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Substancje lecznicze stosowane w farmakoterapii, w medycynie ludzkiej i weterynaryjnej
nalezg do grupy zwigzkéw chemicznych, ktére z natury musza charakteryzowaé sie wysoka
aktywnoscig biologiczna. Niestety, leki nie koricza swojego , zycia” w momencie wydalenia z organizmu,
ale w najlepszym przypadku wraz ze $ciekami komunalnymi docieraja do oczyszczalni sciekéw, gdzie
podlegaja procesom nie zawsze prowadzacym do ich usuniecia czy pozbawienia aktywnosci
biologicznej. O ile los i aktywnos¢ biologiczna tej grupy ksenobiotykéw w organizmach zwierzat
doswiadczalnych i cztowieka s dos¢ dobrze poznane to oddziatywanie na inne organizmy zywe
wystgpujgce w Srodowisku naturalnym, nadal stanowi niedostatecznie scharakteryzowany obszar
wiedzy. Srodowisko wodne jest ekosystemem, do ktérego w pierwszej kolejnosci trafiajg wydalone
przez cztowieka i zwierzeta hodowlane substancje lecznicze i ich metabolity. Z tego wtasnie powodu,
pierwszym etapem oceny ryzyka dla srodowiska jest okreslenie spodziewanych efektéw substancji
leczniczych u organizmoéw zyjgcych w wodzie.

O rosngcym znaczeniu badarn nad wptywem substancji farmaceutycznych na $rodowisko
naturalne juz na etapie dopuszczania produktdéw leczniczych do obrotu, niech $wiadczy fakt, ze
Europejska Agencja Lekdw wydata pierwszg edycje przewodnika do oceny ryzyka dla $rodowiska
produktdw leczniczych przeznaczonych do stosowania u

ludzi po raz pierwszy w roku 2006, natomiast aktualnie przygotowywana jest jego nowa,
bardziej rozbudowa wersja obejmujgca wigcej aspektéw ekotoksykologicznych. Obecnie istnieje
bardzo duze zapotrzebowanie na dostep do wynikéw niezaleznych badan ekotoksykologicznych
farmaceutykdw.
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Praca doktorska mgr farm. Mileny Wawryniuk zatytutowana: »0cena toksycznosci,
fototoksycznosci i biokumulacji wybranych lekéw przeciwdepresyjnych przy uzyciu biotestow
wykorzystujqcych organizmy wodne” wpisuje sie znakomicie w ten nurt badawczy. Rozprawa
przygotowana zostata w zespole prof. dr. hab. Grzegorza Natecz-laweckiego w Zaktadzie Badania
Srodowiska, na Wydziale Farmaceutycznym Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Jestem
przekonany, ze powodzenie realizacji zatozen pracy doktorskiej w duzej mierze wynika z solidnego
wsparcia merytorycznego promotoréw: prof. Grzegorza Natgcz-Jaweckiego i promotora pomocniczego
dr Agaty Drobniewskiej. Zaréwno promotor jak i cztonkowie zespotu, dysponujg dos$wiadczeniem,
udokumentowanym w znaczacym dorobku publikacyjnym.

Catos¢ rozprawy doktorskiej stanowi cze$¢ opisowa — komentarz w formie wydruku
komputerowego na 22 stronach, do ktorej dofaczone sg przedruki publikacji wchodzgcych w sktad
rozprawy oraz oswiadczenia wspétautoréw. Doktorantka w czesci opisowej w syntetyczny sposéb
przedstawita uzasadnienie podjecia tematu, opisata zastosowana metodologie badawczg oraz
omowita gtéwne wnioski ptynace z przeprowadzonych badai. W czeéci tej umieszczone sg rowniez
streszczenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz zrédet literaturowych, wykaz
konferencji, w ktérych brata udziati wykaz streszczeri opublikowanych w materiatach konferencyjnych.

Cele pracy zostaty jasno sformutowane i obejmowaty:

® Zbadanie toksycznosci wybranych lekéw przeciwdepresyjnych wobec organizméw wodnych;

® Oceng fotorozktadu lekéw pod wptywem promieniowania o réinych diugosciach fali przy
uzyciu metod chemicznych oraz ekotoksykologicznych;

® Zbadanie wptywu czynnikdw $rodowiskowych na toksycznoéé, fotorozktad i fototoksycznosé
lekéw przeciwdepresyjnych;

® Oceng biokumulacji lekéw przeciwdepresyjnych u pierwotniakéw;

e Poszukiwanie mozliwych produktéw biotransformacji antydepresantéw u pierwotniakéw.

Tematyka rozprawy doktorskiej wykracza poza standardowe badania ekotoksycznosci substancji
leczniczych, gdyz zadne z aktualnych wytycznych nie uwzgledniaja problemu toksycznoéci produktéw
rozkfadu lekéw pod wptywem promieniowania stonecznego, podczas gdy fotodegradacja jest jednym
z podstawowych proceséw abiotycznych, ktérym podlegaja ksenobiotyki w $rodowisku. Zasadnicza
trudnos¢ w badaniach ekotoksykologicznych wynika z ogromnego zréznicowania organizméw, ktére
mogg by¢ narazone na substancje aktywne w $rodowisku wodnym. Stad w badaniach dazy sie o
stosowania organizmow modelowych, tak jak to jest w przypadku badari toksycznosci na ssakach, gdzie
wykorzystuje sig tylko okreslone gatunki i szczepy gtéwnie matych ssakéw, dzieki czemu mozliwe jest
poréwnywanie wynikéw badan uzyskanych w réznych laboratoriach.

Do wiasciwych badan, Doktorantka wytypowata substancje lecznicze z grupy przeciwdepresyjnych:
selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRI) — fluoksetyne, fluwoksamine,
paroksetyng i sertraling oraz mianseryne — przedstawiciela antagonistéw receptoréw adrenergicznych.
Ze wzglgdu na powszechnos¢ ich stosowania oraz okreslone wtasciwosci fizykochemiczne dobér
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substancji do badan jest w petni uzasadniony, tym bardziej jesli uwzgledni sig fakt, ze zwigzki te sg tez
regularnie wykrywane w $ciekach oraz wodach powierzchniowych a ich zuzycie bedzie w przysztoéci
prawdopodobnie rosto.

Realizacja badan

Proces fotodegradacji przeprowadzano z wykorzystaniem standardowego aparatu — Suntest
CPS+, wyposazonego w lampe ksenonowa, emitujaca promieniowanie zblizone zakresem do éwiatta
stfonecznego, a ponadto uzyto lampy emitujace rézne zakresy promieniowania nadfioletowego (UV-A,
UV-B i UV-C). Fotodegradacji poddawano wodne roztwory substa ncji aktywnych stosujgc odpowiednie
probki kontrolne, pozwalajgce wyeliminowa¢ lub kontrolowaé wptyw czynnikéw innych niz okreélony
rodzaj promieniowania. Warte podkreslenia jest kompleksowe podejscie zastosowane w ocenie
toksycznosci. Po pierwsze, wykorzystano organizmy, na ktdrych standardowo przeprowadza sie
badania ekotoksycznosci na $wiecie, dzigki czemu wyniki badari sa »Poréwnywalne”. Natomiast
ztozono$¢ naturalnego ekosystemu wodnego znalazta odbicie w doborze gatunkdw organizméw, ktére
reprezentuja rozne poziomy troficzne i grupy taksonomiczne, dajac petniejszy obraz oddziatywania na
ten skomplikowany system wspétzaleznosci.

Zastosowane testy toksycznosci to Microtox, Spirotox i Thamnotoxkit F, wykorzystujace
odpowiednio bakterie Vibrio fischeri, pierwotniaki Spirostomum ambiguum oraz skorupiaki
Thamnocephalus platyurus. W czesci opisowej dotyczacej metodologii, Doktorantka wspomina takze
0 uzyciu testu z wykorzystaniem rzesy drobnej Lemna minor (s. 12), jednak nie doszukatem sie
odniesienia do tych testéw w zataczonych publikacjach czy dalszej czesci opisu eksperymentow.
Doktorantka przeprowadzita tez badania majace na celu jakosciowa i ilosciowg ocene zmian
zachodzacych podczas naswietlania roztworéw substancji badanych z wykorzystaniem chromatografii
cieczowej. Przedstawiony zakres badan uzupetniono o ocene zdolnosci do biokumulacji u
pierwotniakéw oraz podjgto prébe identyfikacji produktéw biotransformaciji badanych lekéw u tych
samych organizméw. Nalezy podkreslic, ze ten aspekt analityczny jest bardzo istotny, gdyz pozwala na
petniejszg interpretacje uzyskanych wynikéw, poprzez $ledzenie przemian i identyfikacje produktéw
odpowiedzialnych za ewentualng toksycznosé.

Ciekawym watkiem rozprawy jest badanie wptywu obecnosci substancji tatwo ulegajacych
fotodegradacji (kwaséw humusowych, triklosanu i diklofenaku) na fotorozktad fluoksetyny i
fluwoksaminy. Zaréwno triklosan jak i diklofenak, to substancje powszechnie wystepujgce w sciekach
komunalnych, w zwigzku z czym, badanie takiej interakcji jest uzasadnione. Doktorantka
zaobserwowata, ze fluwoksamina fatwiej ulegata fotodegradacji w obecnoéci triklosanu i diklofenaku.
Jednak najsilniejszy wptyw wykazywaty kwasy humusowe, ktére s naturalnie obecne w érodowisku w
wyniku rozktadu martwej materii organicznej. Przy okazji nasuwa sie pytanie, czy rozpatrywano
zastosowanie innych substancji (naturalnych lub syntetycznych) o wtadciwosciach swoistych
~katalizatorow” fotodegradacji, ktére mogtyby by¢ wykorzystane np. w procesach oczyszczania
Sciekow? Uzyskane wyniki $wiadcza o dos¢ znacznej opornoéci fluoksetyny na dziatanie $wiatla
zaréwno bez jak w obecnosci triklosanu i diklofenaku. W przypadku fluwoksaminy z kolei, gtéwnym
procesem zachodzacym pod wptywem Swiatta byta izomeryzacja do formy cis. Przeprowadzone
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badania toksycznosci naswietlanych roztworéw fluoksetyny i fluwoksaminy bez i w obecnodci
triklosanu, diklofenaku i kwaséw humusowych wykazaty, ze fotodegradacja o ile zachodzi, prowadzi
do obnizenia toksycznoéci proporcjonalnie do spadku stezenia substancji macierzystej.

W kolejnej publikacji opisano badania toksycznosci, biokumulacji i biotransformacji fluoksetyny,
sertraliny, paroksetyny i mianseryny z wykorzystaniem pierwotniaka Spirostomum ambiguum.
Zmierzona toksycznoé¢ malata w szeregu  sertralina>fluoksetyna=paroksetyna>mianseryna.
Dowiedziono, ze istotnym czynnikiem wptywajacym na toksyczno$é badanych substancji byto pH
srodowiska wptywajgce prawdopodobnie na biodostepnosc. W najwiekszym stopniu kumulacji ulegaty
sertralina i mianseryna, ktdre nie ulegaty wydaleniu nawet po zaprzestaniu ekspozycji. Podjete préby
identyfikacji produktdéw biotransformacji ze wzgledu na niskie stezenia nie zakoriczyly petnym
sukcesem, mimo zastosowania zaawansowanych technik analitycznych (UHPLC z analizatorem typu
Orbitrap).

Cykl prac eksperymentalnych uzupetnia publikacja przegladowa w Biuletynie Wydziatu
Farmaceutycznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Jest to obszerne opracowanie
podsumowujace opublikowane w latach 2007-2017 wyniki badar fototoksycznosci lekéw. Mimo, ze w
rozprawie publikacja ta umieszczona zostata na ostatniej pozycji, to od niej powinno sie zaczyna¢
lekture dysertacji, gdyz stanowi doskonate wprowadzenie do tematyki prac eksperymentalnych.

Opisany zakres badan jest szeroki i przystajacy do aktualnego stanu wiedzy. Zastosowane
techniki badawcze natomiast nie budzy zastrzezed i pozwolity Autorce na znalezienie wiarygodnych
odpowiedzi na postawione w celu pracy pytania. Bardzo pozytywnie oceniam wskazanie przez
Doktorantke potencjalnych kierunkdw dalszych badan i stawianie kolejnych pytan, ktdre pojawity sie
w trakcie realizacji projektu doktorskiego.

Podczas lektury czesci opisowej natknatem sie na nieliczne usterki edytorskie i jezykowe, ktdre z
obowigzku wymieniam:

Strona 9 — poprawna pisownia to ,nierzadko”

Strona 15—, Poziom tego produktu...” — ,Stezenie tego produktu...”

Strona 16 —,,... na bardzo niskich poziomach” = »--Wystepujgcych w bardzo niskich stezeniach.”
Sq to drobiazgi, ktére w zaden sposdb nie wplywaja na pozytywng ocene rozprawy.

Wyniki przeprowadzonych badani Doktorantka opublikowata w trzech pracach oryginalnych w
czasopismach o facznym wspétczynniku oddziatywania IF 9,104 i punktacji MNiSW 160. Cykl prac
uzupetnia praca przegladowa opublikowana w Biuletynie Wydziatu Farmaceutycznego Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego (punktacja MNiSW 5). Z zataczonych odwiadczen wspétautoréw wynika, ze
Doktorantka miata wiodacy udziat w tworzeniu wszystkich prac, od etapu planowania doswiadczen do
przygotowania manuskryptow do publikacji. Deklarowany udziat mgr farm. Mileny Wawryniuk miesci
sie w zakresie 35-80%.
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Biorac pod uwage fakt, ze wyniki prac eksperymentalnych zostaty opublikowane w

recenzowanych czasopismach, a zatem zyskaty juz aprobate niezaleznych ekspertéw, chciatbym
jedynie poprosi¢ Doktorantke o przedyskutowanie ponizszych zagadnien:

Czy spos6b pozyskania chlorowodorku mianseryny do badan fotodegradacji poprzez
ekstrakcjg metanolem produktu leczniczego byt optymalny i nie wplywat na przebieg
fotodegradacji czy wyniki badan toksycznosci?

Czy na podstawie przeprowadzonych badah, moze Pani zaproponowac¢ modyfikacje
technologii oczyszczania Sciekow, kt6re przyczynityby sig do zmniejszenia ekotoksycznosci
badanych substancji aktywnych?

Adsorpcja na czastkach statych materii organicznej, obok fotodegradacji, jest jednym z
procesdw odpowiadajacych na usuwanie substancji aktywnych lub ich metabolitdw ze éciekow
czy wod powierzchniowych. W jaki sposéb te dwa procesy moga na siebie wzajemnie
oddziatywac?

Dlaczego podjgte préby identyfikacji produktéw biotransformacii przeprowadzono wytgcznie
po inkubacji badanych substancji w obecnosci pierwotniakéw, a nie np. bakterii?

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr farm. Mileny Wawryniuk spetnia wymogi

stawiane rozprawom na stopieri doktora zgodnie z artykutem 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
z péiniejszymi zmianami, O stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.
Zwracam sig do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego z wnioskiem o dopuszczenie mgr farm. Mileny Wawryniuk do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Ponadto, fakt opublikowania wynikéw rozprawy doktorskiej w bardzo dobrych

czasopismach jest w mojej opinii uzasadnieniem do wnioskowania o wyréinienie rozprawy
doktorskiej stosowang nagroda.

KIEROWNIK
Katgdry i Zaktadu Toksykologii
Gdanski-bpiwers t Medyczny
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