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Substancje czynne lekéw stosowanych w medycynie i weterynarii stanowig szeroka grupe
zanieczyszczen srodowiska wodnego, ktorej badania naukowe rozpoczety sie dopiero na przelomie
XX i XXI wieku. Badania naukowe prowadzone s w dwoch kierunkach: analizie wystgpowania
i losow tych substancji wréznych elementach $rodowiska: $ciekach, wodzie, osadach
| organizmach zywych oraz analizie ich oddzialywania na organizmy zywe. Wage problemu
docenity organizacje migdzynarodowe. Europejska Agencja ds. Lekow (EMA) w 2006 roku
opublikowala wytyczne do oceny ryzyka s$rodowiskowego lekow stosowanych w medycynie,
w ktorych zalecita prowadzenie badan ekotoksykologicznych dla wszystkich noworejestrowanych
substancji o przewidywanym stezeniu w $rodowisku powyzej 10 ng/l. Niedtugo pdzniej EMA
opublikowata zalecenia dotyczace oceny wplywu lekow weterynaryjnych na §rodowisko. Komisja
Europejska w 2015 roku (nowelizacja w 2018) wprowadzita wybrane farmaceutyki na listg
obserwacyjng substancji do celow monitorowania obejmujgcego catag Uni¢ Europejska. Badania
Pana Magistra Alana Puckowskiego przedstawione w rozprawie doktorskiej wpisuja sie
w oba kierunki, zaréwno analizy losow substancji czynnych lekow w $Srodowisku, jak iich

oddzialywania na organizmy zywe.

Przygotowana rozprawa stanowi klasycznie napisang dysertacje liczaca 116 stron,
podzielong na wstep, cel, materialy i metody, wyniki i dyskusje. Na podkreslenie zastuguje bardzo
obszerna bibliografia obejmujaca 216 pozycji, w wigkszosci oryginalnych, aktualnych publikacji

naukowych.

Celem ocenianej rozprawy doktorskiej bylo okreslenie wplywu wybranych substancji
czynnych lekow na rézne gatunki organizmow wodnych, a takze ocena losow tych substancji,

a zwlaszcza ich sorpcji na powierzchni mikroplastikow.
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We wstepie/czesci teoretycznej pracy Doktorant przedstawitl problem zanieczyszczenia
srodowiska wodnego substancjami czynnymi lekéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem lekow
wykorzystanych w czegsci do§wiadczalnej: antybiotykow z grupy fluorochinolonéw oraz $srodkéw
przeciwpasozytniczych pochodnych benzimidazolu. Leki te okre$lane przez Autora pracy jako
weterynaryjne, sg wykorzystywane takze w medycynie. Cyprofloksacyna w Polsce jest jednym
z czgséciej sprzedawanych antybiotykow, stosowanych u ludzi w chorobach uktadu moczowo-
plciowego, zakazeniach kosci, tkanek miekkich, w okulistyce, a takze zapaleniu otrzewnej
i posocznicy. Stagd, moim zdaniem, tytul rozprawy oraz wst¢p poswigcony zanieczyszczeniu
srodowiska glownie poprzez hodowle zwierzat nie oddaja pelnego obrazu sytuacji. Antybiotyki
weterynaryjne w wielu krajach wykorzystywane sa nie tylko w leczeniu chorodb, ale takze jako
promotory wzrostu. Jednakze, w wigkszosci krajoéw europejskich takie stosowanie lekow

przeciwbakteryjnych zastato zakazane na poczatku XXI wieku.

Autor przedstawil dotychczasowe badania loséw fluorochinolonéw i benzimidazoli
w srodowisku, w tym sorpcje w glebie, osadach oraz degradacje. Szczeg6lng uwage poswiecit
omoOwieniu biodostepnosci substancji chemicznych, ktéra warunkuje ich dziatanie biologiczne.
Stusznie wskazal na konieczno$¢ wykonywania analizy st¢zen substancji podczas prowadzenia
testow oceny ekotoksyczno$ci, a nie postugiwania si¢ jedynie warto$ciami nominalnymi st¢zen.
Postulat ten jest zgodny z wytycznymi wielu organizacji mi¢dzynarodowych. Wprowadzajac
zagadnienie oceny ekotoksyczno$ci Doktorant nie unikngt uproszczen. Na stronie 24 dokonat
podziatu na testy oceny toksycznosci ostrej (narazenie do 96 godzin) i chronicznej (ekspozycja od
zygoty do drugiego pokolenia), ktory odnosi si¢ tylko do organizméw rozmnazajacych plciowo.
Powinien uwzgledni¢ bardziej ogolny podzial, w ktérym test chroniczny jest testem trwajacym
przez kilka pokolen. Wowczas nie popehilby btedu okreslajac wykorzystywany w pracy 7-dniowy

test Lemna — testem ostrym (strona 51), a test 14-dniowy — testem pseudo-chronicznym (strona 52).

W czesci doswiadczalnej pracy Doktorant dokonal oceny dzialania wybranych pig¢ciu
substancji czynnych lekéw na bakterie, glony, skorupiaki i rosliny wodne. Jest to standardowy,
podstawowy zestaw testow ekotoksykologicznych obejmujacy wszystkie poziomy troficzne. Autor
nie odniost si¢ do wspodtczesnych postulatow dostosowania zestawu biotestow do przewidywanego
mechanizmu dziatania badanych substancji toksycznych. Przebadanie tysigcy potencjalnie
toksycznych zwigzkow chemicznych wymaga przeprowadzenia wstepnej selekcji  zarowno
zwiazkow, jak 1 biotestow. W przypadku substancji czynnych lekow istnieja wystarczajace
przestanki odnos$nie ich dziatania biologicznego na organizmy zywe. Oczywiscie W stosunku do
organizmow nizszych (jednokomorkowych oraz bezkregowco6w) mechanizm ten moze by¢ inny niz

dla kregowcow. Jednakze, na przyktad przeprowadzenie 30 minutowego testu toksycznosSci ostrej
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zamiast testu toksycznosci chronicznej na bakteriach w przypadku oceny zwigzkow
bakteriostatycznych, dzialajacych poprzez hamowanie rozmnazania mikroorganizméw, nalezy
uzna¢ za niewlasciwe. Prezentujagc we wstepie dane z pisSmiennictwa dotyczace toksycznosCi
fluorochinolonéw Autor niestety nie wskazal, ktore wyniki zostaty uzyskane w testach krotko-,
a ktore w dlugoterminowych. Omawiajac swoje wyniki, na stronie 77 przyznaje, ze 24 godzinny
test na bakteriach luminescencyjnych bylby zdecydowanie bardziej wskazany. Podobnie,
zastosowanie skroconego, 24-godzinnego testu na glonach obejmujacego tylko jedno pokolenie
organizmow przyniosto zdecydowanie nizszg toksyczno$¢ fluorochinolonéw w poroéwnaniu do
danych uzyskiwanych w 72- lub 96-godzinnym tescie (Environmental Toxicology and Chemistry
27 (2008):1201-1208). Na podkreslenie zasluguje natomiast przedluzenie oceny badanych
substancji w teScie z uzyciem rzesy drobnej Lemna minor. Autor zaobserwowatl nie tylko
dwukrotny wzrost toksycznosci norfloksacyny, ale takze zmiany ksztattu 1 wielkosci frondow, ktore
nie wystgpowaly w tescie standardowym. Takie obserwacje potwierdzajg konieczno$¢ stosowania

testow dlugoterminowych do oceny realnego ryzyka srodowiskowego.

Oprocz analizy pojedynczych substancji Doktorant podjat probe oceny dzialania
biologicznego ich mieszanin. Organizmy zywe w Srodowisku wodnym narazone sg na liczne
zwigzki toksyczne, ktorych sumaryczne dzialanie moze ro6zni¢ si¢ znacznie od dziatania
poszczegolnych skladnikow mieszaniny. Badanie mieszanin jest waznym elementem tej
rozprawy doktorskiej i stanowi istotny wklad do ekotoksykologii. Mozna mie¢ jednak
zastrzezenia do opisu wynikow. Przedstawione w tabelach w rozdziale 5.2 wyniki EC50 wyrazone
sa w mg/l, ale nie jest jasne do czego odnosi si¢ to stezenie. Wartosci te podane sg wraz
z przedzialem ufno$ci. Natomiast przewidywana wartos¢ ECS50 obliczana byla bez podania
przedziatu ufnosci. W takim przypadku wnioskowanie czy rdznica jest, czy nie jest istotna

statystycznie, nie jest mozliwe do przeprowadzenia.

Jak stusznie wskazal Autor pracy sorpcja lekow, zwlaszcza o charakterze amfoterycznym
zalezy od wielu czynnikow, co implikuje konieczno$¢ wykonania analiz laboratoryjnych przy
ocenie oddziatywania badanych substancji z mikroplastikiem. Rosnace w ostatnich latach
zainteresowanie obecno$cig w srodowisku mikroczastek tworzyw sztucznych spowodowane jest nie
tylko ich toksycznos$cia, ale tez, jak shusznie zauwazyt Doktorant, mozliwoscia oddziatywania
mikroplastiku z istniejgcymi zanieczyszczeniami $rodowiska wodnego. Podjecie tego tematu
w ocenianej rozprawie doktorskiej uwazam za wazne i nowatorskie. Doktorant ocenit
mozliwo$ci sorpcji badanych substancji lekow na powierzchni czterech rodzajow tworzyw
sztucznych. Zjawisko to analizowal w r6znych wariantach medium zaleznych od pH oraz zasolenia

srodowiska. Zatozyl, ze sorpcja zalezy od hydrofobowosci zwigzku, czyli wartosci wspotczynnika
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podzialu oktanol/woda (log Kow). Jednakze, w przypadku zwigzkow dysocjujacych w wodzie
wspolczynnik ten w znacznym stopniu zalezy od pH $rodowiska i powinien by¢ zastgpiony
wspotczynnikiem zaleznym od pH, okreslanym jako log D. Istnieje szereg programow
komputerowych umozliwiajagcych wykonanie niezbednych obliczen. Dodatkowo, zastosowane
tworzywa sztuczne ro6znig si¢ hydrofobowoscia, co takze jest waznym czynnikiem, ktéry powinien
zosta¢ uwzgledniony. Warto$¢ badan znacznie by wzrosta, gdyby ich Autor, zamiast prostego

przedstawienia wynikow, przeprowadzit gl¢bszg analiz¢ danych uwzgledniajac oba te parametry.

Patrzac calosciowo na przedstawiong do oceny rozprawe nalezy uznaé, ze Doktorant
w logiczny sposob zaplanowal analizy oraz starannie je wykonal. Wyniki omowil
| przedyskutowal korzystajac z najnowszego, Swiatowego piSmiennictwa. Nie ustrzegl si¢
jednak przed popetnieniem kilku btedow: w wykazie skrotow symbolem EE2 okreslony powinien
by¢ nie estradiol, lecz etynyloestradiol; aktualna nazwa bakterii luminescencyjnych to Allivibrio
fischeri; informacja na stronie 15 dotyczaca obecnosci antybiotykdw w st¢zeniach rzgdu mg/l

w wodach powierzchniowych, a zwlaszcza morskich, jest zdecydowanie przesadzona.

Powyzsze uwagi nie umniejszaja mojej wysokiej oceny pracy doktorskiej.
Zaproponowane kompleksowe podejscie do analizy ekotoksycznosci substancji czynnych

lekow jest waznym wkladem do ekotoksykologii.

Podsumowujgc, wyrazam przekonanie, ze przedstawiona do oceny rozprawa mgr Alana
Puckowskiego pt.: Analytics, sorption and ecotoxicological evaluation of mixtures of selected
veterinary pharmaceuticals in the aquatic environment” spelnia wymagania stawiane pracom

doktorskim.

Przedstawiam zatem Wysokiej Radzie Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego wniosek

o0 dopuszczenie mgr Alana Puckowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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