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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Daryi Harshkovej pt. ,,Analiza indukowanych
diklofenakiem zaburzen fizjologicznych i rozwojowych komorki Chlamydomonas reinhardtii ze
szczeg6lnym uwzglednieniem funkcjonowania mitochondriéw”

Rozprawa doktorska mgr Daryi Harshkovej, doktorantki Studiéw Doktoranckich z Biologii,
Ekologii i Mikrobiologii Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego, zostala wykonana pod
kierunkiem Pani dr hab. Anny Aksmann, prof. UG (promotor) w Pracowni Fizjologii Roslin
i Toksykologii Katedry Biologii Eksperymentalnej i Biotechnologii Roslin Wydziatu Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego. Rozprawa doktorska jest kontynuacja i rozwinigciem wczesniejszej
tematyki badawczej Pani Promotor. Doktorantka, wykorzystujac nowoczesne techniki badawcze,
przeprowadzita interesujgce analizy proceséw wzrostowych i fizjologicznych jednokomérkowej
zielenicy, organizmu modelowego Chlamydomonas reinhardtii, w tym zmian dostosowawczych do
niekorzystnych warunkéw wywotanych dzialaniem diklofenaku, z grupy niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych (NLPZ), zwigzku wplywajacego na zanieczyszczenie sSrodowiska wodnego.

Rozprawa doktorska mgr D. Harshkovej jest opracowaniem w jezyku angielskim - to cykl
czterech powigzanych tematycznie publikacji, wraz ze streszczeniem w j¢zyku polskim i angielskim.
Zawarte sg takze o§wiadczenia wspdtautoréw publikacji, z odpowiednimi podpisami; ponadto podano
informacje o zrédle finansowania i zaprezentowano dorobek naukowy mgr D. Harshkovej. Publikacje
wchodzace. w skiad rozprawy doktorskiej sa pracami oryginalnymi opublikowanymi w latach
2019-2024, w dobrych czasopismach miedzynarodowych: Aquatic Toxicology, Cells, Journal of
Applied Phycology i PeerJ. Wszystkie artykuly sg pracami zespotowymi, w ktérych nazwisko
Doktorantki umieszczone jest zawsze na pierwszym miejscu. Lista publikacji, wchodzacych w skiad
rozprawy doktorskiej, obejmuje nastepujace pozycje:

1. Harshkova D., Liakh I.; Bialevich V.; Ondrejmiskova K.; Aksmann A.; BiSova K. 2021.
Diclofenac alters the cell cycle progression of the green alga Chlamydomonas reinhardtii. Cells 10,
1936 (IF 5,1, pkt MNiSW 140, 6 cytowan)



2. Harshkova D., Majewska M., Pokora W., Bascik-Remisiewicz A., Tulodziecki S., Aksmann
A., 2021. Diclofenac and atrazine restrict the growth of a synchronous Chlamydomonas reinhardtii
population via various mechanisms. Aquatic Toxicology 230, 1-11 (IF 4,1, pkt MNiSW 140, 14
cytowan)

3. Harshkova D., Zielinska E., Aksmann A. 2019. Optimization of a microplate reader method
for the analysis of changes in mitochondrial membrane potential in Chlamydomonas reinhardtii cells
using JC-1. Journal of Applied Phycology 31, 3691-3697 (IF 2,8, pkt MNiSW 70, 11 cytowan)

4. Harshkova D., Zielinska E, Narajczyk M, Kapusta M, Aksmann A. 2024. Mitochondria
dysfunction is one of the causes of diclofenac toxicity in the green alga Chlamydomonas reinhardltii.
PeerJ (IF 2,3, pkt MNiSW 100)

Laczny Impact Factor publikacji przedstawionych do oceny jako rozprawa doktorska wynosi
ok. 14,3, sumaryczna liczba punktow MNiSW - 450. Prace byly juz cytowane ponad 30 razy przez
innych autoréw, podczas gdy wszystkie cytowania publikacji (9) wynoszg 110, a indeks H - 6 (wg Web
of Science, dn. 8.11.2024 r.), co jest bardzo dobrym osiagnigciem na tym etapie rozwoju naukowego.
Udzial wiasny Doktorantki w powstaniu publikacji byt znaczacy (w jednej z prac zostat okreslony
procentowy udzial, ok. 50%), nazwisko ,,Harshkova” zawsze widnieje na pierwszym miejscu, w jednej
publikacji Doktorantka jest autorem korespondencyjnym (Cells 2021), w innych pracach autorem
korespondencyjnym jest Pani Promotor rozprawy doktorskiej. Jak wynika z o$wiadczen
wspotautoréw, mgr D. Harshkova byla gtéwnym wykonawcg wigkszosci badan eksperymentalnych,
pisata prace i przygotowywata manuskrypty do druku.

Publikacje stanowigce rozprawe doktorska poprzedzone sg obszernym streszczeniem, a
wlasciwie wprowadzeniem w tematyke naukowych zainteresowan (takze w j. angielskim), w ktorym
Doktorantka omawia pokrotce zatozenia i wyniki prezentowane w poszczegélnych pracach. Celem
nadrzednym recenzowanej rozprawy doktorskiej bylo poznanie podioza obserwowanych zaburzen
rozwojowych i fizjologicznych w komérkach Chlamydomonas reinhardtii wywotanych dziataniem
diklofenaku. Doktorantka stawiata odpowiednie hipotezy badawcze, kolejno weryfikowane w pre-
zentowanych publikacjach. Analizujac opublikowane prace eksperymentalne, mozna stwierdzié, ze
cele pracy zostaly zrealizowane a hipotezy potwierdzone. Doktorantka przedstawila takze
podsumowanie badan i wnioski. Nalezy przyznaé, iz wprowadzenie oraz rozdzialy wstepow
analizowanych publikacji zawierajg najbardziej istotne informacje zwigzane z tematykg rozprawy
doktorskiej i uwzgledniajg najwazniejsze pozycje piSmiennictwa dotyczace prezentowanej tematyki;
wskazuje to na dobre opanowanie ogdlnej wiedzy teoretycznej przez mgr D. Harshkovg w obrebie
naukowych zainteresowan.

Zastosowany w opublikowanych pracach uklad eksperymentalny, metody badan i materiat
badawczy nie budzg moich zastrzezen, rozdzialy opisujace material doswiadczalny i metodyke

zawieraja niezbgdne informacje. Materialem badawczym we wszystkich publikacjach byty



Chlamydomonas reinhardtii, jednokomérkowe zielenice, ktore rosty w kulturach synchronicznych
w warunkach kontrolowanych. Kultury traktowano dobranymi st¢zeniami diklofenaku, popularnego
niesteroidowego leku przeciwzapalnego (a w jednej z prac, pordwnawczo, takze herbicydem atrazyng).
Doktorantka zastosowata w badaniach wiasnych wiele réznych metod i technik. Stosowata techniki
obrazowania z wykorzystaniem mikroskopii optycznej, fluorescencyjnej, elektronowej i konfokalnej,
wraz z odpowiednimi wybarwieniami lub fluorochromami. Zastosowata dostepne narzedzia do analizy
rozmiardw zielenic, podzialéw komoérek i ich objetosci w kulturach. Wykonata szereg pomiaréw
spektrofotometrycznych (np. oznaczen zawartosci barwnikow, biatek, kwaséw nukleinowych, skrobi)
i spektrofluorometrycznych (np. do oznaczenn H2O2 i mtROS oraz potencjalu membranowego MMP
stosowano mikroptytkowy spektrofluorymetr Varioskan, Thermo Fisher Scientific). Do pomiar6w
wymiany gazowej uzyto elektrody tlenowej Clarka (Oxygraph, firmy Hansatech) a charakteryzujac
funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego zielenic mierzono fluorescencj¢ chlorofilu a, z uzyciem
AquaPen (Photon Systems Instruments) lub Handy PEA (Hansatech). Ponadto wykonane zostaty
analizy ekspresji genow kodujacych enzymy antyoksydacyjne (RealTime PCR). Nalezy podkreslié, iz
szeroki zakres uzytych metod i nowoczesnych technik badawczych jest atutem ocenianej rozprawy
doktorskiej. Rozdzialy dotyczace materialu i metod we wskazanych publikacjach zawierajg
szczegdlowe informacje, wystarczajace do ewentualnego powtorzenia przedstawionych doswiadczen,
a jedna z prac proponuje doktadny opis/protokét do wykorzystania w badaniach. Uzyskane wyniki
badan byly poddane analizom statystycznym, analizy zostaly odpowiednio opisane. Przeglad
rozdziatéw publikacji, ktére opisujg metodyke, tacznie z prezentowanymi w publikacjach wynikami
badan, pozwalaja stwierdzié¢, ze mgr D. Harshkova opanowata i zastosowata w pracy wiasnej aktualne
metody badawcze biologii eksperymentalne;.

W pierwsze] pracy ocenianego cyklu publikacji stanowigcych rozprawe doktorska,
opublikowanej w 2021 roku w czasopi$Smie Cells poddano weryfikacji hipoteze, iz przyczyng
fitotoksycznosci  diklofenaku (niesteroidowego leku przeciwzapalnego) sa zaburzenia cyklu
komérkowego zielenicy. Badania przeprowadzono przy uzyciu synchronicznych kultur
Chlamydomonas reinhardtii traktowanych ré6znymi st¢zeniami diklofenaku podczas wzrostu. W celu
realizacji badan Doktorantka podjeta wspolprace z pracownikami Centre of Algal Biotechnology,
Institute of Microbiology, Czech Academy Sciences (ALGATECH, Czechy), w ramach programu
NAWA. Analizowano zmiany parametréw charakteryzujacych cykl komoérkowy glonéw, jak
replikacja DNA, wielko$¢ komorek, liczba jader i inne. Zastanowily mnie opisane warunki
wzrostu/namnazania C. reinhardtii — warto$ci zarowno natgzenia promieniowania, jak i temperatury,

odpowiednio: 500 umol m? s’!

i 30°C, byly wysokie. Wykonane analizy wskazaly, ze wzrost
pojedynczych komdrek pozostat niezmieniony, ale podziat komérek byt opdzniony po krétkotrwatym

traktowaniu réznymi dawkami diklofenaku. Zaobserwowano opdznienie replikacji DNA po
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traktowaniu diklofenakiem, op6Znienie podziatu komdrek (inny czas osiagnigcia punktéw kontrolnych
cyklu, CP), ponadto liczba komdrek potomnych z pojedynczej komdrki zmniejszyta sie, nasilenie
objawow zalezne bylo od stosowanych stezen zwigzku oraz czasu ekspozycji. Zgodnie z deklaracjg
autoréw, ich badania po raz pierwszy wykazaly takie efekty toksycznego dziatania diklofenaku w
kulturach C. reinhardtii. Dyskusja jest obszernym i ciekawym rozdziatem publikacji; zamieszczono
takze uzupeiniajgce wyniki badan. Na zakonczenie dyskusji zaproponowano model dziatania
diklofenaku wskazujgcy mozliwe miejsca modyfikacji cyklu komoérkowego C. reinhardtii w
zastosowanym wariancie eksperymentalnym (cho¢ pewien niedosyt moze budzi¢ brak doktadnego
opisu tego modelu w omawianej publikacji). Zauwazytam w tekscie publikacji jedynie niewielkg ilo$é
drobnych btedow, ktore umknely podczas korekty tekstu, gtéwnie w spisie literatury.

W drugiej pracy z ocenianego cyklu publikacji opublikowanej w 2021 r. w czasopismie Aquatic
Toxicology Doktorantka analizowata i porownywata objawy stresu wystepujgce po traktowaniu kultur
zielenic diklofenakiem z objawami po dzialaniu herbicydu atrazyny. W pracy tej réwniez
wykorzystano synchroniczne kultury komérkowe C. reinhardtii. Stwierdzono, ze diklofenak i atrazyna
ograniczajg wzrost populacji zielenic poprzez rézne mechanizmy. Podanie atrazyny hamowato
fotosyntetyczny tanicuch transportu elektronéw i wywotlalo stres oksydacyjny oraz wzmagato proces
respiracji, natomiast zastosowanie diklofenaku nie powodowato drastycznych zmian w transporcie
elektronéw i wyraznych objawéw stresu oksydacyjnego, zwlaszcza w poczatkowym okresie od
podania zwigzku. Stwierdzano takze odmienng ekspresje gendw kodujacych enzymy antyoksydacyjne,
np. wzrost ekspresji CATI1, genu kodujgcego katalaze byt widoczny gldéwnie po traktowaniu
diklofenakiem, enzym ten uwazany byt za aktywny u C. reirhardtii gtownie w mito-chondriach.
Aczkolwiek, ukazaly si¢ publikacje wskazujgce na obecno$¢ izoform katalazy CAT1 i CAT2 w
komoérkach C. reinhardtii, odpowiednio, w peroksysomach i retikulum endoplazmatycznym (Kato et
al. 2021, 2022, Cells, 10, 11). Doktorantka, wraz ze wspotautorami, wnioskowata, ze fitotoksyczne
oddziatywanie diklofenaku zwigzane jest prawdopodobnie z aktywnos$cig mitochondriéw. Dyskusja
jest dobrze opracowanym rozdziatem publikacji. Oczekiwatabym jednak, w zwigzku z nowszymi
doniesieniami, by Doktorantka na obronie rozprawy doktorskiej oméwila peroksysomy zielenic
(poréwnujac z roslinami) i zaproponowata mozliwg ich funkcje po toksycznym dzialaniu zwigzkéw
zaliczanych do grupy NLPZ.

W trzeciej pracy z ocenianego cyklu, opublikowanej w 2019 r. w Journal of Applied Phycology
Doktorantka uczestniczyla w opracowaniu i optymalizacji metody oznaczania mitochondrialnego
potencjalu membranowego (MMP) w stosowanym materiale badawczym, uznajac jej uzytecznosé
w ocenie funkcjonowania mitochondriow w komorkach zielenic planktonowych. Fluorochrom JC-1
(chlorek 5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3"-tetraetylo-2, 2'-benzimidazolo-karbocyjaniny) zostat uznany za
przydatny marker stresu, takze wywolanego oddzialywaniem diklofenaku. Na zakonczenie,

4



przedstawiono szczeg6lowy opis doswiadczenia/protokot, ktéry pozwala oszacowaé poziom MMP
w komorkach zielenicy C. reinhardtii. Metodg ta zastosowano p6zniej, w badaniach przedstawionych
w kolejnej opublikowanej pracy, ktoéra weszta w sktad rozprawy doktorskiej mgr D. Harshkove;.

W ostatniej i najnowszej pracy z ocenianego cyklu publikacji (PeerJ 2024) Doktorantka
analizowata zmiany funkcjonowania mitochondrialnego fanicucha transportu elektronéw w komérkach
C. reinhardtii po dostarczeniu roztworu diklofenaku do kultur wzrostowych. Krétkotrwata ekspozycja
na diklofenak zwigkszyta oddychanie (zuzycie tlenu) ale obnizyla poziom mitochondrialnego
potencjatu membranowego (MMP) i reaktywnych form tlenu w mitochondriach (mtROS).
Doktorantka zastosowata dodatkowo inhibitory, takie jak kwas salicylohydroksamowy (SHAM),
inhibitor oksydazy alternatywnej (AOX) oraz cyjanek potasu (KCN), inhibitor oksydazy cyto-
chromowej (kompleks IV), wraz z traktowaniem kultur diklofenakiem. Nie zaobserwowata jednak
istotnych réznic pomiedzy poszczegblnymi wariantami eksperymentalnymi, zalozyla wiec, ze
oddziatywanie diklofenaku moze nie by¢ specyficzne i wynika¢ z uszkodzen w mitochondriach.
Zostalo to poparte obrazowaniem komoérek C. reinhardtii z uzyciem mikroskopii elektronowe;j
i konfokalnej. Mitochondria byly o nieregularnych ksztaltach, czesto wydluzone, wykazywaty
degradacje grzebieni, co moze sugerowaé nieprawidtowe podziaty tych organelli lub ich degeneracje
(Jednak obserwowano te zmiany po czasie dtuzszej ekspozycji, niz w przypadku wczesniejszych
analiz). Doktorantka, wraz ze wspoétautorami pracy, zaproponowata, ze obserwowany wzrost
pobierania tlenu (w ciemnosci) i rozprzgganie fosforylacji oksydacyjnej sg efektem niespecyficznych
uszkodzen bton mitochondrialnych po traktowaniu diklofenakiem. Dyskusja jest dobrze napisanym
rozdziatlem tej publikacji, obszerne sg takze wyniki uzupelniajace, praca zawiera zaawansowane
analizy statystyczne. Nalezy jednak zatowac, ze Doktorantka nie wykonata pomiar6w zawartosci ATP,
najwazniejszego produktu aktywnosci metabolicznej mitochondriow, generalnie, wskazane byltoby
oznaczenie zawartosci réznych metabolitdw oraz aktywnosci/ekspresji wybranych bialek zwigzanych
z metabolizmem mitochondriéw, w badanym uktadzie do§wiadczalnym... Czy takie analizy byty juz
wykonywane po traktowaniu zielenic diklofenakiem lub innym NLPZ? Byé moze inhibitory SHAM
i KCN powinny by¢ zastosowane wobec izolowanych mitochondriéw, a nie tylko zawiesiny komorek
C. reinhardtii. Interesuje mnie takze, czy Doktorantka rozwaza badania poziomu metabolitow i aktyw-
nosci enzymoOéw (syntezy bialek enzymatycznych) mitochondrialnych, np. enzymu AOX
zaangazowanego w alternatywny szlak oddechowy? Chcialabym, aby Doktorantka ustosunkowata si¢
do tej kwestii, na obronie rozprawy doktorskiej, oczekuje takze informacji o planowanych kolejnych
doswiadczeniach zwigzanych z tematyka zainteresowan naukowych.

Podsumowujgc, w ramach prac wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej mgr D. Harshkova
uzyskata interesujace wyniki, ktore wskazuja, ze stosowane stezenia diklofenaku wptywajg na rozwdj

kultur Chlamydomonas reinhardtii z reguly poprzez modyfikacje cyklu komoérkowego i hamowanie
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powstawania komorek potomnych, co prowadzi do ograniczenia wzrostu populacji. Doktorantka
wskazata, ze zahamowany wzrost zielenic moze wynika¢ z zaburzen proceséw metabolicznych
komorek, stwierdzita nieco odmienny sposéb fitotoksycznego oddzialtywania diklofenaku, niz w
przypadku atrazyny. Doktorantka, wraz ze wspotpracownikami zasugerowala, ze analizowane st¢zenia
diklofenaku wptywajg na funkcjonowanie mitochondriéw w sposéb niespecyficzny, prawdopodobnie
poprzez rozprzeganie fosforylacji oksydacyjnej i transportu elektrondw na skutek uszkodzen bton
mitochondrialnych. Oczekuje jednak rozszerzenia tej kwestii i dyskusji, czy rzeczywiscie
wyeliminowano inne mozliwosci - nie znalaztam bowiem danych o oddziatywaniu NLPZ na procesy
metaboliczne zachodzgce w mitochondriach (i/lub innych organellach); oczekuje takze wskazania,
ktore badania wlasne warto kontynuowac i rozszerzy¢ w przysziosci. B
Generalnie, w ocenie publikacji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej recenzent ma
ulatwione zadanie, gdyz przed drukiem przeszly juz weryfikacje specjalistow - wyniki badan zostaty
juz poddane ocenie dokonanej przez recenzentdw publikowanych prac. Uwazam, ze tematyka
rozprawy doktorskiej jest aktualna naukowo. Praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim,
a pod wzgledem formalnym jest poprawnie skonstruowana. Oceniane prace eksperymentalne
zawieraja ciekawe i oryginalne wyniki badan. Nalezy stwierdzi¢, ze sposéb przedstawienia i opis
uzyskanych wynikéw badan w pracach wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej jest klarowny,
poprawny i logiczny. Uwazam, ze zastosowany dobdr metod i technik byt wiasciwy a ich spektrum
wystarczajgce. Doktorantka analizowata wyniki badan wiasnych i trafnie pordwnala z danymi
opublikowanymi przez inne grupy badawcze. Wlasne osiagnigcia sa odpowiednio podkreslone i nie
znikajg na tle danych literaturowych. Po analizie rozdziatéw prezentujacych dyskusje mogg stwierdzic,
iz problematyka badawcza z zakresu zainteresowan zostata dobrze opanowana. Wszystkie artykuly
wchodzace w skiad rozprawy sg pracami zespotowymi, co pokazuje, ze Doktorantka potrafi pracowad
w zespole i wspolpracowaé z innymi badaczami. Uwazam, Zze oceniana rozprawa doktorska
reprezentuje wysoki poziom naukowy, a Doktorantka jest badaczka o sprecyzowanych
zainteresowaniach naukowych. O doswiadczeniu mgr D. Harshkovej, jako badacza, $wiadczg tez inne
opublikowane prace oryginalne i publikacje przegladowe (w ktorych jest wspétautorem), jak rowniez
udzial w licznych konferencjach naukowych (w tym - w miedzynarodowych) oraz wykazana
aktywnos¢ w realizacji kilku projektéw badawczych. Rozprawa doktorska mgr D. Harshkovej jest
napisana poprawnym jezykiem, z uzyciem terminologii naukowej, bez wigkszych pomylek i btedoéw.
Prace sg odpowiednio zredagowane, prawidlowo cytowane sg publikacje naukowe innych autorow,
spisy literatury sg ujednolicone. Znaleziono jedynie nieliczne niedociggniecia, np. w czgsci
wprowadzajgcej: drobny biad literowy w zrédiach finansowania, brak wyjasnienia skrétu (str. 2),
powtérzone numery stron w streszczeniu w jezyku polskim i w jezyku angielskim, czy w spisie

literatury (str. 6, poz. 10, j. ang. str. 6, poz. 14, str. 7, poz. 13); réwniez w publikacjach, w spisach
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bibliografii, pozycje literatury nie zawsze sg odpowiednio ujednolicone i czasami zawierajg drobne
bledy jezykowe (np. Cells 2021, str.14, poz. 22, str. 15 poz. 30; PeerJ 2024, str. 18, 19, 20, 21).
Wymienione nieliczne i drobne uwagi nie umniejszajg znaczacej wartosci naukowej recenzowane;j

rozprawy doktorskie;j.

Whiosek koncowy

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr Daryi Harshkovej miesci si¢ w zakresie dyscypliny nauki
biologiczne, jest aktualna naukowo, wymagata samodzielnej pracy, zawiera oryginalne rozwigzania
probleméw badawczych. Stwierdzam, iz oceniana rozprawa doktorska speinia warunki okreslone
w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595 z pézn. zm.), w zw. z art. 179. Ustawy z dnia 3
lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018
poz. 1669 z p6zn. zm.). Doktorantka zrealizowata cele postawione w pracy, opanowata wspotczesne
metody badawcze, uzyskane wyniki eksperymentalne sg oryginalne, prace napisano ze znajomoscia
terminologii i wiedzy teoretycznej w dyscyplinie naukowej. Stwierdzam, jako recenzent, ze rozprawa
doktorska mgr D. Harshkovej pt. ,,Analiza indukowanych diklofenakiem zaburzen fizjologicznych
i rozwojowych komérki Chlamydomonas reinhardtii ze szczegélnym uwzglednieniem
funkcjonowania mitochondriéw” spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Wystepuje zatem
do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego z wnioskiem

o dopuszczenie Pani mgr Daryi Harshkovej do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.

Bialystok, 12.11.2024 r.
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