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Tytut rozprawy: , Wptyw chloropyrifosu na aktywno$é enzyméw odpowiedzialnych za

synteze witaminy D3 w komérkach skéry”

Intensywnos¢ badan prowadzonych na catym swiecie nad rolg witaminy D mozna zmierzy¢
liczbg publikacji naukowych ukazujacych sie w specjalistycznych czasopismach, prezentujgcych wyniki
tych badan. Wzrost liczby doniesiert naukowych w ostatnim dziesigcioleciu doprowadzit do znacznego
wzbogacenia wiedzy na temat znaczenia tej niezwykiej witaminy w utrzymaniu homeostazy
organizmu. Obecnie w ciggu roku ukazuje sie okoto 4000 publikacji na temat witaminy D (zrédto: baza
Pubmed, wrzesient 2018). Wspomniana niezwyktos¢ tej witaminy wynika z faktu, ze moze ona by¢

wytwarzana w organizmie cztowieka pod wplywem promieniowania stonecznego.

Negatywny wptyw niektorych czynnikéw S$rodowiskowych na zdrowie cztowieka jest
udokumentowany w literaturze specjalistycznej w oparciu o wyniki rzetelnych badar, a dzieki mediom
wiedza ta bardzo szybko i skutecznie dociera do spoteczefstwa i budzi nie zawsze uzasadnione
przerazenie. W ostatnich 50 latach badania naukowe prowadzone przez niezaleznych badaczy
doprowadzaty niejednokrotnie do wycofania ze stosowania lub ograniczenia stosowania wielu
syntetycznych substancji chemicznych. Jedng z najbardziej znanych substancji o takiej historii jest DDT
— przedstawiciel pestycydow chloroorganicznych. Po poczatkowym zachwycie nad wtaéciwosciami i
skutecznoscia tego zwigzku, okazato sig, ze charakteryzuje sie on tez ogromng trwatoscig w $rodowisku
oraz ulega biokumulacji i biomagnifikacji. DDT i inne insektycydy z grupy chloroorganicznych
zastgpiono insektycydami o krétkim okresie pottrwania w srodowisku, ale podobnej skutecznosci. To
wtasnie pestycydy jako zwigzki tworzone w celu niszczenia niekorzystnych form zycia (dla rolin,
zwierzat czy czfowieka) budzg szczegdlny niepokdj w kontekscie oddziatywania na srodowisko i zdrowie
cztowieka. Mamy jednoczesnie swiadomos¢, ze pestycydy s3 jednym z kluczowych elementéw
technolgicznych umozliwiajgcych wielkotowarowa produkcje zywnosci. Wspotczesne rolnictwo jako

gtowny obszar gospodarki wykorzystujacy dobrodziejstwo pestycydow jest zarazem gtéwnym Zrédtem
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wprowadzania ich do srodowiska co ostatecznie przeklada sie na narazenie cztowieka. Nalezy jednak
pamigtac, ze niektére pestycydy mimo, ich podstawowego przeznaczenia do stosowania na otwa rtych
przestrzeniach sg takze aplikowane w pomieszczeniach mieszkalnych, u zwierzat hodowlanych, ale
takze domowych. Ekspozycja na pestycydy, jak dokumentuja coraz liczniejsze badania
biomonitoringowe, jest powszechna w populacjach generalnych na catym s$wiecie. Najwyisza
ekspozycjg obserwuje sie zwykle u 0s6b narazonych zawodowo a w przypadku pestycyddw w tej grupie
znajdujq sig migdzy innymi osoby przeprowadzajace zabiegi agrotechniczne. Droga dermalna stanowi
jedna z podstawowych drég wchtaniania substancji aktywnych w trakcie takich zabiegéw u operatoréw
sprzgtu. Skora jest zatem miejscem w organizmie, gdzie zachodzi bezposrednia ekspozycja komérek na
pestycydy a takze przeprowadzana jest synteza witaminy D. Biorgc pod uwage powyzsze, hipoteza o
mozliwym wptywie zwigzkéw wchtanianych przez skére na synteze witaminy D jest uzasadniona i warta

przeprowadzenia badan.

Takie wifasnie zadanie badawcze postawit sobie autor przedtozonej mi do recenzji pracy
doktorskiej — mgr Krzysztof Sawicki. Postanowit zbada¢ wptyw chloropyrifosu (CPS) - jednego z
najczgsciej  stosowanych insektycydéw  fosforoorganicznych, na  aktywno$¢  enzymoéw

odpowiedzialnych za synteze witaminy D3 w komérkach skéry.

Manuskrypt rozprawy ma forma tradycyjng. Jest wydrukiem komputerowym na 118 stronach,
podzielonym na 6 giéwnych rozdziatéw oraz rozdzialy pomocnicze zawierajagce spisy rycin i tabel a

takze wykaz piémiennictwa i streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim.

Doktorant na 25 stronach zamiescit wstep teoretyczny bedgcy przeglagdem wiedzy o chloropiryfosie,
witaminie D oraz przedstawit charakterystyke cytochromu P-450 i opisat jego role w metabolizmie
witaminy D. Warto w tym miejscu podkreslic, ze Doktorant przygotowat ten przeglad gtéwnie w
oparciu o prace opublikowane po roku 2010 ze znacznym udziatem publikacji najnowszych z lat 2016-
2018. Jest to zwarte kompendium aktualnego stanu wiedzy i jednoczesnie uzasadnienie podjecia

badan.

W kolejnym rozdziale Doktorant wskazat ,,okreslenie wptywu chloropyrifosu na aktywnosé enzymoéw
odpowiedzialnych za synteze witaminy D3 w komérkach skéry” jako cel zasadniczy rozprawy a cel
dodatkowy to wyjasnienie mechanizmu dziatania. W tym samym rozdziale Doktorant okreslit cele

szczegotowe.

W rozdziale ,Materiaty i metody” Doktorant szczegétowo opisat laboratoryjng czeé¢ pracy,
umozliwiajgc w ten sposob replikacje badan. Wybdr linii komérkowych, ktére wykorzystano w
doswiadczeniach, jest uzasadniony. Badania rozpoczeto od okreslenia cytotoksycznosci chloropiryfosu

wobec komdrek HaCaT (prawidtowa unie$miertelniona linia komorkowa keratynocytéw cztowieka)
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oraz fibroblastéw BJ (prawidtowa linia komdrkowa fibroblastéw cztowieka pochodzgca z fibroblastéw
napletka). Do tego celu wykorzystat dwa standardowe testy cytotoksycznoéci: MTT i Neutral Red - co
jest jak najbardziej poprawne. Doktorant nie wyjasnit jednak, dlaczego do badania wplywu natezenia
promieniowania UVB na zywotnos¢ komérek uzyt tylko testu Neutral Red, podczas gdy cytotoksycznosé
chloropiryfosu badat takze testem MTT? Badania moglyby by¢ tei uzupetnione o okreélenie

cytotoksycznosci CPS przy jednoczesnej ekspozycji na promieniowanie UVB.

Do przeprowadzenia wiasciwych eksperymentéw Doktorant wybrat dwa niecytotoksyczne (<ICs0)
stezenia CPS wynoszace 50 oraz 250 UM i we wszystkich uktadach eksperymentalnych uwzgledniono
odpowiednie grupy kontrolne. Wybdr natezenia promieniowania zostat uzasadniony w punkcie 4.2. W
dalszych badaniach zastosowano promieniowanie o natezeniach, ktére powodowaty podobng

przezywalnos¢ komdrek obu linii komdrkowych.

Wptyw CPS na efektywno$¢ wytwarzania witaminy Ds z prekursoréw badano z zastosowaniem techniki
HPLC, oznaczajac 7-dehydrocholesterol (7-DHC), 25-hydroksycholekalcyferol (25(0H)Ds) (kalcidiol)
oraz 1,25-dihydroksycholekacyferol (1,25(0H),Ds) (kalcitriol) w komérkach oraz pozywce hodowlane;.
Wyniki tych analiz przedstawione sa w tabelach 7 i 8. W tabeli 7 wartoéci odchyleri standardowych dla
poziomoéw 7-DHC w komérkach sg bardzo wysokie (w dwdch przypadkach sg wyisze niz wartoéé
srednia). Nie doszukatem sie w pracy podstawowych parametréw walidacyjnych metody oznaczania z
wykorzystaniem techniki HPLC, przez co trudno wskaza¢ zrédto tak znaczacych rozrzutéw wynikéw. W
tej samej tabeli dla ,ilosci 25(0H)Ds” podano ,b.d.” co przyjmuje sie zwyczajowo jako brak danych.
Jedli w rzeczywistosci (jak wynika z tekstu w punkcie 4.3.1.) 25-hydroksycholekalcyferol nie byt
wykrywalny, to w tabeli powinien znalei¢ sie zapis , ponizej granicy wykrywalnoéci” lub ,<LOD metody

analitycznej”, a ponadto podane podstawowe parametry walidacyjne metody.

Doktorant w dalszej czeéci pracy przedstawia wyniki jakosciowych analiz komérek jak i pozywki
hodowlanej z wykorzystaniem spektrometrii mas z analizatorem czasu przelotu (TOF). W punkcie 4.4
Doktorant stwierdza, ze wykazat zdolnosc¢ linii komérkowej fibroblastéw do syntezy witaminy D3 z
prekursora 7-DHC. W tym miejscu lub w dyskusji wynikéw warto bytoby dodaé pare stéw komentarza

lub uzasadnienia tego wniosku.

Kolejne podrozdziaty pracy zawierajg wyniki badan ekspresji wybranych izoform cytochromu P-450 i
receptora VDR na poziomie mRNA, w ktérych Doktorant obserwowat we wszystkich przypadkach
efekty zalezne od dawki. Ekspresje dla petnego obrazu zbadano takze na poziomie biatka. W tym

przypadku efekty nie zawsze zalezaty liniowo od dawki (stezenia).

W kolejnym rozdziale, Doktorant przeprowadza dyskusje wynikéw przeprowadzonych eksperymentéw

poréwnujac je z dostepnymi danymi literaturowymi. Doktorant jest swiadomy, ze przeprowadzone

-
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przez Niego eksperymenty in vitro wymagaja uzupetnienia, rozwiniecia i ostatecznie jednak

potwierdzenia w modelach in vivo.

Praca wykonana przez mgr. Sawickiego to przyktad klasycznego eksperymentu majgcego na celu
okreslenie mechanizmu dziatania na poziomie komérkowym. Wiedza na tematy wptywu CPS na
ekspresje mRNA i ekspresje biatka jest dobrym punktem wyjécia do prowadzenia dalszych badan.
Metodologia przeprowadzonych badar jest prawidtowa i odpowiednio dobrana do zatozonego celu

pracy.

Doktorantowi nie udato sig unikng¢ potknie¢ jezykowych, drobnych btedéw stylistycznych,
uzycia zargonu laboratoryjnego. Niektére z nich pozwalam sobie wymienié: str. 4 - Istnieje receptor
androgenowy a nie androgeniczny (str. 4); str. 4 - skrét DC, czyli ,delayed cytotoxicity” rozwiniety jest
btednie jako ,op6Zniona neurotoksyczno$¢”. Zarowno w wykazie skrétéw jak i dalej w tekscie Autor
btednie ttumaczy ,human liver microsomes” jako szczurze mikrosomy watrobowe. Rozwiniecie skrétu
LD50 w jezyku angielskim to ,median lethal dose” a nie ,lethal dose”. Niefortunne sformutowanie:
»Szacuje sig, ze ok. 1 miliarda ludzi posiada niedobdr witaminy D” — proponowatbym zamieni¢ na:
»Szacuje sig, ze u ok. 1 miliarda ludzi wystepuje niedobdr witaminy D”. ,W zapachu jest podobny do
zwigzkdw siarki obecnych w zgnitych jajach, cebuli, czosnku czy tiolach.” nalezatoby zastapic¢: ,Zapach
tego zwigzku jest podobny...”; ,domowe zastosowanie CPS” — zastosowanie CPS w pomieszczeniach
mieszkalnych; str. 11 - przedziat wartosci LDso wyznaczajacych Il klase toksycznosci wg WHO jest
niepoprawny; wielokrotnie w tekscie Autor uzywa terminu ,insekcydy” — poprawna nazwa to
insektycydy. W opisie mechanizmu dziatania chloropiryfosu, Doktorant twierdzi, ze acetylocholina
blokuje receptory nikotynowe. Czy jest to rzeczywiscie blokowanie? Slinienie czy tzawienie nie sg
objawami ze strony osrodkowego uktadu nerwowego a wynikajg z nadmiernego pobudzenia
obwodowych receptoréw muskarynowych. Na stronie 22 Autor zamieécit stwierdzenie, ze
promieniowanie stoneczne jest gtdwnym Zrédtem witaminy D dla ludzi — poprawniej bytoby napisac,
ze promieniowanie stoneczne jest niezbedne do syntezy witaminy D u cztowieka. Na stronie 24
znajduje sie zapis, ze obecnie do , doktadnego oznaczania witaminy 25(0OH)Ds w surowicy stosuje sie
gtéwnie chromatografie cieczowa w potgczeniu tandemowym ze spektrometrem mas”. Czy Autor
twierdzi, ze wczeéniej dostepne metody byty niedoktadne? Poprawna nazwa techniki analitycznej to

chromatografia cieczowa z tandemowa spektrometrig mas.

Inne zwroty wymagajgce korekty jezykowej: str.23 — , potencjalnie niepewna”, str. 30—, komdrki btonki
proksymalnej w nerkach”; ,komérki nerkowe”; str. 41 — brak ttumaczenia nazw angielskich
podstawowych odczynnikdéw chemicznych na jezyk polski: np.: dimethyl sulfoxide, glycine, acetonitrile;
str. 46 ,,...plytke wytrzgsano przez 10 minut, a nastepnie odczytano jg spektrofotometrycznie” —

A
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odczytano wartosci absorbancji a nie ,ptytke”; str. 47 CO? , sonikowano” — poddawano dziataniu
ultradzwigkéw; str. 49 ,do czystego eppendorfa”; str. 50 — ,ptytke zabezpieczono przed
wyparowaniem”; str. 51 — bufor prébkowy; str. 52 —, inkubowano od powiednig ilo$¢ czasu”, ,sygnat
pochodzacy z biatek”; str. 53 — , kalkulowano”; str. 55 i inne — ,Poziom istotnosci statystycznej
analizowano testem ANOVA z testem nastepujacym post-hoc Tukey’a.” — czy faktycznie analizowano
poziom istotnosci?; str. 49 — opis parametréw MS jest zbyt ogélny. Czy w pracy wykorzystano tryb
MRM? Brak jest informacji o poszczegéinych przejéciach fragmentacyjnych; str. 59 — Analiza syntezy...
Str. 61 — ,,analiza na spektrometrze mas” — analiza z wykorzystaniem spektrometrii mas; str. 80 —

»zidentyfikowano obecno$¢”; str. 85 — , podczas kuracji IMI (imipramina)...”

Wymienitem powyzsze uchybienia jezykowe, gdyz jest to moim obowigzkiem, ale jednoczeénie
pragne podkredlic, ze nie wptywaja one na ogélng, bardzo dobrg merytoryczng ocene pracy
doktorskiej. Magister Krzysztof Sawicki, w ramach pracy doktorskiej zrealizowat oryginalny projekt
badawczy. Postawione cele pracy zostaty przez Doktoranta osiggniete, a wymagaty z pewnoscig duzego
nakfadu pracy i zaangazowania. Sam temat pracy znalazt tez uznanie panelu ekspertéw i recenzentéw
Narodowego Centrum Nauki, ktére przyznato finansowanie w ramach programu Preludium. Mam
nadziejg, ze wyniki zawarte w pracy doktorskiej zostang opublikowane w czasopismach o zasiegu

miedzynarodowym.

Podsumowuijac, przedtozona do recenzji praca doktorska mgr. Krzysztofa Sawickiego spetnia
wymogi stawiane rozprawom na stopieri doktora i wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Medycyny Wsi im. Witolda Chodzki w Lublinie o jej przyjecie i dopuszczenie do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.

Kierownik

Katedryj Zaktagm Toksykologii

Gdansk, 17 wrzesnia 2018
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