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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Daryi Harshkove;j

pt. ,,Analiza indukowanych diklofenakiem zaburzen fizjologicznych
i rozwojowych komorki Chlamydomonas reinhardtii
ze szczeg6Inym uwzglednieniem funkcjonowania mitochondriéw”
wykonanej pod kierunkiem Pani dr hab. Anny Aksmann, prof. UG
w Katedrze Biologii Eksperymentalnej i Biotechnologii Roslin
Wydziat Biologii
Uniwersytet Gdanski

Ze wzgledu na powszechne stosowanie w medycynie i weterynarii niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych (NLPZ) stanowia one coraz wigksze zagrozenie dla $rodowiska
naturalnego i wywierajg toksyczny wptyw na ekosystemy lgdowe i wodne. Substancje
te zawierajg trudno degradowane pierscienie aromatyczne, co wptywa na okres ich
pottrwania i sprzyja bioakumulacji farmaceutykéw i produktéow ich przemian
w $rodowisku. Do najbardziej niebezpiecznej grupy NLPZ zaliczany jest diklofenak (DCF),
ktérego obecnos¢ wykrywana jest w wodzie i osadach dennych $rodowisk $rédlagdowych.
W Swietle tych danych niezwykle cenne s3 zatem badania skupiajace sig nie tylko
na monitorowaniu $rodowiska pod katem obecnosci i ilosci tych zanieczyszczen
ale réwniez badania skutkéw ich toksycznego dziatania na organizmy ,niedocelowe".
Wptyw NLPZ, w tym DCF, na organizmy zwierzece jest dosy¢ dobrze poznany, w
przeciwienstwie do nielicznych badan u roslin. Swoje eksperymenty Pani mgr Darya
Harshkova zaprojektowata z wykorzystaniem modelowego organizmu jednokomdrkowe;j
zielenicy planktonowej Chlamydomonas reinhardtii, ktérej biologia jest doskonale znana
zespotowi Katedry Biologii Eksperymentalnej i Biotechnologii Roslin UG i z powodzeniem
gatunek ten jest wykorzystywany w badaniach biochemicznych, fizjologicznych,
molekularnych a przede wszystkim toksykologicznych, prowadzonych na poziomie

UNIWERSYTET MIKOLAJA KOPERNIKA W TORUNIU Wydziat Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych, ul. Lwowska 1,
87-100 Torur, Polska, tel +48 56 611 25 05, fax +48 56 611 47 72, email: dwbios@umk.pl, www.umk.pl



UNIWERSYTET
MIKOtAJA KOPERNIKA
W TORUNIU

Whydziat Nauk Biologicznych
i Weterynaryjnych

populacyjnym i komodrkowym. Realizowany w ramach rozprawy doktorskiej projekt
naukowy wpisuje sie w aktualny nurt badan skupiajgcych nad fitotoksycznoscig NLPZ
a uzyskane wyniki badan majg istotne znaczenie poznawcze i dostarczajg nowych
i cennych informacji na temat toksycznego dziatania DFC na komorki glonéw. Badania

Doktorantki majg rowniez potencjat aplikacyjny.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi zbiér czterech tematycznie
powigzanych ze sobg oryginalnych, wieloautorskich artykutéw naukowych
opublikowanych w miedzynarodowych, renomowanych czasopismach uwzglednionych
w bazie Journal Citation Report o wysokim wspoétczynniku oddziatywania i sumarycznej
liczbie IF wynoszacej 14,3 oraz liczbie punktow zgodnej z wykazem MNiSW réwnej 450.

W sktad cyklu wchodza nastepujace prace eksperymentalne:
1. Harshkova D, Liakh I, Bialevich V, OndrejmisSkova K, Aksmann A, BiSova K. 2021.

Diclofenac Alters the Cell Cycle Progression of the Green Alga Chlamydomonas
reinhardtii. Cells 10(8): 1936 (IF=5,1, punkty MNiSW=140),

2. Harshkova D, Majewska M, Pokora W, Bascik-Remisiewicz A, Tutodziecki S,
Aksmann A. 2021. Diclofenac and atrazine restrict the growth of a synchronous
Chlamydomonas reinhardtii population via various mechanisms. Aquat Toxicol
230: 105698 (IF=4,1, punkty MNiSW=140),

3. Harshkova D, Zieliriska, E, Aksmann A. 2019. Optimization of a microplate reader
method for the analysis of changes in mitochondrial membrane potential in
Chlamydomonas reinhardtii cells using the fluorochrome JC-1. J Appl Phycol
31:3691-3697 (IF=2,8, punkty MNiSW=70),

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 reinhardtii. Peer) 12: e18005 (IF=2,3, punkty MNiSW=100)

Znaczenie tych prac dla nauki znajduje potwierdzenie nie tylko w wysokim IF czasopism,
w ktérych artykuty zostaty opublikowane ale réwniez w ich tacznie 31-krotnym cytowaniu
w literaturze, co $wiadczy o tym, ze prace zostaly dostrzezone (wedtug Web of Science,
stan na 12 listopada 2024 r.). Nalezy podkreslic, ze we wszystkich tych artykutach
Doktorantka jest pierwszym autorem, w jednym takze autorem korespondencyjnym.
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Ponadto zgodnie z o$wiadczeniami wspotautoréw wniosta istotny wkiad na kazdym
z etapdw ich przygotowania do publikacji, poczawszy od opracowania koncepcji badan,
poprzez cze$¢ eksperymentalng, opracowanie wynikéw i wnioskow oraz przygotowanie
manuskryptéw. Badania wykonane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byty
finansowane z  dwéch  grantéw  Narodowego  Centrum  Nauki  OPUS
nr 2016/23/B/NZ9/00963 pt. ,Synchronizacja kultury Chlamydomonas reinhardtii jako
narzedzie w badaniach toksycznosci antropogenicznych zanieczyszczen $rodowiska”
i OPUS nr 2019/35/B/NZ9/01567 pt. ,Ocena wrazliwosci i remediacyjnego potencjatu
zielenic planktonowych wobec niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych obecnych
w $rodowisku wodnym” (kierownik obu projektéw Pani promotor dr hab. Anna Aksmann,
prof. UG), w ktérych Doktorantka byta wykonawcg oraz PRELUDIUM
nr 2021/41/N/NZ8/00124 pt. ,Zastosowanie modelu glonowego do okreslenia
mitotoksycznosci niesteroidowych lekdw przeciwzapalnych na przyktadzie diklofenaku”,
ktérego Doktorantka byta kierownikiem. Ponadto badania w ramach realizacji czesci
projektu, ktérych wyniki opublikowane zostaty w czasopismie Cells wykonane zostaty
w jednym z najlepszych osrodkéw badania glonéw na swiecie ALGATECH w Czechach,
dzieki udziatowi Doktorantki w Programie im. Iwanowskiej, finansowanym przez
Narodowg Agencje Wymiany Akademickiej. W mojej opinii artykuty naukowe
przedstawione przez Panig mgr Daryie Harshkova spetniajg wszelkie formalne wymogi
stawiane rozprawom doktorskim przygotowywanym jako cykl publikacji. Wskazniki
bibliograficzne swiadcza o wysokim poziomie prac i znaczeniu podjetych badan,
na realizacje ktérych Doktorantka pozyskata rowniez srodki finansowe.

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej przedstawiony do oceny cykl prac uzupetniono
7-stronicowym opracowaniem - Streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.
Pani mgr Darya Harshkova po przedstawieniu wykazu prac i bardzo syntetycznym
naswietleniu problemu badawczego, krétko i zwiezle omawia kluczowe wyniki publikacji,
dowodzac ze opisywany cykl prac jest spdjny tematycznie a kazda kolejna praca jest
kontynuacjg poprzedniej. Streszczenie konczy sie trzema najwazniejszymi wnioskami
i krotkim podsumowaniem. Bibliografia obejmuje 20 pozyciji literaturowych. Doktorantka
do kazdej z publikacji dotgczyta oswiadczenia o udziale wspoétautorow w powstawaniu
poszczegolnych prac. Czes$¢ opisowa ocenianej przez ze mnie rozprawy doktorskiej nie

budzi zastrzezen formalnych i watpliwosci, aczkolwiek pozostawia mnie z pewnym
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niedosytem. Wprawdzie nie ma wytycznych Rady Doskonatosci Naukowej, co do
przygotowywania tego typu opracowania ale w mojej ocenie powinno ono petnic role nie
tylko streszczenia ale réwniez autorskiego komentarza. W Streszczeniu zabrakfo mi
przedstawienia ogolnej przyjetej hipotezy badawczej a takie wypunktowania
szczegotowych celow badan stuzgcych zweryfikowaniu tej hipotezy, wyboru i krétkiego
opisu modelu badawczego, wypunktowania bardziej szczegétowych wnioskéw ptyngcych
z badan, czy opisu aplikacyjnego potencjatu podjetych przez Doktorantke eksperymentéw
i perspektyw badawczych w przysztosci. Oczywiscie wszystkie te informacje znajdujemy w
poszczegblnych publikacjach, dyskusyjna pozostaje tylko kwestia sposobu/koncepcji
przygotowywania opisu/przewodnika do cyklu prac, czyli tzw. ,,spinki”. Dlatego tez moja
uwaga nie wptywa na merytoryczng ocene pracy doktorskiej.

Opublikowane wyniki badan realizowanej pracy doktorskiej Pani mgr Daryi Harshkovej
zostaty juz wnikliwie ocenione przez edytoréw i recenzentéw czasopism. Przygotowanie
manuskryptéw wymagato od Doktorantki dobrze przemyslanej koncepcji badan, doboru
odpowiednich metod a nastepnie zebrania i analizy danych, w tym statystycznych oraz
przedyskutowaniu uzyskanych wynikéw w oparciu o dostepne dane literaturowe. Warto
rowniez podkresli¢, ze Doktorantka jest takze wspotautorem 6 publikacji, w tym jednej
polskojezycznej, przegladowej (taczny IF=39,7 i punktacji MNiSW=740), niebedacych
tematem rozprawy doktorskiej, a ktére Scisle wigzg sie z zainteresowaniami naukowymi
Doktorantki. To swiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu i wiedzy teoretycznej a takze
warsztacie metodycznym do prowadzenia przez nig podjetych w ramach projektu
doktorskiego badan.

Rozprawa doktorska pani mgr Daryi Harskovej prezentuje wysokg wartos¢ naukowa.
Wyniki jej badan koncentrujg sie na fitotoksycznym wptywie DCF na progresje cyklu
komérkowego u jednokomodrkowej zielenicy planktonowej Chlamydomonas reinhardltii.
Wybdér modelu badawczego jest idealny dla badan toksykologicznych i analiz cyklu
komodrkowego, bowiem poprzez zastosowanie fotoperiodu Doktorantka mogta uzyskaé
synchroniczne hodowle tego gatunku glonéw, w ktérych wszystkie komérki znajdujg sie w
tej samej fazie rozwojowej, tzn. w okresie swiatta komarki rosng, podczas gdy w ciemnosci
dzielg sie. Te wiasciwosci komérek pozwolity jej z jednej strony na analize badanych
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proceséw na poziomie catej populacji, jak i pojedynczej komérki. Z drugiej strony pozwolity
na odréznienie wptywu DCF na okres wzrostu komérki w fazie G1, ktéry trwa niemal przez
caty cykl, od fazy reprodukcyjnej ograniczonej do koricowego okresu, obejmujacych
replikacje DNA, mitoze i cytokineze. Za niezwykle cenne i pionierskie uwazam osiggniecia,
ktére dowodzg, ze DCF wywotuje efekt antyproliferacyjny w komaérkach Chlamydomonas
reinhardtii w wyniku zaburzen proceséw mitochondrialnych. Lek wydtuza osiggniecie
przez komorki punktow kontrolnych cyklu komérkowego i replikacji DNA, a tym samym
podziat komoérek. Doktorantka zaobserwowata zmniejszenie sie liczby dzielgcych sie
komérek, jak réwniez komoérek potomnych, co ostatecznie prowadzito do istotnego
zmniejszenia liczebnosci populacji glonéw. Spowolniony ale niezahamowany okres
wzrostu komoérek traktowanych DCF pod koniec cyklu komdrkowego, wywotany jest
prawdopodobnie stopniowg akumulacjg i toksycznym wptywem leku na funkcjonowanie
mitochondriéw. DFC zatrzymuje cykl komoérkowy hamujac podziat komérek, mimo ze
komorki sg wystarczajagco duze aby sie podzieli¢. Jest to mechanizm odmienny do
testowanej atrazyny (herbicyd triazynowy), ktéra indukuje stres oksydacyjny w
chloroplastach i hamuje wzrost pojedynczych komodrek, istotnie ograniczajgc rozwdj
populacji glonéw. Obnizenie mitochondrialnego potencjatu membranowego (MMP),
wzrost aktywnosci katalazy oraz niski poziom mitROS, przy jednoczesnym wzroscie
pobierania tlenu w ciemnosci, wskazujag na rozprzeganie fosforylacji oksydacyjnej i
transportu elektrondw w wyniku uszkodzenia bton mitochondrialnych w komérkach
traktowanych DFC w stezeniu 135,5 mg/l (stezenia odnotowane w zbiornikach wodnych
wahajg sie do 10 200 ng/l). Doktorantka w badaniach ultrastrukturalnych komérek glonéw
traktowanych DFC udowodnita destrukcyjne dziatanie leku na mitochondria, objawiajace
sie m.in. degeneracjg grzebieni mitochondrialnych. Ponadto zmiany funkcjonowania
mitochondriéw pod wptywem DFC przesuwajg rownowage metaboliczng komérek na
rzecz obnizenia ogdlnej wydajnosci fotosyntezy i magazynowania weglowodandw, zamiast
ich wykorzystania do pozyskiwania energii w procesach oddychania. Nalezy podkreslic, ze
niezwykle cenne dla badan byto autorskie opracowanie przez Doktorantke protokofu
szacowania wartosci MMP dla komérek Chlamydomonas reinhardtii z wykorzystaniem
fluorochromu JC-1, jako markera stresu indukowanego DFC. Doktorantka udowodnita, ze
DCF bardziej toksycznie wptywa na komorki posiadajagce nieznaczne zaburzenia

metaboliczne, czy rozwojowe, ktdre czynig je bardziej podatnymi na stres.
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Po zapoznaniu sie z artykutami wchodzacymi w skfad recenzowanej rozprawy doktorskiej
mam do Doktorantki kilka pytan:

1. Zastosowane w doswiadczeniach stezenia DFC sg wyzsze od stezen farmaceutyku
odnotowywanych i istotnych dla $rodowiska, wahajgcych sie od 1 ng/l do 1 mg/l.
Czy Doktorantka podjeta sie préby badan wptywu nizszych dawek,
porownywalnych do tych odnotowywanych w zbiornikach wodnych i potencjalnie
toksycznych dla organizmow?

2. Czy istniejg dane literaturowe dotyczace stopnia bioakumulacji NLPZ (ilosci) w
komérkach roslinnych? Czy prowadzono podobne badania u roslin wyzszych?

3. Na postawie zdje¢ z mik. elektronowego mozna podejrzewac¢ dodatkowe zmiany
wywotane DFC, niz te opisane przez Doktorantke. Czy zauwazyta Pani zamiany w
obrebie sciany komérkowej, czy innych struktur komérkowych pod wptywem DFC?

4. Czy analizujagc komorki na poziomie mikroskopu Swietlnego stosujgc barwniki
fluorescencyjne wigzgce DNA, czy podczas analiz ultrastrukturalnych Doktorantka
zauwazyta zmiany w organizacji chromatyny, polegajace m.in. na jej kondensacji w
odpowiedzi na obecnos¢ DFC w srodowisku, co moze przekiadac sie takie na
aktywnosc transkrypcyjng komoérek?

5. Czy wedtug Doktorantki i wynikdw jej badan komérki Chlamydomonas reinhardtii
mozna uznac za gatunek wskaznikowy i wykorzystac je jako organizmy petnigce
role bioindykatora zanieczyszczen srodowiska farmaceutykami, m.in. NLPZ?

6. Czy Doktorantka planuje kontynuacje swoich badan w przysztosci, jesli tak, to w
jakim kierunku chciataby je rozwijac¢?

Whiosek koricowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. , Analiza indukowanych diklofenakiem

zaburzer fizjologicznych i rozwojowych komdrki Chlamydomonas reinhardtii _ze

szczegolnym uwzglednieniem funkcjonowania mitochondriow” autorstwa mgr Daryi

Harshkovej, wykonana pod opieka naukowa dr hab. Anny Aksmann, prof. UG w petni

spetnia wymogi 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

zpdin.zm.), wzw. 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 pdin. zm.). W zwigzku
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z tym wnosze do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego
o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na wysoka jakos$c opublikowanych i cytowanych wynikéw badan,
ktére wnoszg istotny wktad w zrozumienie mechanizmoéw fitotoksycznego dziatania NLPZ
na przyktadzie DFC na komorki roslinne oraz ich potencjalne aplikacyjne znaczenie dla
ochrony srodowiska wnosze o wyrdznienie rozprawy doktorskiej stosowng nagroda.

Kockguaupua Nédojadle
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