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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

lek. Anetty Karwackiej

pt.. ,,Wplyw narazenia na powszechnie wystepujace zwiazki Srodowiskowe

zaburzajace funkcje endokrynng na rezerwe jajnikowg”

Recenzja zostata wykonana na podstawie pisma Dyrektora Instytutu Medycyny
Pracy im. Prof. J. Nofera, Prof. dr. hab. n. med. Konrada Rydzyrskiego, z dnia 20 srerpnla
2018 r. Promotorem pracy jest dr hab. prof. IMP Joanny Jurewicz.

Ocena formalna pracy

Przedtozona do recenz;i dysertacja liczy 169 ponumerowanych stron, zawarto w
niej 11 tabel, 4 ryciny i 195 pozycji literaturowych. Prace doktorska rozpoczyna spis tresci,
definicje i wykaz skrotdéw. Praca zawiera, wraz z zatgcznikami, 13 rozdziatow. Rozdziat 11
I 12. to streszczenie w jezyku polskim i angielskim. We wstepie Doktorantka przedstawia
doniesienia literaturowe dotyczgce badanego problemu oraz uzasadnienie wyboru
tematyki badawcze]. Ukfad pracy lek. Anetty Karwackiej spetnia kryteﬁa schematu pisania
prac doktorskich oraz zawiera wszystkie niezbedne rozdziaty. Praca bardzo wyraznie
zostata podzielona na czes$é¢ literaturowg i czg$¢ zwigzang z badaniami wiasnymi.
Rozdziat 2. i 3. stanowi przeglad literaturowy. Kolejne rozdziaty w catosci poswiecone
zostaty badaniom prowadzonym przez Doktorantke. W rozdziatach tych przedstawiono
problem badawczy, cel pracy, zakres podjetych analiz wraz z opisem metodyk
badawczych oraz rezultaty przeprowadzonych badan wraz z dyskusjg. Cato$é pracy jest
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rozprawy jest poprawna. Tabele i ryciny sg czytelne. Podsumowuijac, praca pod wzgledem
edytorskim jest przygotowana starannie i zawiera wszystkie niezbedne elementy pracy
doktorskiej, zgodnie z art.13 ust. 6 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. Ustaw Nr 65, poz.

995 z pdzn. zm.).
Ocena merytoryczna pracy

Wstep pracy jest doé¢ obszerny, liczy ponad 33 strony. Doktor Karwacka stusznie
uzasadnia konieczno$¢ prowadzenia badan w danym temacie, przedstawiajgc skale
problemu zaréwno w Polsce, Europie, jak i na $wiecie. W kolejnym etapie nawiazuje do
powszechnie wystepujgcych zwigzkéw chemicznych zaburzajgcych funkcje endokrynng,
ktore sg uwazane aktualnie za jeden z gtdwnych czynnikéw nieptodnosci, obok czynnika
wieku, w ktorym kobiety podejmujg decyzje o prokreacji, jak i wptywu stylu zycia.
Doktorantka, powotujgc sie na opinie licznych towarzystw naukowych, polskich i
zagranicznych, wskazuje, ze narazenie na szeroko rozpowszechnione w $rodowisku
substancje, zwane egzogennymi zwigzkami endokrynnymi, inaczej substancjami
zaburzajgcymi funkcjonowanie uktadu hormonalnego, okre$lanymi w jezyku angielskim
jako ,endocrine disruptors” lub ,endocrine disrupting chemicals” (EDCs) negatywnie
wptywa na zdrowie reprodukcyjne zwierzat i ludzi oraz ze obecnos¢ ich jest powigzana z
niektorymi chorobami, w tym réwniez z nieptodno$cig, co niestety jest do tej pory
stosunkowo stabo poznane.

Jako gtéwne markery potencjatu rozrodczego u kobiet Doktorantka wskazuje: wiek,
rezerwe jajnikowg oceniang przy pomocy badarn ultrasonograficznych i biochemicznych
FSH (hormon fulikulotropowy) oraz AMH (hormon anty-Mullerowski), a takze
funkcjonowanie uktadu podwzgérze przysadka - jajnik.

Kolejny akapit wprowadza nas w skale i zakres problemu, Doktorantka pisze o
wzroscie swiatowej aktywnosci przemystowej doprowadzajacej do zwiekszenia ekspozycji
ludzi na szeroka gamag nowoczesnych substanc;i chemicznych, takich jak: ftalany,
parabeny, bisfenol A, triklosan i wiele innych. Zwiazki te, w wyniku masowej produkgji
uzytkowej, znajdujg sie powszechnie w $rodowisku, a narazenie na kontakt z nimi
nastepuje poprzez pozywienie, wode, powietrze, plastiki czy kosmetyki. Zwigzki te
wystepujg w produktach codziennego uzytku, takich jak: plastikowe butelki, puszki z
zywnoscig, detergenty, kosmetyki, zabawki czy pestycydy. W ostatnim akapicie rozdziatu

2. Doktorantka uzasadnia podjecie tematu badawczego, piszac, ze wiekszo$¢ dostepnych
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danych z literatury to ocena wplywu ekspozycji wybranych egzogennych zZwigzkow
endokrynnych w odniesieniu do wynikéw cigz lub ptodno$ci mezczyzn. Ze wzgledu na fakt,
ze ptodno$¢ u kobiet jest trudna do oceny i moze by¢ potwierdzona jedynie przez
uzyskanie cigzy, tylko kilka badan dotyczy kwestii narazenia na czynniki $rodowiskowe |
ich potencjalnego wptywu na ptodno$é kobiet.

W czesci 3. wstepu Doktorantka bardzo szczegotowo przedstawia czynniki
srodowiskowe zaburzajgce funkcje endokrynng (EDCs) i ich wptyw na rezerwe jajnikowa.
Doktadnie opisuje najczescie;] wystepujgce (bisfenol A, triklosan, parabeny, pyretroidy)
substancje chemiczne z grupy zaburzajgcych funkcje endokrynng. Zwigzki te wobec
masowe] produkeji uzytkowej znalazty sie powszechnie w $rodowisku. Narazenie
nastepuje poprzez kontakt z tymi zwigzkami w pozywieniu, wodzie, powietrzu, poprzez
kontakt z plastikami czy kosmetykami. Zwigzki te wystepujg w produktach codziennego
uzytku takich jak: plastikowe butelki, puszki z zywnoscig, detergenty, kosmetyki, zabawki,
czy pestycydy.

W podrozdziale 3.2 mozemy przeczyta¢ o dopuszczalnej ekspozycji na wybrane
EDCs oraz o rozbieznosciach dotyczacych bezpieczenstwa, w informacjach podawanych
przez rézne Swiatowe organizacje. W dalszej czesci czytamy o rozwoju gonady zenskiej i
regutach ustanowienia rezerwy jajnikowej, ktéra, co stusznie zostaje podkreslone przez
Doktorantke, zostaje ustalona juz w zyciu prenatalnym. Kolejne akapity poswiecone sa
sposobom oceny rezerwy jajnikowej oraz przyblizajg nam funkcje i sposoby dziatania
poszczegolnych zwigzkéw. Podrozdziat 3.3 konczy sie stwierdzeniem o bezspornym
ograniczeniu wszystkich metod oceny rezerwy jajnikowej, w zwigzku z faktem, ze nie
dostarczajg one informacji o liczbie potencjalnie prawidtowych pecherzykéw jajnikowych z
kompetentnym oocytem.

Kolejny podrozdziat wstepu dotyczy mechanizméw dziatania wybranych zwigzkéw
srodowiskowych zaburzajgcych funkcje endokrynng na gonade zenskg i rezerwe jajnikowa
kobiet. W tej liczacej 10 stron czesci Doktorantka analizuje doniesienia naukowe licznych
autorow, cytujgc najnowszg literature i wyniki badan.

Tre$¢ kolejnego podrozdziatu przedstawiajgcego stan wiedzy o wptywie wybranych
czynnikéw $rodowiskowych zaburzajgcych funkcje endokrynng na potencjat rozrodczy
kobiet i rezerwe jajnikowa powinna raczej znalez¢ sie w dyskusji i by¢ od razu odniesiona
do wynikow badan Doktorantki, ktére dotyczg wiasnie tego problemu, skrécitoby to troche

liczacy ponad 33 strony wstep i wzbogacito dyskusje.
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Podsumowujgc  oméwienie tej czedci pracy, warto podkreslic, ze Autorka
udowadnia, iz jest bardzo dobrze przygotowana do podjecia wybranego tematu
badawczego.

W rozdziale 4. Doktorantka formutuje problem badawczy i stawia hipoteze o
badanych zwigzkach chemicznych i ich wptywie na rezerwe jajnikowg poprzez
modulowanie uktadu endokrynnego.

W rozdziale 5. zostaty przedstawione cele pracy. Celem ogolnym jest ocena wptywu
ekspozycji $rodowiskowej na badane zwigzki chemiczne zaburzajgce funkcje endokrynne
na rezerwe jajnikowa kobiet. Trzy cele szczegotowe dotycza:

1) Oceny ptodnosci kobiet poprzez badanie rezerwy jajnikowej:

a) liczby pecherzykow antralnych (ACF) (ang. Antral Follicle Count);

b) stezenia AMH (Anti-Mullerian Hormon);

b) stezenia hormonéw: FSH (hormon folikulotropowy), estradiol.

2) Oceny narazenia na nietrwate czynniki $rodowiskowe - ocena stezenia w moczu

(dwukrotnie)

a) parabenow - (metylowego, etylowego, propylowego, butylowego, izobutylowego);

b). wybranych metabolitéw pyretroidéw

c). bisfenolu A;

d). triklosanu.

3) Oceny czynnikéw zwigzanych ze stylem zycia (palenie, spozywanie alkoholu,
aktywnos¢ fizyczna, dieta, stres) i narazen w pracy zawodowej, ktore zostang
uwzglednione w analizie, jako potencjalne czynniki zaktécajgce.

W rozdziale dotyczacym matefia{u i metodyki lek. Karwacka doktadnie opisuje
kryteria doboru i wykluczenia z badania. Po kwalifikacji i uzyskaniu zgody na wziecie
udziatu w badaniu pacjentki wypetniaty specjalny kwestionariusz. Badaniem objeto
imponujaca grupe 511 kobiet wieku 24-39 lat.

Informacje o badanej grupie kobiet Doktorantka pozyskata z kwestionariuszy, takich
jak kwestionariusz do Subiektywnej Oceny Pracy do oceny stresu zawodowego, skala
Odczuwanego Stresu postuzyta do oceny stresu zyciowego. Oceniano réwniez diete, za
pomocy kwestionariusza dotyczgcego czestosci spozywania wybranych produktow (FFQ-
Food Frequency Questionnaire). Ocena aktywnosci fizycznej zostata dokonana na
podstawie kwestionariusza Seven Day Physical Activity Recall. Natomiast ocene
srodowiska pracy wykonano na podstawie kwestionariusza narazer i pracy zawodowej

przygotowanego w Instytucie Medycyny Pracy w t.odzi.
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Rezerwa jajnikowa zostata oceniona za pomocg badania: liczby pecherzykow
antralnych (ACF) (ang. Antral follicle count); stezenia hormonu AMH (Anti-Mullerian
Hormone) i hormonu FSH (hormon folikulotropowy) na poczatku cyklu oraz stezenia
estradiolu réwniez na poczatku cyklu. Ocena ekspozycji na wybrane czynniki
srodowiskowe byta badana w probkach moczu przy pomocy oznaczen nietrwatych
zanieczyszczen organicznych, takich jak: metabolity pyretroidéw, catkowitego stezenia
parabenow, bisfenolu A czy triklosanu. Izolacja analitow z matrycy przeprowadzona byta z
zastosowaniem pofautomatycznej mikroekstrakcji do fazy statej (Micro-Extraction by
Packed Syringe - MEPS), ekstrakty zostaty poddane derywatyzacji i analizie z uzyciem
chromatografii gazowej z tandemowg spektrometrig mas (GC-MS/MS).

Analiza statystyczna zostata wykonana przy uzyciu pakietu statystycznego R (ver.3)
(R Core Team, 2016). Przyjeto poziom istotnosci statystycznej p=0,05. Doktorantka na
badanie uzyskata zgode Komisji Bioetycznej dziatajgcej przy Instytucie Medycyny Pracy w
todzi - Uchwata nr 23/2014 z dnia 04.11.2014.

W rozdziale 7. Doktorantka przedstawia wyniki, w Tabeli 1. widzimy ogoing
charakterystyke badanej populacji, ktorg, jak juz pisatem, tworzyto 511 pacjentek kliniki
leczenia nieptodnosci, ktére wyrazity zgode na udziat w badaniu. Tabela 2. przedstawia
wyniki oceny rezerwy jajnikowej. Liczba pecherzykow antralnych u badanych kobiet
miescita si¢ w granicach normy, natomiast stezenie AMH byto nieznacznie wyzsze niz
norma. W przypadku FSH i estradiolu $rednie stezenie miescito sie w granicach norm dla

tych hormondéw.

Wyniki przeprowadzonego przez Doktorantke badania sa dowodem, ze osoby
uczestniczace w badaniu byly $rodowiskowo eksponowane na badane czynniki
srodowiskowe zaburzajgce funkcje endokrynna. Poréwnanie $rednich stezen wybranych
zwigzkow $rodowiskowych w pierwszym i drugim badaniu moczu przedstawia Tabela 3.
oraz Ryciny 2, 3 i 4.

Dalsze badanie dotyczy oceny zaleznosci miedzy narazeniem na wybrane czynniki
srodowiskowe a rezerwg jajnikowg badanych kobiet. Wykazano, ze stezenie parabenu
propylowego i butylowego wptywato na obnizenie liczby pecherzykéw antralnych. Réwniez
narazenie na bisfenol A wplywato negatywnie na liczbe pecherzykéw antralnych. Nie
wykazano natomiast zwigzku miedzy narazeniem na inne badane parabeny (etylowy,
metylowy, izbutylowy), triklosan i syntetyczne pyretroidy a liczbg pecherzykow antralhych.
Analiza pozostatych badanych zwiazkow, m.in.. syntetycznych pyretroidéw hormonow

(AMH, FSH, estradiol), metyl-parabenu, izobutyl-parabenu i triklosanu nie wykazata
—
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istotnego zwigzku. Oceniajgc narazenie jako zmienng kategorialng, wykazano, ze stezenie
parabenu propylowego w moczu w drugim i trzecim percentylu wptywato na zmniejszenie
Iiczby pecherzykow antralnych. Réwniez stezenie bisfenolu A i parabenu butylowego w
trzecim i czwartym kwartylu obnizato liczbe pecherzykow antralnych. Natomiast stezenie
bisfenolu A w czwartym kwartylu wptywato negatywnie na stezenie AMH, a stezenie
propyl-parabenu w drugim i trzecim kwartylu zwiekszato stezenie FSH. W przypadku
estradiolu, zaobserwowano obnizenie stezenia tego hormonu w drugim i trzecim kwartylu
narazenia na etyl-paraben oraz w drugim kwartylu narazenia w przypadku propyl-
parabenu. Nie wykazano ponadto zwigzku miedzy narazeniem na inne badane parabeny
(metylowy, butylowy i izbutylowy), triklosan i syntetyczne pyretroidy w drugim, trzecim i
Czwartym kwartylu narazenia a liczbg pecherzykow antralnych i stezeniem badanych
hormonoéw. Wszystkie zebrane wyniki Doktorantka przedstawita w 11 czytelnych Tabelach
I 4 Rycinach.

W dyskusji Doktorantka uzasadnia stuszno$¢ doboru oznaczen do oceny rezerwy
jajnikowej i jej wplywu na ptodnos¢ kobiet. Prowadzi dyskusje z autorami prowadzonych
wczesniej podobnych badan, pordwnujgc uzyskane przez siebie wyniki. Porusza
zagadnienie ograniczenia wynikajgcego z braku danych z okresu prenatalnego (miedzy
innymi ekspozycji na EDCs | innych niekorzystnych czynnikéw) oraz z faktu, ze oogeneza
jest ztozonym procesem, ktérego poczatki siegajg zycia ptodowego. Ponadto, krytyczne
okresy dla ekspozycji moga byé wielokrotne, co sprawia, ze ocena zmian iloci i jakosci
oocytow wynikajacych z takich ekspozycji stanowi powazne wyzwanie epidemiologiczne.

W okresie prokreacyjnym, w celu stworzenia $rodowiska endokrynnego
sprzyjajgcego przezyciu i wzrostowi oocytu, wymagana jest ztozona dwukierunkowa
sygnalizacja miedzy réznymi miejscami strategicznymi (obejmujgcymi jajnik, przysadke i
podwzgorze) oraz miedzy komérka jajowa i jej podtrzymujacg linig komoérek ziarnistych.
Przewlekta ekspozycja na powszechnie wystepujgce czynniki $Srodowiskowe w niskich lub
wysokich dawkach moze zaktocaé dowolne z tych istotnych interakcji i moze zaktocaé
sygnalizacje pomiedzy oocytami a komorkami ziarnistymi, ostatecznie popychajgc oocyt
na szlak apoptozy.

Kolejnym ograniczeniem jest niewatpliwie ocena rezerwy jajnikowej wérod kobiet z
kliniki leczenia nieptodnosci. Mimo ze osoby kwalifikowane do badania nie byty obarczone
czynnikami wptywajacymi na obnizenie rezerwy jajnikowej, wynikéw nie mozna odnie$é do

kobiet z populacji ogéinej. Dodatkowo, trudno by byto znalez¢ grupe kobiet z populadji
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generalnej, ktére miatyby O0znaczong rezerwe jajnikowa, gdyz nie jest to badanie
przesiewowe zalecane kobietom z populacji generalnej.

Przeprowadzone badanie epidemiologiczne jest pierwszg w Polsce analizg
oceniajgcg wplyw narazenia na zwigzki endokrynnie czynne (bisfenol A, triklosan,
parabeny, syntetyczne pyretroidy) na rezerwe jajnikowa, bedgcag swego rodzaju
~wskaznikiem wieku ptodnego” u kobiet. Przewagg badania, nad dotychczas
opublikowanymi pracami, jest proponowana po raz pierwszy ocena narazenia na wiele
czynnikéw  $rodowiskowych,  zrekrutowanie znaczaco wigkszej grupy badanej,
uwzglednienie czynnikéw zaktocajgcych oraz dwukrotny pomiar ekspozycji w odstepie
czasowym (co w przypadku zwigzkéw, ktére majg krotki okres potowicznego rozktadu ma
ogromne znaczenie).

Badanie przeprowadzono w jednym os$rodku, a wszystkie probki moczu zebrano i
przetworzono w oparciu o jeden protokot przed okresleniem parametrow rezerwy
jajnikowej. Badanie dotyczyto wzglednie duzej populacji kobiet. Wszystkie oznaczenia
czynnikow $rodowiskowych i pomiary stezen badanych hormonow byty wykonywane przez
to samo laboratorium, przy uzyciu tej samej metodyki. Badanie ilosci pecherzykow
antralnych byto przeprowadzone zgodnie z rekomendacjami. W celu zminimalizowania
zmiennoéci "miedzy operatorami, badania byty przeprowadzone wytgcznie przez lekarzy
pracujgcych w tym samym osrodku, certyfikowanych w zakresie badan USG w ginekologii
| przeszkolonych w zakresie oceny AFC zgodnie z tymi samymi wytycznymi.

Do tej pory w literaturze Swiatowej ukazaty sie pojedyncze badania dotyczace
wybranych czynnikéw Srodowiskowych i ich wplywu na rezerwe jajnikowg kobiet, zatem
prezentowane badanie bedzie stanowito istotny wktad w stan wiedzy dotyczgcej wptywu
powszechnie wystepujgcych czynnikow Srodowiskowych na rezerwe jajnikowg kobiet.

Obecnie wiele kobiet odracza $wiadomie decyzje o prokreacji lub zmaga sie z
przedwczesnym obnizaniem sie rezerwy jajnikowej i z problemem nieptodnosci, dlatego
tak wazna jest tematyka prezentowanego badania. W dyskusji zabrakio natomiast
prezentacji wiasnych przemyslen Doktorantki na badany temat, jak réwniez ewentualnych
zalecen odnosnie wykorzystania uzyskanych przez Autorke wynikow.

Whioski podsumowujace w liczbie 5 sg wystarczajgco udowodnione i w catosci
wynikajg z przeprowadzonego badania. Bogate, liczace 195 pozycji pismiennictwo to w

wigkszosci najnowsze prace, publikowane w czasopismach z listy filadelfijskie;.
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Podsumowanie i wnioski koricowe

Temat pracy podjety przez Doktorantke uwazam za bardzo ciekawy i wazny,
poniewaz wiekszos¢ badanych zwigzkow znajduje sie w produktach codziennego uzytku,
takich jak produkty do higieny osobistej, produkty spozywcze, leki, detergenty i $rodki
ochrony osobistej, a ich wptyw na nasze zdrowie nie jest do konca wyjasniony. Ze wzgledu
na fakt, ze sg to zwigzki nietrwate, ich jednokrotne oznaczanie w moczu czesto moze nie
odzwierciedla¢ rzeczywistego narazenia, dlatego prowadzenie tego typu badan jest
zarowno bardzo czasochtonne, jak i kosztochtonne. Kolejnym ograniczeniem Jjest
niewatpliwie fakt, ze zwigzki te nalezg do grupy nietrwatych substancji organicznych, ktore
sg szybko metabolizowane i wydalane z organizmu. Mysle, ze praca lek. Karwackiej stanie
si¢ bodzcem do rozwazan nad metodami ograniczenia wptywu badanych substancji na
nasze zdrowie.

Zgodnie z zapisami przedstawionymi w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r.
0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki,
rozprawa doktorska ,...powinna stanowié oryginalne rozwigzanie problemu naukowego lub
oryginalne dokonanie artystyczne oraz wykazywac ogding wiedze teoretyczng kandydata
w danej dyscyplinie naukowej lub artystycznej oraz umiejgtno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej lub artystycznej”. Recenzja przedstawionej pracy doktorskiej
pozwala stwierdzi¢, iz w tym przypadku wszystkie wspomniane warunki zostaty spetnione.
Chciatoym w tym miejscu podkresli¢, iz weryfikacja postawionych celéow wymagata
przeprowadzenia szeregu czasochtonnych | pracochfonnych analiz, z ktérych Doktorantka
wywigzata sie bardzo dobrze.

Uwazam, ze recenzowana praca Pani Anetty Karwackiej spetnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim (ustawa z dnia 14 marca 2003 r., Dz. Ustaw Nr 65, poz.
595 z pbézn. zm.) i wnosze o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. W zwigzku z tym, ze praca prezentuje wysoki poziom, biorgc pod uwage
range rozwigzywanego problemu oraz zakres i jakos¢ badan, wyrdznia sie oryginalnoscia
zastosowanych metod i narzedzi badawczych oraz posiada szczegolne walory

poznawcze, wnosze rowniez o jej wyréznienie.
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