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toksycznosci podprzewlekiej u samic szczura”
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Intensywny rozwdéj cywilizacyjny oprocz niekwestionowanych korzysci dla
cztowieka, w tym ciggtej poprawy diagnostyki i skuteczno$ci leczenia réoznych chordb,
niesie za sobg rowniez zagrozenia dla jego zdrowia wynikajgce z zanieczyszczenia
chemicznego $rodowiska zycia. Wymaga to podejmowania odpowiednich dziatan celem
zminimalizowania ryzyka zdrowotnego. Jednym z istotnych krokow w tym kierunku jest
poznanie zagrozeh dla zdrowia stwarzanych przez substancje zanieczyszczajgce
Srodowisko zycia cziowieka i zywno$¢ oraz wyjasnienie mechanizmow ich dziatania
szkodliwego. Jest to konieczne, aby mozna byto oszacowac ryzyko dla zdrowia populaciji
generalnej stwarzane przez te substancje, jak réwniez poszukiwaé skutecznych metod

zapobiegania niekorzystnym dla zdrowia skutkom narazenia i ich leczenia.

Wsrod szczegolnie niebezpiecznych zagrozen zdrowotnych XXI wieku wymienia
sie trwate zanieczyszczenia organiczne (TZO). W 2015 r. w ramach Konwenciji
Sztokholmskiej, ktorej gtdwnym zadaniem jest eliminowanie zanieczyszczen srodowiska
najgrozniejszych dla zdrowia cztowieka, do grupy tej wigczono polichlorowane naftaleny.

Pomimo zaprzestania celowej produkcji obecno$¢ polichlorowanych naftalendw
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stwierdza sie powszechnie w srodowisku naturalnym, ze wzgledu na powstawanie tych
zwigzkdéw jako produkt uboczny w procesach spalania i ich duzg trwato$¢. Konsekwencjg
tego jest wystepowanie polichlorowanych naftalenéw w produktach spozywczych, ktére
stanowig gtdbwne zrodto narazenia populacji generalnej, oraz w tkankach i ptynach
ustrojowych cztowieka, wliczajgc mleko matek karmigcych. Profil toksykologiczny tych
zwigzkow jest jednak dotychczas stabo scharakteryzowany. W obliczu przewlekiej
ekspozycji Srodowiskowej populacji generalnej na polichlorowane naftaleny oraz ze
wzgledu na dziatanie toksyczne innych zwigzkéw chloroorganicznych z grupy trwatych
zanieczyszczeh organicznych uwage zwraca brak kompleksowych badan i wiarygodnych
danych dotyczacych zagrozen dla zdrowia wynikajgcych z ekspozycji dtugotrwatej na te
zwigzki. Podjecie przez Pana mgr Michata Klimczaka badan w zakresie oceny
toksycznosci podprzewlektej heksachloronaftalenu jest zatem w petni uzasadnione.
Badania te bardzo dobrze wpisujg sie w gtdwne kierunki zainteresowan toksykologii

wspotczesnej.

Przedtozona do recenzji rozprawa ma uktad typowy dla prac doktorskich w formie
monografii. Dysertacja liczy 153 strony standardowego wydruku komputerowego i jest
podzielona na 6 rozdziatow takich, jak Wstep, Zatozenia i cel pracy, Czesc
doswiadczalna, Wyniki, Dyskusja i Whnioski. Praca zawiera streszczenie w jezyku
polskim i jezyku angielskim, spis tabel i rycin, 5 zatgcznikdbw i wykaz 170 pozycji

pismiennictwa. W rozprawie znajduje sie 26 tabel i 32 ryciny.

Prace doktorskg rozpoczyna obszerny — 33 stronicowy Wstep, w ktéorym mgr M.
Klimczak, w oparciu o dostepne piSmiennictwo, oméwit zrodta obecnosci w srodowisku
trwatych zanieczyszczen organicznych i stwarzane przez nie zagrozenia dla zdrowia
populacji generalnej oraz przedstawit regulacje prawne majgce na celu ochrone
cztowieka przed narazeniem na te substancje. Szczegdlng uwage Autor zwrdcit na
polichlorowane naftaleny. W kolejnych podrozdziatach omowit wtasciwosci
fizykochemiczne i zastosowanie w przesziosci tych zwigzkéw, przedstawit ich stezenia w
srodowisku, produktach spozywczych i organizmie cztowieka oraz dokonat
charakterystyki toksykologicznej omawianych zwigzkow uwzgledniajgc ich losy w
organizmie. Wstep stanowi interesujgce wprowadzenie do problematyki podjetej w pracy
i daje dobrg podstawe do uzasadnienia celowosci prowadzonych badan. Bardzo istotne
sg podrozdziaty 2.6.2 i 2.6.3 dotyczgce toksycznosci polichlorowanych naftalenéw u ludzi
i zwierzgt doswiadczalnych, w tym Tabele 1.8 i 1.9, w ktérych Pan Magister podsumowat
dostepne dane literaturowe w zakresie toksycznosci krétkoterminowej i dtugoterminowej

tych zwigzkéw ocenianej w modelach doswiadczalnych in vivo. Z dokonanego przegladu
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wynika, iz dane toksykologiczne dotyczgce wptywu ekspozycji dtugoterminowej na
polichlorowane naftaleny sg nieliczne i fragmentaryczne oraz pochodzg sprzed wielu lat.
Ponadto praktycznie wszystkie dane dotyczg toksycznosci mieszanin réznych
kongenerow, w tym preparatéw technicznych, ktére mogty by¢ zanieczyszczone innymi
zwigzkami, w tym dioksynami, co mogto mie¢ wptyw na wyniki badan. Dotychczas brak
jest kompleksowych badan nad mozliwymi skutkami powtarzanego narazenia na
polichlorowane naftaleny oraz dziataniami odlegtymi tych zwigzkéw. PowyZzsze dobrze

uzasadnia celowo$¢ badan podjetych przez mgr M. Klimczaka.

Autor przedstawit zatozenia pracy doktorskiej i bardzo jasno sformutowat jej cel w
2-stronicowym rozdziale dysertacji pt. ,Zatozenia i cel pracy”. Za cel pracy przyjeto
ocene toksycznosci podprzewlektej heksachloronaftalenu w modelu doswiadczalnym na
samicach szczura, ktéra obejmowata:

— podstawowe parametry toksycznosci ogélnoustrojowej (ogélny stan zdrowia zwierzat,
parametry hematologiczne, enzymy wskaznikowe uszkodzenia watroby, biomarkery
funkcji nerek, wybrane parametry stresu oksydacyjnego, stezenie cytochromu P-450 i
aktywno$é CYP1A i CYP2B)

— obraz morfologiczny narzgdéw wewnetrznych (watroba, nerki, ptuca, $ledziona,
grasica, serce, tarczyca, nadnercza, jajniki, macica, mézgowie, nerw kulszowy)

— potencjalne dziatanie porfirogenne (w oparciu o wybrane parametry szlaku biosyntezy
hemu)

— wstepng ocene genotoksycznosci w badaniu in vivo (test mikrojgdrowy w szpiku

kostnym).

W rozdziale Il dysertacji pt. ,Czes¢ doswiadczalna” mgr M. Klimczak
szczegotowo opisat model doswiadczalny i metodyke badan, co pozwala stwierdzi¢, iz
badania zostaty zaplanowane prawidtowo do realizacji postawionego celu i wtasciwie
przeprowadzone na wszystkich ich etapach, poczgwszy od wyboru materiatu badanego.
Do badan, jako przedstawiciela polichlorowanych naftalenow stusznie wybrany zostat
heksachloronaftalen poniewaz w Swietle dostepnych danych literaturowych za
najbardziej toksyczne kongenery polichloronaftalenow uwaza sie izomery
heksachloronaftalenu, ktére sg takze dominujgcymi kongenerami polichloronaftalenow
stwierdzanymi w watrobie oraz tkance tluszczowej cztowieka. Ze wzgledu na brak
dostepnosci komercyjnej, heksachloronaftalen zostat zsyntetyzowany na zamowienie w
Zakfadzie Chemii Radiacyjnej Politechniki toédzkiej. Z wykorzystaniem metod
analitycznych potwierdzono tozsamos¢ materiatu badanego oraz oceniono jego

potencjalne zanieczyszczenie innymi zwigzkami chlorooranicznymi, takimi jak dioksyny i
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furany. Uzyskany materiat (o czysto$ci powyzej 95%) stanowita mieszanina 1,2,3,5,6,7-
heksachloronaftalenu (81,17%) oraz izomerow heksachloronaftalenu (13,97%), a 4,86%
sktadu tej mieszaniny stanowit 1,2,3,4,5,6,7-heptachloronaftalen. Przeprowadzona
analiza zanieczyszczen wykazata, ze zwigzki z grupy polichlorowanych dibenzo-p-
dioksyn i dibenzofuranow wystepowaty w badanej mieszaninie heksachloronaftalenu w
Sladowym stezeniu (ponizej 1 pg/mg), w zwigzku z czym nie miaty wptywu na wyniki

oceny toksykologicznej heksachloronaftalenu.

Nalezy  podkreslic, iz badania obejmujgce ocene toksykologiczng
heksachloronaftalenu przeprowadzono w oparciu o wytyczne Organizacji Wspotpracy
Gospodarczej i Rozwoju (OECD) uwzgledniajgce ,zasadg 3R”. W baniach wykorzystano
tgcznie 50 samic szczura stada Wistar, a na ich przeprowadzenie uzyskano zgode
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Dos$wiadczen na Zwierzetach (Uchwata nr
13/LB703/2014). Celem wiasciwego wyboru dawek heksachloronaftalenu do oceny
toksycznosci podprzewlektej (90-dniowej) drogg pokarmowa, prowadzonej zgodnie z
wytyczng OECD 408 i procedurg B.26 wg Rozporzgdzenia WE Nr 440/2008 z p6zn. zm.,
badanie poprzedzono eksperymentem pilotazowym polegajgcym na ocenie toksycznosci
krotkoterminowej (28-dniowej) tego zwigzku. W oparciu o wyniki badania toksycznosci
28-dniowej i uwzgledniajgc wytyczne procedury OECD 408 do dalszych badan wtasciwie
wybrano 3 dawki heksachloronaftalenu (0,03; 0,1 i 0,3 mg/kg m.c.), tak, aby najwyzsza z
badanych dawek (Y2 dawki zastosowanej w badaniu toksycznosci 28-dniowej) prowadzita
do wyraznych efektéw toksycznych, natomiast najnizsza nie powodowata wystgpienia

istotnych dziatan szkodliwych.

W badaniu toksycznosci podprzewlektej heksachloronaftalenu prowadzono
codzienne obserwacje kliniczne zwierzat, kontrole spozycia paszy i wody oraz kontrole
przyrostu masy ciata, a po zakonczonej ekspozycji, po uprzedniej 24-godzinnej zbidrce
moczu, do badan pobrano krew (na antykoagulant i na skrzep), narzady wewnetrzne
(watroba, nerki, ptuca, $ledziona, grasica, serce, tarczyca, nadnercza, jajniki, macica,
mobzgowie, wycinek nerwu kulszowego) oraz obie kosci udowe (celem uzyskania szpiku
kostnego). W krwi oznaczono podstawowe parametry hematologiczne (liczba krwinek
biatych i czerwonych, srednia objetos¢ krwinki czerwonej, rozpietos¢ rozktadu objetosci
krwinek czerwonych, wskaznik rozktadu objetosci krwinek czerwonych, stezenie
hemoglobiny, srednia zawarto$¢ hemoglobiny w krwince czerwonej, hematokryt, liczba
ptytek krwi i Srednia objetoS¢ ptytki). Narzgdy wewnetrzne przeznaczono do badan
histopatologicznych, a wycinki watroby i nerek réwniez do badan biochemicznych

(stezenie zredukowanego glutationu, dialdehydu malonowego i biatka, aktywnosc
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CYP1A i CYP2B, a w watrobie réwniez stezenie cytochromu P450). W surowicy
oznaczono aktywnos¢ aminotransferazy alaninowej i aminotransferazy asparaginianowe;j
oraz catkowity status antyoksydacyjny. Dziatanie porfirogenne oceniono w oparciu o
aktywno$¢ syntazy kwasu delta-aminolewulinowego, dehydratazy kwasu delta-
aminolewulinowego i dekarboksylazy uroporfirynogenu w homogenatach watroby,
stezenie porfiryn w moczu i homogenatach watroby oraz stezenie kwasu delta-
aminolewulinowego w moczu. Okreslono rowniez klirens kreatniny i szybko$¢ wydalania
kreatyniny i biatka z moczem. Szpik kostny wykorzystano do przeprowadzenia testu
mikrojgdrowego pozwalajgcego na dokonanie wstepnej oceny genotoksycznosci

heksachloronaftalenu.

Metodyka przeprowadzonych oznaczen zostata szczegdétowo opisana z podaniem
zrodet literaturowych stosowanych metod. Szeroki zakres badan i réznorodnosé
stosowanych technik analitycznych (oznaczenia z wykorzystaniem analizatora
hematologicznego, metody spektrofotometryczne i spektrofluorymetryczne, ultrasprawna
chromatografia cieczowa — UPLC z detekcjg fluorescencyjng, badania histopatologiczne
i test mikrojadrowy oparty na ocenie peknie¢ chromosomow i uszkodzenia wrzeciona
podziatowego) swiadczg o doskonatym przygotowaniu mgr M. Klimczaka do pracy
naukowo - badawczej i Jego wysokich umiejetnosciach analitycznych. Dla oznaczen
porfiryn i kwasu delta-aminolewulinowego metodg UPLC Autor przedstawit w pracy
(Zataczniki 1 - 4) podstawowe parametry walidacyjne metody oraz przyktadowe
chromatogramy. W pracy zabrakto natomiast informacji potwierdzajgcych wiarygodnosc¢
oznaczen parametrow badanych innymi metodami (np. odzysk, precyzja). Ze wzgledu na
przeprowadzenie oceny mikroskopowej narzgdéw w oparciu o barwienie hematoksyling i
eozyng stwierdzone w watrobie zmiany stluszczeniowe nalezato potwierdzi¢
specyficznym barwieniem metodg Oil Red, co Autor uczynit, nie zawart jednak tej
informacji w pracy doktorskiej, podat jg natomiast w publikacji prezentujgcej wyniki
badan.

Wyniki badan bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej mgr M. Klimczak
szczegotowo opisat w liczgcym 35 stron rozdziale IV pt. ,Wyniki” oraz przedstawit w
formie 16 tabel i na 23 rycinach. Tabele i ryciny prezentujgce wyniki badan, podobnie jak
pozostate zawarte w pracy, sg przygotowane z duzg starannoscig, dzieki czemu
rozprawa jest bardzo estetyczna w odbiorze. Wyniki badan sg wtasciwie opisane i
zinterpretowane. Whnioski z przeprowadzonych badan zostaty prawidtowo wyciggniete i
jasno sformutowane w ostatnim rozdziale rozprawy i znajdujg petne odzwierciedlenie w

wynikach badan.
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Wyniki przeprowadzonych badanh pozwolity stwierdzi¢, iz narzgdem krytycznym
dla heksachloronaftalenu jest watroba, a dziatanie hepatotoksyczne tego zwigzku
przejawia sie hepatomegalig, nasileniem peroksydacji lipidow i sttuszczeniem
hepatocytéw. Waznym osiggnieciem badan jest wykazanie, iz heksachloronaftalen
wykazuje potencjat porfirogenny. Dziatanie to jest charakterystyczne dla wielu
chlorowanych weglowodoréw aromatycznych, jednak dopiero Zespot kierowany przez
Panig Profesor Anne Kilanowicz-Sapota podjat badania w tym kierunku w odniesieniu do
heksachloronaftalenu. Istotnym, z punktu widzenia szacowania ryzyka zdrowotnego u
ludzi wynikajgcego z narazenia chronicznego na heksachloronaftalen, jest wyznaczenie
wartosci LOAEL dla tego zwigzku (0,03 mg/kg m.c.), czyli najnizszej dawki powodujgcej
efekty szkodliwe (ang. Lowest Observed Adverse Effect Level). Ponadto wyniki badan

pozwalajg wstepnie uznac¢ heksachloronaftalen za czynnik niegenotoksyczny.

Mgr M. Klimczak w petni zrealizowat zatoZzone cele pracy. Przeprowadzone przez
Niego badania, bedace pierwszymi w zakresie oceny toksycznosci 90-dniowej
heksachloronaftalenu, wnoszg nowe, istotne dane do toksykologii tego zwigzku. Oprécz
wartosci naukowej i poznawczej wyniki badan majg rowniez bardzo istotny aspekt
praktyczny, bowiem wyznaczona wartos¢ LOAEL dla heksachloronaftalenu moze zosta¢
wykorzystana do szacowania ryzyka zdrowotnego u ludzi narazonych przewlekle na ten

zwigzek.

Wyniki badan wtasnych Autor przedyskutowat na tle dostepnych danych
literaturowych w 22-stronicowym rozdziale pt. ,Dyskusja”. Sposdb prowadzenia dyskusji

Swiadczy o w petni ugruntowanej wiedzy w zakresie przedmiotu rozprawy doktorskiej.

Nalezy podkresli¢, iz wyniki oceny toksycznosci 90-dniowej heksachloronaftalenu
zostaty opublikowane w formie artykutu oryginalnego w jednym z wiodgcych czasopism
miedzynarodowych z dziedziny toksykologii — Environmental Toxicology (Klimczak M.,
Daragoé A., Bruchajzer E., Domeradzka-Gajda K., Stepnik M., Kuzajska K., Kilanowicz A.:
.1 he effects of hexachloronaphthalene on selected parameters of haem biosynthesis and
systemic toxicity in female Wistar rats after 90-day oral exposure”, 2018, doi:
10.1002/tox.22558) o wspodtczynniku oddziatywania Impact Factor = 2,937 i punktacji
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego rownej 30, w zwigzku z czym zostaty juz
poddane wnikliwej recenzji przez ekspertow miedzynarodowych. Pan mgr M. Klimczak
jest pierwszym autorem tej pracy. Ponadto Kandydat do stopnia doktora nauk
prezentowat i dyskutowat wyniki badan wchodzgcych w zakres pracy doktorskiej na 4

konferencjach naukowych.
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Rozprawa doktorska mgr M. Klimczaka zostata przygotowana z wielkg
starannoscig zaréwno o wysoki poziom merytoryczny, jak réwniez strone edytorskg. Z
obowigzku recenzenta musze jednak zwrdci¢ uwage, iz Autor nie unikngt pewnych
drobnych niedociggniec¢ natury technicznej, w tym bteddéw litrowych (np. brak stowa ,si¢”
w drugim zdaniu na str. 15; cytowanie Falandycz i wsp. 1996, zamiast Falandycz i wsp.
1996a lub Falandycz i wsp. 1996b — str. 21, linia 7 i str. 22, linia 6; brak w wykazie
piSmiennictwa pozycji Lin i wsp. (2013), na ktorg Autor powotat sie na str. 26; cytowanie
na str. 38 Galoch i wsp. 2005 zamiast Galoch i wsp. 2006; na str. 31 w pierwszym zdaniu
podrozdziatu 6 czytamy polichromowanych dibenzo-p-dioksyn zamiast polichlorowanych
dibenzo-p-dioksyn, a w Zatgczniku 4 — 5-ALA zamiast 6-ALA), ktére z zaden sposéb nie

wptywajg na warto$¢ merytoryczng pracy i jej catosciowg ocene.

Podsumowujac ocene rozprawy doktorskiej mgr farm. Michata Klimczaka
pragne podkreslié, iz praca prezentuje bardzo interesujacy i celowy, dobrze
zaplanowany i prawidtowo zrealizowany nowatorski projekt badawczy, ktorego
wyniki maja istotng wartos¢ naukowa i poznawczg oraz aspekt praktyczny.
Badania wniosty nowe dane dotyczace toksycznosci powtarzanej
heksachloronaftalenu zaliczonego do grupy najniebezpieczniejszych trwatych
zanieczyszczen organicznych, na ktore cztowiek jest narazony przez cale zycie i
pozwolily wyznaczyé wartos¢é LOAEL dla tego zwigzku, co moze zostaé
wykorzystane do szacowania ryzyka zdrowotnego u ludzi. Dysertacja zostata
przygotowana =z bardzo duzg starannoscig, zaréwno pod wzgledem
merytorycznym, jak réwniez stylistycznym i edytorskim. Przeprowadzenie
zaplanowanych badan, ich opracowanie statystyczne i interpretacja wynikéw, jak
réowniez przygotowanie dokumentacji z badan w postaci przedtozonej do oceny
pracy wymagato nie tylko wielu umiejetnosci, ale bylo réwniez praco- i
czasochtonne i swiadczy o bardzo duzym zaangazowaniu nie tylko Kandydata do
stopnia doktora nauk, ale réwniez Promotora. Duze doswiadczenie Pani Profesor
Anny Kilanowicz-Sapota w zakresie badan nad toksycznoscia zwigzkow
chloroorganicznych byto gwarantem wtasciwego zaplanowania i przeprowadzenia
oraz zinterpretowania i udokumentowania badan. Drobne uwagi przedstawione w

recenzji w zaden sposob nie umniejszajg wysokiej wartosci merytorycznej pracy.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, iz w mojej opinii rozprawa doktorska
mgr farm. Michata Klimczaka spetnia wymogi okreslone w art. 13 ustawy o
stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14
marca 2003 r. (Dz.U. z 2018 r., poz. 1789) i wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu
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Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie

Kandydata do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

W oparciu o Regulamin wyrézniania prac doktorskich na Wydziale
Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego w todzi (Uchwatla Rady Wydziatu
Farmaceutycznego z dnia 15 listopada 2016 r.) wnosze réwniez do Wysokiej Rady
Wydziatlu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi o wyrdéznienie
pracy doktorskiej mgr farm. Michata Klimczaka. Wniosek swoj argumentuje
wysokg oceng rozprawy przedstawiong w recenzji oraz opublikowaniem znaczacej
czesci wynikébw badan wchodzacych w zakres dysertacji w formie pracy
oryginalnej, ktérej Kandydat jest pierwszym autorem, w czasopiSmie z Listy
Filadelfijskiej (Environmental Toxicology) o wspoétczynniku Impact Factor rwnym
2,937.

KIEROWNIK
Zaktadu Toksykologii

oo

prof. dr hab. Maftgorzata M. Brzoska
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