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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. PAULINY MARKOWSKIEJ-BUNKA

pt. ,Charakterystyka farmakokinetyczna wybranych pochodnych izoksazolin u kur niosek
oraz ocena udziatu transporterow wplywowych P-gp/ABCBI i BCRP/ABCG2 w
SJarmakokinetyce fluralaneru”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostala wykonana w Katedrze Farmakologii
i Toksykologii Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu Warminsko Mazurskiego w
Olsztynie pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Tomasza Maslanki oraz promotora

pomocniczego dr n. wet. Huberta Zidtkowskiego.

Podstawg formalng przygotowania recenzji jest uchwata z dnia 2 lipca 2026 . Rady Dyscypliny
Weterynaria Uniwersytetu Warminsko Mazurskiego w Olsztynie oraz pismo nr WMW-
DZ.5201.3.2026 Zastgpcy Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Warmifisko-Mazurskiego w Olsztynie, prof. dr hab. Krzysztofa Wasowicza z dnia
09 lipca 2026 1.

1. Charakterystyka ogélna rozprawy i zasadno$¢ podjetej tematyki

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Pauliny Markowskiej-Bunki dotyczy
farmakokinetyki czterech pochodnych izoksazolin — fluralaneru, sarolaneru, lotilaneru
i afoksolaneru — u kur niosek oraz oceny udziatu transporteréw blonowych P-gp/ABCB1
1 BCRP/ABCG2 w ksztaltowaniu farmakokinetyki fluralaneru. Integralnym elementem pracy
jest rOéwniez optymalizacja autorskiej, wieloskladnikowej metody UPLC-MS/MS,

umozliwiajacej jednoczesne oznaczanie tych zwigzkéw w osoczu ptakow.

Wybor tematu nalezy oceni¢ jako w pelni uzasadniony i aktualny. Pochodne izoksazolin
stanowig wspolczesnie jedna z najintensywniej rozwijajacych sie grup lekow
przeciwpasozytniczych, a inwazje Dermanyssus gallinae pozostajg jednym z powazniejszych
probleméw zdrowotnych i ekonomicznych wspolczesnej hodowli drobiarskiej. Doktorantka

trafnie zidentyfikowala istotng luke poznawcza: mimo ze europejski patent EP3878281B1



obegjmuje moziwos$¢ zastosowania u drobiu wszystkich czterech badanych zwiazkéw, dane
farmakokinetyczne dostgpne byly dotychczas wylgcznie dla fluralaneru, a mechanizmy
determinujgce losy tych substancji w organizmie ptakéw — w tym ewentualny udzial
transporteréw wyptywowych — pozostawaly catkowicie nierozpoznane. Podjecie tej
problematyki ma zatem wymiar zarOwno poznawczy, jak i praktyczny, istotny z punktu

widzenia racjonalnego, przysztego stosowania tej grupy lekow u drobiu.

2. Ccena wstgpu, prregladu piSmienkiciwa oraz sformulowania celéw i hipotez

badawczych

Rozdzial wprowadzajacy opracowano starannie i kompetentnie. Doktorantka w sposéb
logiczny przedstawia miejsce pochodnych izoksazolin wsréd lekéw przeciwpasozytniczych,
ich mechanizm dziatania oraz stan wiedzy o ich farmakokinetyce u zwierzat towarzyszacych i
— w bardzo ograniczonym zakresie — u drobiu, a nastgpnie przekonujgco uzasadnia potrzebe
podj¢cia badan nad udziatem transporteréw P-gp i BCRP. Na tej podstawie sformutowano trzy
cele b_qdquc_zg oraz odpowiadaj gce im trzy hipotezy, rozwinigte w osiem szczegétowych zadan
bad_awg:‘_zyci}.g Cele. hipotezy i zadanliAa‘sq spojne logicznie, precyzyjnie sformutowane i w pelni
weryﬁkowalne,‘co nalezy cceni¢ bardzo wysoko, gdyz utatwia to oceng stopnia realizacji

zatozen pracy.

Jedyng uwaga do tej czesci rozprawy jest to, ze zagadnienia fizjologicznych uwarunkowan
farmakokinetyki lekow u drobiu (specyfika przewodu pokarmowego, metabolizm watrobowy)
moglyby zosta¢ nieco szerzej rozwinigte juz na etapie wstgpu, co ulatwiloby wezesniejsza
interpretacje prezentowanych dalej wynikow. Uwaga ta ma jednak charakter wylacznie

redakcyjny, poniewaz odpowiednie watki zostaly ostatecznie szeroko i trafnie podjete w
dyskusji.

3. Ocena materialu i metod badawczych

Material i metody badawcze zaplanowano i opisano na bardzo wysokim poziomie
metodologiczinym. Badania przeprowadzono na 80 klinicznie zdrowych kurach nioskach linii
ISA Brown, za zgodg Lokalnej Komisji Etycznej w Olsztynie (Uchwala nr 26/P1/2023), z
zachowaniem wlasciwych standardow dobrostanu zwierzat. Zastosowano rozbudowany,
dziesigciogrupowy schemat doswiadczalny, obejmujacy podanie kazdej z czterech badanych
substancji zardwno drogg dozylna, jak i doustna, w tej samej dawce (0,5 mg/kg m.c.), a takze

dwie dodatkows grupy ocenizjgce wplyw elakrydaru i oksytetracykliny na farmakokinetyke



fluralaneru. Takie ujednolicenie warunkéw eksperymentalnych — ten sam gatunek, jednolite
dawkowanie, identyczna metoda analityczna — stanowi istotny walor metodologiczny pracy,
umozliwiajacy wiarygodne poréwnania migdzygrupowe. Na szczegdlne uznanie zashiguje
opracowanie — jak podkresla sama Doktorantka, pierwszej na swiecie — stabilnej formulacji do
podania dozylnego wszystkich czterech silnie lipofilnych pochodnych izoksazolin (uktad
DMSO/Tween 80/etanol), co samo w sobie stanowi wartosciowe osiagniecie metodyczne,

niezalezne od dalszych wynikow farmakokinetycznych.

Rozbudowany harmonogram pobierania probek krwi, obejmujacy punkty czasowe od 5 minut
do 25 dni po podaniu, pozwolit na rzetelne wyznaczenie parametréw opisujacych zaréwno
wezesna, jak i pézng faze eliminacji badanych zwiazkow, co ma istotne znaczenie w przypadku
substancji o dlugim okresie pétrwania. Analize farmakokinetyczng oparto na metodzie
niekompartmentowej, a analize statystyczng poprzedzono wlasciwg weryfikacja zatozen (test
Shapiro-Wilka, test Levene’a) przed zastosowaniem jednoczynnikowej analizy warianciji z
testem post-hoc Tukeya — jest to podejécie metodologicznie poprawne i adekwatne do

charakteru uzyskanych danych.

Czgs¢ metodyczna dotyczaca optymalizacji i rewalidacji metody UPLC-MS/MS zashluguje na
wyréznienie. Zmiana zrodla jonizacji z ESI na APCI, zastosowanie deuterowanego lotilaneru-
D4 jako standardu wewnetrznego oraz uproszczenie procedury przygotowania probek do etapu
precypitacji biatek, przy jednoczesnym zachowaniu parametréw walidacyjnych zgodnych z
wytycznymi EMA i FDA (liniowos¢, dokladnos¢ i precyzjia na poziomach
L_LOQ/LQC/IQC/MQC/_HQC, LOD, efekt przenoszenia, odzysk, selektywnosé, efekt
matrycy), s’Wiad_czy \ dojrzalos'ci warsztatu analitycznego Doktorantki. Opracowana metoda
stanowi, wedlug dostepnej literatury, pierwsze narzedzie umozliwiajgce jednoczesne
oznaczanie czterech pochodnych izoksazolin w osoczu kur niosek, co ma samodzielng wartos¢
apl‘ikacyjnq_, wykraczajgcg poza niniejsza rozprawe.

I?ewne Zastrzezema metodologlczne ktore nie podwazajq jednak wartosm uzyskanych
Wymkc;\;/ h dotyczq zastosowama wquczme Jednej dawk1 (0,5 mg/kg) dla wszystkich
zwu:;zkow co uniemozliwia ocen¢ proporcjonalnosci farmakokinetyki do dawki;
wykorzystania czystych standardéw analitycznych rozpuszczonych w DMSO zamiast
docelowych postaci leczniczych, co — jak trafnie zauwaza sama Doktorantka w dyskusji —

utrudnia bezposrednie poréwnanie z danymi literaturowymi uzyskanymi dla preparatéw



handlowych; a takze braku sparowanych danych indywidualnych PO/IV, co ograniczyto

mozliwos¢ wyznaczenia odchylenia standardowego dla $redniego czasu wchlaniania (MAT).

4. Ocena uzyskanych wynikéw

Wyniki badaf przedstawiono w sposdb przejrzysty, wyczerpujacy i staranny, z pelna
dokumentacja danych indywidualnych oraz zbiorczych zestawien statystycznych dla kazdego
z badanych zwigzkéw i ukladéw doswiadczalnych. Wykazano, ze mimo bliskiego
pokrewienstwa strukturalnego badane pochodne izoksazolin nie stanowig jednorodnej grupy
farmakokinetycznej u kur niosek. Po podaniu dozylnym najwyzsze wartosci Cmax oraz
najnizsze wartosci objetosci dystrybucji uzyskano dla fluralaneru, natomiast sarolaner
charakteryzowal si¢ najwyzsza ekspozycja ogélnoustrojowg (AUC) i najdtuzszym czasem
przebywania w organizmie (MRT, t1/2kel), a lotilaner — najwyzszym klirensem i najszybsza
eliminacja, pozostajgc oznaczalny w osoczu jedynie do 120. godziny wobec 600 godzin
obserwacji dla pozostatych zwigzkéw. Analogiczng hierarchie, z dominujaca pozycja
sarolaneru pod wzgledem ekspozycji ogdlnoustrojowej i czasu przebywania w organizmie,
potwierdzono po podaniu doustnym, przy czym wykazano réwniez, ze proces wchlaniania
badanych zwigzkéw u kur przebiega istotnie wolniej niz opisywano dotychczas u zwierzat
towarzyszgcych, co Doktorantka trafnie wiaze z odmienng budowa i motoryka przewodu

pokarmowego ptakow.

Wyniki dotyczace roli transporterow wyplywowych stanowia istotny, oryginalny wklad
rozprawy do wiedzy farmakologicznej. Zastosowanie elakrydaru, silnego inhibitora P-
gp/BCRP, prowadzilo do statystycznie istotnego zwickszenia wartosci Cmax, AUCO—t,
AUCO— oraz dostgpnosci biologicznej (F) fluralaneru, przy jednoczesnym wydtuzeniu
t1/2kel i obnizeniu kel; podanie oksytetracykliny — substratu tych transporteréw — wywolywato
zmiany o analogicznym kierunku, cho¢ mniejszym nasileniu. Uzyskany uktad wynikéw jest
wewngtrznie spojny i stanowi przekonujacy, cho¢ — jak shusznie zaznacza sama Doktorantka —
posredni dowod na udzial mechanizmow transportu wyplywowego w ksztaltowaniu ekspozycji

ogoblnoustrojowej fluralaneru u kur niosek.

Prezentacja wynikéw, ze wzgledu na bardzo duzg liczbe tabel zawierajacych dane dla
poszczegolnych ptakow, jest miejscami malo przystepna i moglaby zyskaé na czytelnoscei
poprzez przeniesienie czesci tabel z danymi jednostkowymi do aneksu, z pozostawieniem w
tekdcie gléwnym wylgcznie zestawien zbiorczych i wykreséw. Uwaga ta ma jednak charakter

wylgcznie edytorski i nie umniejsza wartosci merytorycznej uzyskanych wynikow.



5. Ocena dyskusji i wnioskow

Dyskusja jest mocng strong rozprawy. Doktorantka w sposéb krytyczny i wywazony
konfrontuje wlasne wyniki z nielicznymi dostepnymi danymi dotyczacymi fluralaneru u drobiu
oraz — -z -zachowaniem nalezytej ostrozno$ci interpretacyjnej — z obszerniejszym
pismiennictwem dotyczacym psow, kotéw i bydla, trafnie podkreélajac ograniczenia prostej
ckstrapolacji migdzygatunkowej. Dyskusja poprawnie odnosi uzyskane wyniki do
sformutowanych na wstepie hipotez badawczych, a wnioski koficowe — trzy gtowne wnioski
merytoryczne wraz z implikacjami klinicznymi i propozycjg kierunkéw dalszych badan —
wynikajg bezposrednio z przeprowadzonych badar i sa sformutowane w sposéb zwiezly oraz
adekwatny do uzyskanych danych. Na uwage zastuguje fakt, ze Doktorantka samodzielnie i
1.1lézciwie identyfikuje ograniczenia wiasnych badan (posredni charakter dowodu na udziat
transporterow, roznice formulacji wzgledem preparatow handlowych, brak oceny

farmakodynamicznej), co $wiadezy o dojrzatosci naukowej i krytycyzmie badawczym.

Drobng usterka redakcyjng, niewplywajacg na warto$é merytoryczng pracy, jest dostowne
powtdrzenie jednego zdania w akapicie dotyczacym implikacji klinicznych (,,Obserwowany
wplyw substancji modulujgcych aktywnosé transporterow wyplywowych na farmakokinetyke
fluralaneru  uzasadnia  dalsza ~ oceng  mozliwosci  wystepowania  interakcji

farmakokinetycznych...™), ktére warto usunaé przy przygotowywaniu ostatecznej wersji
tekstu.

6. Dorobek naukowy Doktorantki

Dorobek naukowy Doktorantki, zwigzany z rozprawa i wykraczajacy poza nig, nalezy ocenié
bardzo wysoko. Sklada si¢ na niege pigé publikacji w czasopismach indeksowanych w bazie
JCR (m.in. Molecules, IF 4,9; Journal of Veterinary Research, IF 1,5; International Journal for
Parasitology: Drugs and Drug Resistance, IF 3,4), z ktérych dwie — prezentujace autorska
metode¢ analityczng oraz przeglad farmakologii i toksykologii izoksazolin weterynaryjnych —
sg bezposrednio powigzane z tematyka rozprawy, w ktérych Doktorantka jest pierwszym
autorem, a takze osiem doniesien konferencyjnych z lat 2015-2026, w tym prezentacja na
migdzynarodowym kongresie EAVPT (European Association for Veterinary Pharmacology and
Toxicology) w Salonikach w 2026 r. Tak udokumentowana aktywno$¢ publikacyjna i
konferencyjna znaczaco przewyzsza standardowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim w
dyscyplinie weterynaria i potwierdza samodzielno$¢ naukows Doktorantki oraz jej umiejetnosé

prezentowania wynikow badan na forum miedzynarodowym.



7. Uwagi redakcyjne i formalne

Pod wzgledem redakcyjnym rozprawa zostata przygotowana starannie. Struktura pracy jest
klasyczna i przejrzysta (wstgp z przegladem pismiennictwa, cele i hipotezy, materiat i metody,
wyniki, dyskusja, wnioski, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spisy rycin i tabel,
obszerny wykaz pismiennictwa). Bibliografia, liczaca 132 pozycji, jest aktualna — obejmuje
prace opublikowane jeszcze w 2025 1 2026 r. — i dobrana trafnie pod wzgledem merytorycznym.
Streszczenia polskie i angielskie poprawnie oraz zwiezle oddajg istote pracy. Poza wskazang
wyzej pojedyncza powtdrzong fraza oraz miejscows nadmierng szczegdétowoscia tabelaryczng

nie stwierdzono istotnych usterek jezykowych ani edytorskich.

8. Pytania do dyskusji podczas publicznej obrony

1. Jakie sg, zdaniem Doktorantki, potencjalne konsekwencje zastosowania jednej dawki
(0,5 mg/kg) dla oceny liniowosci farmakokinetyki badanych zwigzkéw, w kontekscie

dawek stosowanych klinicznie u zwierzat towarzyszacych?

2. Czy planowane sg badania z wykorzystaniem docelowych, zarejestrowanych postaci
leczniczych w celu potwierdzenia uzyskanych wynikow w warunkach zblizonych do

praktyki klinicznej?

3. W jaki sposéb — w opinii Doktorantki — mozna by w przyszlosci zweryfikowaé
bezposredni, a nie wylacznie funkcjonalny/farmakologiczny, udzial P-gp i BCRP w
.transporcie fluralaneru u drobiu, np. z wykorzystaniem modeli komérkowych lub oceny

ekspresji transporterow?

4. Czy zaobserwowana interakcja fluralaneru z oksytetracyklina moze mieé znaczenie
praktyczne w warunkach fermowych, biorac pod uwage rzeczywiste schematy

stosowania obu substancji u kur niosek?

9. Konkluzja koncowa

Podsumowujac, oceniana rozprawa doktorska mgr inz. Pauliny Markowskiej-Bunki stanowi
oryginalne, metodologicznie rzetelne i starannie udokumentowane rozwigzanie istotnego
problemu naukowego z zakresu farmakokinetyki weterynaryjnej. Doktorantka wykazata sie
bardzo dobrym opanowaniem warsztatu badawczego, obejmujacym zaréwno planowanie i
prowadzenie ztozonego eksperymentu in vivo, jak i rozwdj oraz walidacje zaawansowanej

metody analitycznej UPLC-MS/MS, a takze umiejgtnoscia krytycznej interpretacji uzyskanych



wynikow w kontekscie aktualnego stanu wiedzy. Praca wnosi nowe, oryginalne dane do wiedzy
o farmakokinetyce pochodnych izoksazolin u drobiu oraz o potencjalnej roli transporterow
wypltywowych w ksztaltowaniu dostepnosci biologicznej tych zwiazkéw. Ze wzgledu na
wysoka warto$¢ naukowa i praktyczng przeprowadzonych badan, stawiam wniosek o

wyrdznienie pracy stosowna nagrods.

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwiazanie
problemu naukowego, prezentuje ogdélng wiedze teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie
weterynaria oraz dowodzi Jej umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Tym
samym stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Pauliny Markowskiej-Bunki spelnia
wymagania okreslone w art. 187 ust. 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. 22024 r. poz. 1571, z pdzn. zm.), wobec czego oceniam j3 pozytywnie

i wnosze o dopuszczenie Kandydatki do publicznej obrony rozprawy doktorskie;j.

Poznan, dnia 09.09.2026 r

dr hab. Lidia Radko, prof. UPP

(podpis Recenzenta)



