | 10%ul” zamiast ,,10%/ml”, str. 38 —, ng/mg” zamiast ,,pg/mg”, str. 57
- .kaludyna” zamiast ,,klaudyna”) oraz inne btedy jezykowe np.: ,,Splenocyty pozyskane od
myszy, a otrzymujace przez 14 dni per os toksyne T-2...” (str. 21) czy tez zdanie, z ktorego
wynika, ze regulacje UE zalecaja maksymalne poziomy mikotoksyn w paszach (str. 17).

- Na str. 32 blednie przywolana jest tabela 1 (sktad mieszanek paszowych podany jest w tabeli
2). Na str. 38 zamiast Ryc. 6 dotyczacej IL-18, zataczony jest wykres z Ryc. 7., ktory dotyczy
IL-2.

- Uwagi odnosza si¢ rowniez do aspektow zwigzanych z cytowaniem publikacji. W rozdziale
222 (str. 20) siedem cytowanych publikacji pojawia si¢ na koncu catego akapitu, co
znacznie utrudnia znalezienie konkretnych zacytowanych informacji, np. z ktérej publikacji
pochodza informacje o dawkach toksyny T-2 podawanych myszom. W tym samym rozdziale
niektore odniesienia sa nieadekwatne, np. na str. 21 opisane s3 badania in vivo dotyczace
doustnego podawania T-2 myszom, tymczasem zacytowana publikacja (Hymery i in. 2009)
dotyczy roznicowania si¢ ludzkich monocytéw w badaniach in vitro. Brak jest odniesien
literaturowych na str. 21 dotyczacych badan in vitro i wplywu T-2 na synteze cytokin (IL-2,
IL-4, IL-5) przez mysie splenocyty oraz wptywu T-2 po podaniu in vivo. Podobny problem
braku lub blednych odniesien literaturowych dotyczy rozdziatow 2.2.3., 2.3.1., 2.3.2; brak
odniesien dotyczacych badan na myszach z uzyciem deoksyniwalenolu (str. 22), badan na
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linii THP-1 (str. 26), badan na myszach z uzyciem ZEN (str. 28); bledne odniesienia:
cytowana publikacja Sergent i in. 2006 nie dotyczy linii IPEC-1 ani badan in vivo na myszach
(str. 22), publikacja Awad i in. 2012 dotyczy tylko badan na linii IPEC-J2, a nie linii Caco-2,
T84, HT29, IPEC-1 (str. 23).

Inne pomytki dotycza roku publikacji (str. 28 - Benthem de Grave 2016, str. 54 - Wang i in.
2017, str. 57 - Nakayama i in. 2020 oraz Zeuthen i in. 2007, str. 58 - Capaldo i Nusrat 2009,
str. 59 - Johnston i in. 2015), jak rowniez braku oznaczen ,,a” i ,b” przy publikacjach z
jednego roku (Obremski i in. 2015, Rogowska i in. 2019, Wang i in. 2019). Publikacja
Kasuga 1 in. 1998 zostala zacytowana w tekscie, a brak jej w spisie literatury. Publikacje
Mowat i Viney, 1997 oraz Twaruzek i in. 2021 sa ujete w spisie literatury, a nie zostaty
zacytowane w pracy. Niektore pozycje w spisie literatury wymienione sg dwukrotnie
(Benthem dr Grave i in. 2021, Bimczok i in. 2007, McCormick i in. 2011), pozycje 136-139
nie s3 wymienione w porzadku alfabetycznym.

- Uwagi odnosza si¢ rowniez do aspektow zwiazanych ze skrotami. Niektore skroty nie
zostaly uwzglednione w wykazie: np. IPEC-J2, ILC, TCR. Przy skrocie GALT pojawia sie
okreslenie w jezyku ang. ,mucosa-associated lymphoid tissue” zamiast “gui-associated
lymphoid tissue”. Brak dbatosci w zapisie skrétow, np. TNFa,, TGF, Caco — 2, IL-12/23p40,
zamiast: TNF-a, TGF-B, Caco-2, IL-12/IL-23 p40. Niektore skroty nie sg stosowane
konsekwentnie, np. w odniesieniu do populacji limfocytéw TyS w pracy stosowane sg skroty:
Tyd, Tyd+, TCRyd+ lub Tyd TCR+. Chociaz nie stanowi to btedu sensu stricto, to jednak
utrudnia zapoznawanie si¢ z przedstawianym tematem. Dotyczy to réwniez niektérych innych

skrotdéw, a przeciez powinny one utatwiaé, a nie utrudniac lekture rozprawy.

Podsumowujac, pomimo wymienionych uwag, przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska zawiera interesujace wyniki badan i stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
badawczego. Doktorant posiada odpowiednia wiedze teoretyczng i jest przygotowany do
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Wyniki badaf i wnioski z nich wyplywajace sa
wartosciowe W sensie poznawczym, poniewaz poglebiajg wiedze na temat wplywu
mikotoksyn na funkcjonowanie GALT. Otrzymane wyniki sa rowniez wartoSciowe w
aspekcie praktycznym, poniewaz wskazujg, ze bardzo istotne dla funkcjonowania GALT i w
efekcie dla zdrowia zwierzat moga by¢ konsekwencje jednoczesnego zanieczyszczenia pasz

toksyna T-2 oraz zearalenonem.



Stwierdzam, ze rozprawa doktorska lekarza weterynarii Wojciecha Trybowskiego pt.
,Wplyw jednoczesnego podawania toksyny T-2 i zearalenonu na ksztaltowanie si¢ odsetka
wybranych subpopulacji limfocytéw B 1 T oraz wydzielanie cytokin w S$cianie jelita
biodrowego $win” spetnia wymagania okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.) stawiane
kandydatom ubiegajgcym si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora i przedkladam Radzie
Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
wniosek o dopuszczenie lek. wet. Wojciecha Trybowskiego do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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