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Niezwykle dynamiczny rozwéj technologiczny jaki miat miejsce w XX-tym wieku objat wszystkie
dziedziny ludzkiej aktywnosci. Wydtuzyta sig znaczgco $rednia diugosé zycia cztowieka oraz poprawita
jego jako$¢. Dzigki osiggnieciom w obszarze nauk medycznych i farmaceutycznych praktycznie
wyeliminowano niektére choroby dotychczas odpowiedzialne za wysokg umieralnogc. Olbrzymig role
zaczeta takze odgrywac profilaktyka. Niestety postep technologii chemicznej miat tez swoje drugie, mniej
przyjazne oblicze. Spoéréd tysigcy nowych substancji, ktére zaczeto wytwarzaé na skale przemystowq i
ktore znalazty zastosowanie w réznych gateziach gospodarki, wiele okazato sie prawdziwym , koniem
trojariskim”. Po poczatkowym zachwycie nad szczegdlnymi wtasciwosciami, ktérych dotychczas nie
posiadaty zadne znane substancje, po pewnym okresie stosowania zaczeto dostrzegaé niekorzystne
efekty zdrowotne wynikajace z przewlektego narazenia populacji generalnej. Taka historie posiadajg
insektycydy chloroorganiczne, polichlorowane bifenyle czy polibromowane difenyloetery, ktére
wycofano lub ograniczono ich stosowanie dopiero po wielu latach produkgji i dystrybuciji. Wynikato to
po czgsci z braku albo niedoskonatosci regulacji prawnych umotzliwiajgcych wytwarzanie i obrét
substancjami o nieznanym albo znanym tylko w czesci profilu toksykologicznym. Wéréd obcigzonych zfg
stawa, wyzej wymienionych zwiagzkéw halogenoorganicznych s tez polichlorowane naftaleny - grupa
najmniej poznana pod katem wtasciwosci biologicznych. Mimo zaprzestania ich celowej produkgji i
wprowadzania do $rodowiska, narazenie na te substancje ma w dalszym ciggu miejsce jako

konsekwencja ich duzej trwatosci w $rodowisku. Biezgcym zrédtem polichlorowanych naftalenéw sg
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procesy spalania $mieci (emisja wtdrna) i paleniska domowe. W literaturze znalez¢ moina bardzo
niewiele informacji toksykologicznych dotyczacych polichlorowanych naftalenéw, dlatego podjecie

tematu w ramach pracy doktorskiej jest w petni uzasadnione.

Ocena rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska mgr. farm. Michata Klimczaka ma uktad tradycyjnej dysertacji w formie
oprawionego wydruku komputerowego zawierajacego 6 gtéwnych rozdziatéw obejmujacych: Wstep,
Zatozenia i cel pracy, Czes¢ doswiadczalng, Wyniki, Dyskusje oraz Wnioski. W pracy zamieszczono
rowniez streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spisy tabel i rycin, zatgczniki zawierajgce
dokumentacje analityczng oraz pismiennictwo. Wydruk liczy tacznie 153 strony, zawiera 26 tabel, 32
ryciny oraz wykaz 170 pozycji literaturowych.

Wstep do rozprawy to bardzo interesujgce kompendium wiedzy z obszaru trwatych zanieczyszczen
organicznych (TZO). Doktorant przedstawit ogding charakterystyke tej grupy ksenobiotykéw omawiajac
wiasciwosci fizykochemiczne oraz los w ustroju i srodowisku. Uwage poswiecit takze na prezentacje
wprowadzonych regulacji prawnych majacych na celu ograniczenie emisji tych zwiazkéw do érodowiska
naturalnego a w efekcie zmniejszenia ekspozycji cztowieka. Kluczowym elementem tego systemu jest
»Konwencja Sztokholmska w sprawie trwatych zanieczyszczeri organicznych” z 2001 roku. Do listy
substancji objetych Konwencja, liczacej w pierwotnej wersji 12 pozycji, dotaczyty w nastepnych latach
kolejne, tworzac w 2017 roku grupe 29 indywidualnych zwigzkéw chemicznych oraz mieszanin izomeréw
lub soli. Warto w tym miejscu podkresli¢, ze wiaczenie do tej listy polichlorowanych naftalenéw jest w
duzej mierze zastuga badar prowadzonych we wczesniejszych latach przez Promotora recenzowanej
rozprawy doktorskiej - dr hab. Anne Kilanowicz-Sapota, prof. nadzw. UMED.

Tematyka badawcza podjeta przez Doktoranta jest zatem powigzana z naukowymi
zainteresowaniami Promotora dzigki czemu mégt On liczy¢ na fachowa pomoc na kazdym etapie
realizacji tej pracy doktorskiej.

Kolejny fragment rozprawy poswigcony jest wtasciwosciom fizykochemicznym polichlorowanych
naftalendw, obszarom ich zastosowania w przesztoéci i obecnym zrédtom ekspozycji dla populacji
generalnej. Przedstawione sg takze wyniki monitoringu biologicznego dokumentujace jako$ciowo i

iloSciowo narazenie w populacjach w réznych krajach $wiata.
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Skapa literatura tematu powoduje, ze rozdziat poswiecony toksycznosci jest stosunkowo krétki,
gdyby poréwnac ilos¢ danych z tymi dostepnymi chociazby dla polichlorowanych bifenyli a cytowane
pozycje literaturowe datowane s3 na lata 50-70 ubieglego wieku. Brak podstawowych danych
toksykologicznych przy ekspozycji na wielokrotne dawki uzasadnia podjecie tematu, gdyz narazenie na
polichlorowane naftaleny podobnie jak na inne wycofane z produkcji i obrotu zwigzki
halogenoorganiczne moze mie¢ istotne znaczenie dla zdrowia publicznego przez kolejne dziesigtki lat a
brak rzetelnych danych uniemozliwia przeprowadzenie oceny ryzyka zdrowotnego.

Jednym z zasadniczych probleméw metodologicznych w badaniach toksycznosci substanc;ji
wystgpujacych komercyjnie jako mieszaniny kongeneréw jest wtasnie ztozono$é tych mieszanin oraz
wystgpowanie zanieczyszczen, ktére niejednokrotnie moga charakteryzowaé sie innym profilem
toksykologicznym niz gtéwna substancja. Dotyczy to takze polichlorowanych naftalenéw, ktére mogg by¢
zanieczyszczone strukturalnie podobnymi dioksynami. Niekontrolowana obecnoé¢ zanieczyszczen tego
rodzaju lub nieuwzglednienie ich prawdopodobnej obecnosci na etapie interpretacji wynikow nakazuje
podchodzi¢ z duzg rezerwa do doniesieri pochodzacych sprzed kilkudziesieciu lat, kiedy niedostepne byty
metody analityczne umozliwiajgce wiarygodng analize. To zagadnienie zostato bardzo powaznie
potraktowane przez Doktoranta, gdyz jednym z pierwszych etapéw przygotowar do eksperymentow
byto przeprowadzanie analitycznej charakterystyki badanego zwigzku. Heksachloronaftalen ze wzgledu
na brak mozliwosci zakupu z komercyjnego zrédta, zsyntezowano na zamdwienie w Zaktadzie Chemii
Radiacyjnej Politechniki tédzkiej uzyskujac satysfakcjonujace parametry jakosciowe: czystosé powyzej
95% i okoto 5% zawartosci 1,2,3,4,5,6,7-heptachloronaftalenu. Tozsamogé potwierdzono technikami
NMR, IR oraz GC-MS a zawartos¢ dioksyn oznaczono metodg rozciericzen izotopowych z uzyciem
HRGC/HRMS, zgodnie z metodg EPA 1613. Produkt syntezy wykorzystany w badaniach zawierat dibenzo-
p-dioksyny i dibenzofurany w stezeniu nizszym niz 1 pg/mg. Brakuje w tym miejscu informac;ji o wartosci
granicy oznaczalnosci zastosowanej metody, gdyz z tego zapisu nie wynika czy wynosi ona whaénie 1
pg/mg.

Wybor zwigzku modelowego — heksachloronaftalenu zostat przez autora dysertacji szczegdtowo
uzasadniony. To wtasnie heksachloropochodne sa najbardziej toksyczne wg dostepnej wiedzy i dominuja
ilosciowo w tkankach pochodzacych od cztowieka. Planowane doswiadczenia miaty dostarczy¢ wynikéw

wypetniajacych istotng luke w danych toksykologicznych dotyczacych toksycznosci podprzewlekfej.
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Plan doswiadczenia byt ambitny i obejmowat:
® Podstawowe wskaZniki toksycznosci ogélnoustrojowej; parametry stresu oksydacyjnego;
oceng indukcji wybranych cytochromoéw
e Badania histopatologiczne pobranych narzadéw
® Potencjalne dziatanie porfirogenne
e Wstepng ocene genotoksycznosci.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczed na
Zwierzgtach a eksperymenty przeprowadzone zostaty w zgodzie z wymogami ustawy o doswiadczeniach
na zwierzgtach (Dz.U. 2005, nr 33, poz. 289, z pézn. zm.) oraz Dyrektywy Parlamentu Europejskiego i
Rady 2010/63/UE w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych.

Doktorant przeprowadzit dwa doswiadczenia na zwierzetach. Pierwsze z nich o charakterze
pilotazowym (ekspozycja 28-dniowa) przeprowadzono na 10 samicach, szczurach stada Wistar stosujac
ekspozycje dozotadkowa. Wyniki tego doswiadczenia miaty postuzyé do wyznaczenia dawek do
eksperymentu gtéwnego — 90-dniowego z zastosowaniem tej samej drogi ekspozycji. Dobér 3 dawek
przeprowadzono prawidtowo, tak aby najwyzsza powodowata wyrazne efekty toksyczne natomiast przy
najnizszym poziomie ekspozycji nie spodziewano sig istotnych efektow toksycznych.

Po zakoriczeniu ekspozycji zwierzeta skrwawiano w narkozie (CO2) i pobierano materiat do badan:
krew i narzady, z kt6rych przygotowywano homogenaty do oznaczer biochemicznych oraz preparaty do
badari histopatologicznych. Z kosci udowych pobierano szpik kostny do wykonania testu
mikrojagdrowego. Szczegotowe opisy metodyk badawczych dowodza, e realizacja zatozeri pracy
wymagata od Doktoranta opanowania warsztatu analitycznego obejmujacego  techniki
spektrofotometryczne oraz chromatograficzne. O ile w dysertacji mozna znalezé parametry walidacyjne
metody oznaczania porfiryn w moczu i homogenatach watroby metodg UPLC-FLR to nie podano ich dla
metod oznaczania MDA, biatka, GSH i in. Warto bytoby umiesci¢ w pracy wartosci precyzji tych metod.

Wyniki badarn pozwolity na wskazanie watroby jako narzadu krytycznego, gdyz
heksachloronaftalen powodowat znaczaca indukcje enzymow mikrosomalnych, szczegélnie izoformy
CYP1A cytochromu P-450. Ponadto obserwowano hepatomegalie wraz z nasilona peroksydacja lipidow

oraz sttuszczenie watroby. Badany zwigzek hamowat aktywno$é dehydratazy kwasu delta-
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aminolewulinowego oraz dekarboksylazy uroporfirynogenu, enzyméw szlaku syntezy hemu o znaczeniu
diagnostycznym w porfirii. W efekcie inhibicji w watrobie nastepowata kumulacja uroporfiryn.

Wyniki testu mikrojagdrowego s$wiadcza z kolei o braku wiaéciwoéci genotoksycznych
heksachloronaftalenu.

Najnizsza z badanych dawek w badaniu toksycznosci podprzewlektej okazata sie wystarczajgca do
wywotania efektéw toksycznych i zostata uznana poprawnie jako LOAEL (ang. lowest observed adverse
effect level), czyli najnizsza dawka wywotujaca efekty szkodliwe. Co istotne, wartoéé ta ze wzgledu na
dtugos¢ ekspozycji (90 dni) moze zosta¢ wykorzystana w ocenie ryzyka zdrowotnego.

Na uwage zastuguje fakt, ze kazdy etap pracy zostat starannie zaplanowany a jego podjecie w petni
uzasadnione, co jest szczegdlnie waine w projektach naukowych z wykorzystaniem zwierzat
doswiadczalnych. Przeprowadzone procedury doswiadczalne nie budzg zastrzezeri. Model zwierzecy
wykorzystany w tej pracy wymagat od Doktoranta ogromu pracy, opanowania trudnych umiejetnosci
manualnych (codzienna opieka nad zwierzgtami, wykonywanie procedur).

Doktorant w petni zrealizowat zatozone cele pracy a uzyskane wyniki majg duza warto$¢ poznawczg

i stanowig cenny wktad w 0gdlng wiedze o wtasciwosciach biologicznych polichlorowanych naftalenéw.

Na koniec chciatbym wyrazi¢ uznanie za wyjgtkowo staranne przygotowanie edytorskie rozprawy. Ta
pozornie mato istotna kwestia jest przeze mnie doceniania i promowana, gdyz $wiadczy o dojrzatoéci
autora i jego szacunku wobec odbiorcéw. W trakcie lektury pracy natkngtem sie na zaledwie kilka
niefortunnych zwrotéw i btedéw literowych, ktére pozwole sobie pominaé w tej opinii i przekaze je

osobiscie Doktorantowi, gdyz te uwagi nie maja znaczenia dla ogéInej, merytorycznej oceny rozprawy.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr. farm. Michata Klimczaka
bezsprzecznie wnosi elementy nowosci naukowej, zostata zaplanowana, przeprowadzona i
udokumentowana w sposéb rzetelny. W mojej opinii praca spetnia wymogi stawiane rozprawom na
stopieri doktora i wnoszeg, za posrednictwem Komisji Doktorskiej, do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi o jej przyjecie i dopuszczenie do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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Ponadto, w oparciu o =zapisy regulaminu wyréiniania prac doktorskich na Wydziale
Farmaceutycznym ustanowionego Uchwaty Rady Wydziatu Farmaceutycznego w todzi z dnia 15
listopada 2016 roku, wnosze do Wysokiej rady Wydziatu Farmaceutycznego w todzi o wyréznienie
rozprawy doktorskiej mgr. farm. Michata Klimczaka. Podstawa do wyrdznienia jest opublikowanie

wynikéw duzej czesci rozprawy doktorskiej w czasopismie Environmental Toxicology (IF=2,937).

‘ Kierownik
Katedry i Zaklad Toksykologii

Vielgomas
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