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rozprawy doktorskiej mgr Joanny Zajgc na temat: ,,Stezenie biomarkeréw w moczu w nara-

zeniu zawodowym na wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, a takze jego zaleznosé
od wybranych mutacji genetycznych’’.

Urinary concentration of biomarkers of occupational exposure to polycyclic aromatic hydro-

carbons, and its relationoship to chosen genetic mutations.

Przedlozona mi do oceny rozprawa dotyczy waznego problemu wiedzy zdrowot-
nej, szezegdlnie w zakresie choréb wywotywanych przez wielopierscieniowe zwigzki aroma-
tyczne oraz okreslenia potrzeb w zakresie dziatan profilaktycznych i promujacych zdrowie.

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne to zwiazki tworzace si¢ podczas niecal-
kowitego spalania zwiazkéw organicznych. S one zaréwno produktem procesOw naturalnych
jak i efektem dziatalnosci czlowieka, ktére zawsze wystgpowaty w srodowisku, jednak rozwoj
cywilizacyjny i technologiczny spowodowal wzrost narazenia na te zwiazki, a tym samym
niesie za sobg negatywny wptyw na $rodowisko oraz szkodliwe efekty zdrowotne, jak row-
niez wptywa na pozyskiwang zywnos¢, w ktérej kumuluja sie zwiazki szkodliwe.

Wielopierscieniowe zwiazki aromatyczne, jako zwiazki wystepujace w przyrodzie
w rozmaitych formach strukturalnych sg srodowiskowo niezwykle istotne ze wzgledu na po-
tencjalne wiasciwosci genotoksyczne, mutagenne oraz kancerogenne.

Policykliczne weglowodory aromatyczne sg produktami ubocznymi reakcji zachodza-
cych podczas proceséw niepelnego spalania materii organicznej i stanowig bardzo zréznico-
wang i wszechobecng grupe zanieczyszezen, do ktérej zalicza sie kilkaset zwiazkow che-
micznych.

Aktualnie ponad 660 tych zwiazkéw chemicznych jest zamieszczonych przez Amery-
kanski Narodowy Instytut Standaryzacji i Technologii (National Institute of Standards and
Technology) w NIST Special Publication 922/2011, nt. Polycyclic Aromatic Hydrocarbon

Structure Index.
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Wrazliwos¢ osobnicza w odpowiedzi na ekspozycje w miejscu pracy na policykliczne we-
glowodory aromatyczne jest niejednorodna. Dlatego w wyniku dziatan profilaktycznych pro-
wadzone jest monitorowanie narazenia na stanowiskach pracy, a takze wyodrebnienie 0sob
potencjalnie zagrozonych rozwojem choroby nowotworowej o podtozu zawodowym.

W tym celu niezbgdne jest prowadzenie monitoringu srodowiskowego jak i biologicz-
nego. Monitoring $rodowiskowy ma na celu okreslenie narazenia na szkodliwe substancje na
danym stanowisku pracy w aspekcie dopuszczalnych stezen ( NDS ) np. dla benzopirenu czy
benzenu. W monitoringu biologicznym stosuje si¢ oznaczenia stgzen mono — hydroksy — fe-
nantrenéw oraz 1 — hydroksypirenu w moczu, czy bardzo specyficznego markera ekspozycji
jakim jest 3 — hydroksybenzo[a ] piren. Niektorzy autorzy twierdza, ze ten biomarker moze
odzwierciedla¢ site oddziatywania kancerogennego wielopierscieniowych zwiazkéw aroma-
tycznych.

Rownolegle z badaniami biomarkeréw , rozwijane sa zagadnienia zwigzku pomiedzy mu-
tacjami genetycznymi a wystepowaniem okreslonych typow nowotwordéw. Przyczyna tych
poszukiwan sg réznorodne mutacje w genach oséb narazonych na aromatyczne zwiazki wie-
lopierscieniowe powstajgce podczas ich detoksykacji w organizmie, ktére moga wptywaé na
aktywno$¢ i funkcjonowanie poszezegdlnych enzyméw, a tym samym i na caly metabolizm
tych zwiazkéw w organizmach zywych.

W niektorych nowotworach pluc, przypuszezalnie spowodowanych policyklicznymi
zwigzkami aromatycznymi pojawiajg si¢ mutacje gendéw odpowiedzialnych za funkcjono-
wanie transferaz glutationowych. Badania prowadzone w ostatnich latach wskazuja na duza
zmiennos¢ tych zjawisk w zaleznosci od analizowanej populacji, gdyz przynaleznosé etniczna
w duzej mierze jest zwigzana z wystgpowaniem i czgstoscig okreslonych mutacji.

Wisr6d gendéw waznych z punktu widzenia narazenia na policykliczne zwiazki aroma-
tyczne moggeych mie¢ wplyw na rozwdj choroby nowotworowej pluc wyrdznia sie geny re-
gulujace czynno$¢ i funkcjonowanie cytochroméw P450, transferazy glutationowej, hydrola-
zy epoksydowej czy peroksydazy glutationowe;j.

W zwigzku z tym Doktorantka postanowita przebadaé ten problem. Celem badan wta-
snych Doktorantki byta ocena toksycznego wptywu wielopierscieniowych zwigzkéw aroma-
tycznych indukowanych w $rodowisku pracy na organizm czlowieka, z uwzglednieniem réz-
nic migdzy poszczegdlnymi biomarkerami, w r6znym stopniu odzwierciedlajacymi szkodli-
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ekspozycji na te zwiazki , a takze okreslenie wptywu réznych czynnikow zawodowych i
pozazawodowych na wydalanie tych biomarkeréw z moczem.

Doktorantka uwzglednita rowniez czynniki genetyczne, ktore potencjalnie moga mo-
dyfikowa¢ procesy biochemicznych przemian policyklicznych zwiazkdéw aromatycznych.
Wisrod gtownego celu pracy Doktorantka wyréznita siedem celow szczegdlowych zwigzanych
scidle z tematem gléwnym pracy.

Uwazam, ze tak skonstruowana koncepcja pracy Autorki w zakresie rozwiazywania pod-
Jetego problemu jest w petni uzasadniona. Zastosowane w rozprawie metody badawcze zosta-
ly trafnie dobrane do charakteru analizowanych problemow. Wskazuje to na fakt, ze dokto-
rantka w bardzo dobrym stopniu jest przygotowana do tego rodzaju badan, zaréwno pod
wzgledem zdolnosci problemowego ujmowania zagadnien jak i szerokiej znajomosci cato-
ksztaltu tematu.

Doktorantka wykazata, ze potrafi samodzielnie, umiejetnie operowaé faktami i logicz-
nymi argumentami badawczymi, z zastosowaniem wspolczesnych mozliwosci technik ba-
dawczych i komputerowych.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa zawiera 36 stron tekstu, wraz ze streszczeniem
W jezyku polskim i angielskim oraz zalgcznik w postaci aneksu. Do czesci tekstowej pracy
dofgczono trzy publikacje zawarte w liczacych sie w kraju i zagranica czasopismach o suma-
rycznym IF — 4.108.

Przedstawione prace dotycza gléwnego tematu rozprawy doktorskiej i sa bardzo
dobrze skonstruowane, posiadajg bardzo dobrze opisane zaleznosci dotyczace wplywu poli-
cyklicznych zwigzkéw aromatycznych na analizowane markery oraz ich wplywu na analizo-
wane geny indukujace aktywnos$¢ enzyméw biorgeych udzial w metabolizmie wielopierscie-
niowych zwiazkéw aromatycznych generowanych w srodowisku pracy.

Tak zaprojektowany cykl badan jest bardzo dobrze zaplanowany i zgodny z tematem
pracy oraz szczegdtowymi czastkowymi celami analizowanej rozprawy doktorskiej.

Dokumentacja graficzna rozprawy zawarta w przedstawionych do oceny publika-

cjach naukowych posiada 3 ryciny oraz 8 tabel zawartych w tekscie tych prac.
Pismiennictwo rozprawy doktorskiej sktada sie z 25 pozycji oraz 89 zawartych w po-
szczegolnych publikacjach przedstawionych w dysertacji obejmujacych okres ostatnich lat az

do roku 2017. Uktad pracy jest przejrzysty, jezyk zwiezly i poprawny.
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We wstepie pracy zawartym na 6 stronach maszynopisu Autorka omawia problematyke

wplywu wielopierscieniowych zwigzkéw aromatycznych na organizm czlowieka oraz

uregulowania prawne dotyczace narazenia zawodowego na te zwiazki, jako czynniki
szkodliwe dla zdrowia.

W dalszej czesci wstepu charakteryzuje budowe i znaczenie tych zwiazkéw dla zdro-
wia czlowieka oraz do$¢ szczegdtowo omawia ich metabolizm zachodzacy w organizmie,
z uwzglednieniem mutacji genetycznych moggcych mie¢ wplyw na ich przemiany we-
wnatrzustrojowe np. poprzez zmiane aktywnosci poszczegolnych enzymoéw bioraeych udziat
w tych przemianach. Ta czgs$¢ pracy jest bardzo dobrze zaprojektowana i utatwia zrozumienie
istniejgcego problemu. Doktorantka podkresla praktyczne znaczenie przedstawionych celow
czagstkowych, ktérych analiza poréwnawcza pozwoli na oceng ogdlnego poziomu wiedzy na
temat szkodliwych dziatan wybranych policyklicznych zwigzkéw aromatycznych i ich réz-
nych stgzen na organizm badanych osob.

Aby osiagna¢ zalozone cele Autorka po przeprowadzeniu analizy mozliwych
do zastosowania metod badawczych wybrata prowadzenie eksperymentu badawczego, obej-
mujgc badaniami osoby pracujace w srodowisku aromatycznych zwiazkéw policyklicznych,
dobierane losowo, zgodnie z zasada jednoczasowosci dla grup badanych i kontrolnych.

Przed przystapieniem do badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu UJ
w Krakowie na prowadzenie przedstawionego projektu badawczego. Osoby badane podzie-
lono na dwie grupy. Grupa pierwsza obejmowata pracownikéw koksowni narazonych na
cykliczne zwigzki aromatyczne —tacznie 788 oséb; grupa druga —208 0séb nienarazonych
zawodowo na te zwigzki.

Oznaczenie stgzenia benzo[a]pirenu i benzenu w srodowisku pracy pracownikéw
Koksowni zostalo wykonane w oddziale BHP tego zaktadu. Natomiast oznaczenia st¢zenia 3
— hydroksybenzeno[a]pirenu w krwi oraz moczu zostaly wykonane w Pracowni Toksykologii
Analitycznej i Terapii Monitorowanej Szpitala Uniweryteckiego CM UJ w Krakowie. Analiza
probek krwi pod katem mutacji genetycznych zostata wykonana w Zaktadzie Biologii Mole-
kularnej i Genetyki Kliniczne;j.

Do oznaczenia mutacji w analizowanych genach wykorzystano zmodyfikowang meto-
de RT — PCR ( real-time polymerase chain reaction ). Jako Recenzent pragne podkresli¢
bardzo dobre opracowanie metody badawczej jak i poprawne przeprowadzenie catosci ekspe-

rymentu.
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W ocenie statystycznej wynikow zastosowano analize z wykorzystaniem typowych miar
polozenia i rozproszenia. W celu wybrania odpowiedniego testu sprawdzono, czy odpowied-
nie proby podlegaja rozktadowi normalnemu, przypuszczalnie zastosowano ( test Shapiro —
Wilka ), brak odpowiedniego opisu w tekscie pracy. Autorka zastosowala szereg testow nie-
parametrycznych najprawdopodobniej np. test Manna — Whitneya czy test Kruskala — Wallisa
( brak doktadnego opisu ). Korelacje migdzy zmiennymi cigglymi badano z wykorzystaniem
wspotczynnika korelacji Spermana a istotnos¢ roznic pomiedzy grupami sprawdzono testem
U Manna — Whitney a.

Przyjeto poziom ufnosci p < 0,05. Wyniki badan przedstawiono bardzo szczegdtowo
i udokumentowano w postaci wykresow i tabel w przedstawionych publikacjach stanowia-
cych podstawg rozprawy doktorskiej z doktadnymi parametrami analizy statystycznej, czemu
towarzyszg szczegotowe opisy oraz krétkie omowienie wynikow. Ta czesé rozprawy jest bar-
dzo mocng czgscig ocenianej pracy. Doskonale udokumentowane wyniki badan, uwazam, ze
zwalniaja recenzenta od ich szczegdtowego omdwienia.

W rozdziale dotyczacym dyskusji i omowienia uzyskanych wynikéw badan Autorka za-
stosowala poszerzong analiz¢ postawionych wnioskéw na podstawie uzyskanych wynikéw
badan i zawarla jg na 6 stronach maszynopisu Doktorantka omawia szczegétowo swoje wyni-
ki w zakresie poszczegdlnych danych zawartych w celu pracy i konfrontuje je z badaniami
innych autor6w zaréwno krajowych jak i zagranicznych, co znacznie wzbogaca prace
i $wiadezy o doskonatej znajomosei literatury przedmiotu przez Autorke rozprawy.

Prac¢ konczy 7 wnioskéw sformutowanych w oparciu o wyniki przeprowadzonych
badan i mieszczace si¢ w ramach tematu pracy. Za najwazniejsze uwazam stwierdzenia za-
warte we wnioskach trzecim i czwartym , ktdre wyraznie odzwierciedlajg uzyskane przez
Doktorantk¢ wyniki badan wtasnych.

Konczace merytoryczna oceng rozprawy doktorskiej mgr Joanny Zajac, pragne zwro-
ci¢ uwage na pewne usterki, ktére z obowigzku recenzenta przy czytaniu pracy zauwazytem
takie jak : drobne bledy stylistyczne i usterki maszynowe, ktére sa latwe do usunigcia przy
przygotowywaniu tekstu do druku.

Zauwazone przeze mnie usterki w zadnym wypadku nie wplywajg na tre$¢ meryto-
ryczng przedstawionej rozprawy doktorskiej. Uwazam, ze temat ocenianej pracy doktorskiej

jest wysoce uzyteczny i bardzo aktualny.
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Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa na stopien dokto-
ra nauk medycznych mgr Joanny Zajac stanowi znaczacy wkiad do reprezentowanej dziedzi-
ny wiedzy, a jej cel zgodnie z zatozeniami zostal osiggniety. Praca jest wazna zarowno z me-
rytorycznego jak 1 uzytkowego punktu widzenia, a Autorka wlozyla ogromny wysitek w
wykonanie tego opracowania naukowego

Stwierdzam, ze praca spefnia warunki, jakim powinna odpowiada¢ rozprawa doktor-
ska w my$l Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.

Opierajac si¢ na zawartych w tej recenzji przestankach mam zaszczyt zwrdci¢ sie do
Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego
z wnioskiem o przyjgcie rozprawy pt.: ,, SteZenie biomarkerdéw w moczu w narazeniu zawo-
dowym na wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, a takze jego zaleznosé od wybra-
nych mutacji genetycznych’’. Urinary concentration of biomarkers of occupational exposure
to policyclic aromatic hydrocarbons, and its relationoship to chosen genetic mutations jako
rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr Joanny Zajac do dalszych etapow przewodu doktor-
skiego.

Réwnoczesnie przedstawiam propozycje do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego

Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego o uznanie pracy mgr Joanny Zajac za

wyrdzniajgceg sie.
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