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1. Podstawa prawna: pismo Pani prof. dr. hab. Joanny N. lzdebskiej, Przewodniczacej Rady
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego z dnia 11 pazdziernika 2024 roku dotyczace

przygotowania ponizszej recenz;ji.

2. Ogolna ocena
Rozprawe doktorskg Pani mgr Moniki Majewskiej oceniam jako bardzo dobrg i wnioskuje do Rady
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o jej wyrdznienie stosowng nagroda.

3. Ocena szczegolowa — najmocniejsze i najstabsze strony pracy

Na uznanie zastuguje juz sama, oryginalna i wazna a zarazem dobrze uzasadniona, tematyka badan
obejmujgca hamujacy wpltyw niesteroidowego leku przeciwzapalnego, diklofenaku, na jasng faze
fotosyntezy. W debatach na temat zanieczyszczenia Srodowiska mowi si¢ wiele o lekach, szczegdlnie
antybiotykach, ale wzglednie mato uwagi poswigca si¢ wplywowi tych lekéw na roSliny,
z uwzglednieniem ich wptywu na fotosyntezg — podstawe produkcji pierwotnej biomasy na Ziemi.
Doceniam zainteresowanie Doktorantki wspomniang tematyka. Doceniam tez, ze zainteresowania te,
ktore sa zwienczone oceniang praca doktorska, oparte sa na solidnych fundamentach analizy danych
literaturowych, ktore wskazuja, ze toksyczny wptyw diklofenaku na fotoautotrofy moze by¢
przejawem zaburzenia jasnej fazy fotosyntezy, cho¢ bez podania mechanizmu, ktory by to zaburzenie
mogl wywotywac. W takiej perspektywie zasadnym jest cel jaki Doktorantka wyznaczyla swoim
badaniom, czyli poznanie tego mechanizmu.

Rozprawa doktorska opiera si¢ na trzech, spdjnych publikacjach eksperymentalnych, z ktérych dwie
ukazaly si¢ w bardzo prestizowych czasopismach. Poza istotnym wkladem naukowym osiagnig¢
doktoratu we wspoétczesny stan wiedzy z zakresu ekotoksykologii, fizjologii, biochemii i genetyki
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Doktorantki. Pierwsza praca stanowi znakomite wprowadzenie w tematyke badan, z opracowaniem
modelu badawczego z Chlamydomonas reinhardtii, doborem stezen badanych substancji
1 zwrdceniem uwagi na najistotniejsze parametry wplywu tych substancji. Parametry te zostaly
wybrane zgodnie z do$wiadczeniem eksperckim zespotu naukowego, w ktérym Doktorantka
realizowata badania. W drugiej pracy opracowany model zostaje udoskonalony, a badane parametry sa
bardziej réznorodne i wykorzystujac szerszy wachlarz metod obejmuja w wickszym stopniu, niz
W pracy pierwszej, poziom molekularny, konsekwentnie dazac do proby wyjasnienia tego, co
zaobserwowano w pierwszej publikacji. Z kolei w trzeciej pracy Doktorantka skupia si¢ na korelacji
analiz wydajno$ci aparatu fotostatycznego z efektem diklofenaku na morfologia wyizolowanych
chloroplastow. Badania prowadzono, wigc zaréwno na C. reinhardtii nalezacym do zielenic jak
i chloroplastach szpinaku, jako przedstawicielu roslin naczyniowych. Jest to i zaleta i wada rozprawy.
Zaleta, bo poszerza perspektywe wpltywy badanego zwigzku na przedstawicieli dwoch waznych grup
fotoautotrofow, co jest warto§ciowe, bo pozwala na analiz¢ porownawcza wynikow badan i zwigksza
znaczenie poznawcze wynikow. Wada, bo niejako skutkuje zaburzeniem spdjnosci ujetych
w rozprawie badan pod wzgledem analizowanego organizmu. Nalezy przy tym podkresli¢, ze spojnosc¢
ocenianych prac jest mimo to bardzo dobrze zachowana m. in. przez badany zwiazek i analizowane
parametry fotosyntezy. Ciekawi mnie, jednak dlaczego w ostatnim etapie badan nie zdecydowano si¢
na analiz¢ wptywu diklofenaku na chloroplasty C. reinhardtii zamiast na chloroplasty szpinaku.
Streszczenie rozprawy jest napisane bardzo dobrze. Znakomicie oddaje istote wszystkich trzech
publikacji i jest skupione przede wszystkim na tych aspektach tych publikacji, ktore byty wykonywane
przez Doktorantke samodzielnie i sa ujete w tytule rozprawy. Jedyna uwaga krytyczna, ktora nasungta
mi si¢ w trakcie recenzowania jest sugestia, ze w przysztosci wskazane byloby bardziej precyzyjne
przestrzeganie spojnosci wnioskdw 1 wartoSci podawanych w poszczegdlnych publikacjach
1 streszczeniu do rozprawy doktorskiej. Mam tu na mysli np. hamowanie wydzielania tlenu
w obecnos$ci diklofenaku i atrazyny. W pierwszej publikacji wskazano, ze pod ptywem diklofenaku
hamowanie fotosyntetycznej produkcji tlenu wynosi 30% a pod wptywem atrazyny 40%, podczas, gdy
w streszczeniu rozprawy napisano ,,W przypadku obydwu substancji intensywno$¢ fotosyntezy,
szacowana na podstawie ilo$ci produkowanego przez komorki tlenu, spadta o okoto 40%.”

Wstepy wszystkich publikacji bardzo dobrze wprowadzaja w tematyke badawcza zarowno w zakresie
ogolnym poruszanego tematu jak i w poszczegoélnych aspektach kazdej z prac. Wstep pierwszej
publikacji zawiera rowniez bardzo dobrze osadzone w danych literaturowych uzasadnienie wyboru
C. reinhardtii jako organizmu modelowego do badan wptywu diklofenaku na organizm
1 z zastosowaniem atrazyny jako substancji referencyjnej. Nieco intrygujaco brzmi wskazanie, ze
jednym z mechanizmoéw dziatania toksycznego diklofenaku na komorki zwierzgce jest blokowanie
niektorych kanatow kationowych, ktorych analogi znaleziono rowniez w komorkach roslin i glonow.

Fragment ten zostaje podsumowany stwierdzeniem, ze §wiadczy to o tym, ze zwierzgta i rosliny maja
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receptory 1 przemiany metaboliczne, poprzez ktére diklofenak moze dziataé na te organizmy
toksycznie. Jest to w zasadzie jedyna jasno postawiona w tej publikacji hipoteza badawcza, ale
niestety nie weryfikowana bezposrednio eksperymentami zrealizowanymi w tej pracy, bo zaden
z opisanych w tej pracy eksperymentdw nie dotyczyt bezposrednio wptywu diklofenaku na kanaty
kationowe, czy szlaki metaboliczne wspolne dla roslin i zwierzat. Powr6t do tego watku w dyskusji
omawianej pracy ponownie intryguje ale jednocze$nie wznosi dyskusje na wyzszy poziom wskazujac
interesujgce kierunki dalszych badan, zwigzanych wtasnie z wptywem diklofenaku na katy wapniowe,
a szczegoblnie na kanaty podobne do receptorow glutaminianu (GLR) i poprzez nie na funkcjonowanie
fotosystemu II. To bardzo warto§ciowe spostrzezenia. Ciekaw jestem, czy Doktoranta zna aktualny
stan wiedzy w tym zakresie, na ile to co opisano w dyskusji publikacji nr. 1 pod katem wpltywu
diklofenaku na PSII poprzez GLR i zaburzenia poziomu wapnia byto weryfikowane przez innych
autoréw, a jesli bylo, co te badania wykazaty. Mimo wszystko we wstepie publikacji nr 1wlasciwej
byloby konkretniej wskaza¢ cel i tym samym hipoteze¢ badawczg weryfikowana w ramach tej
publikacji. W moim odczuciu wstep publikacji pierwszej bylby lepszy, gdyby wyraznie odr6znié
podane warto$ciowe informacje ogélne od dobrze sprecyzowanej hipotezy roboczej lub dobrze
skonkretyzowanego celu badawczego. Na uwage zastuguje fakt, ze powyzsze uwagi maja charakter
bardziej dydaktyczny niz merytoryczny, a przede wszystkim istotne jest to, ze w streszczeniu
rozprawy doktorskiej ten aspekt nie budzi zadnych zastrzezen — cel i hipoteza robocza bedace
przedmiotem publikacji nr 1 sg ujete wzorowo.

Niewatpliwym atutem publikacji nr 1jest:

- opracowanie uktadu do badan wptywu diklofenaku na fluorescenyjnie monitorowane dziatanie
aparatu fotosyntetycznego C. reinhardii;

- wyznaczenie wartosci stezen diklofenku hamujacych wzrost populacji glonéw C. reinhardtii w tym
wartosci EC50;

- wnikliwa analiza wptywu diklofenaku na wydajnos¢ i stan aparatu fotosyntetycznego modelowej
zielnicy;

- dokonanie analizy poréwnawczej skutkdow wpltywy atrazyny, ktérej mechanizm oddziatywania na
aparat fotosyntetyczny jest znany, ze skutkami wptywu diklofenaku i stwierdzenie na tej podstawie, ze
diklofenak najprawdopodobniej wplywa bezposrednio na centra reakcji PSII;

- wykazanie, ze zarowno diklofenak jak i atrazyna wywotuja wzmozong produkcj¢ nadtlenku wodoru
w komorkach glonow, przy czym efekt dziatania atrazyny w tym wzgledzie jest silniejszy niz
diklofenaku oraz, ze diklofenak w przeciwienstwie do atrazyny nie zwigksza istotnie aktywnoS$ci
peroksydazy askorbinianiowej.

Nie jest dla mnie do konca jasne, na jakiej podstawie Doktorantka ogranicza aktywno$¢ peroksydazy
askorbinianowej tylko do chloroplastu, skoro wiadomo, ze enzym ten funkcjonuje takze w innych

przedziatach komorki, a ostatnio, tj. w 2023 roku, przypisano mu nawet nowe funkcje biologiczne.
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Jest to dla mnie o tyle interesujagce, ze staje sie podstawg do stwierdzenia, ze ,,produkcja H,O, pod
wptywem diklofenaku nie zachodzi, tak jak ma to miejsce w przypadku dzialania atrazyny, gléwnie
w chloroplastach”. Moim zdaniem na podstawie wynikéw opisany w ramach publikacji nr 1 nie
mozna wyciggna¢ takiego wniosku.

Uwazam tez, ze pewnym naduzyciem interpretacyjnym w publikacji nr 1, przywolanym réwniez
W streszczeniu rozprawy, jest powiazanie wzrostu niefotochemicznego wygaszania fluorescencji,
ktory obserwowano w C. reinhardtii pod wptywem diklofenaku z cyklem ksantofilowym ze wzgledu
na wzrost poziomu karotenoidow. Napisano ,,Ponadto mozna byto przypuszczac, ze w rozpraszaniu
nadmiaru energii wzbudzenia brat udziat cykl ksantofilowy (Demmig -Adams i in., 1996), o czym
$wiadczyt posrednio wzrost zawartosci karotenoidow w komorkach poddanych dziataniu DF.” Sam
wzrost zawarto$ci karotenoidéw nie wskazuje, nawet posrednio, na to ze w rozpraszaniu nadmiaru
energii wzbudzenia bierze udziat cykl ksantofilowy — powinno si¢ dokonaé analizy porownawczej
zawarto$ci barwnikow cyklu ksantofilowego, czyli zeaksantyny 1 anteraksantyny wzgledem
wiolaksantyny i sktadowych NPQ w kontroli i glonach traktowanych diklofenakiem.

Na podstawie o$wiadczen do publikacji nr 1 nie jestem w stanie precyzyjnie stwierdzi¢, ktore
doswiadczenia dotyczace diklofenaku byly realizowane przez Doktorantke, poniewaz dwie pozostale
Autorki, ktore wykonywaly eksperymenty opisane w tej pracy rowniez nie sprecyzowaly doktadnie
jakie badania byly przez nie realizowane. W mojej ocenie, uwzgledniajac fakt, ze Doktorantka jest
pierwsza autorka publikacji zakladam, ze miata ona role wiodacej badaczki zaré6wno w badaniach
z atrazyna, jak i diklofenakiem. W przyszlosci, jednak lepiej doprecyzowac tego typu informacje.
Publikacja nr 2 jest bardzo dobra kontynuacja badan zrealizowanych i opisanych w pracy nr 1.
Opracowany model zostaje udoskonalony o zastosowanie warunkéw hodowli pozwalajacych na
uzyskanie synchronicznej populacji C. reinhardtii, w ktorej wszystkie komorki znajduja sie¢ w tej
samej fazie rozwojowej. Dzigki tej synchronizacji potraktowanie hodowli zarowno atrazyna jak
i diklofenakiem na poczatku cyklu komérkowego pozwolito na przeanalizowanie wptywu badanych
substancji na poziomie pojedynczej komorki i zaobserwowanie wezesnych efektow ich dziatania.

Do najwazniejszych osiagnig¢ opisanych w publikacji nr 2 a zwigzanych z badaniami zrealizowanymi
wg. oswiadczenia przez Doktorantke zaliczam:

- wykazanie zmian w poziomie chlorofili a i b skorelowanych z ekspresjag badanych genow,
w obecnosci testowanych substancji;

- wykazanie, poprzez profesjonalng analiz¢ parametréw krzywej indukcji i wygaszania fluorescencji
chlorofilu a, ze chociaz obie substancje szybko przenikaja do komorek i docierajg do chloroplastu, to
mechanizm ich dzialania na aparat fotosyntetyczny i skutki zaburzenia funkcji tego aparatu sg
odmienne;

- jednoznaczne potwierdzenie nizszej toksycznosci diklofenku od atrazyny na hamowanie fotosyntezy.

Ponadto istotny wktad tej publikacji w rozw¢j badan w omawianym temacie dostrzegam w:
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- wykazaniu zréznicowanego wptywu atrazyny i diklofenaku na ekspresj¢ wybranych genéw, w tym
kodujacych enzymy odpowiedzialne za neutralizacje reaktywnych form tlenu, ktérych podwyzszona
ekspresja jest uwazana za marker stresu oksydacyjnego tj. FSD1 kodujacy zelazowa dysmutazg
ponadtlenkowa (Fe-SOD), MSD3 kodujacy manganowg dysmutaze ponadtlenkowa (Mn-SOD) oraz
APX1 kodujacy peroksydazg askorbinianowg (APX);

- wykazaniu roéznicy w objetosci komorek, ktore byly istotnie znaczaco wigksze po traktowaniu
diklofenakiem — wynik tej zinterpretowano, moim zdaniem bardzo stusznie, ze diklofenak,
w przypadku badanej zielenicy, moze by¢ czynnikiem hamujacym podziaty komérkowe podobnie jak
w przypadku komorek ssakow. Wniosek ten nie wpisuje si¢ $cisle w temat rozprawy, bo wykracza
poza fotosyntezeg, ale zwraca uwagg na szeroki horyzont znaczenia prowadzonych badan, w ktorych
Doktorantka uczestniczyta.

W przypadku badan opisanych w publikacji nr 2 ponownie wracam do pytanie dotyczacego
utozsamiania peroksydazy askorbinianowej z chloroplastami. W tej publikacji wskazano juz
wprawdzie cytacj¢, dotyczaca lokalizacji komérkowej tego enzymu w C. reinhardtii, ale chocby
w $wietlej tej cytacji zastanawia mnie dlaczego do analiz wybrano gen APX1, ktory zgodnie z moja
wiedzg moze by¢ zlokalizowany nie tylko w chloroplastach ale tez w mitochondriach, zamiast genu
CrAPX4, ktorego specyficzna lokalizacja w chloroplastach jest bardziej prawdopodobna.

Ciekawi mnie rowniez, jak Doktorantka interpretuje fakt, ze w komodrkach traktowanych
diklofenakiem poziom transkryptéw genow kodujacych Mn-SOD obnizyt sie, a poziom transkryptu
genu kodujacego Fe-SOD wzroésl, ale dopiero po kilku godzinach. Czy mozna ten wynik wigzac
z udziatem poszczegolnych organelli w odpowiedzi na dziatanie diklofenaku?

Publikacja nr 3 stanowi koronny dowod na wnikliwos$¢ i konsekwencje badawcza Pani mgr Moniki
Majewskiej. W pewnym sensie publikacja ta w bardzo szeroki sposob nawigzuje do nurtujacego mnie
watku, czy wyniki dotyczace APX $wiadcza tylko o poziomie i aktywnosci tego enzymu
w chloroplastach, czy moze tez w innych przedziatach komérkowych. W ostatniej pracy Pani mgr
Monika Majewska w badaniach wptywu diklofenaku na fotosynteze dazy do eliminacji wszystkiego,
co jest poza chloroplastem i szerokie spektrum badania prowadzi na chloroplastach wyizolowanych ze
szpinaku. Pocigga to za soba rozne konsekwencje, jak np. konieczno$¢ zmiany dawki badanego
zwiazku. Niemniej jednak wybrang $ciezke poznawczg mozna uzna¢ za wlasciwa, cho¢ moze jednak
te badania powinny by¢ poprzedzone badaniami z wykorzystaniem chloroplastow C. reinhardtii.
Ponadto, w wedrowce intelektualnej po meandrach doktoratu Pani mgr Moniki Majewskiej
zastosowano. Nie uwazam, by zastosowanie atrazyny byto w publikacji nr 3 konieczne, ale cho¢ caty
eksperyment bylby zapewne bardzie czasochlonny, to jednoczes$nie pozostaje ciekawos$¢ o to jakie
wywotalaby skutki w chloroplastach szpinaku w poréwnaniu do skutkow wywotywanych przez
diklofenak.

Wydziatl Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ
Zaktad Fizjologii i Biochemii Roslin

5



Istotne osiggniecia zaprezentowane w publikacji nr 3 i wpisujgce sie w doktorat Pani mgr Moniki
Majewskiej to, w mojej ocenie:

- wykazanie, ze zmiany w wydajnosci aparatu fotosyntetycznego szpinaku maja taki sam charakter jak
te uzyskane dla calych komorek zielenicy C. reinhardtii, cho¢ sita oddziatywania na chloroplasty
wydaje si¢ stabsza niz w przypadku catych komérek zielenicy, co mozna uzna¢ za dowodd na to, ze
toksyczne dzialanie diklofenaku na komorki obejmuje szkodliwy wplyw na fotosynteze, ale
z pewnoscig nie jest to jedyny mechanizm toksycznego dzialania tej substancji na caly organizm
autofototrofa;

- udowodnienie, ze diklofenak wptywa na strukture chloroplastow, cho¢ ten wptyw zaobserwowano
niestety przy stezeniach wyzszych niz, te z zakresu, ktory pierwotnie testowano do ustalenia dawki
EC50

- wykazanie, ze szkodliwe dziatanie diklofenaku na aparat fotosyntetyczny polega na jego
niespecyficznej interakcji z btonami fotosyntetycznymi, skutkujacej ich degradacja, zakloceniem
funkcjonowania tancucha transportu elektrondow i w konsekwencji obnizeniem wydajno$ci

fotosyntezy.

4. Wniosek koncowy

Rozprawa Pani mgr Moniki Majewskiej zatytutowana: ,,Zaburzenia procesu fotosyntezy jako istotny
element fitotoksyczno$ci diklofenaku” przygotowana pod opieka Pani Promotor, dr hab. Anny
Aksmann, prof. UG, spelia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim 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 p6zn. zm.), w zw. z art. 179. Ustawy z dnia 3 lipca 2018
1. Przepisy wprowadzajace ustaw¢ — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669
z pozn. zm.)." tj.:

— stanowi oryginalne rozwigzanie waznego problemu naukowego jakim jest przyblizenie
molekularnego mechanizmu wplywu niesteroidowego leku przeciwzapalnego, diklofenaku, na jasna
faze fotosyntezy;

— prezentuje 0golng wiedze teoretyczng kandydatki w dyscyplinie nauki biologiczne i specjalistyczng
w zakresie fotosyntezy;

— $wiadczy o umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej na wszystkich jej etapach, od
formutowania hipotez i planowania badan, po interpretacje wynikow i wycigganie wnioskow (Art. 13
pkt.1).

Wobec powyzszego wnioskuje o przyjecie rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Majewskiej
i dopuszczenie Doktorantki do dalszych procedur zwigzanych z nadaniem stopnia doktora nauk

$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauk biologicznych.
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5. Wniosek o wyrdznienie pracy wraz z uzasadnieniem

Ponadto, zgodnie z Regulaminem Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne UG wnioskuje o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej Pani mg Moniki Majewskiej.

Wyro6zniajacy charakter rozprawy dostrzegam w nastepujacych elementach:

— wyniki badan zostaty opublikowane w trzech czasopismach o wysokiej punktacji;

—w kazdej z tych opublikowanych prac Doktorantka jest pierwsza autorka;

— opublikowane prace bardzo dobrze dokumentujg zar6wno przebieg badan zrealizowanych w ramach
danej publikacji, ale tez bardzo wlasciwy, konsekwentny rozwoj naukowy Doktorantki. Mimo, iz jak
wskazujg o$wiadczenia, Doktorantka nie wykorzystywata samodzielnie wszystkich stosowanych
w omawianych publikacjach metod, co uwazam za zrozumiate, to musiata si¢ z nimi zapozna¢, chocby
po to by wilasciwie interpretowal wyniki, analizowa¢ je jako calo$¢ i wreszcie opisaé we
wspomnianych publikacjach. Drugim przejawem wzorowego rozwoju naukowego Doktorantki jest,
w moim odczuciu, nabycie umiejetnosci zdobywania finansowania swoich badan. Badania w ramach
ostatniej pracy byly zrealizowane juz w ramach wlasnego projektu badawczego Pani mgr Moniki

Majewskiej.

Ajd//w}zz oletoiits -
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