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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Klaudii Swiackiej

pt.: Los srodowiskowy i ocena toksycznosci wybranych farmaceutykéw i ich
metabolitéw z wykorzystaniem Mytilus trossulus jako gatunku modelowego

wykonanej pod opieka dr hab. Katarzyny Smolarz, prof. UG

w Zakladzie Funkcjonowania Ekosysteméw Morskich Uniwersytetu Gdanskiego.

Prace doktorska ocenitem pod katem spelnienia kryteriow wskazanych w art. 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 . Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2022 poz. 574 ze zm.).

Ostatnte 20-25 lat to okres ogromnego wzrostu zainteresowania problematyka obecnosci
substancji leczniczych w $rodowisku. Aktualnie w ciagu roku ukazuje sie ponad 1200 publikacji
naukowych na ten obecnosci tych substancji w sciekach, podezas gdy w roku 2000 takich prac bylo
zaledwie 23 (Zrédlo Pubmed). W latach 60. 1 70-tych ubieglego wieku dostrzegano juz te
zagrozentia, ale na zaawansowane badania trzeba bylo czeka¢ do przelomu wiekow, kiedy poprawita
si¢ znaczaco dostepnos¢ 1 jako$¢ aparatury analitycznej umozliwiajacej $ledzenie losu
zanieczyszczen srodowiskowych wystepujacych w bardzo niskich stezeniach. Mimo, ze faktycznie
wickszos¢ substancji leczniczych wykrywanych jest w wodach $rodowiskowych w niskich
stezeniach, to nalezy pamietad, Ze wiele z nich charakteryzuje si¢ wysoka aktywnoscia biologiczna
1 wobec tego moze wywiera¢ efekty biologiczne na organizmy niedocelowe w stezeniach
znajdowanych w §rodowisku, a grupami szczegolnie niebezpiecznymi sa substancje o dziataniu
hormonalnym i antybiotyki. Po ponad dwudziestu latach badan $rodowisko naukowe zaczyna
dostrzegac kolejny problem, jakim jest oddziatywanie na srodowisko produktéw $rodowiskowe
degradaciji substancji leczniczych a takze ich metabolitow oraz laczne oddziatywanie , koktajlu”
roznych substancji.

Problematyka obecnosci substancji leczniczych w srodowisku znajduje réwniez coraz
wazniejsze miejsce w obszarze regulacyjnym przemyshu farmaceutycznego. Wchodzace w zycie
nowe zalecenia instytucji odpowiedzialnych za dopuszczenie do obrotu produktow leczniczych
(m.in. EMA, FDA), moga doprowadzi¢ do wstrzymania proces rejestracji produktu, jesli ocena
oddzialywania na srodowisko wskaze na istotne ryzyko lub podmiot odpowiedzialny nie
wprowadzi adekwatnych srodkow zaradczych, majacych na celu zminimalizowanie ryzyka.
Dotychczas nie mialo to miejsca w przypadku lekow ludzkich, ale wylaczenie weterynaryjnych. Do
przeprowadzenia oceny oddzialywania na srodowisko potrzebne sa dane ekotoksykologiczne,
ktore pozyskuje si¢ coraz czesciej metodami obliczeniowymi, natomiast w dalszym ciagu najwyzsza
wiarygodnos¢ maja dane eksperymentalne. Nie zawsze sq one dostepne, dlatego tematyka rozprawy
doktorskiej mgr Klaudii Swiackiej doskonale odpowiada na to zapotrzebowanie.
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Rozprawa jest wydrukiem komputerowym o catkowitej objetosci 151 stron, o ukladzie
charakterystycznym dla rozpraw, ktore stanowi zbior opublikowanych i powiazanych tematycznie
artykutow naukowych. Kopie publikacji stanowia najbardziej obszerny fragment dysertacji i
zajmuja strony od 35. do 140. wydruku. Oméwienie rozprawy Doktorantka przedstawila na facznie
35 stronach, umieszczajac w tej czedci streszezenia w jezyku polskim i angielskim, spelniajac tym
samym kryterium ustawowe (konieczno$é umieszczenia streszczenia w jezvku angielskim, jesli
rozprawa przygotowana jest w jezyku polskim). Kolejnymi rozdzialami sa: wstep, cele pracy,
material 1 metody, wyniki i dyskusja oraz wnioski. Zawarty jest takze bogaty zestaw Zrodel
bibliograficznych w rozdziale , literatura”. Ostatnim rozdzialem tej czesci rozprawy jest wykaz
dorobku naukowego Doktorantki.

Rozprawa zostala przygotowana bardzo starannie, poprawnie pod wzgledem jezykowym,
co sprawia, ze lektura jest przyjemnoscia. Uwage, ktora pozwole sobie poczyni¢ w tym miejscu,
dotyczy tytulowego stowa ,,farmaceutyk/1”, ktore jako kalka jezykowa od angielskiego wyrazenia
swpharmacenticals” funkcjonuje w jezyku polskim, lecz odnosi sie ono do leku a poprawnie do
produktu leczniczego. Produkt leczniczy zawiera substancje czynna/lecznicza (ang. active
pharmaceutical ingredient, APT), odpowiedzialng za dzialanie farmakologiczne, ale takze substancje
pomocnicze (wypelniajace, poslizgowe, rozsadzajace etc.). Tak wiec poprawnym okresleniem w
tym znaczeniu jest ,,substancja czynna” lub ,lecznicza”, co definitywnie wskazuje na przedmiot
badan 1 jest zgodne z polska nomenklatura. Inne drobiazgi edytorskie:

Strona 8. Kalka jezykowa — wyrazenie ,,nietargetowe” od ang. ,,non-target” powinno by¢
zastapione ,,niedocelowe”.

Strona 13. Powinno byc ,,...rozpuszczonego w buforze Tris...”.

Strona 14. Powinno by¢ , jodku acetylotiocholiny” a nie ,,jodku acetylocholiny”. W kolei w
pracy nr 6, ten odczynnik réwniez ma bledng nazwe ,,acetylthiocholine iodine”, podczas gdy
powinno by¢ ,,acetylthiocholine iodide”.

Uwazam, ze bardzo cennym jest rozdzial 3., w ktorym Doktorantka omawia warsztat
eksperymentalny. Mimo, ze kazda z publikacji zawiera réwniez paragraf opisujacy czesé
metodyczna, to zebranie opiséw w jednym miejscu ulatwia czytelnikowi kompleksowe spojrzenie
na catos¢ prowadzonych badai od strony warsztatowej w kontekscie projektu doktorskiego.
Rozdziat 4. zawiera wyniki i ich dyskusje. Lektura tych rozdzialéw, po wezesniejszym zapoznaniu
si¢ z publikacjami, pozwala usystematyzowa¢ informacje rozproszone w kilku miejscach.

Najwazniejszym, aczkolwiek najkrotszym rozdziatem jest prezentacja wnioskow (rozdzial
5), stormulowanych przejrzyscie z odnosnikami do publikacii, ktére byly podstawa do ich
wysnucia.

Na rozprawe doktorska mgr Klaudii Swiackiej sklada sie zbior siedmiu opublikowanych i
powiazanych tematycznie artykulow naukowych, ktore ukazaly sie w latach 2019-2022 (jedna
publikacja w roku 2019, jedna w 2020, dwie w 2021 i 3 w roku 2022). We wszystkich publikacjach
Doktorantka jest pierwsza autorka, w tym w dwoch rowniez autorks korespondencyjna. W
ostatnim rozdziale rozprawy przedstawione sa oswiadczenia wspotautoréw (spetnione jest kolejne
kryterum ustawowe), z ktorych wynika, ze Doktorantka brala udzial w opracowaniu koncepcji
badan, przeprowadzata eksperymenty, analizowala i interpretowata dane, tworzyla pierwsze wetsje
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manuskryptow. Swiadezy to jednoznacznie o znaczacym zaangazowaniu 1 roli w procesie
badawczym. Parametry naukometryczne, charakteryzujace dorobek wchodzacy w sktad rozprawy
sa imponujace. Laczna wartos¢ wspolezynnika oddzialywania Impact Factor czasopism, w ktorych
ukazaly si¢ publikacje wchodzace w sktad rozprawy to 69,70 a liczba punktéw MEIN to 1000.
Czasopisma Environmental Pollution (4 publikacje), Science of the Total Environment (2
publikacje) 1 Journal of Hazardous Materials (1 publikacja) ciesza sie wysoka renoma a przejscie
procesu recenzji zakonczone przyjeciem manuskryptu do publikacji nie nalezy do najlatwiejszych.

W rozdziale dragim zatytulowanym ,,cele pracy” Doktorantka okreslita szczegolowe cele
swoich badan. W pierwszej kolejnosci przeprowadzita analize zrodel literaturowych poszukujac
gatunku modelowego do realizacji zalozonego celu ogolnego. Drugim celem szczegoltowym byla
ocena toksycznosei diklofenaku i jego metabolitu - 4-hydroksy-diklofenaku (4-OH DIC) wobec
organizméw niedocelowych z zastosowaniem Mytilus frossulns. Realizacja tego zadania zostala
przestawiona w publikacjach 2 i 6. Publikacja nr 3 przedstawia z kolei przeglad danych
literaturowych dotyczacych toksycznosci niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (N LPZ), w tym
diklofenaku, w kontekscie ekosystemow wodnych — stanowiac realizacje celu nr 3. W egzemplarzu
rozprawy, ktory ottzymalem do recenzji, zamiast publikacji nr 3 Swiacka K, Michnowska A,
Maculewicz J, Caban M, Smolarz K. Toxic effects of NSAIDs in non-target species: A review from
the perspective of the aquatic environment. Environ Pollut. 2020 Oct 20;273:115891. dox
10.1016/j.envpol.2020.115891. umieszczona byla kopia publikacji nr 2. Kolejnym celem (4.) byla
ocena stopnia biokoncentracji i biotransformacji diklofenaku i 4-OH DIC w tkankach
bezkregowcow morskich. Cel 5. to zebranie danych literaturowych dotyczacych akumulacji
substancii leczniczych ich metabolitow u dziko Zyjacych organizméw wodnych. Ostatnim celem
(6.) bylo okreslenie stabilnosci diklofenaku oraz 4-hydroksy-diklofenaku w dlugoterminowym
tescie symulujacym warunki w strefie przydennej Morza Baltyckiego. Tak sformulowane cele
obejmuja kompleksowe spojrzenie na jedna substancje lecznicza — diklofenak oraz jego
metabolit(y) w kontekscie oddziatywania na organizm bezkregowca morskiego. Cele sq precyzyjnie
zdefiniowane 1 s3 konsekwentnie realizowane w procesie badawczym.

Krétka charakterystyka publikacji wchodzacych w sktad rozprawy

Publikacje przegladowe nr 1, 3 1 5 to bardzo obszerne opracowania, kazde oparte na okolo
200 tekstach zrodlowych. Doktorantka przygotowujac te publikacje musiala zapoznaé sie z
aktualnym stanem wiedzy w bardzo szerokim zakresie.

Publikacja 1, traktuje o wykorzystaniu organizméw z rodziny Mytilidae jako modelu w
badaniach ekotoksykologicznych substancji leczniczych. Doktorantka podsumowala dotychczas
opublikowane doniesienia naukowe, w ktorych mieczaki z tej rodziny byly wykorzystane do
badania wplywu substancji leczniczych na organizmy wodne zaréwno typowo eksperymentalne z
zamierzong 1 kontrolowang ekspozycja jak i te obserwacyjne — biomonitoringowe, dokumentujace
obecnos¢ substancji leczniczych w organizmach zyjacych w naturalnym srodowisku. W pracy
omowiono badania wykorzystujace t¢ rodzing micczakéw do testowania wplywu niesteroidowych
lekow przeciwzapalnych, substancji zaburzajacych gospodarke hormonalna (EDC), inhibitoréw
wychwytu zwrotnego serotoniny, substancji przeciwhistaminowych, B-blokeréw i antybiotykéw.
Doktorantka wraz ze wspolautorami zwraca tez uwage na aspekt lycznego dzialania wielu
substancji obecnych jednoczesnie w $rodowisku.
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Celem pracy nr 3 bylo omowienie aktualnego stanu wiedzy na temat wplywu
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ) na roznorodne organizmy wodne, m.in.
pierscienice, skorupiaki, migczaki i ryby. Zebrano informacje na temat toksycznych efektéw
powodowanych przez najezesciej wykrywane NLPZ w §rodowisku wodnym, takie jak diklofenak,
ibuprofen, ketoprofen, kwas acetylosalicylowy, indometacyne, naproksen i kwas mefenamowy. W
poszczegolnych czesciach tekstu oméwiono wyniki badari eksperymentalnych prowadzonych nad
roznymi grapami organizmow, uwzgledniajac wszystkie glowne grupy zwierzat morskich i
stodkowodnych, z wyjatkiem organizméw jednokomérkowych. W rezultacie przedstawiono
podsumowanie obecnej wiedzy na temat toksycznosci NLPZ dla zwierzat morskich, identyfikujac
takze istotne braki i gléwne kwestie, ktore wymagaja dalszej analizy, np.: ewentualny pozytywny
wplyw na organizmy niedocelowe, czy okreslenie zdolnosci adaptacyjnej otganizmow badanych
pod wplywem diugotrwatej ekspozycii.

Trzecia praca przegladowa wehodzaca w sklad rozprawy (publikacja nr 5) skupia sie na
obecnosci substancji leczniczych i ich metabolitéw w dziko zyjacych organizmach wodnych. Tym
razem wyniki pogrupowano pod wzgledem geograficznym, opisujac doniesienia naukowe kolejno
dla poszczegdlnych kontynentow.

Wyniki prac eksperymentalnych zawarte sq w publikacjach nr 2, 4, 61 7.

Celem pierwszej z nich Effects of environmentally relevant concentrations of diclofenac in Mytilus
trossulus bylo dostarczenie bardziej szczegolowych informaciji na temat wplywu diklofenaku na M.
frossulns — modelowego bezkregowcea, podczas ekspozycji w kontrolowanych warunkach
laboratoryjnych. Po raz pierwszy zastosowano analize histologiczna w celu okreslenia toksycznosci
diklofenaku u malzy. Przetestowano takze wplyw diklofenaku na ogélny stan malzy. W tym samym
eksperymencie okreslono stezenie diklofenaku i jego dwoch metabolitow (4-OH i 5-OH
diklofenaku) w  tkankach i wodzie podczas ekspozycji na rézne stezenia diklofenaku,
odpowiadajace tym znajdowanym w wodach powierzchniowych. Dodatkowo przeprowadzono
badania obecnosci wybranych NLPZ (ketoprofen, ibuprofen, flurbiprofen i naproksen) w tkankach
M. trogsulus oraz w wodzie pobranej z Zatoki Gdanskiej. Nie stwierdzono obecnosci wyzej
wymienionych substancji w organizmach Zyjacych na wolnosci jak réwniez substancie te nie byly
obecne w pobranych prébkach wody z Zatoki Gdanskiej w stezeniach wyzszych niz granica
wykrywalnosci metody analitycznej. Doktorantka udokumentowala, ze diklofenak jest wchtaniany
przez omulki podczas ekspozycii, ale po jej zakoficzeniu dochodzi do catkowitej eliminacii z
organizmu. Prawdopodobnie ze wzgledu na niskie stezenia diklofenaku, nie byly wykrywalne jego
metabolity. W' badanych stezeniach diklofenak nie wplywal na ogolng kondycje omultkéw,
natomiast obserwowano zmiany histologiczne, ktore moga w dluzszej perspektywie prowadzi¢ do
zmian funkcjonalnych. Doktoranta zaklasyfikowata obserwowane zmiany do odwracalnych.

Pracanr 4

W tej publikacji opisano badanie losu diklofenaku i jego gléwnego metabolitu 4-OH DIC
(4-hydroksydiklofenaku) w sztucznej stonej wodzie. Analizowano proces pobierania, metabolizmu
oraz biokumulacji diklofenaku i 4-OH DIC w tkankach omutkow M. fossulus. Na podstawie
uzyskanych  wynikéw  przeprowadzono analize bilansu masy, okreslono wspolczynnik
bioakumulacji (BCF), aby zobrazowa¢ potencjal akumulaciji diklofenaku i 4-OH DIC w tkankach
malza oraz biofilmie. Uwage recenzenta przyciagnela znaczaca roznica stezen nominalnych i
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zmierzonych diklofenaku i jego metabolitu, 30 minut do dodaniu substancji do naczyn
hodowlanych. Czy probowano wyjasni¢ przyczyne tego zjawiska? Czy w taki sam sposob (30 minut
po dodaniu roztworu) mierzono stezenie w poprzednich badaniach (Swiacka 1 in. 2019)?

Nie obserwowano istotnych réznic w biokoncentracji DIC i 4-OH DIC w zaleznosci od
plei malzy. Zaobserwowano, ze samice M. frossulns sa, w stanie metabolizowaé diklofenak, na co
wskazuje obecnos¢ 5-OH DIC (5-hydroksy-diklofenak) w ich tkankach (stezenia bliskie granicy
wykrywalnosci metody analitycznej). Znaczacy spadek stezenia 4-OH DIC w wodzie w trakeie
cksperymentu (o ok. 67%) sugeruje zachodzenie dalszych przemian degradacyjnych tej substancj.

Praca nr 6

W niniejszym  artykule zaprezentowano wyniki oznaczen szeregu  wskaznikow
biologicznych, takich jak aktywnosci: profenylooksydazy, reduktazy glutationowej, transferazy
glutationowej, katalazy oraz acetylocholinoesterazy u omutkow M. #rossulus po 7-mio dniowej
ekspozycji na diklofenak i 4-OH DIC. Przeprowadzono takzze badania histologiczne 1 wyznaczono
wskaznik masy ciala (BMI).

Duziatanie toksyczne objawialo sie obecnoscia zmian obejmujacych liczne deformacje skrzeli,
martwice 1 miejscowe stany zapalne gruczohu trawiennego, a takze atrezje gonad i ich zanik. Nie
zawsze obserwowane roznice osiagaly istotnosé statystyczng, ale czestos$¢ wystgpowania zmian byta
wyzsza u zwierzat eksponowanych. Niektére zmiany obserwowane byly czeiciej w przypadku
ekspozycji na 4-OH DIC, mimo ze stezenie tej substancji bylo nizsze niz diklofenaku i szybciej
spadato podczas eksperymentu. Markery biochemiczne okazaly si¢ natomiast zbyt malo czule do
wykrycia wplywu diklofenaku.

Pracanr 7

Ostatnia z publikacji poswigcona jest badaniom zachowania diklofenaku i jego metabolitu 4-OH
DIC w ukladzie woda morska - osad denny. Doktorantka zastosowana zlozony uklad
cksperymentalny, ktory mial umozliwi¢ ocene degradacii biotycznej i abiotycznej obu substancji z
wykorzystaniem sterylizowanego 1 niesterylizowanego osadu dennego oraz wody, pobranych w
poblizu miejsca zrzutu Sciekow oczyszczonych oczyszezalni Debogorze. Zaobserwowano ubytek
masy zwigzku macierzystego 1 4-OH DIC w zbiornikach z osadem naturaloym i osadem
wystetylizowanym, ktory jednak nie byt zwiazany z adsorpcja substancji chemicznych na czastkach
osadu. Ponadto w osadzie z DCF wykryto 5-OH DIC w kazdym z trzech powtorzefi, natomiast w
osadzie autoklawowanym nie wykryto jakichkolwiek hydroksymetabolitéw. Doktorantka
dowiodla, ze degradacja w osadzie zaréwno diklofenaku jak i metabolitéw moze by¢ mato wydajna
1w ten sposob prowadzi¢ do zwickszonego zagrozenia wobec organizméw pelagiczaych.

Podsumowanie

Wszystkie badania przedstawione w powyzszych publikacjach, Doktorantka podsumowata
formulujac 6 wnioskow (rozdzial 5.) podkreslajac (1) przydatnosé M. smussulus do badan
ekotoksykologicznych substancji leczniczych. Badania dowiodly, ze diklofenak w stezeniach
spotykanych w srodowisku moze negatywnie oddziatywaé na M. frossulus a zmiany mikro- i
makroskopowe na poziomie tkankowym sa czulszym narzedziem niz wskazniki biochemiczne.
Oszacowany wspolczynnik biokoncentracji plasuje diklofenak wéréd substancii o niskim
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potencjale do biokoncentracji srodowisku wodnym. Malze moga metabolizowaé diklofenak i
eliminowac go z organizmu. Zaréwno diklofenak i 4-OH diklofenak ulegaja adsorpcji na osadzie
dennym, ale stabilnos¢ diklofenaku jest wyzsza niz metabolitu.

Sa to wnioski podparte solidnymi danymi eksperymentalnymi, ale jednoczesnie nie
bezkrytyczne.

Podsumowujac, przedstawiona rozprawa doktorska jest rozwiazaniem oryginalnym
rozwigzaniem problemu naukowego o duzym znaczeniu praktycznym. Wyniki uzyskane przez
Doktorantke z pewnoscia wnosza istotny wklad w wiedze w obszarze ekotoksykologii substancji
leczniczych.

Realizacja projektu doktorskiego mgr Klaudii Swiackiej przypadta na okres pandemii
COVID-19, co ma szczegdlne znaczenie biorac pod uwage laboratoryjny” charakter
prowadzonych badai. Nie przeszkodzilo to w osiagnieciu zalozonych celéw i utrzymaniu wysokie]
»produktywnosci”.

Mgt Klaudia Swiacka odbyla w latach 2018-2023 az trzy zagraniczne staze naukowe, w
Islandii, Niemczech 1 Australii (najdhuzszy, 6-cio miesi¢czny) oraz uczestniczyla w konferencjach
krajowych i zagranicznych, prezentujac swoje wyniki w formie posteréw, ale takze w formie
doniesient ustnych na 4 konferencjach miedzynarodowych. Zdobyla tez nagrode Rektora
pierwszego stopnia w kategorii Nauk scistych i przyrodniczych za osiagniecia naukowe uzyskane
w roku akademickim 2020-2021. Te aktywnosci i osiagnigcia z pewnoscia wyrozniajg J4 wsrod osdb
na tym samym etapie kariery akademickie;.

Rozprawa doktorska mgr Klaudii Swiackiej spetnia wymogi ustawowe stawiane
rozprawom na stopien doktora i w zwiazku z tym wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauki o
Ziemi i Srodowisku Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Klaudii Swiackiej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoka warto$¢ poznawcza, bardzo rozlegly zakres prac
eksperymentalnych, mnogo$¢ uzytych technik badawczych a takze imponujacy iloéciowo
i jako$ciowo dorobek publikacyjny z pelnym przekonaniem wnioskuje o wyréznienie
rozprawy stosowng nagroda.
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