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Autor: mgr Joanna Zajac

Tytul: St¢zenie w moczu biomarkeréw zawodowej ekspozycji na
wielocykliczne weglowodory aromatyczne z uwzglednieniem wplywu
wybranych mutacji genetycznych.

Przedstawiona mi do recenzji praca zawiera 62 strony tekstu
zaaranzowanego wediug nastepujacych rozdziatow: ‘wprowadzenie’, ‘cele pracy’,
‘teksty publikacji sktadajace si¢ na dysertacj¢’, ‘podsumowanie metodologii badan
skadajgcych si¢ na dysertacje’, ‘wnioski’, ‘streszczenie w jezyku polskim i
angielskim’, ‘piSmiennictwo’, oraz ‘aneks’, w ktorym zawarto o$wiadczenia zgody
wspdtautoréw publikacji bedacych przedmiotem dysertacji.

Promotorem w przewodzie jest Pani prof. dr hab. Emilia Kolarzyk, byty
Kierownik Zaktadu Higieny i Dietetyki CM Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie. Badanie zrealizowano za zgoda Komisji Bioetycznej wsréd pracownikow
dwoch zakladow koksowniczych w Krakowie i Zdzieszowicach. Mysle, ze dla
porzadku warto byloby zamiesci¢c w zalaczeniu kserokopie dokumentu
potwierdzajacego uzyskanie tej zgody. Pojawia sie w tym miejscu pytanie do
doktorantki: czy stwierdzono réznice pomigdzy stezeniami biomarkeréw WWA
mierzonymi u pracownikéw obydwu zaktadow? Czy zagrozenie (dane z monitoringu
stanowiska pracy) byto podobne w obydwu zakladach?
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Po zapoznaniu si¢ z trescig pracy przedstawiam Wysokiej Radzie
recenzjg, w ktore] w odrebnych sekcjach formutuje moja opinig, zwracam uwage na
pewne problemy i aspekty redakcyjne lub techniczne  dostrzezone
W recenzowanej pracy.

Uwagi ogolne

Rozprawa dotyczy istotnego zagadnienia epidemiologii srodowiskowej i
higieny pracy jakim jest zawodowe narazenie na wielopier§cieniowe weglowodory
aromatyczne (WWA) pracownikow koksowni. Autorka dysertacji uznala, ze
poznanie zaleznosci pomig¢dzy zagrozeniem identyfikowanym jako stezenie WWA
mierzone na stanowisku pracy a stezeniem wiasciwych biomarkerow oznaczanych u
eksponowanych pracownikéw moze przyczynié si¢ do poprawy bezpieczenstwa ich
pracy. W uzasadnieniu wyboru tematu doktorantka podaje, ze pomimo istotnych
skutkdow zdrowotnych w zwiazku z narazeniem na WWA, ktore uznano za
prokancerogeny, pracownicy koksowni w Polsce nie sg rutynowo badani na
obecnos¢ specyficznych metabolitow w materiale biologicznym. Autorka wlasciwie
wybrala oznaczanie st¢zenia 1-hydroksypirenu oraz 3-hydroksybenzo[a] pirenu w
moczu, a takze ocenita mutacje w genach CYP1A1, CYPIBI, GSTM1 oraz GSTT]1,
ktore biorg udziat w detoksykacji WWA. Nastgpnie oszacowata zaleznos¢ pomiedzy
stezeniem 3-hydroksybenzo[a] pirenu w moczu a wybranymi mutacjami w genach
kodujacych enzymy biorgce udzial w przemianach WWA w organizmie. Probowala
weryfikowaé zaklocenia obserwacji zasadniczej w zwigzku z czynng ekspozycja
pracownikow na dym tytoniowy oraz w zwigzku z miejscem ich zamieszkania. Brak
kserokopii kwestionariusza oceniajacego elementy zmiennej ‘status palenia tytoniu’
(aktywne i/lub bierne narazenie?) czy miejsce zamieszkania (od urodzenia? czy
obecnie? dlaczego oceniano jedynie miejsca zamieszkania u 0sob niezatrudnionych
w koksowni?) nieco utrudnia oceng wynikow prezentowanych w pracy. Uwazam, ze
w przyszlych publikacjach nalezy poruszyc¢ te kwestie, tym bardziej ze proponowana
tematyka jest wazna z punku widzenia zdrowia publicznego choéby w zwigzku z
obserwowanym wzrostem zainteresowania opinii spotecznej tematykg szkodliwosci
WWA dla ludzi (przede wszystkim w Krakowie i na Slasku). Uzyskane wyniki moga
by¢ wykorzystane w komunikowaniu ryzyka srodowiskowego pod warunkiem ich
wlasciwe] prezentacji 1 krytycznej dyskusji uwzgledniajgcej m.in. czynniki
zaklocajace.

Autorka omoéwita we wstgpie trzy glowne szlaki metaboliczne, ktdre
sprawiajg ze WWA, poczatkowo niereaktywne ksenobiotyki sa szkodliwe dla ludzi
z uwagi na: powstawanie kancerogennych pochodnych takich jak pochodne
diolepoksydowe zdolne do wiazania z czasteczkami DNA; wytwarzanie w wyniku
utleniania wzglednie stabilnego rodnikowego kationu na czasteczce WWA zdolnego
do rekcji z DNA; powstawanie o-chinondéw katalizowanych przez dehydrogenazy
dihydrodiolowe. Nastgpnie doktorantka omoéwila znaczenie monitoringu i
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biomonitoringu WWA dla bezpieczenstwa ludzi w srodowisku pracy. W koncowej
czesci wprowadzenia autorka spuentowala znaczenie mutacji genetycznych dla
mozliwosci rozwoju choréb nowotworowych (szczegdlnie ch.n. phuc) stusznie
wskazujac na trudnosci interpretacyjne obserwowanych réznic w czgstosci
wystgpowania poszczegdlnych mutacji w réznych populacjach z uwagi na ich
odmiennosci etniczne.

Doktorantka zatozyla cel utylitarny, jakim jest ocena szkodliwosci zawodowego
narazenia pracownikéw koksowni na WWA dla potencjalnego rozwoju chordb
nowotworowych w oparciu o pomiary Srodowiskowe oraz uznane biomarkery
narazenia 1 wrazliwosci. Zdefiniowata siedem celow szczegdtowych, wsrdd ktorych
starala sig¢:

- oceni¢ przydatno$¢ réznych biomarkerow dla oceny szkodliwosci ekspozycji
na WWA z uwzglednieniem zmiennych objasniajacych tj. stanowisko pracy, czas
trwania narazenia, etc.

- uwzgledni¢ znaczenie narazenia pozazawodowego (np. w zwigzku z paleniem
tytoniu) na poziom mierzonych stgzen biomarkerow

- pozna¢ zaleznos¢ pomigdzy st¢zeniami mierzonych biomarkerow a obserwo-
wanymi mutacjami genetycznymi, ktore biora udzial w procesie detoksykacji WWA.

Trzeci rozdziat to wykaz dolgczonych do rozprawy trzech publikacji powstatych
na bazie omowionego projektu badawczego:

1. Occupational Exposure to Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Polish
Coke Plant Workers zamieszczony w Annals of Occupational Hygiene (IF=
1,710), w ktérym doktorantka opisuje stgzenia 1-hydroksypirenu u 619 pracownikow
koksowni zawodowo narazonych na WWA konfrontujgc je ze st¢zeniami
ksenobiotykow mierzonymi w srodowisku pracy i uwzgledniajac czas trwania
narazenia

2. Urinary 1-hydroxypyrene in occupationally exposed and not exposed
individuals in Silesia, Poland zamieszczony w Annals of Agricultural and
Environmental Medicine ((IF=0,829), w ktérym doktorantka dokonata porownania
stezenia 1-hydroksypirenu w moczu pracownikow koksowni (647 pracownikow
narazonych na WWA) ze st¢zeniem oznaczonym u 0sO6b pracujgcych poza
koksownig i zamieszkalych w jej sasiedztwie (206 0sob)

3. Relationship between variants of detoxification genes and 3-
hydroxybenzo|a|pyrene concentration in urine of coke plant workers
opublikowany w Polycyclic Aromatic Compounds (IF=1,569), w ktorym
doktorantka omowila przydatno$¢ 3-hydroksybenzo[a]pirenu jako biomarkera
narazenia na WWA (w tym zawodowego i zwigzanego z czynnikiem zaklocajgcym,
jakim jest palenie tytoniu), a takze ocenita zwigzek pomiedzy poziomem tego
biomarkera w organizmie a trzema wybranymi mutacjami genow I fazy detoksykacji
oraz dwoma odpowiedzialnymi za delecj¢ genow w trakcie Il fazy detoksykacji;
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badania prowadzono w grupie 141 pracownikow koksowni w Krakowie zawodowo
narazonych na WWA.

Warto w tym miejscu podkresli¢, ze pani mgr Joanna Zajgc jest pierwszym
autorem wymienionych w przytoczonym cyklu publikacji a dodatkowo
zamieszczone o$wiadczenia wspotautorow potwierdzajg znaczacy i wigkszosciowy
udziat doktorantki w ich przygotowaniu.

Kolejna sekcja rozprawy (Rozdzial 4 zatytulowany: ‘Podsumowanie
metodologii badan skladajacych si¢ na dysertacj¢’) jest krotkim omoéwieniem
badanej populacji (szczegdly zawarto w kolejnych publikacjach) oraz stosowanych
metod poboru i analizy probek moczu i krwi (tutaj mam pytanie, jak dtugi byl czas
pomiedzy poborem proby a analizg biochemiczng? Czy na tyle krétki, iz wystarczyto
zamrazanie do -20°C? Zazwyczaj stosuje sie mrozenie do -80°C). Dalej nastepuje
opis izolacji DNA z pobranej od badanych prébki krwi wraz z oceng mutacji w
genach CYP ze wskazaniem miejsca prowadzenia analiz (Zaklad Biologii
Molekularnej 1 Genetyki Klinicznej pod kierownictwem prof. dr hab. Marka Sanaka).
Ostatnia cze$¢ omawiane] sekcji jest poswigcona analizie statystycznej uzyskanych
wynikow. Doktorantka wlasciwie opisata zastosowane w pracy metody statystyki
opisowe] 1 analitycznej. Trafnie skorzystala z mozliwosci testow dostgpnych w
programie Statistica oraz GenePop 4.6. W podsumowaniu tej sekcji musze
stwierdzié, ze po dokladnym zapoznaniu si¢ z tekstem dysertacji oraz z trescig
dotgczonych artykutow nadal mam pewien problem z identyfikacja grup badanych i
w zwigzku z tym mam prosb¢ do doktorantki o dokladne wyjasnienia podczas
publicznej obrony. Ot6z rozumiem, ze badanie prowadzono w nastepujacych
grupach: 647 pracownikdéw koksowni Zdzieszowice oraz 141 pracownikow
koksowni w Krakowie, a takze w grupie 208 (dane z dysertacji) czy 206 (dane z
artykulu nr 3)? Prosze takze o wyjasnienie, skad wiasciwie pochodzity te osoby
nienarazone, ze Zdzieszowic czy z Krakowa? Nie znalaztam tej informacji ani w
pracy ani w artykule nr 2 poza lakonicznym stwierdzeniem (na potudniu Polski — tak
si¢ sktada, ze obydwa miejsca sg tam zlokalizowane). Jest to istotne pytanie z uwagi
na mozliwo$¢ wystgpienia zaklocenia zwigzanego z odmiennoscig stylu zycia
badanych (np. czgstoscia palenia tytoniu) lub roznym stezeniem WWA w powietrzu
atmosferycznym, etc. Chcialabym wiedzie¢ takze, czy zaobserwowano roznice
pomigdzy zagrozeniem na stanowiskach pracy w obydwu zakladach koksowniczych
(o tym juz wspominalam we wstgpie, na pierwszej stronie). Mozna znalezé
informacj¢, ze doktorantka posiada dane z Krakowa (z komoérki BHP, str.9
dysertacji), a co z danymi ze Zdzieszowic? Jest lepiej czy gorzej, a moze tak samo?
Kolejne pytanie dotyczace badanych 619 oséb z publikacji nr 1 — skad to byl
pracownicy? Ze Zdzieszowic, czy lacznie z obydwu zakladow? Jedynie precyzyjne
dane dotycza chyba 141 pracownikéw koksowni w Krakowie bedacych podmiotem
badan opisanych w artykule nr 3.
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Rozdzial 5 to wnioski, w ktérych zawarto szczegdlowe odpowiedzi na
poszczegolne cele badawcze. Jest ich siedem i biorgc pod uwage postawione cele
pracy nalezy przyznac, ze zostaly one osiagniete. W mojej opinii byloby wlasciwsze
uogodlnienie wnioskdw, powinny by¢ generalne — np. bez odnoszenia sie do wartosci
wynikowych. No ale to juz dyskusja akademicka i nie nalezy uznawac tej uwagi za
zarzut, jedynie za zyczliwg wskazowke warta rozwazenia w przysziosci.

Uwagi redakcyjne

Przedstawiona do recenzji praca jest wlasciwie skonstruowana. Drobna uwaga
dotyczy spisu bibliografii a konkretnie pozycji nr 18, nie jest to wlasciwy 1 ogdlnie
przyjety sposob prezentacji informacji internetowej, w artykule dotaczonym do pracy
znajdujemy juz poprawny, pelny opis.

Praca jest napisana poprawnym j¢zykiem, cho¢ nie brak niewielkich bledéw
literowych takich jak:
- strona 4: ‘potencjal nukleofilowy czasteczki nie zwiesza si¢ znaczaco’ raczej ‘nie

zwieksza si¢ znaczaco’

- strona 7: ‘po czynnik genetyczne’ raczej ‘po czynniki genetyczne’

- strona 8: ‘uznawanego bioamrkera’ raczej ‘uznawanego biomarkera’

-strona 11: ‘Detekcja fluoroscencyjna..” raczej ‘Detekcje fluoroscencyjna...” itp.

Pojawiaja si¢ réwniez drobne bledy stylistyczne lub jezykowe, np.:

- strona 11: frazg ‘mocz...byl naktadany na kolumny’ warto zamieni¢ na ‘byl
przepuszczany przez kolumienki do SPE’); w kolejnym zdaniu ‘Kolumny
przemywano woda destylowang..” nalezy poprawic¢ na ‘Po przepuszczeniu probek
moczu kolumny przemywano...’; nalezy poprawi¢ ‘(w gradiencie’) na ‘(z elucja
gradientowa’ (warto dopisac jaka?); dalej raczej ‘mieszanina acetonitrylu z woda’
niz ‘mieszanka acetylonitrylu z woda’; zamiast ‘wyniki’ napisa¢ ‘wyniki wzbudzenia
i emisji’; fraze ‘na proboéwki’ zamienié¢ na ‘do probowek’

- strona 12: zamiast ‘precypitowano’ proponuje uzy¢ polskiego okreslenia
‘wytracano’; frazg ‘ptukano w 70% etanolu’ zastapi¢ sformutowaniem ‘ptukano 70%
alkoholem’

- strona 21: proponuj¢ zamieni¢ fraz¢ ‘Jedynie w przypadku 1-hydroksypirenu
zaobserwowano korelacje z monitoringiem s$rodowiskowym w obydwu seriach
probek’ na nastgpujgcg: ‘Jedynie w przypadku stezen 1-hydroksypirenu
zaobserwowano dodatnia korelacje ze stezeniami mierzonych WWA (benzo-a-
pirenu i benzenu) na stanowisku pracy’

- strona 22: frazg¢ ‘istotne zroznicowanie pomiedzy stanowiskami pracy’ proponuje
zastapi¢ nastepujacym fragmentem ‘istotne zroznicowanie stezen biomarkera u
pracownikow w zaleznosci od ich stanowiska pracy’
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- strona 22: zdanie ‘Wykazano takze istnienie zaleznosci pomig¢dzy niektérymi
mutacjami a iloscig oznaczanego biomarkera (3-hydroksybenzo[a]piren), co moze
mie¢ znaczenie w interpretacji wynikow niektérych pracownikéw.” nalezaloby
doprecyzowac o jakiej zaleznosci mowimy: dodatniej czy ujemne;j.
Wykazane powyzej bledy sa przytoczone z obowigzku recenzenta i nie
umniejszajg wartosci pracy.
Podsumowanie

Przedstawiona mi do oceny praca dotyczy waznego zagadnienia jakim jest
mozliwoé¢ wykorzystania biomonitoringu do oceny ryzyka potencjalnych chordb
nowotworowych u 0s6b zawodowo narazonych na WWA. Praca ma duze znaczenie
poznawcze a biorgc pod uwage jedne z najwyzszych w krajach europejskich st¢zenia
benzo-a-pirenu oznaczane w powietrzu w Polsce mozna uzna¢, ze wyniki sa wazne
takze dla komunikowania ryzyka w zdrowiu $srodowiskowym. Warto w tym miejscu
zaznaczy¢, iz podjety problem badawczy jest aktualny i wazny takze z uwagi na
tworzaca sie sie¢ wspotpracy krajow europejskich w ramach projektu COST Action
Network on the Coordination and Harmonisation of European Occupational Cohorts
(OMEGA-NET) CA16216. Autorka dysertacji moglaby kontynuowaé¢ badania w
wybranej grupie pracownikow ukierunkowane na ocen¢ zmian poziomu
biomarkeréw i mutacji genetycznych oraz aktualnego stanu zdrowia.

Cel pracy zostal osiggniety, rezultaty badan moga okaza¢ si¢ przydatne w
procesie konstruowania efektywnych programow profilaktycznych
ukierunkowanych na poprawe stanu zdrowia pracujacych. Wszelkie uwagi maja
charakter zyczliwych wskazowek wartych rozwazenia podczas kolejnych publikacji
uzyskanych wynikow. Na pokreslenie zastuguje wielki trud doktorantki wlozony
podczas badan terenowych w zwigzku z koniecznoscia zebrania materiatu
biologicznego do badan i przeprowadzenia badania ankietowego w dwdch
oddalonych od siebie osrodkach przemystu koksowniczego.

Podsumowujac, po uwzglednieniu przedstawionych w recenzji argumentow,
przedktadam Radzie Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Jagiellonskiego —
Collegium Medicum wniosek o dopuszczenie Pani mgr Joanny Zajac do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorac pod uwage dotychczasowy
dorobek doktorantki wnioskuje o rozwazenie mozliwosci wyroznienia.
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