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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Wisniewskiej

»Wplyw 17a-etynyloestradiolu (EE2) na przezywalnosé, zachowania rozrodcze i
roznicowanie plci gatunku Gammarus tigrinus Sexton, 1939”,

Pani mgr Monika Wisniewska przygotowala rozprawe doktorskg w Zakladzie
Ekologii Eksperymentalnej Organizméw Morskich pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Anny
Szaniawskiej.

W przedstawionej mi do recenzji rozprawie Doktorantka postawita przed sobg zadanie
zbadania wptywu syntetycznej pochodnej estradiolu, 17a-etynyloestradiolu (EE2), nalezacego
do grupy zwigzkow okre§lanych jako EDC (Endocrine Disruptor Compounds), na
przezywalnos¢, behawior rozrodezy i cechy potomstwa kielza tygrysiego Gammarus tigrinus.
170-etynyloestradiol trafia do wod, w tym Battyku, od lat i stanowi istotne zagrozenie dla
bytujacych tu organizméw, stad celowosé¢ prowadzenia badan nad zagadnieniem stanowigcym
przedmiot rozprawy doktorskiej. Waga problemu znalazta odbicie w przyznaniu Doktorantce
funduszy na badania przez Narodowe Centrum Nauki. Nie bez powodu obiektem ninigjszych
badan jest kielz tygrysi. Doktorantka uzasadnia swoj wybor zauwazajac, ze gatunek ten: i)
wystgpuje licznie w wodach przybrzeznych, co sprawia, ze latwo go pozyskaé, ii) ma
znaczacy potencjal rozrodeczy i krotki cykl zyciowy oraz iii) stanowi wazne ogniwo w
fancuchu troficznym, a ponadto, jako gatunek eurytropowy ma zdolno$¢ tolerowania
szerokiego zakresu wahan czynnikéw $rodowiskowych.

Teraz omowig poszczegolne czgsci rozprawy i poprosze Doktorantke o odpowiedz na
postawione pytania i odniesienie si¢ do uwag.

Wstep

Wplyw EEZ na organizmy zostal przedstawiony w tej czgsci rozprawy wyczerpujgco,
cho¢ nieco chaotycznie. W mojej opinii zamiast przytaczania i opisywania wynikow
kolejnych prac nalezalo oméwié je bardziej syntetycznie, ze szczegblnym uwzglednieniem
mechanizmow 1 efektow dziatania EE2, przy zachowanym podziale na kregowce i
bezkrggowce. Wowczas czytaloby si¢ ten fragment pracy latwiej i z wigkszym
zainteresowaniem, 1 co najwazniejsze zdecydowanie latwiej mozna by bylo oceni¢ biezacy
stan wiedzy 1 wykaza¢ celowos¢ prowadzenia nini¢jszych badan.

Uwaga: Z faktu, ze jaki§ zwigzek (tu hormon) zaburza procesy rozrodcze u matych
skorupiakow nie wynika, ze, jak chciataby to widzie¢ Doktorantka, w oczywisty sposob
wplywa takze na organizm ludzki; trzeba by¢ ostroznym we wnioskowaniu.

[lustracje: Brakuje mi dobrych zdjg¢ samicy i samca kielza tygrysiego dla
uwydatnienia dymorfizmu piciowego. Na Rysunku 3 osobniki obu pici sa bardzo stabo
odroznialne. Natomiast Rysunek 2 pokazujacy cechy gatunkowe bez szerszego kontekstu np.
poréwnania z cechami innych gatunkéw, z ktorymi badany gatunek moze by¢ mylony, nie
dostarcza istotnej informacji.

Chcg zwroci¢ uwage na uchybienia w podrozdziale dotyczacym charakterystyki EE2.
Tabela 1 podajaca zawartosci EE2 w $ciekach i $rodowisku i omowienie zagadnienia w
tekscie nie dostarczaja wystarczajacych informacji. W Tabeli 1 powinna znalezé sig
informacja, jakg metoda, o jakiej czulosci oznaczano EE2 w kazdym przytoczonym
przypadku, poniewaz rozne metody oznaczania EE2 charakteryzuja sie rozng czuloscia, o
czym zresztg Doktorantka wspomina. Natomiast nie wydaje mi si¢ celowe podawanie w tabeli
odnosnikow do pismiennictwa. Ponadto, wobec réznorodnosci danych nalezato raczej wybraé
konkretne przyktady i dobrze je przedstawi¢/omowi¢ w tekscie lub/i w tabeli, tak, aby w
syntetyczny sposob ilustrowaty sytuacj¢ w roznych srodowiskach. W teksécie podrozdziatu
przydalby si¢ komentarz, jak wartosci stezen mierzone w srodowisku majg sie w stosunku do



stosowanych dawek EE2 (w postaci lekéw) lub w czasie prowadzonych eksperymentow i
konsekwentnie do stgzen EE2 oznaczanych w osoczu krwi ludzi lub zwierzat
eksperymentalnych.

Zalozenia i cel pracy

Rozdzial ten czyta si¢ trudno, gdyz porzadek wypowiedzi zostat odwrdcony: najpierw
Doktorantka omawia potencjalne znaczenie wynikoéw, dopiero pdzniej formutuje cele. Nie
Jestem zwolenniczka formutowania zalozen pracy w tak kategoryczny sposoéb jakby to byly
wnioski pracy. W mojej opinii nalezalo postawi¢ hipotezy badawcze. W cele pracy w dosc
niezrgczny sposob zostaly wplecione zadania badawcze. Mam wrazenie, ze rozdzial ten
stanowi kompilacje tekstu wniosku o grant badawczy z oryginalnym tekstem rozprawy. W
przygotowanej publikacji nalezy zwréci¢ uwagg na te uchybienia.

Materiatl i metody

Informacje dotyczgce zebranego materialu sg porozrzucane w kolejnych rozdziatach.
Nie podano, jakie byly warunki zewngtrzne, gdy material pozyskiwano — temperatura,
os$wietlenie, w jakiej porze dnia dokonywano potowow, jaka byla liczebnoé¢ prob. Informacje
na temat liczebnosci prob znajduja si¢ w Wynikach, ale sg tez niepelne. Wiasciwym
sposobem byloby zestawienie w formie tabeli zbiorczej nastepujacych danych: ile osobnikow,
jakiej plei (w przypadku samic, tam gdzie to potrzebne z podzialem na samice rozradzajgce
si¢ 1 nie rozradzajace si¢) zebrano i przeanalizowano w kazdym wariancie badan. Nie podano,
w jakim zaggszczeniu trzymano osobniki w pojemnikach 150 1 i jak dlugo trwala
aklimatyzacja do warunkow eksperymentalnych. W jakiej porze dnia karmiono zwierzeta?
Wszystkie te szczegoly powinny znalez¢ si¢ w publikacji.

W Tabelach 3, 4 15 w kolumnie LC 50 stgzenia powinny by¢ zapisane poprawnie np.
1-10, a nie jako: >1-10. Taki zapis jest niewlasciwy a poza tym, nie uwzglednia wartosci
granicznych np. =10. W tekscie nie podano ile samic i samcow przeanalizowano przy
wyznaczeniu stezen letalnych (podano, ze lgcznie bylo 1200 osobnikéw).

Prosz¢ Doktorantke w czasie obrony o ustosunkowanie si¢ do ponizszych kwestii:
« Czy badano jak zmienia si¢ stezenie EE2 w wodzie w ciagu petnego dnia trwania
eksperymentu?
* Czy codzienna wymiana wody z powodu rozkladajgcego si¢ EE2 nie wplywala na
zachowania osobnikow?
* Czy podobnej wymiany wody dokonywano réwnolegle takze w grupach kontrolnych?

W tedcie na przezywalno$¢ nalezato zmienia¢ wodg zawsze codziennie, przez pelne 28

dni, u wszystkich grup, w tym kontrolnych, aby obserwacje byly w pelni

poréwnywalne.
* Na jakiej podstawie przyjeto, ze czas 90 sekund bez wykonywania ruchéw oznacza, ze
zwierzg jest martwe? Czy potwierdzano kazdorazowo ten fakt i jak?

W podrozdziale opisujacym badania wplywu EE2 na zachowania rozrodcze powinna
znalez¢ si¢ tabela z informacjg ile osobnikow uzyto w poszczegdlnych wariantach
doswiadczenia. Opis badan jest bardzo mato czytelny 1 w niektorych fragmentach mylgcy. W
opisie badan pilotazowych na poczatku wywodu Doktorantka napisata o dwoch stezeniach
EE2, w ktorych trzymano osobniki, a nastgpnie czytamy: ,kazda para eksponowana byta
kolejno na wszystkie cztery st¢zenia eksperymentalne”. Prositabym o uzasadnienie wyboru
stezen EE2 w tym eksperymencie. Nie rozumiem, co oznacza, ze ,w przypadku gdy
organizmy nie sparowaly si¢ w ciaggu 15 minut....wyniku takiego nie uwzgledniono w
dalszych analizach”. Opis kolejnych wariantow/czasow ekspozycji jest niejasny, przydatby
si¢ przejrzysty schemat doswiadczenia. W jakim celu wydzielano opisy 6-godzinnej
ekspozycji 1 8-godzinnej ekspozycji. Czym te dwa warianty si¢ roznily, ze nie mozna bylo
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opisac ich tacznie (1-, 3- 1 6-godzinne obserwacje miescity si¢ w zakresie 8-godzinnej)? Jaki
Jjest powad przyjecia takich dwoch wariantoéw do$wiadczalnych?

Podobnie niejasny jest opis badan wplywu EE2 na réznicowanie pici. Czy wszystkie
20 par poddano dziataniu trzech stgzen EE2, ile bylo par w rownolegtych kontrolach, co
oznaczajg wspomniane ,,4 serie doswiadczen™? Czy codzienna wymiana wody nie zaklocata
zachowan?

Prosz¢ Doktorantke o podanie, jakie hormony plciowe zidentyfikowano u kielzy i innych
skorupiakéw i czy znane sg ich fizjologiczne st¢zenia np. w hemolimfie lub w czesciach
ciala, Czy badano poziomy EE2 w tkankach zwierzat morskich (niekoniecznie
skorupiakéw)? Prosilabym o komentarz, jak wybrane do badan st¢zenia EE2 w wodzie
mayjg si¢ w stosunku do fizjologicznych pozioméw hormonéw plciowych i do stezen EE2
spotykanych w Srodowisku.

Wyniki

W tej czgsci rozprawy nadal brakuje szczegotowej informacji ile zebrano/zbadano
osobnikdw, w tym samcéw, samic rozradzajagcych sig¢ 1 nie rozradzajacych sie w
poszczegolnych miesigcach. Na rysunkach nie podano statystyki i brakuje precyzyjnego jej
opisu w podpisach, co utrudnia analiz¢ danych. W tek$cie opisujgcym wyniki tez nie
omowiono statystyki w sposob wystarczajacy. Doktorantka czgsto wspomina o réznicach,
cho¢ nie wydaja sig one by¢ istotne statystycznie, stagd watpliwosci.

Przykladowo: opis wynikow nie pozostaje w zgodzie z danymi przedstawionymi na
rysunku 10. W tek$cie stwierdzono: ,,w czerwcu i lipcu samice rozradzajace si¢ osiggaly
wigksze dlugosci ciala niz samice nie rozradzajace si¢ i samce”, na rysunku samice
rozradzajace si¢ 1 samce majg podobne dlugosci; w dalszej czgsci: ,,W lipcu 1 sierpniu
dlugosci wszystkich analizowanych zwierzat roznily si¢ istotnie statystycznie”, co nie zgadza
si¢ z rysunkiem, gdyz rozmiar samic rozradzajacych si¢ byl w obu miesigcach podobny.

W kolejnym podrozdziale Doktorantka podaje informacje w tekscie, ktoére sa
rozbiezne z rysunkiem 12, w tym niefortunne sformutowanie: ,,rozpigtos¢ masy - 27 mg” 1
najwyzsza warto$¢ masy podana w tekscie =30,9 mg w listopadzie, a skala rysunku konczy
si¢ na 25-27 mg. Rozbiezno$¢ opisu z tym, co przedstawiono na rysunku dotyczy takze badan
wspotczynnika Fultona i rysunku 13.

Dalsze niescistosci pojawiajg sie przy opisie zaleznosci migdzy masg a dlugoscia
osobnikow, cytuje: ,,W sierpniu 1 listopadzie samice nie rozradzajace wykazywaty szybszy
przyrost masy w porownaniu z samicami rozradzajacynu sig 1 samcami”, podczas gdy w
listopadzie nie byto samic rozradzajgcych sig, a wigc nie mozna do nich odnosi¢ danych dla
pozostatych grup.

W przypadku omawiania struktury pici nie nalezato podkresla¢, ze w kwietniu
wystepowalo wigcej samic (25 osobnikéw) niz samcow (23 osobniki), poniewaz w istocie
liczebnosci te sg takie same. Nie przekonuje mnie tez sposob prezentowania wynikow na
rysunku 16, na ktorym przedstawiono % udziat samic rozradzajacych si¢, w sytuacji, gdy
liczebnos¢ prob rozni si¢ znaczaco od n=16 do n=935. Inna wage ma kilkuprocentowa réznica
przy przebadanych 16 osobnikach a inng przy liczbie n bliskiej 1000!

Wiele moich watpliwosci budzi podrozdziat 4.2, w ktéorym opisano wyniki badan
toksycznosci ostrej. Prositabym o wyjasnienie, dlaczego utworzono 3 grupy do$wiadczalne
(mieszana, osobno samce i samice), a potem w grupie mieszanej wyniki przedstawiono
tacznie dla obu pilci na rysunku 18. Skoro 1 tak oznaczano picie w tej grupie, nalezato podac
wyniki dla obu pici osobno. Ani na wykresie ani w tekscie nie znalazlam informacji o
liczebnosci grup. Doktorantka podaje, ze samice sg bardziej odporne, cho¢ nie potwierdza
tego ani test statystyczny ani zdrowy rozsadek, gdy spojrzy si¢ na rysunek 18 — jest to



nadinterpretacja wynikow. W Tabeli 6 zamiast okreélenia ,.silnie toksyczny” pojawia si¢
»niezwykle toksyczny™.

W podrozdziale 4.3 opisujacym wyniki badan przezywalnosci nie podano informacji,
w jakiej porze roku wykonywano badania i ile razy powtorzono eksperyment. Dlaczego nie
podano wynikow dla samcéw i samic osobno?

W podrozdziale 4.4 przedstawiajacym wyniki badan wplywu EE2 na zachowania
rozrodcze opisano w sposob niejasny badania pilotazowe. Mierzony czas podano z przesadna
doktadnoscig do setnych czgsci sekundy. Prosz¢ o podanie, w jaki sposéb liczono istotnoéé
statystyczng zaznaczong na rysunku 22,

Jak wspomnialam wczesniej nie jest dla mnie jasne, dlaczego wydziclono
eksperymenty z 6 i 8-godzinna ekspozycja i dlaczego wyniki omawiane sa osobno. Prosze o
podanie ile razy powtarzano eksperyment z udzialem tej samej pary i ile par uzyto w kazdym
eksperymencie. W tekscie przydalaby si¢ tabela, ewentualnie schemat, ktory ulatwilby
zrozumienie modelu doswiadczalnego. Opis i rysunek 23 nie wyjasniaja precyzyjnie, ktore
wartosci byly istotne statystycznie. I co najwazniejsze, otrzymane wyniki nie upowazniaja do
stwierdzenia, ze ,odpowiedz organizmow zmniejszata si¢ wraz z wydluzeniem czasu
ekspozycji”. Prosz¢ Doktorantkg o komentarz. W obu wariantach z 6 i 8-godzinng ekspozycja
w przewazajgcej liczbie przypadkow odchylenia standardowe byly ogromne, wiec trudno
przyjac, ze zaobserwowane zmiany moga byc istotne statystycznie.

Charakterystyka osobnikow wykorzystanych w badaniach przedstawiona w rozdziale
4.6 powinna znaleZz¢ si¢ na poczatku pracy a nie pod koniec omawiania wynikow.

Chcialabym zapytaé¢ Doktorantke, w jaki sposéb mozna okresli¢ wiek kielza (korelacja z
dlugoscia, masy?) i jak dlugo (Srednio) Zyja kielze w Baltyku?

Dyskusja

Tg czgs¢ pracy czyta si¢ lepiej niz pozostate. Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka
dyskutujgc swoje wyniki odnosi si¢ do bardzo obszernego pi$miennictwa. Przyznaje, ze w
zwiazku z dostgpna jedynie papierowg wersja rozprawy nie bytam w stanie sprawdzi¢, czy
wszystkie publikacje zostaly w tekécie zacytowane i odwrotnie. Ponizej zwréce uwage na
pewne niedociagnigcia, ktore nalezy skorygowac podczas przygotowania publikacji.

Informacja, ze najwigkszy procentowy udzial samic rozradzajacych si¢ stwierdzono w
kwietniu 1 maju, jest niepeina, poniewaz podobnie duzy odsetek samic rozradzajacych sie (a
nawet nieco wyzszy) byt w pazdzierniku, a wigc po zakoficzeniu sezonu rozrodczego
(rysunek 16). Prosze Doktorantke o komentarz. Cykl rozrodeczy kielza warto by bylo
przedstawi¢ na rycinie. Podawanie dlugosci z doktadno$cia do setnej cze$ci mm nie ma sensu.
Moim zdaniem fragment Dyskusji odnoszacy si¢ do zasad biomonitoringu powinien znalezé
si¢ we Wstepie.

W przeprowadzonych w niniejszej pracy testach toksycznosci ostrej samice nie
wykazywaly wigkszej odpornosci niz samce, co potwierdza negatywny wynik testu
statystycznego i rysunek 18, wigc interpretacja wynikow jest nieprawidlowa, tak w Wynikach
jak 1 w Dyskusji. Cho¢ réznic nie zaobserwowano, stusznie badano obie picie, poniewaz
mozna bylo przypuszczaé, ze odpowiedZz samcoéw i samic bedzie rdézna, szczegdlnie w
odniesieniu do zwigzku imitujacego dzialanie naturalnego zenskiego hormonu piciowego.
Doktorantka nie wyjasnia, dlaczego istotne jest badanie toksycznosci chronicznej i jakich
zmian w funkcjonowaniu organizmu mozna si¢ spodziewac, a szkoda.

Bardzo wartosciowg czgscig pracy jest ta po$wigcona badaniu zachowania kielzy. W
ostatnich latach do oceny szeroko pojgtego dobrostanu zwierzat (welfare) coraz czesciej
wiacza si¢ badania z zakresu etologii, cho¢ wyniki czgsto sa trudne do interpretacji. Czasami
obserwacje zmian zachowan pozwalaja wczesniej (przy mniejszych dawkach badanego
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czynnika lub/i krotszej ekspozycji) zorientowal sig, ze dzieje si¢ ze zwierzeciem co$
niedobrego, zanim jeszcze pokaza to inne mierzalne parametry. W przypadku wielu gatunkow
najlatwiejsze do obserwacji 1 oceny sg zachowania rozrodcze. W niniejszej pracy
dokonywano pomiarow czasu potrzebnego na sparowanie osobnikéw po ekspozycji na
czynnik szkodliwy, jakim jest EE2. Cho¢ bardzo trudno jest opracowa¢ wlasciwy test oparty o
zachowania, Doktorantka podj¢la si¢ tego zadania. Trzeba wielu powtdrzen i ogromnego
doSwiadczenia w pracy z okreslonym gatunkiem, aby taki test ,znormalizowal” i
powszechnie uzywac. Praca ta stanowi dobry poczatek do opracowania tego testu na szersza
skalg 1 zachgcatabym do kontynuacji badan w tym zakresie. Zachg¢cam tez do poprawienia
opisu zatozen tego testu, aby byl przejrzysty. Interesujacych wynikoéw w niniejszej pracy
dostarczaja badania zmian struktury plci w potomstwie par poddawanych dziataniu EE2.

Whioski

Ten rozdziatl powinien by¢ zatytutowany Podsumowanie i wnioski, bo ma charakter
raczej podsumowania. Wnioski sg z natury bardziej ogolne i obejmujg tylko najwazniejsze
osiggnigeia, tu jest inaczej.

Uwaga ogolna dotyczgca stylu pracy: Styl pracy nie jest najlepszy. W czesci wynika to
zapewne z bezposredniego thumaczenia tekstu angielskiego na jezyk polski, co skutkuje
niezr¢gcznymi sformulowaniami. W sumie tekst czyta si¢ trudno. Prawdopodobnie przestanie
to stanowi¢ problem przy przygotowaniu tekstu do publikacji w jezyku angielskim.
Wyszukiwanie istotnych informacji w wynikach pracy sprawia klopoty: tekst tej czesci jest
mato przejrzysty a podpisy pod rysunkami sa niewystarczajace. Uchybienia jezykowe
zaznaczytam tylko w teksScie pracy, poniewaz nie uznalam za celowe wypisywanie ich w
recenzji, wspomng tylko naduzywanie wyrazu ,,ilo$¢” tam gdzie powinna by¢ ,,liczba”.

Niniejsza recenzja, w ktorej wskazano przede wszystkim na uchybienia pracy moze
by¢ uznana, jako wyjatkowo krytyczna. Zapewniam jednak, ze tak nie jest. Staralam sie
Jedynie wskaza¢ Doktorantce elementy pracy, ktore trzeba poprawié przed opublikowaniem
wynikoéw. W trosce o dalszy rozwdj naukowy Doktorantki pragne zwrocié¢ Jej uwage na
pewne przeoczenia i niedoskonatosci, ktore jednak nie umniejszaja wysokiej rangi
prowadzonych badan.

W podsumowaniu stwierdzam, Ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska Pani mgr Moniki Wisniewskiej pt. ,,Wplyw 17a-etynyloestradiolu (EE2) na
przezywalnos¢, zachowania rozrodcze i réznicowanie plci gatunku Gammarus tigrinus
Sexton, 1939” stanowi wazny wklad do naszej wiedzy i spelnia warunki do uzyskania
stopnia doktora okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Niniejszym
wnosz¢ o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Moniki Wisniewskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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