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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Andrzeja Berga
pt. ,Narazenie kobiet w wieku rozrodczym na substancje o dzialaniu grzybobdjczym

bedace skutkiem ekspozycji zywieniowej”

Przedstawiona do oceny praca doktorska koncentruje si¢ na ekspozycji czlowieka
na pozostatosci srodkéw ochrony roélin, w szczegélnosci fungicydy. Narazenie cztowieka
na pestycydy moze powodowa¢ wiele negatywnych skutkéw zdrowotnych, zaburzajac
gospodarkg hormonalng, uposledzajac prace narzadow, wpltywajac na dziatanie enzymow,
a takze wykazujgc dziatanie mutagenne i teratogenne. Zaproponowang tematyke badawcza
uwazam zatem za uzasadniong i wazng. Obiektem zainteresowania naukowego Doktoranta
stata grupa srodkéw ochrony roslin o dziataniu grzybobdjezym, wérdd ktoérych znajduja sie
zwigzki endokrynnie czynne (ang. endocrine disrupting chemicals, EDCs).

Uklad rozprawy jest prawidlowy. Przedstawiona rozprawa liczy 68 stron i rozpoczyna
si¢ od spisu tre$ci oraz przejrzystego wykazu stosowanych skrotow i symboli. Praca zawiera
wstep teoretyczny, cel badan zawierajgcy postawiong przez Doktoranta hipoteze badawcza,
jasno opisang czg$¢ do$wiadczalng, omoéwienie wynikoéw oraz dyskusje. Koficowymi
elementami pracy sa wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, aneks, spis rycin
1 tabel oraz bibliografia skladajaca si¢ z 46 pozycji. Pod wzgledem formalnym praca zostata
przygotowana bardzo starannie i napisana poprawnym jezykiem naukowym. Wyniki badan
zostaly przedstawione w postaci czytelnych tabel i rycin, co ulatwia ich interpretacje.

We wstgpie Doktorant zawarl wprowadzenie do poruszanej tematyki badawczej
oraz uzasadnil celowo$¢ przeprowadzonych badan. Pan mgr Berg scharakteryzowat
grzybobojcze srodki ochrony roslin, omoéwil stosowanie fungicydéw w Polsce, akcentujac
ciagly wzrost sprzedazy tych Srodkow na przestrzeni ostatnich 20 lat oraz opisal wplyw
fungicydow na zdrowie czlowieka. W mojej opinii nie wszystkie zagadnienia ze wstepu
teoretycznego, zwlaszcza podrozdziat 1.5.1, zostaly omodwione w sposdb wyczerpujacy,

do czego przejdg w dalszej czesci recenzji.



Celem badaf przeprowadzonych przez Doktoranta byla ocena zalezno$ci migdzy
stezeniami fungicydow w surowicy krwi a wystgpowaniem zaburzen hormonalnych,
a takze zaleznosci migdzy wyznaczonymi stezeniami fungicydéw a spozywaniem warzyw
i owocow. W badaniach zastosowano nowa metodg analityczng umozliwiajaca jednoczesne
oznaczenie 17 wybranych grzybobojczych srodkow ochrony roélin i 2 produktéw ich przemian,
wykorzystujaca ekstrakcje ciecz-ciecz oraz chromatografi¢ gazowa sprzezona z tandemowg
spektrometrig mas. Autor dysertaciji sformutowat hipotezg, ze spozycie warzyw i owocOw moze
stanowi¢ zrodlo ekspozycji na zwigzki o dzialaniu grzybobdjczym, co prowadzié moze
do wystgpowania zaburzen hormonalnych i metabolicznych u kobiet w wieku rozrodczym.

Cele pracy zostaly jasno zdefiniowane i konsekwentnie zrealizowane podczas kolejnych
etapow prac, obejmujacych opracowanie nowej metody GC-MS/MS oznaczania wybranych
fungicydow i produktéw ich przemian, opracowanie procedury ekstrakcji fungicydéw z probek
surowicy krwi ludzkiej, walidacj¢ nowo opracowanej metodyki. Uzupetieniem danych
zebranych podczas oznaczen fungicydow w probkach surowicy krwi zebranych od kobiet
w wieku rozrodczym byly oznaczenia surowiczych stezen hormonéw i wskaznikéw zaburzen
metabolicznych oraz przeprowadzenie wywiadu kwestionariuszowego wérod kobiet
wiaczonych do badania shizacego pozyskaniu informacji o stylu zycia, wspoélistniejacych
chorobach, a przede wszystkim spozywaniu warzyw i owocow. Koncowym etapem prac byla
analiza statystyczna uzyskanych wynikéw stuzaca weryfikacji postawionej przez Doktoranta
hipotezy badawcze;. |

Kluczowym etapem procedury analitycznej, zwlaszcza przy oznaczaniu zwigzkow
wystepujacych w badanych probkach w matym zakresie stezen, jest przygotowanie probki
do analizy. Pan mgr Berg w ramach opracowania optymalnej i wiarygodnej procedury
ekstrakeji fungicydéw z probek surowicy krwi ludzkiej przetestowal trzy rézne sposoby
przygotowania probek, tj. ekstrakcj¢ ciecz-ciecz, ekstrakcje do fazy stalej oraz metode
QuEChERS. Co wigcej, Doktorant przetestowal 6 réznych rozpuszczalnikow lub mieszanin
rozpuszczalnikow w celu wybrania odpowiedniej mieszaniny ekstrakcyjnej do ekstrakcji ciecz-
ciecz, 3 rozne kolumienki ekstrakcyjne oraz 2 eluenty w celu wybrania odpowiednich
warunkow do ekstrakcji do fazy stalej oraz 2 rozpuszczalniki 1 2 metody dSPE (dyspersyjne;j
ekstrakcji do fazy statej) w celu wybrania najbardziej optymalnych w metodzie QUEChERS.
Na podstawie przeprowadzonych badan wstepnych 1 uzyskanych danych Doktorant wybrat
ekstrakcje ciecz-ciecz z wykorzystaniem mieszaniny dichlorometan:heksan:aceton (50:30:20,
v/vlv) jako technike przygotowania probek, ktora zostala wykorzystana do i1zolacji analitow

w zebranych probkach surowicy krwi od kobiet w wieku rozrodczym.
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Kolejnym istotnym z analitycznego punktu widzenia etapem prac badawczych
podjetych przez Doktoranta byla walidacja nowo opracowanej metodyki oznaczania
fungicydoéw w surowicy krwi. Autor dysertacji wyznaczy! nastepujace parametry walidacyjne:
zakres, liniowo$¢, granica oznaczalnosci, granica wykrywalnoéci, powtarzalno$¢, odzysk
uzyskujgc satysfakcjonujace wartosci wymienionych parametréw walidacyjnych. Na uwage
zastuguja niskie warto$ci granicy oznaczalnodci oraz wykrywalno§ci wynoszace ponizej
I ng/ml dla 18 spo$réd 19 oznaczanych analitéw, nierzadko przyjmujace warto$ci
pojedynczych pikograméw na mililitr (cyprodinil, tebukonazol, fludioksonil).

Opracowana i zwalidowana metodyka pomiaru stezen 17 wybranych fungicydow
oraz 2 produktéw ich przemian zostala wykorzystana do analizy az 236 prébek surowicy
pobranych od kobiet w wieku od 18 do 42 lat, w tym 168 probek pobranych od kobiet
z zespolem policystycznych jajnikow (PCOS) oraz 68 probek pobranych od kobiet
stanowigcych grupg kontrolng. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono
istotnie wyzsze stgzenia siedmiu spoéréd 19 analizowanych fungicydéw w grupie kobiet
z zespolem policystycznych jajnikéw w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Interesujacym
dopetnieniem powyzszych wynikéw badan bylo wykonanie w nastgpnym etapie analizy
korelacji stgzen badanych fungicydéw z parametrami klinicznymi, wynikami badan
hormonalnych oraz wskaZnikami zaburzen metabolicznych wér6d kobiet z zespotem
policystycznych jajnikéw. Uzyskane wyniki zostaly nastepnie omoéwione w postaci
szeciostronicowej dyskusji, $wiadczacej o dobrej znajomoéci literatury przedmiotu
oraz umiejgtnosci krytycznej oceny uzyskanych danych przez Doktoranta.

W koncowej czgsci rozprawy Doktorant zawart 3 wnioski oraz podjat si¢ weryfikacji
postawione] hipotezy, stwierdzajac przyjecie jedynie pierwszej jej cze$ci méwiacej o tym,
ze spozycie warzyw i owocOéw moze stanowi¢ zrodlo ekspozycji na grzybobéjcze $rodki
ochrony roslin.

Wywigzujac si¢ z obowiazku recenzenta, chcialabym przedstawié¢ kilka uwag, pytan
oraz zagadnien do dyskusji i prosz¢ o ustosunkowanie si¢ do nich w trakcie publicznej obrony:

1) Doktorant we wstepie teoretycznym zawarl podrozdzial ,Metody oznaczen stezen
fungicydow w prébkach biologicznych”, w ktérym cytowane sg jedynie 3 pozycje
literaturowe dotyczace metod oznaczania fungicydéw w probkach biologicznych.

Wartosciowym uzupelieniem tego podrozdzialu bytoby poroéwnanie wigkszej liczby

dotychczas opracowanych metod oznaczania fungicydow (najlepiej w formie

tabelarycznej) m.in., pod wzgledem liczby analitow, czasu trwania analizy, metody
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2)
3)

4)

5)

przygotowania probki, metody detekcji, wartoéci granicy wykrywalnosci oraz granicy
oznaczalnosci.

Rycina 1 nie posiada podanego Zrodta. Prosze o uzupetnienie tej informacji.

W literaturze polskiej funkcjonuja rézne ttumaczenia trybu pracy ,,multiple reaction
monitoring” w skrocie oznaczanego jako MRM bedacego zlotym standardem w analizie
iloSciowej w technice spektrometrii mas: monitorowanie wielokrotnych reakcji
fragmentacji, monitorowanie wielu reakcji, monitorowanie reakcji fragmentacji.
Doktorant w wykazie skrotéw podal ,tryb monitorowania reakcji fragmentacji”,
co jest thumaczeniem wiasciwym, po czym w czesci metodycznej uzyl mniej
wiasciwego  okreslenia ,monitorowanie wybranych reakcji tworzenia jonéw
pseudo(molekularnych)”.

W ocenianej dysertacji zawarto niejasny opis przygotowania roztworéw do krzywej
kalibracyjnej. Doktorant stwierdzil, Ze przygotowanie krzywych kalibracyjnych
z wykorzystaniem wzorcow w surowicy ludzkiej pozwolito wyeliminowaé efekt
matrycy, jednak brak jest opisu sposobu wykonania probek kalibracyjnych. W opisie
wyznaczenia parametrow walidacyjnych metody podany jest tylko przedziat stezen
(0,01 ng/ml — 100 ng/ml). Autor dysertacji napisal, ze sporzadzono roztwory
kalibracyjne z odwzorowaniem matrycy, co sugerowaloby uzycie matrycy zastepcze;.
Prosz¢ o wyjasnienie tych niejasnosci.

Na uznanie zastluguje przetestowanie réznych mieszanin ekstrakcyjnych
czy kolumienek ekstrakcyjnych w celu znalezienia najbardziej odpowiednie;
do procedury ekstrakeji wybranych fungicydéw. Prosze o informacje, na ilu probkach
surowicy krwi przeprowadzono wyzej wymienione testy doboru parametréw procedur
ekstrakcyjnych. Prosze réwniez o podanie powodu, dlaczego na Rycinie 5
nie przedstawiono wartosci pol powierzchni analitow w przypadku zastosowania
kolumienek Strata C18 (6 ml/200 mg). Doktorant stwierdzil, ze najbardziej
odpowiednim sposobem ekstrakcji fungicydéw z surowicy krwi jest ekstrakcja ciecz-
ciecz z wykorzystaniem mieszaniny dichlorometan:heksan:aceton (50:30:20, v/v/v),
ze wzgledu na powtarzalno$¢ wynikoéw i jedna z wyzszych odpowiedzi detektora.
Drugi argument obrazuja wykresy stlupkowe umieszczone na Rycinach 8, 9, 10.
Autor dysertacji nie umiescit jednak zadnych danych liczbowych ilustrujgcych lepszg
powtarzalno$¢ wyzej wymienionej techniki ekstrakcji nad pozostalymi testowanymi

technikami izolacji analitow z probek surowicy krwi.



6) Autor dysertacji podal, ze wartoéci odzysku oznaczanych substancji dla poziomu
wzbogacenia 10 ng/ml i 100 ng/ml miescity si¢ w zakresie 70 - 120%. Jednak z danych
umieszczonych w Tabeli 5 wynika, ze zakres uzyskany na podstawie
przeprowadzonych eksperymentow walidacyjnych byt znacznie lepszy i wynosit 88,1 -
104,7 %. Jesli podany w dysertacji zakres 70 - 120% wynikat z przyjetych wytycznych
walidacyjnych, nalezaloby przywotaé wytyczne walidacyjne przedstawiajace takie
kryteria akceptacji.

7) Czy opracowana i zwalidowana metodyka oznaczania fungicydéw moglaby zostaé
zastosowana do analizy prébek moczu? Mocz stanowi réwniez warto$ciowa probke
biologiczng, ktérej analiza dostarcza informacji o ekspozycji na kenobiotyki,
w tym Srodki ochrony roélin.

Pragng zaznaczy¢, ze moje powyzsze komentarze i zapytania nie obnizaja wartosci
merytorycznej ocenianej rozprawy.

Podsumowujgc, przediozona przez pana mgr Andrzeja Berga praca doktorska stanowi
rzetelny i wartoSciowy opis badan podjetych w celu oceny zaleznoéci pomigdzy stezeniami
fungicydow w surowicy krwi kobiet a wystgpowaniem zaburzen hormonalnych,
metabolicznych oraz spozywaniem przez nie warzyw i owocow. Praca zostala dobrze
zaprojektowana i wykonana. Doktorat wykorzystat w badaniach nowoczesng technike tgczong
GC-MS/MS i opracowat czula metodyke oznaczania wybranych fungicydéw w surowicy krwi.
Uzyskane wyniki stanowig cenne zrédlo informacji dotyczacych ekspozycji na grzybobojcze
srodki ochrony roslin wsréd kobiet w wieku rozrodczym. Opracowana metodyka oznaczania
fungicydow moze zosta¢ zastosowana do analizy pozostalo$ci fungicydéw w innych
populacjach i proby skorelowania wyznaczonych stgzen z innymi jednostkami chorobowymi.

Bioragc pod uwage powyzsze, przedlozong dysertacje doktorskg oceniam
pozytywnie i stwierdzam, Ze spelnia ustawowe wymagania stawiane rozprawom
doktorskim. W zwiazku z tym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Nauk o Zdrowiu
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie pana mgr Andrzeja Berga

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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