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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr inz. Pauliny Markowskiej-Bunki

pt. ,Charakterystyka farmakokinetyczna wybranych pochodnych izoksazolin u kur
niosek oraz ocena udzialu transporteréw wyplywowych P-gp/ABCB1 i BCRP/ABCG2
w farmakokinetyce fluralaneru”
wykonanej Katedrze Farmakologii i Toksykologii Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, pod kierunkiem Pana promotora
prof. dr. hab. Tomasza Maslanki oraz Pana promotora pomocniczego dr. n. wet. Huberta
Zidtkowskiego.
Podstawe formalng wykonania niniejszej recenzji stanowi Uchwata Rady Naukowej
Dyscypliny weterynaria Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 2 lipca
2026r.

1. Ocena ogélna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 175 stron i zostala przygotowana
w klasycznym ukladzie rozprawy eksperymentalnej. Jej tematyka obejmuje farmakokinetyke
czterech pochodnych izoksazolin: fluralaneru, sarolaneru, lotilaneru i afoksolaneru u kur niosek

oraz probg oceny udziatu transporterow wyplywowych P-gp i BCRP w farmakokinetyce
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fluralaneru. Praca obejmuje réwniez optymalizacje i rewalidacje metody UPLC-MS/MS
umozliwiajgcej jednoczesne oznaczanie badanych zwigzkow w osoczu. Cele te zostaty jasno
okreslone i logicznie powigzane z zaplanowanymi zadaniami badawczymi.

Temat rozprawy uwazam za aktualny i istotny zaréwno z poznawczego, jak
i praktycznego punktu widzenia. Farmakokinetyka pochodnych izoksazolin zostata stosunkowo
dobrze poznana u zwierzat towarzyszacych, natomiast dane dotyczace drobiu sg znacznie
bardziej ograniczone. Autorka slusznie zwraca uwage na ograniczong mozliwosé
bezposredniego ekstrapolowania parametréw farmakokinetycznych pomiedzy gatunkami.
~Jednoczesnie zaprojektowanie badan w jednolitych warunkach eksperymentalnych stwarza
mozliwos¢ rzeczywistego poréwnania czterech przedstawicieli tej samej grupy chemiczne;j.

Na podkreslenie zasluguje réwniez polaczenie klasycznej charakterystyki
farmakokinetycznej z probg oceny mechanizméw transportowych mogacych wptywaé na

ekspozycje fluralaneru.

2. Ocena czeSci teoretycznej

Uklad pracy jest logiczny i przejrzysty. Rozprawa obejmuje Wykaz wazniejszych
skrotow, Streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim (Abstrakt), Wstep (24 strony), Cele
i hipotezy badawcze (9 stron), Materialy i metody (14 stron), Wyniki (56 stron), Dyskusje (15
stron), Wnioski, Spis rycin (1-13), Spis tabel (1-63) oraz PiSmiennictwo (132 pozycje).

Wstep rozprawy jest obszerny i zostal przygotowany na podstawie bogatego
pismiennictwa. Autorka przedstawilta wiasciwosci fizykochemiczne badanych substancji, ich
mechanizm dziatania, dost¢pne dane dotyczace farmakokinetyki oraz informacje dotyczace
procesOw wchianiania, dystrybucji, metabolizmu i eliminacji.

Trafnie przedstawiono problematyke farmakokinetyki izoksazolin w kontekscie ich
wysokiej lipofilnosci, znacznego stopnia wigzania z bialkami oraz szerokiej dystrybucji
tkankowej. Autorka prawidlowo wskazuje réwniez na ograniczenia wynikajace
z porownywania danych uzyskanych w réznych gatunkach i z zastosowaniem réznych postaci
farmaceutycznych.

Warto podkreslic umiejetnosé spojrzenia Doktorantki na podjeta problematyke
z réznych stron. Swiadczy to o doglebnym przemysleniu tematu i bardzo szerokiej wiedzy
teoretycznej Doktorantki. W tej czgsci rozprawy Doktorantka potwierdzita rdwniez aktualno$é

1 znaczenie podj¢tego tematu badan.
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3. Ocena celu i hipotez badawczych

Cele pracy zostaly sformulowane poprawnie i odpowiadajg zakresowi
przeprowadzonych badan.

Szczegblnie wartosciowy jest pierwszy cel, dotyczacy porownania farmakokinetyki
czterech pochodnych izoksazolin po podaniu dozylnym i doustnym. Zastosowanie jednakowej
dawki oraz wspdlnego modelu eksperymentalnego pozwolito ograniczy¢ wptyw czynnikéw
metodologicznych utrudniajgcych poréwnywanie danych pochodzacych z réznych
doswiadczen.

Drugi cel, dotyczgcy transporteréw P-gp i BCRP, ma charakter bardziej eksploracyjny.
Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwos¢ udzialu mechanizméw transportowych
w ksztaltowaniu ekspozycji fluralaneru. Jednoczesnie Autorka stusznie zachowuje ostroznosé
w formulowaniu ostatecznych wnioskow, wskazujgc, ze pelne potwierdzenie udziatu
konkretnych transporterow wymagaloby zastosowania bardziej swoistych modeli
eksperymentalnych.

Natomiast trzeci cel dotyczy optymalizacji i rewalidacji wielosktadnikowej metody
UPLC-MS/MS.

4. Ocena materialu i metod

Materiat badawczy jest dobrze scharakteryzowany, a zaplanowane doswiadczenia sg
rozbudowane. Badania obejmowaty 80 kur niosek ISA Brown, podzielonych na grupy
eksperymentalne (10 grup po 8 zwierzat), w ktorych oceniano farmakokinetyke czterech
badanych substancji po podaniu IV (4 grupy) i PO (4 grupy) oraz wpltyw elakrydaru
i oksytetracykliny (2 grupy) na farmakokinetyke fluralaneru. Warunki utrzymania byly
kontrolowane, a zwierzgta podlegaly codziennej obserwacji klinicznej. Badania uzyskaty zgode
wlasciwej komisji etycznej.

Za mocna strong pracy uwazam bardzo rozbudowany harmonogram pobierania probek.
Pozwolilo to na stosunkowo dokfadne scharakteryzowanie zaréwno poczatkowej fazy po
podaniu, jak i dlugotrwatego utrzymywania si¢ badanych substancji w organizmie.

Zastosowanie analizy niekompartmentowej do oceny parametréw farmakokinetycznych
jest wlasciwe. Wyznaczono m.in. AUC, AUMC, MRT, Cmax, tmax, Cl, Vss, kel, t¥2 oraz F.

Badania farmakokinetyczne wymagajg precyzji w planowaniu i wykonaniu czgsci
eksperymentalnej. Ich prowadzenie wskazuje, ze Doktorantka jest bardzo dobrze przygotowana

do samodzielnego prowadzenia badan naukowych, rdwniez od strony organizacyjne;j.
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5. Ocena metody analitycznej

Czg$¢ dotyczaca metody analitycznej zostala wykonana starannie. Opracowana
wezesniej metoda zostata zoptymalizowana i zrewalidowana w celu jednoczesnego oznaczania
czterech pochodnych izoksazolin. Oceniono m.in. liniowos$¢, dokladnosé, precyzje, LOD,
LLOQ, odzysk, selektywnos¢ oraz efekt matrycy.

Zastosowanie jednego, odpowiednio dobranego standardu wewngtrznego oraz
ujednolicenie warunkéw analitycznych dla wszystkich badanych substancji zwieksza
porownywalnos¢ uzyskanych wynikéw farmakokinetycznych. Zakres kalibracji obejmowat
1-2500 ng/mL, a przedstawione wyniki wskazuja na spelnienie przyjetych kryteriow
akceptacji.

Na podstawie przedstawionych danych mozna uzna¢, ze zastosowana metoda zapewnia
odpowiednig jako$¢ i wiarygodno$¢ oznaczen, stanowigcych podstawe dalszej analizy

farmakokinetyczne;j.

6. Ocena wynikéw farmakokinetycznych

Wyniki zostaly przedstawione szczegétowo i w sposob pozwalajacy na ocene zardwno
srednich wartosci parametrow farmakokinetycznych, jak i zmienno$ci obserwowanej pomiedzy
poszczegdlnymi ptakami. Cennym elementem jest przedstawienie danych dla kazdego
zwierzgcia, co umozliwia ocene rzeczywistej zmiennosci osobniczej, widocznej szczegdlnie w
przypadku takich parametréw jak AUC czy MRT.

Istotng wartoscig przeprowadzonych badan jest mozliwo$¢ bezposredniego poréwnania
czterech pochodnych izoksazolin w jednolitych warunkach eksperymentalnych. Wykazano, ze
mimo bliskiego pokrewienstwa strukturalnego zwiazki te nie tworza u kur niosek jednorodne;
grupy farmakokinetycznej, a réznice dotycza zaréwno dystrybucji, jak i eliminacji oraz
ekspozycji ogdlnoustrojowe;.

Na uwage zastuguja réznice w parametrach dystrybucji po podaniu dozylnym.
Fluralaner osiggal najwyzsze Cmax oraz najnizsze wartosci Vss i Varea, podczas gdy pozostate
zwigzki wykazywaly wigksze objetosci dystrybucji. Jeszcze wyrazniejsze rdznice
obserwowano w zakresie eliminacji. Sarolaner charakteryzowat si¢ najwyzszymi warto$ciami
MRT i ti/2kel oraz najdluzszym czasem utrzymywania si¢ oznaczalnych stgzen, natomiast
lotilaner najwyzszym klirensem i najszybsza eliminacja.

Roéwniez po podaniu doustnym wykazano istotne réznice pomiedzy badanymi
substancjami. Sarolaner charakteryzowal si¢ najwigksza ekspozycja ogdlnoustrojowsg i

najdtuzszym srednim czasem przebywania w organizmie, podczas gdy lotilaner wykazywat
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odmienny profil zwigzany z szybsza eliminacjg. Istotne roznice dotyczyty réwniez dostepnosci
biologicznej, gdzie najwyzsza warto$¢ F uzyskano dla sarolaneru, natomiast afoksolaner
rdwniez wykazywat wigksza dostepnos¢ niz fluralaner.

Autorka prawidlowo zwraca uwagg, ze na przebieg wchtaniania i ekspozycje moga

wplywa¢ warunki podania, w tym czynniki zywieniowe.

7. Ocena badan dotyczacych transporterow P-gp i BCRP

Ta cze$¢ rozprawy jest wyjatkowo interesujgca i stanowi warto$ciowe rozszerzenie
klasycznej analizy farmakokinetyczne;.

Zastosowanie elakrydaru oraz oksytetracykliny pozwolitlo na oceng¢ ich wptywu na
profil stezenie—czas fluralaneru oraz poszczegdlne parametry farmakokinetyczne. Po
zastosowaniu elakrydaru obserwowano zwigkszenie ekspozycji fluralaneru, szczegdlnie
widoczne w wartosciach AUC i1 F, co wskazuje na mozliwo$¢ udzialu mechanizméw
transportowych w ksztaltowaniu jego farmakokinetyki.

Interpretujac te wyniki, nalezy jednak zachowa¢ pewna ostroznos¢. Zastosowany model
nie pozwala na jednoznaczne rozdzielenie udziatu P-gp i BCRP ani na okreslenie, czy
obserwowane zmiany wynikajg przede wszystkim ze zwigkszenia wchianiania, czy rowniez ze
zmian w procesach eliminacji. Autorka jest tego $wiadoma i sama wskazuje na potrzebe
zastosowania w przysztosci bardziej swoistych modeli eksperymentalnych. Jest to zatem raczej
mocny, interesujacy wynik pilotazowy wskazujacy na potencjalny udziat transporteréw niz

ostateczne potwierdzenie ich roli.

8. Ocena dyskusji

Dyskusje oceniam wysoko. Doktorantka sprawnie konfrontuje wiasne wyniki z
dostepnymi danymi literaturowymi, wskazujac zar6wno podobienstwa, jak i rdznice w
profilach farmakokinetycznych badanych zwigzkéw. Prawidlowo zwraca uwage na
ograniczenia wynikajagce z réznic gatunkowych, formulacyjnych oraz warunkow
przeprowadzania poszczegélnych badan. Bardzo trafnie przedstawiono réwniez problem
poréwnywania preparatow handlowych z czystymi substancjami stosowanymi w badaniach
eksperymentalnych, co ma istotne znaczenie dla wiasciwej interpretacji uzyskanych wynikow.

Pozytywnie oceniam takze sposdb omawiania wynikéw dotyczacych transporterow.
Doktorantka wiasciwie uwzglednia ograniczenia interpretacyjne zastosowanego modelu i nie
traktuje uzyskanych wynikow jako ostatecznego dowodu udziatu P-gp i BCRP, lecz wskazuje

na potrzebe dalszych badan z wykorzystaniem bardziej swoistych modeli eksperymentalnych.
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Jednoczesnie przedstawia problematyke farmakokinetyczna w szerszym kontekscie procesow
warunkujacych dyspozycje badanych zwigzkéw, w tym potencjalnego udziatu transporterow
wyplywowych w ksztaltowaniu ekspozycji ogélnoustrojowe;j fluralaneru.

Dyskusja jest zatem merytoryczna, logiczna i dobrze powigzana z uzyskanymi
wynikami. Swiadczy o dobrym przygotowaniu Doktorantki w zakresie farmakokinetyki oraz
umiejetnosci krytycznej interpretacji wlasnych wynikéw na tle pismiennictwa.

Przedstawione wnioski zostaty sformulowane w sposéb prawidlowy i jednoznacznie
wskazujg, ze zalozone cele pracy zostaly osiggniete. Wnioski znajduja uzasadnienie

w zaprezentowanych wynikach i stanowig logiczne podsumowanie przeprowadzonych badan.

9. Uwagi do rozprawy i pytania do Doktorantki
- W tekscie wystepuja pojedyncze uchybienia interpunkcyjne, np. na str. 35 ,,...zaréwno u kur
niosek jak i ptakow...”
- W bibliografii s3 trzy rézne publikacje Walther z 2014 r.: Walther et al. 2014a, Walther et al.
2014b i Walther et al. 2014c. Tymczasem w tekscie kilka razy pojawia sie: ,,Walther i wsp.,
2014” bez litery. To jest niejednoznaczne.
- W tekscie wystepuje: ,,Zhou i wsp., 2022” ale w bibliografii: ,,Zhou, X., Hohman, A. E., &
Hsu, W. H. (2021). Current review...” I co wazniejsze, dane bibliograficzne w rozprawie sa
nieprawidlowe: 2021; 44(3), 329-348.
Publikacja jest faktycznie: Zhou X, Hohman AE, Hsu WH. 2022. Current review of isoxazoline
ectoparasiticides used in veterinary medicine. Journal of Veterinary Pharmacology and
Therapeutics, 45(1), 1-15.
Czyli tutaj trzeba poprawi¢ zaréwno rok, jak i tom, numer i strony. Co wigcej, w réznych
miejscach rozprawy cytowane jest Zhou 2021, a w innych Zhou 2022. Nalezy ujednolicié
wszystkie na Zhou i wsp., 2022.
- EMA 2022b — brak pozycji w bibliografii. W tekscie:,,...preparat Exzolt ... zawierajgcy m.in.
glikol dietylenowo monoetylowy oraz polisorbat 80 (EMA, 2022b)...”
Natomiast w bibliografii nie ma zadnej pozycji European Medicines Agency z 2022 r. Wykaz
zawiera 2014a, 2014b, 2015, 2017a—c, 2019, 2024 1 2025. Nie ma 2022a ani 2022b.
- Trzy pozycje w bibliografii wygladajg na niecytowane

e Chen C.H. (2012) i Wick et al. (2010) — nie znalaztam cytowania w tekscie.

e Kuchler K. (1999) — pozycja wystgpuje w bibliografii, ale nie jest przywotana w tekscie.
- Ujednolicitabym ,,i wsp.” / ,,i in.” W pracy wystepuja réwnolegle:

e . Enomoto i wsp.” i,,Enomoto i in.”
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e ,Markowska-Bunka i wsp.” i,,Markowska-Burika i in.”
- Jak Doktorantka interpretuje uzyskanie wartosci dostepnosei biologicznej fluralaneru

przekraczajacej 100% po zastosowaniu elakrydaru? (106,85%) i jakie mogg byé przyczyny?

10. Ocena koncowa
Przedstawiona rozprawa doktorska mgr inz. Pauliny Markowskiej-Bunki stanowi
oryginalne i wartosciowe opracowanie naukowe, wnoszace nowe informacje dotyczace
farmakokinetyki pochodnych izoksazolin u kur niosek.
Na szczeg6lne podkreslenie zastuguja:

o aktualnos¢ podjetej problematyki;

oryginalny charakter badan;

e bardzo duzy zakres materiatu eksperymentalnego;

e przeprowadzenie poréwnawczej charakterystyki farmakokinetycznej czterech
pochodnych izoksazolin w ujednoliconych warunkach eksperymentalnych, obejmujacej
okredlenie i pordwnanie parametréw farmakokinetycznych po podaniu IV i PO oraz
wskazanie istotnych réznic pomi¢dzy badanymi zwigzkami

e podjecie proby wyjasnienia mechanizméw transportowych moggcych wpltywaé na
farmakokinetyke fluralaneru;

e opracowanie i rewalidacje wieloskladnikowej metody UPLC-MS/MS umozliwiajacej
jednoczesne oznaczanie badanych substancji.

Pomimo przedstawionych uwag, ktére maja przede wszystkim charakter redakcyjny

i ewentualnie dyskusyjny, nie podwazaja one wartosci naukowej przeprowadzonych badan ani
zasadniczych wnioskéw rozprawy.

Podsumowujgc, rozprawa doktorska mgr inz. Pauliny Markowskiej-Bunki pt.
,»Charakterystyka farmakokinetyczna wybranych pochodnych izoksazolin u kur niosek oraz
ocena udziatu transporteréw wyptywowych P-gp/ABCB1 i BCRP/ABCG2 w farmakokinetyce
fluralaneru” zawiera oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, dokumentuje umiejetnosé
samodzielnego planowania i prowadzenia badan oraz $§wiadczy o dobrym przygotowaniu
Doktorantki w zakresie farmakologii, farmakokinetyki i metod analitycznych oraz o szerokiej
wiedzy teoretycznej w dyscyplinie weterynaria. Stwierdzam zatem, ze przedstawiona rozprawa
spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (t.j. Dz.U. z 2024 r. poz. 1571 z p6zn.
zm.). W zwiazku z powyzszym, wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria UWM
w Olsztynie o dopuszczenie mgr inz. Pauliny Markowskiej-Bunki do dalszych etapow
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postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Ze wzgledu na zakres, oryginalnos¢ i wartosé

naukowg przeprowadzonych badan uwazam réwniez, ze rozprawa zastuguje na wyréznienie.
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