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Ocena formalna

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska stanowi spéjny tematycznie cykl
nast¢pujacych, trzech zrecenzowanych artykutéw naukowych:

1. Sijko, M,. Koz%dwska, L. (2021). Influence of Dietary Compounds on Arsenic
Metabolism and Toxicity. Part I - Animal Model Studies. Toxics, 9(10), 258,
https://doi.org/10.3390/toxics9100258

£o

Sijko, M,. Koztowska, L. (2021). Influence of Dietary Compounds on Arsenic
Metabolism and Toxicity. Part II - Human Studies. Toxics, 9(10), 259,
https://doi.org/10.3390/toxics9100259

3. Sijko, M., Janasik, B., Wasowicz, W., Ko'ziowska, L. (2023). Metabolic Changes and
Their Associations with Selected Nutrients Intake in the Group of Workers Exposed to
Arsenic. Metabolites, 13(1),70, https://doi.org/10.3390/metabo13010070.

Wszystkie wymienione powyzej prace zostaly opublikowane w czasopismach
zamieszczonych na liscie Journal Citation Reports (JCR) o wartosciach wspotezynnikow
wplywu Impact Factor (IF), wynoszacych odpowiednio 4,146; 4,146; 3.4, lacznie 11,692.
Punktacja, zgodnie z wykazem czasopism naukowych MEIN, wynosi 70; 70; 100, czyli
facznie 240.



Udzial Doktorantki w przygotowaniu pierwszych dwoch wymienionych artykutow
naukowych, przegladowych polegal na opracowaniu koncepcji tresci, ukladu pracy,
wykonaniu wnikliwego, krytycznego przegladu pismiennictwa, przygotowaniu tekstu
publikacji oraz prowadzeniu korespondencji z wydawca. W przygotowaniu trzeciej publikacji
udzial Doktorantki zostal poszerzony, polegal bowiem na opracowaniu koncepcji tresci 1
ukladu pracy, wspodtudziale w opracowaniu metodyki badan metabolomicznych, wykonaniu
analiz metabolomicznych, opracowaniu wynikow badan dotyczacych sposobu zywienia,
analizie statystycznej wynikow, przygotowaniu artykulu naukowego oraz na prowadzeniu
korespondencji z wydawcg.

Dysertacja przedstawiona do recenzji obejmuje tekst w wymiarze 53 stron, stanowiacy
przejrzysty i spojny opis zalaczonych publikacji. Zawiera wykaz kompatybilnych trzech
publikacji, wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, wstep uzasadniajacy wybor podjetego tematu badawczego, cel, zakres badan oraz
hipotezy badawcze, charakterystyke materiatu i metod badawczych, omowienie wynikéw
badan, podsumowanie wynikow badan eksperymentalnych i dyskusje, rozdzial dotyczacy
zarowno mocnych stron, jak i ograniczen dotyczacych przeprowadzonych badan, wnioski oraz
wykaz piSmiennictwa (31 pozycje). Uzupelieniem sa zalaczniki, czyli kopie 3
opublikowanych prac, pod ktorymi zamieszczono stosowne oswiadczenia wspotautorow,
dotyczace ich udziatu w realizacji badan i przygotowaniu manuskryptow.

Na przeprowadzenie badan opisanych w trzeciej wymienionej publikacji uzyskano
zgode Komisji ds. Etyki Badan Naukowych w Instytucie Medycyny Pracy im. prof. dr med.
Jerzego Nofera (Nr 08/2020).

Ocena merytoryczna

Arsen, wystepujacy w przyrodzie silnie toksyczny pierwiastek, dostaje sie do
organizmu zarowno przez przewod pokarmowy, jak i przez uktad oddechowy. Najwicksze
ilosci arsenu przedostaja sie do srodowiska wskutek dziatalnosci antropogenicznej,
obejmujacej hutnictwo, goérnictwo czy stosowanie pestycydow. W konsekwencji glownymi
zrodlami narazenia na ten pierwiastek moga by¢: powietrze, skazona woda, gleba, zywnos¢,
wysypiska $mieci, nawozy sztuczne, ale tez palenie tytoniu. Zagrozenia zdrowotne w
populacjach os6b eksponowanych na zwiazki arsenu (hutnikéw, pracownikow elektrowni i
przemystu elektronicznego, gérnikow oraz rolnikéw) wynikajg gtéwnie z wdychania powietrza
bedacego nosnikiem pylu arsenowego, konsumpcji zanieczyszczonej arsenem wody lub
zywnosci (produktow zbozowych, w tym ryzu, owocow morza, ryb, wodorostow, wody pitnej,
warzyw lisciastych itp.). Arsen kumuluje si¢ przede wszystkim w kosciach, watrobie, nerkach
oraz w tkankach bogatych w keratyng, takich jak: wlosy, paznokcie, skora. Nieorganiczne
zwigzki arsenu (III i V) wykazuja wyzsza toksycznos¢ niz organiczne i mogg stanowié
powazne zanieczyszczenie wod na calym swiecie. Natomiast organiczne zwiazki arsenu, mniej
szkodliwe dla zdrowia, wystepuja m.in. w rybach i owocach morza. Zatrucie arsenem u ludzi
moze prowadzi¢ do zahamowania aktywnosci enzymow niezbednych do prawidlowej
przemiany materii. Glownym komoérkowym celem ataku arsenu sg mitochondria i zawarta w
nich m.in. dehydrogenaza sukcynianowa, biorgca udziat w procesie fosforylacji oksydatywne;j.
W konsekwencji obnizenie wewnatrzkomorkowego poziomu ATP skutkuje zaburzaniem
wszystkich wazniejszych funkcji komorki. Z kolei dzialanie mutagenne oraz dowiedzione
kancerogenne spowodowane jest klastogeneza (wywotywaniem aberracji chromosomalnych)
w limfocytach obwodowych i nasileniem procesu wymiany chromatyd siostrzanych. Dzialanie
kancerogenne uwidocznia si¢ glownie po ekspozycji drogg inhalacyjng. Rozw6j nowotworow



dotyczy przede wszystkim tkanki phlucnej i1 skory (rak podstawnokomoérkowy i
kolczystokomorkowy), ale réwniez pecherza, watroby i nerek. W patogenetycznej analizie
dziatania arsenu szczegdlng uwage zwrdcono na jego tzw. efekt komutagenny, skutkiem
ktorego arsen moze wykazywac szkodliwe dziatanie w stezeniach znacznie nizszych, jezeli
wystepuje w polaczeniu z niektorymi, innymi metalami, zwiazkami alkilujacymi lub
promieniowaniem UV. Jak wykazuja badania, wysycenie organizmu okreslonymi sktadnikami
pokarmowymi, biorgcymi udzial w metabolizmie arsenu, moze poskutkowa¢ zmniejszeniem
toksycznosci.

Rozpowszechnienie zwigzkow arsenu w Srodowisku oraz udowodnione szkodliwe
dziatanie na organizm czlowieka, nie do konca przebadane, uzasadniaja koniecznos¢
podejmowania dalszych badan nad przyczynami, mechanizmami i skutkami jego dziatania.

Celem glownym niniejszej rozprawy doktorskiej byla analiza zaleznosci miedzy
wielkoscia spozycia wybranych sktadnikow pokarmowych, bioracych udziat w metabolizmie
arsenu, a nasileniem zmian w profilu metabolicznym u o0séb dorostych, srodowiskowo
narazonych na intoksykacj¢ tym pierwiastkiem, po uprzednim dokonaniu wnikliwego
przegladu przedmiotowej literatury, 2z podzialem na wyniki badan na zwierzetach
doswiadczalnych oraz z udziatem ludzi.

W zwigzku z tym sformulowano hipoteze gléwng oraz trzy nastepujgce szczegdlowe
hipotezy badawcze, cyt.: ,,H1. Narazenie na arsen indukuje zmiany w profilu metabolicznym
mezczyzn narazonych na arsen; H2. Istnieje zalezno$¢ miedzy wielkoscig spozycia metioniny
i folianéw (jako donorow grup metylowych w metabolizmie arsenu) a nasileniem zmian w
profilu metabolicznym me¢zczyzn narazonych na arsen; H3. Istnieje zalezno$¢ miedzy
wielkoscia spozycia witamin B, B, B12 i cynku (jako kofaktorow reakcji metabolizmu arsenu)
a nasileniem zmian w profilu metabolicznym mezczyzn narazonych na arsen”.

Po gruntownym przegladzie pisSmiennictwa wymienione hipotezy weryfikowano
poprzez odpowiednio dobrane metody badawcze, wlasciwie zaplanowane i realizowane
badania oraz wystarczajaca interpretacje wynikow.

W etapie pierwszym postgpowania przeanalizowano dostepne wyniki badan z zakresu
wplywu donoréw grup metylowych (metioniny, choliny, betainy, kwasu foliowego) i
kofaktorow niektorych enzymow (witamin Bz, Bs, Bi2 i cynku) na efektywnos¢ procesu
metylacji arsenu, a takze na zmniejszenie nasilenia catego spektrum zaburzen zwiagzanych z
narazeniem na arsen. Analizowano wyniki badan opublikowanych w latach 1980-2020, w tym
58 badan na modelach zwierzgcych oraz 62 z udzialem ludzi. Doktorantka, uwzgledniajac tak
szeroki, czasowy zakres, wykonala tematyczny przeglad rezultatow uzyskanych zaréwno
przez prekursorow tych badan, jak roéwniez przez autorow kolejnych, licznych badan,
stanowiacych istotne uzupetnienie juz istniejgcych.

W etapie drugim, po zastosowaniu odpowiednich kryteriow wiaczania i wylgczania
udziatu, badania wiasciwe przeprowadzono z udzialem 116 pracownikéw huty miedzi.
Uczestnikoéw badan podzielono na dwie grupy, na podstawie stezenia arsenu catkowitego w
moczu (tAs). Pierwsza grupe (WN; n=75) stanowili pracownicy, w przypadku ktorych stezenie
arsenu w moczu miescito si¢ w granicach wartosci dopuszczalnych (do 35 pg/l), natomiast
drugg grupe (WH; n=41) pracownicy, ktérych mocz zawieral arsen w ilosciach
przekraczajacych dopuszczalng warto$¢ progowa.



Opisane ponizej, zastosowane w pracy metody dostarczaja informacji o zakresie
przeprowadzonych badan, skutkujacych uzyskaniem licznych, istotnych wynikow.

Oceng wielkosci spozycia skltadnikow pokarmowych zaangazowanych w metabolizm
arsenu przeprowadzono metoda 3-dniowego biezacego notowania spozytych produktow,
potraw 1 napojow. Wielkos¢ spozycia wymienionych powyzej sktadnikow wyliczano przy
pomocy programu komputerowego Dieta 6.0 i odnoszono do obowiazujacych norm zywienia
na poziomie $redniego zapotrzebowania (EAR). Wyniki spozycia podawano w przeliczeniu na
osobe¢/dobe oraz na kilogram masy ciala.

Analizy stgzenia arsenu catkowitego w moczu (tAs) wykonano za pomocag
spektrometru mas z plazma indukcyjnie sprzezona, wyposazonego w dynamiczng komorg
reakcyjna (Perkin Elmer, SCIEX, USA). Analizy stezen arsenu nieorganicznego (iAs) i
arsenobetainy wykonano réwniez przy pomocy wymienionego spektrometru mas, w pofaczeniu
z wysokosprawna chromatografia cieczowa (Perkin Elmer, SCIEX, USA).

Analizy z zakresu metabolomiki niecelowanej, po uprzednim przygotowaniu probek
moczu zgodnie z okreslonym protokotem, wykonywano przy uzyciu systemu ultraefektywnej
chromatografii cieczowej (Waters Acquity ™ Ultra Performance LC system — Waters Corp.,
Milford, USA), sprzezonej z wysokorozdzielczym spektrometrem mas (HRMS), Synapt G2Si
Q-TOF — Waters MS Technologies, Manchester, UK), ze zrédlem jonizacji typu elektrosprej
(ESI' source — Waters, Manchester, UK). Rozdzial chromatograficzny metabolitow
niepolarnych i semipolarnych oraz metabolitow polarnych przeprowadzano na dwdch
odpowiednio dobranych kolumnach.

Etapy przetwarzania danych metabolomicznych w sposdb jasny i wystarczajacy
zobrazowano na rycinie 5.

Uzyskane w badaniach wyniki, opracowane za pomoca analizy statystycznej, pozwolity
na zweryfikowanie wszystkich wymienionych powyzej hipotez badawczych.

Na podstawie przegladu literatury, dotyczacej badan na modelach zwierzecych
(publikacja nr 1), Doktorantka stwierdzila, ze sktadniki pokarmowe, takie jak kwas foliowy i
cynk, zaangazowane w metabolizm arsenu moga zwigksza¢ efektywnos$¢ metylacji, jak
rowniez zmniejsza¢ niekorzystne zmiany w ukladzie pokarmowym, moczowym,
limfatycznym, krwiono$nym, nerwowym i rozrodczym. Natomiast wyniki badan dotyczace
wplywu metioniny, choliny, witamin Ba, B12, kwasu foliowego w potaczeniu z wit. B1 nie byty
Jednoznaczne, jednak wskazywaly na potencjalnie korzystny wptyw. Doktorantka w tej
publikacji trafnie wymienia prawdopodobne przyczyny braku mozliwosci sformutowania
jednoznacznych wnioskow.

Wyniki badan in vitro na ludzkich liniach komorkowych oraz z udzialem ludzi
narazonych na arsen (przewazajaca liczba publikacji) Doktorantka opisata i podsumowala w
publikacjinr 2. W wiekszosci badan in vitro wykazywano, ze kwas foliowy i cynk zmniejszaty
nasilenie procesu apoptozy, stresu oksydacyjnego i uszkodzen DNA. Natomiast niedobor
wymienionych skfadnikéow powodowatl nasilenie apoptozy, wzrost stezenia markerdéw stresu
oksydacyjnego i stanu zapalnego, a w przypadku niedoboru jedynie kwasu foliowego
zmniejszenie efektywnosci metylacji arsenu. Badania przeprowadzone z udzialem ludzi
wykazaly, ze wielko$¢ spozycia i stezenie niektérych skladnikow pokarmowych we krwi
(metioniny, choliny, folianéw, witamin Bs, Be,B12, cynku) moga mieé korzystny wplyw na
poprawe¢ metylacji arsenu i na zmniejszenie nasilenia niekorzystnych skutkéw zdrowotnych.
Jednak, jak podsumowuje Doktorantka, jednoznaczna interpretacja wynikow, na uzyskanie
ktorych ma wpltyw zbyt wiele zmiennych, jest niemozliwa.



Podsumowanie to uzasadnia zatem potrzeb¢ prowadzenia dalszych badan.

Nalezy podkresli¢, ze badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej,
Jak wskazuje przeglad literatury, sa pierwszymi, w ktorych skorelowano wyniki badan
metabolomicznych z wielkoscia spozycia przez osoby narazone na intoksykacje arsenem
wybranych sktadnikow pokarmowych, pehiacych rol¢ donoréw grup metylowych lub
kofaktoréw enzymoéw uczestniczacych w metabolizmie tego pierwiastka.

Opisujac wyniki badan wtasnych w publikacji nr 3, Doktorantka potwierdzita wszystkie
trzy hipotezy czastkowe.

Oceniajac spozycie skladnikéw pokarmowych, takich jak: metionina, wymienione
powyzej wit. z gr. B oraz cynk, odnotowano odsetek 0sob zarowno w grupie WN, jak i WH,
ktore nie pokrywaty wartosci normy EAR. Odsetek ten wynosit odpowiednio 6,7-16,0% i 4,9-
9,8% dla wit. z gr. B oraz 281 19,5% w przypadku cynku. Byt zatem wiekszy w przypadku
0sob nalezacych do grupy WN, w moczu ktorych stezenie arsenu catkowitego byto ponizej
wartosci dopuszczalnych.

U o0s6b grupy WH w poréwnaniu z osobami grupy WN wykazano istotnie wyzsza
intensywnos¢ sygnatu pochodzacego od 25 metabolitow nalezacych do pigciu gtownych
sciezek przemian aminokwasow, weglowodanow, glikanéw, witamin i nukleotydéw, co
przedstawiono na rycinie 6. Wykazano zaleznosci mi¢dzy wielkoscig spozycia skladnikow
pokarmowych a intensywnoscia sygnatu pochodzacego od 11 zidentyfikowanych metabolitow
(tabela 8), powstajacych w przemianach aminokwasow, weglowodanéw, lipidow i
nukleotydow. Wyniki te stanowia potwierdzenie rezultatow badan opisanych w dostepnej
literaturze. Ponadto w  wigkszosci przypadkow wykazano podobiefistwa dotyczace
stwierdzonych zmian w podsciezkach do zmian stwierdzanych we wczesniejszych badaniach
metabolomicznych. Zmiany w podsciezkach, nie potwierdzone w literaturze, m.in. dotyczace
metabolizmu niektérych aminokwasow i witamin, jak wyjasnia Doktorantka, mogg by¢
wynikiem réznic w zrédlach i poziomie narazenia na arsen, a takze réznic metabolicznych
zwigzanych z pleig oraz innymi czynnikami wplywajacymi na metabolizm arsenu.

Nalezy podkresli¢, ze w tych bardzo istotnych badaniach wykazano ujemne zaleznosci
miedzy spozyciem  (przez me¢zczyzn zawodowo narazonych na arsen) skladnikow
pokarmowych jako donoréw grup metylowych oraz kofaktorow enzymow zaangazowanych
w metabolizm arsenu nieorganicznego (iAs) a potencjalnie zidentyfikowanymi metabolitami.
Potwierdzono tym samym, ze zbyt male pobranie z dieta wymienionych skladnikow, a w
konsekwencji  mala efektywnos¢ metylacji skutkowaé moze zwigkszonym ryzykiem
uszkodzen DNA, nasileniem stresu oksydacyjnego, stanu zapalnego, a w konsekwencji
komplikacjami zdrowotnymi dotyczacymi zmian skornych, ryzyka cukrzycy, przewlekle;
choroby nerek oraz niektérych nowotworow. Natomiast, jak wyjasnia Doktorantka, wykazane
dodatnie zaleznosci migdzy spozyciem skladnikow pokarmowych a intensywnoscia sygnatu
metabolitow na tym etapie badan sa trudne do wyjasnienia, w zwiazku z czym ich kontynuacja
jest konieczna.

Doktorantka w dysertacji z petna $wiadomoscig opisuje mocne i stabe strony badania,
przedstawiajac tym samym w petni swiadome podejscie zarowno do warunkow  realizacji
badan, jak ioceny uzyskanych wynikow.

Po przeanalizowaniu uzyskanych wynikow nasuwa si¢ jednak spostrzezenie, a w
konsekwencji pytanie, zwigzane z ryzykiem narazenia. Eksploatacja hut miedzi, bez
wprowadzania od poczatku ich dziatalnosci odpowiednich inwestycji proekologicznych,
spowodowata znaczng degradacj¢ terenow wokot tych zaktadéw oraz pogorszenie warunkow



zycia mieszkancéw w rejonie ich oddziatywania. Emisja do atmosfery metali cigzkich, takich
jak arsen, ale rowniez miedz, otow, kadm, cynk oraz zwigzkow siarki, tlenow azotu i wegla,
prowadzi do powszechnej wspotekspozycji w srodowiskach przemystowych. Istnieje wigc
wyrazne, potencjalne narazenie na jednoczesna ekspozycje¢ na metale cigzkie, szczegdlnie w
populacjach zawodowo narazonych na ich oddzialywanie.

Czy zatem uzyskane wyniki badan, szczegdlnie te niejednoznaczne, mogg by¢
wynikiem oddziatywania jedynie arsenu, czy moze tez rezultatem interakcji miedzy niektorymi
metalami cigzkimi? Czy Doktorantka, przeprowadzajac przeglad literatury, uzyskala dostep
do informacji na temat zdrowotnych skutkéw interakeji metali cigzkich oraz czy uzasadniona i
mozliwa bylaby kontynuacja podobnych badan z uwzglednieniem takich interakcji?

Podsumowanie

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej przeprowadzono po raz pierwszy badania
dotyczace korelacji migdzy wielkoscia spozycia skladnikow pokarmowych, jako dawcow grup
metylowych lub kofaktorow reakcji metabolizmu arsenu a zmianami w profilu metabolicznym
0s0b zawodowo narazonych na arsen, przy pomocy wlasciwie dobranych metod, a
przedstawiona interpretacja wynikow pozwolita na zweryfikowanie hipotez badawczych oraz
sformutowanie  waznych wnioskéw, stanowigcych —uzupelnienie brakujacych lub
kontrowersyjnych danych zamieszczonych w dostepnej literaturze.

Wskazano na potrzebe edukacji ukierunkowanej na rol¢ i potrzebe odpowiedniego
pobierania skladnikow pokarmowych, zaangazowanych w metabolizm arsenu, szczegolnie w
przypadku oséb narazonych na intoksykacj¢. Uzyskane wyniki mogg zatem przyczyni¢ sie do
opracowania zalecen dietetycznych dla wymienionej grupy oséb.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Moniki Sijko-Szpanskiej wnosi zatem
nowe, wazne elementy do wiedzy z zakresu dyscypliny technologia zywnosci i zywienia, ale
tez do dyscypliny nauki o zdrowiu. Problem badawczy rozpracowany w niniejszej pracy
doktorskiej ma duze znaczenie zarOwno w wymiarze poznawczym, jak i aplikacyjnym, co
podkreslono rowniez we wnioskach.

Wniosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Moniki Sijko-Szpanskiej pt. ,,Analiza
zaleznosci pomigdzy wielkoscig spozycia wybranych skladnikéw pokarmowych “profilem
metabolicznym o0s6b dorostych $rodowiskowo narazonych na arsen”, zrealizowana pod
kierunkiem Pani dr hab. Lucyny Koztowskiej, prof. SGGW , w petni odpowiada wymogom
stawianym rozprawom doktorskim, w mys$l Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r. poz. 1571 z pdzn. zm). Doktorantka
zaprezentowata oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Wykazala si¢ bardzo dobra
znajomos$cig tematu, poparta przedstawionym, obszernym przegladem literatury,
umiejetnoscig samodzielnego rozwigzywania problemu, ale réwniez umiejetnoscia pracy w
zespole, opanowaniem warsztatu badawczego oraz umiejetnoscia opisywania i interpretacji
wynikoéw badan.

W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Technologia Zywnosci i
Zywienia Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie Pani mgr
Moniki Sijko-Szpanskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Krakow, 19.05.2025 r.
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