Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Klaudii Swiackiej ,,Los srodowiskowy i ocena
toksycznosci wybranych farmaceutykow i ich metabolitow z wykorzystaniem Mytilus
trossulus jako gatunku modelowego”

Pani mgr Klaudia Swiacka przygotowata rozprawe doktorska w Zaktadzie Funkcjonowania
Ekosysteméw Morskich pod kierunkiem promotora — dr hab. Katarzyny Smolarz prof. UG.

Rozprawe doktorska stanowi cykl siedmiu publikacji. Chciatabym na poczatku
zaznaczy¢, ze w materiale otrzymanym do recenzji znajdowalo si¢ 6 publikacji: przez
pomytke Doktorantka zamiescita dwukrotnie publikacje 2 zamiast publikacji 3, co nie
wplynie na ponizsza recenzj¢. Ponizej zestawiono publikacje zgodnie z kolejnoscig w
rozprawie, a w nawiasach podano liczbg¢ ich cytowan (na dzien 19.07.2023).
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Doktorantka poprzedzita zebrane publikacje wprowadzeniem, na ktére sktada si¢
Streszczenie, Cele pracy, Material i metody, Wyniki i Dyskusja, Wnioski i Literatura. Do
rozprawy dofaczono informacj¢ o dorobku naukowym oraz o$wiadczenia wspdtautoréw o
udziale w przedstawionych publikacjach.

Tematyka, ktora podjeta Doktorantka jest istotna i aktualna, o czym $wiadczy¢ mogag
liczne cytowania prac wchodzacych w skiad rozprawy (podane w nawiasach przy
publikacjach, Iacznie 127). Celem pracy jest ocena wplywu diklofenaku, gtéwnego
przedstawiciela grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (NLPZ), ktéry jak i jego
pochodne, tu: 4-OH diklofenak, trafia do srodowiska w formie zanieczyszczen. Zwigzki te
moga zagraza¢ jakosci srodowiska morskiego i tym samym Zyjagcym w nim organizmom.
Gatunkiem modelowym w niniejszych badaniach jest omutek Mytilus trossulus.

W przypadku tej rozprawy doktorskiej mamy do czynienia z materiatem naukowym,
ktory przeszedl juz pozytywne recenzje wydawnicze, zostal opublikowany w bardzo
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znaczacych czasopismach naukowych o wysokich IF (6,8-14,2), co oczywiscie podkresla jego
wartos¢, ale nie zwalnia recenzenta ze szczegétowego odniesienia si¢ do poszczegdlnych
prac.

We Wstepie Doktorantka odniosta si¢ do =zagrozen powodowanych przez
farmaceutyki, ktére docieraja nieprzerwanie do srodowiska morskiego i stanowig tzw. ,,nowo
pojawiajace si¢ zanieczyszczenia”’. Problem przedstawiono szczegélowo w pracach
przegladowych:

* Toxic effects of NSAIDs in non-target species: A review from the perspective of the
aquatic environment (nr 3 w wykazie)
* Presence of pharmaceuticals and their metabolites in wild-living aquatic organisms -

Current state of knowledge (nr 5 w wykazie)

Doktorantka zwraca uwage, ze wiadomo, ze najwigksza zawarto$¢ diklofenaku jest w
wodach powierzchniowych i dla potwierdzenia tego faktu dysponujemy sporym materiatem
faktograficznym, ale nadal nie znamy losu tego zwiazku w strefie przydennej w morzu. Poza
badaniami diklofenaku istotne wydaje si¢ rozpoznanie produktéw jego transformacji, wsrod
ktorych gléwng role zdaje si¢ odgrywac¢ 4-hydroksy (4-OH) diklofenak, co podkresla
Doktorantka we Wstepie.

W publikacji 3 Doktorantka na podstawie zebranych danych literaturowych wskazata,
ze leki z grupy NLPZ majg prawdopodobnie najwickszy udzial wsréd farmaceutykow
wykrywanych w $rodowisku wodnym. Nast¢pnie szczegétowo omdwita efekty toksyczne
tych zwigzkéw 1 wskazata na luki w wiedzy, ktére czekaja na uzupetnienie. Doktorantka
zebrata efekty dziatania NLPZ u ryb, malzy, skorupiakéw 1 wieloszczetow, analizujac ich
dziatanie zaréwno na poziomie komérkowym, jak calego organizmu oraz omoéwita wplyw
zwigzkOw na zachowania zwierzat. Jest to interesujace i staranne omowienie zagadnienia.

W publikacji 5§ Doktorantka zestawita dostgpne dane dotyczace wystepowania
rozmaitych farmaceutykéw w organizmach wodnych pochodzacych z réznych srodowisk,
krajéw/kontynentéw, z uwzglednieniem ich stezen w poszczegdlnych narzadach. Praca ta jest
efektem tytanicznej wregcz analizy zrddet i stanowi niezwykle cenny zestaw danych.

Obydwie publikacje 3 1 5 s3 bardzo wartoSciowym zbiorem informacji, ktérych
zestawienie w postaci przegladéwek nie bylo tatwe i wymagato solidnych i czasochtonnych
studiéw literaturowych oraz zdolnosci w porzadkowaniu faktow. Teraz stanowig nieocenione
kompendium wiedzy na ten temat i sg chetnie cytowane — tacznie 73 razy (!).

Jednym z istotnych elementéw pracy byto wyznaczenie odpowiedniego gatunku
modelowego. Gatunkiem tym zostat omutek Mytilus trossulus. W publikacji 1 Doktorantka
szczegb6towo omoOwila przyczyny, dla ktérych matze z rodziny Mytilidae sa chetnie stosowane
w badaniach ekotoksykologicznych, w tym z udziatem farmaceutykow. Wsréd nich wymienié¢
nalezy powszechno$¢ wystgpowania matzy w strefie przybrzeznej w duzych skupiskach,
osiadty tryb zycia, dobrze poznang biologi¢, odzywianie przez filtracj¢ i stabg aktywnos¢
detoksykacyjng 1 tym samym istotng bioakumulacj¢ farmaceutykéw. W pracy 1
przedstawiono szereg istotnych zagadnien, ktére zwigzane sg z zastosowaniem Mytilidae w
badaniach biomonitoringowych 1 laboratoryjnych z uwzglednieniem réznych rodzajow
farmaceutykéw. Praca stanowi cenny zbiér informacji i dobrze uzasadnia wybér gatunku
modelowego.

W publikacji 2 Doktorantka przedstawita eksperyment laboratoryjny polegajacy na
poddaniu M. trossulus dziataniu diklofenaku przez 12 dni. Stosowane byty dwa stezenia
zwigzku przekraczajace stezenia mierzone w wodach morskich (szczegdlnie stezenie 40 pg/l;
patrz: publikacja 3). Badania nie wykazaly wplywu zwiazku na kondycje badanych
osobnikéw, ale odnotowano u nich zmiany histopatologiczne. W publikacji przy Fig 5. nie
podano ile osobnikéw byto branych pod uwage; jest tylko ogdlna informacja w tekscie ile
osobnikéw pobierano do analiz na kazdym etapie eksperymentu, a to nie wystarcza, bo nie
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wszystkie osobniki mogly zosta¢ ostatecznie przeanalizowane pod katem histologicznym.
Brak tych informacji na wykresie znacznie utrudnia odczytanie i interpretacj¢ danych, co ma
szczegdlne znaczenie w przypadku podawania czestotliwosci wystepowania zmian
histopatologicznych. Doktorantka w konkluzjach podaje, ze diklofenak powoduje atrezje
gonad, na co nie ma potwierdzenia w wynikach (wykres czestotliwosci). Badanie
czestotliwosci wystepowania zjawiska/cechy ma sens tylko wtedy, gdy jest odpowiednio
wysoka liczba przebadanych przypadkéw. Czy tak jest w tym przypadku?

Prosze Doktorantke o odniesienie si¢ do tej sprawy w trakcie obrony.

W publikacji 4 Doktorantka przedstawita dane na temat bioakumulacji diklofenaku i

jego metabolitow hydroksylowych w tkankach omutka z uwzglednieniem ptci osobnikéw (nie
stwierdzita zaleznosci od plci, u samic stwierdzila obecno$¢ 5-OH na poziomie
wykrywalnosci.). Eksperyment polegajacy na poddaniu omutkéw dziataniu diklofenaku i jego
pochodnej 4-OH (odpowiednio: 68 i 21 ug/l) trwat 7 dni, st¢zenia substancji w wodzie nie
byly utrzymywane na stalym poziomie; zastosowane w badaniach st¢zenia znacznie
przekraczaly stezenia spotykane w Srodowisku morskim oraz te zastosowane w
eksperymentach przedstawionych w publikacji 2. Po raz pierwszy zbadano pochodng 4-OH
pod katem bioakumulacji w tkankach. Przeanalizowano tez rozktad diklofenaku do
pochodnych hydroksylowych w wodzie, biofilmie i badanych organizmach. W publikacji 4 na
wykresach stg¢zen zwiazkéw nie zaznaczono odchylen standardowych (Fig.1). Brak
liczebnosci préb przy tabelach utrudnia interpretacj¢ wynikéw. Brakuje takze oznaczen
istotnos$ci r6znic miedzy stezeniami na wykresie 2 (Fig.2).
Czym Doktorantka ttumaczy tak duze (choc statystycznie nieistotne) rozZnice miedzy
zbiornikami, w przypadku 4-OH diklofenaku? Co oznacza ,,matrix effect” w podpisie pod
rysunkiem (Fig.1) (i brak danych)? Prosze tez o wyjasnienie, czy steZzenia badanych zwigzkow
w wodzie roznily sie istotnie statystycznie w czasie trwania eksperymentu (Fig.2. nie
zaznaczono istotnosci)? Prosze o odniesienie si¢ do kwestii toksycznosci pochodnej 4-OH
diklofenaku wobec jego niskiej stabilnosci wynikajgcej z szybkiej biodegradacji — o czym
Doktorantka wspomina w pracy.

W publikacji 6, w ktérej zastosowano model eksperymentu z publikacji 4,
Doktorantka powrdcita do badan markeréw histologicznych zapoczatkowanych wczesniej i
opisanych w publikacji 2; tym razem zastosowata wyzsze niz w pracy 2 st¢zenia diklofenaku
oraz uwzglednita w do§wiadczeniach pochodng 4-OH diklofenak. Sg to pierwsze badania tej
pochodnej u matzy w tym kontekscie, co podkreslita Doktorantka w pracy i we wstgpie do
rozprawy. W pracy obok markeréw histologicznych przeprowadzono réwniez badania
biomarkeréw enzymatycznych, ktére nie odpowiedzialy zmianami na zastosowanie
testowanych zwigzkéw (z wyjatkiem GR — reduktazy glutationowej). Zaobserwowano jednak
zmiany w poziomie biatka w oskrzelach, co moze stanowi¢ wskaznik toksycznosci — jak
wskazano w publikacji. Doktorantka skupila si¢ w niniejszej pracy na analizie zmian
histologicznych omutka. Obserwowane zmiany mialy charakter regresyjny i dotyczyty uktadu
pokarmowego, oddechowego i rozrodczego, co zostato opisane w pracy i zasygnalizowane we
wstepie do rozprawy. Uwaga : W podpisie do Fig. 2 brakuje informacji, czy pokazane zmiany
histologiczne dotyczg dziatania diklofenaku, czy jego pochodnej. Na rysunku 3 i 4 zebrano
obserwowane zmiany u badanych osobnikéw. Wiele zmian histopatologicznych obserwowane
bylo réwniez w grupie kontrolnej, a przedstawione proporcje nie r6znity si¢ zasadniczo, cho¢
w kilku przypadkach wykazano istotno$¢ statystyczng. Taki sposéb przedstawienia wynikow
przy matej liczebnosci proby (n=10) utrudnia interpretacje wynikéw i moze prowadzi¢ do
pochopnych wnioskéw. Na wykresach 1 w podpisach nie podano réznic statystycznych ani
stosowanego testu statystycznego. Informacji tych trzeba szuka¢ w tekscie. Podobnie jak w
poprzednich pracach brak liczebnosci analizowanych osobnikéw w podpisach pod rysunkami
utrudnia interpretacj¢ danych.



Prosze Doktorantke o skomentowanie i interpretacje otrzymanych wynikow analiz
histologicznych i odnies¢ sie do sposobu ich przedstawienia na wykresach. Czy mozna
oczekiwa¢ podobnych (zauwazalnych) efektow w Srodowisku morskim przy znacznie
mniejszym stezeniu badanych zwigzkow? Jaki nalezy interpretowac efekt dziatania pochodnej
diklofenaku?

W publikacji 7 Doktorantka odnosi si¢ do problemu stabilnosci diklofenaku i jego

pochodnej w wodzie morskiej i osadach morskich.
Prosze Doktorantke o szczegotowe odniesienie si¢ i interpretacje stwierdzonego faktu, Ze
stezenie pochodnej 4-OH diklofenaku zmniejsza si¢ znacznie szybciej w obecnosci osadu
sterylizowanego i niesterylizowanego. Jakie inne pochodne diklofenaku mogg wystepowac w
wodzie i osadzie poza 4-OH i 5-OH? Jak wyglgda przemiana metaboliczna diklofenaku w
organizmie matzy?

Prositabym rowniez Doktorantke o przedstawienie zbiorczego schematu/rysunku
opisujgcego los diklofenaku (i jego przemiany) w srodowisku morskim i zasiedlajgcych je
matzach. Zabraklo mi takiego podsumowania w rozprawie. Wnioski przedstawione przez
Doktorantke sg wlasciwie zbiorem obserwacji i podsumowaniem wynikéw otrzymanych przy
okazji przygotowania kolejnych prac, a nie wnioskami zbiorczymi wynikajacymi z calej
rozprawy doktorskie;j.

Podsumowujac:

Doktorantka wykazata si¢ duzg wiedzag w tematyce prowadzonych badan, o czym
$wiadczg trzy solidne artykuty przegladowe, stanowigce bardzo dobre i przydatne dla innych
badaczy zrédlo wiedzy. W czterech oryginalnych artykulach przedstawita wyniki badan
eksperymentalnych: ocenita toksyczno$¢ diklofenaku i jego pochodnej hydroksylowej oraz
biokoncentracj¢ tych zwigzkéw u matzy M. trossulus oraz okreslita stabilnos¢ diklofenaku 1
jego pochodnej w s$rodowisku. Uwazam, ze porzadek przedstawianych i omawianych
prac/wynikow powinien by¢ inny, na czym skorzystalaby przejrzysto$¢ rozprawy, a takze
utatwiloby to wyciaggniecie ogdlnych wnioskéw. W mojej opinii wprowadzenie powinno
rozpoczynac si¢ od oméwienia trzech prac przegladowych, kolejno prace 5, 3 i 1 zgodnie z
zasadg ,,od ogélu do szczegbétu”. Nastepnie powinno nastgpi¢ omoéwienie stabilnosci
diklofenaku i jego pochodnej w Srodowisku (praca 7). Na tle tych informacji powinny zostac
omoéwione wyniki prac eksperymentalnych z malzami (prace 4, 2 i 6). Niewatpliwie
wartosciowg czescig rozprawy sg badania pochodnej hydroksylowej diklofenaku, oraz analizy
histologiczne ze wskazaniem nowego podejscia badawczego w ekotoksykologii. Na
szczegblng uwage zastuguje dorobek Doktorantki — publikacje w bardzo wysoko
punktowanych czasopismach; jest w nich najczesciej pierwsza autorka.

Niniejszym stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pt. ,,LLos
srodowiskowy 1 ocena toksyczno$ci wybranych farmaceutykéw i ich metabolitow z
wykorzystaniem Mytilus trossulus jako gatunku modelowego” uzasadnia nadanie Doktorantce
stopnia doktora nauk o Ziemi i srodowisku i wnosze¢ o dopuszczenie Pani mgr Klaudii
Swiackiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie wnioskuje o
wyrdznienie pracy.
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Prof. dr hab. Ewa Kulczykowska

Sopot, dnia 27.07.2023
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