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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej pani mgr Moniki Majewskiej
pt. ,,Zaburzenia procesu fotosyntezy jako istotny element fitotoksycznos$ci diklofenaku™
wykonanej z Katedrze Biologii Eksperymentalnej 1 Biotechnologii Ro$lin,
Wydziatu Biologii, Uniwersytetu Gdanskiego
pod kierunkiem pani dr hab. Anny Aksmann, prof. UG

Praca doktorska Pani mgr Moniki Majewskiej to zwienczenie podjecia uzasadnionych badan
wnoszacych zupelnie nowg wiedz¢ na temat fitotoksycznosci substancji farmakologicznie
czynnych, ktore bedgc antropogenicznym zanieczyszczeniem S$rodowiska naturalnego
prowadza do jego degradacji. Dysertacja wnosi istotny wktad w zrozumienie niekorzystnego
wplywu diklofenaku (DCF) - przedstawiciela niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych
(NLPZ) - na zaburzenia procesu fotosyntezy. Szczegétowym celem podjetych badan byto
poznanie wywotanych przez DCF zmian w aparacie fotosyntetycznym, ktore hamujg zalezng
od $wiatta faz¢ fotosyntezy.

Ekotoksyczne zanieczyszczenie srodowiska aktywnymi substancjami o dziataniu leczniczym,
zwlaszcza ogodlnie dostepnymi NLPZ, nieskutecznie neutralizowanymi przez oczyszczalnie
$ciekow, wywotuje negatywne skutki u organizmow zywych. W tym kontekscie dane dla DCF
znane sg gtownie w odniesieniu do ssakow, a wiedza dotyczaca jego wplywu na wzrost i
funkcjonowanie roslin jest fragmentaryczna. Zaledwie kilka prac podnosi kwestie wysokiej
fitotoksycznosci tego leku, wskazujac na zaburzenia poczatkowych etapow fotosyntezy nie
thumaczac jednoczesnie przyczyn obserwowanych zaburzen. Powyzsze, a takze objecie DCF
dyrektywa Unii  Europejskiej (2013/39/EU) dotyczaca substancji  podlegajacych
monitoringowi, sprawia, ze temat podje¢ty przez Doktorantke porusza wazne zagadnienia o
charakterze poznawczym, ale takze utylitarnym. Zdobyta wiedza moze w przysztosci postuzy¢
do opracowania protokotow toksycznosci substancji, ktore znajda zastosowanie w testach
toksykologicznych pozwalajacych na oceng stanu $rodowiska przyrodniczego.



Warto doceni¢, ze Doktorantka majac na uwadze wielowatkowos$¢ wykonywanych badan
wybrata do ich realizacji, az dwa gatunki roslin: zielenice Chlamydomonas reinhardtii oraz
szpinak warzywny (Spinacia oleracea L.). Zielenica dzigki krotkiemu cyklowi zyciowemu,
poznanemu genomowi, a takze tatwosci uzyskania mutantéw, stanowi dogodny model
eksperymentalny w analizach toksykologicznych, badaniach fizjologicznych, biochemicznych
I genetycznych. Z kolei szpinak warzywny znalazt szerokie uznanie w badaniach
prowadzonych nad fotosynteza. C. reinhardtii byta z powodzeniem wykorzystana we
wczesniejszych badaniach zespotu naukowego, ktory pod kierownictwem pani dr. hab. Anny
Aksmann badat rolg biatek ELIP w aklimatyzacji komorek zielenicy do antropogenicznych
zanieczyszczen Srodowiska wodnego, a takze opracowania jej synchronicznych kultur (C.
reinhardtii) jako precyzyjnego narzedzia badawczego do analiz toksykologicznych.
Wozrastajaca $wiadomo$¢ szkodliwosci lekow wzgledem organizmow zywych sprawia, ze
starania nad poznaniem mechanizmoéw ich dziatania sa przedmiotem intensywnych badan.
Dlatego analizy dotyczace zaburzenia procesu fotosyntezy jako istotnego elementu
fitotoksycznosci DCF uwazam za niezwykle cenne i w petni uzasadnione.

Dysertacja ma forme spojnego tematycznie Cyklu artykuléw uzupelionych komentarzem
Autorskim, zawierajacym zwiezte, rzeczowe wprowadzenie uzasadniajace tematyke podjetych
badan, jasno okreslony cel pracy, oméwienie wynikdw 1 wyciggnietych na ich podstawie
wnioskow. W sktad cyklu wchodzg trzy publikacje 0 charakterze eksperymentalnym
opublikowane w latach 2018-2024 w liczacych si¢ migedzynarodowych czasopismach
specjalistycznych. Sumaryczna warto$¢ wspotczynnika oddziatywania prac (Impact Factor)
zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 18.3, a suma punktow MNiSW to 310.
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Do realizacji zamierzonych celow Doktorantka wykorzystata techniki biologii molekularnej,
metody biochemiczne 1 analizy mikroskopowe, ktore opisala w jasny sposob w
opublikowanych pracach. Pozwala to dobrze oceni¢ bieglos¢ warsztatowa Pani mgr Moniki
Majewskiej oraz Jej kompetencje w prawidlowym doborze i opanowaniu technik badawczych.



Wyjasnienie wptywu DCF na fotosynteze wymagalo zastosowania substancji referencyjnej o
dobrze znanym mechanizmie dziatania. Doktorantka wybrata zwigzek z grupy triazyn -
atrazyng (ATR), ktora przylaczajac si¢ do miejsca wigzania plastochinonu B w biatku D1
blokuje przenoszenie energii wzbudzenia z fotosystemu Il (PSIl) do centrum reakcji PSI.
Pierwszym etapem badan, ktorych wyniki opublikowano w artykule z 2018 r., byla
optymalizacja stezenia roztworé6w DCF i ATR, ktore hamujg wzrost populacji glonow w 50%
(ECs0). Autorka okreslajac ilos¢ produkowanego przez komorki tlenu wykazata, ze mimo
roznic w efektywnosci zastosowanych roztwordéw o réznych stezeniach, oba zwiazki obnizaty
intensywnos$¢ fotosyntezy. Jednak w kolejnym etapie doprecyzowata te wyniki okreslajac
wydajnos¢ funkcjonowania oraz stan aparatu fotosyntetycznego. Wykonujac analize krzywe;j
indukcji i wygaszania fluorescencji chlorofilu a uzyskata ciekawe wyniki wskazujace na
odmienne dziatanie badanych substancji. Autorka odkryta, ze ATR zmniejszajac
prawdopodobienstwo przeniesienia elektronu poza QA (y0) oraz wywotujac spadek
maksymalne] wydajnosci transportu elektronéw w tancuchu fotosyntetycznym (@EO),
prawdopodobnie blokuje przeptyw elektronow poza PSII. Z kolei DCF z jednej strony wywotat
spadek maksymalnej wydajnosci kwantowej pierwotnych reakcji fotochemicznych (¢P0), a z
drugiej strony spowodowal wzrost niefotochemicznego rozpraszania energii wzbudzenia
(¢pDO0), co pozwolito przypuszczaé, ze wptywa on bezposrednio na centra reakcji PSII.
Kolejnym osiggnieciem Doktorantki jest wykazanie, ze DCF zmniejsza frakcje aktywnych
centrow reakcji PSII (RCw), przy jednoczesnym wzro$cie strumienia energii przeptywajacego
przez jedno aktywne RC. Stad sugestia, ze cze$¢ sposrod prawidlowo funkcjonujgcych
aktywnych fotochemicznie RC zostala przeksztalcona w tzw. ciche centra reakcji
odpowiedzialne za rozproszenie nadmiaru absorbowanej energii w postaci ciepta. Jednoczesnie
obserwowany wzrost zawarto$ci karotenoidow w komorkach traktowanych DCF dat podstawe
do przypuszczenia, ze W rozpraszaniu nadmiaru energii wzbudzenia i ochronie aparatu
fotosyntetycznego bierze udziat cykl ksantofilowy. Doktorantka udowodnita, ze zastosowanie
obydwu toksykantéw zaburzylo gospodarke redoks, co przejawito si¢ wzmozong produkcja
nadtlenku wodoru (H20.) oraz zmiang aktywnosci peroksydazy askorbinianowej (APX), ktora
w chloroplastach katalizuje rozktad H20.. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze 0 ile efekt wzmozonej
produkcji H2O2 przez ATR byt znacznie silniejszy niz w przypadku DCF, to aktywnos¢ APX
wzrosta wylgcznie w przypadku komorek traktowanych ATR. Pozwolito to Autorce wyciagnaé
uprawniony wniosek, ze chloroplast nie musi by¢ gtéwnym zrédtem nadprodukeji H2O2w tych
warunkach, a che¢ poznania mechanizmu zaburzen fotosyntezy indukowanych przez DCF
wymagata od Doktorantki wytyczenia nowych kierunkéw badan, ktore konsekwentnie
realizowata w kolejnych etapach. Co wigcej, $wiadomo$é, ze zastosowany model badawczy
oraz warunki eksperymentalne (analizy prowadzone po 24 h od momentu podania badanych
substancji), pozwolity jedynie na obserwowanie zmian w komorkach, ktore znajdujg si¢ na
réznym etapie rozwoju, bez mozliwosci stwierdzenia, jak szybko pojawiaja si¢ efekty
toksyczne, wymogto innego podejscia eksperymentalnego. Dlatego do realizacji badan, ktorych
wyniki zamieszczono w pracy opublikowanej w 2021 r. Doktorantka zastosowala
synchroniczng populacje C. reinhardtii, a majac na uwadze uzyskanie pelnego obrazu
zachodzacych zmian materiat do badan zbierata w krotkich odstepach czasowych. Dzigki temu
mozliwe bylo przeanalizowanie wplywu DCF oraz ATR na poziomie pojedynczej komorki i
zaobserwowanie wczesnych efektow ich dziatania. Zmiany ekspresji genéw kodujacych
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enzymy antyoksydacyjne wykazaty, ze ATR stymuluje ich aktywnos$¢ transkrypcyjng juz w
pierwszej godzinie po podaniu, przy czym efekty wywotane przez DCF byly odmienne. Co
wigcej, ATR obnizyta ilos¢ chlorofili a i b w komoérkach, z kolei po DCF tendencja spadkowa
byta znacznie mniejsza i pojawiata si¢ dopiero po 7 godzinach. Doktorantka dokonata takze
analizy krzywej indukcji i wygaszania fluorescencji chlorofilu a in vivo i udowodnita, ze
zarowno DCEF, jak i ATR, wprawdzie wnikajg do komorek i docierajg do chloroplastu, jednak
sposob ich dzialania jest rozny. Atrazyna zaktocajac tancuch transportu elektronéw prowadzi
do nadmiernej produkcji reaktywnych form tlenu, z kolei DCF przeksztatca niektore centra
reakcji w centra niefotochemicznego rozpraszania energii. Krytyczne odniesienie si¢
Doktorantki do uzyskanych wynikow i §wiadomos$¢, ze moga by¢ one wypadkowa wszystkich
przemian biochemicznych zachodzacych w catych komorkach zielenicy, w tym zwigzanego z
tancuchem transportu elektronow oddychania, sprawity, ze kolejne analizy przeprowadzita na
wyizolowanych chloroplastach i tylakoidach szpinaku warzywnego. Pozwolito to oddzieli¢
wplyw DCF na inne niz chloroplasty organelle, a wyniki przeprowadzonych analiz
zaprezentowata w publikacji, ktora ukazata si¢ w biezacym roku. Analiza krzywej indukcji i
wygaszania chlorofilu a lisci szpinaku warzywnego potwierdzita, ze DCF wplynat na
wydajnos¢ aparatu fotosyntetycznego podobnie jak miato to miejsce w calych komoérkach C.
reinhardtii. Mierzone parametry, w tym wydajno$¢ kwantowa pierwotnych reakcji
fotochemicznych (@P0), prawdopodobienstwo przeniesienia elektronu poza QA (y0) 1
maksymalna wydajno$¢ kwantowa transportu elektronow (@EO) spadtly, a obserwowany efekt
wzrastat wraz z zastosowanym stezeniem roztworu DCF. Podobna zalezno$¢ dotyczyta takze
wywotanego przez DCF zmniejszenia frakcji aktywnych centréw reakcji (RCw). Odnoszac si¢
do poprzednich prac Doktoranta wykazata, ze wyizolowane chloroplasty szpinaku warzywnego
wykazujg niskg wrazliwo$¢ na DCF w odniesieniu do komorek C. reinhardtii. W celu
zweryfikowania czy lek ten przekracza btong chloroplastéw wykonata analizy mikroskopowe.
Obrazowanie konfokalne wyizolowanych chloroplastow nie wykazato widocznych zmian w
strukturze jedynie po DCF w najnizszym z zastosowanych stezen. Ten sam zwigzek W wyzszym
stezeniu sprawil, ze chloroplasty byly nieregularne, o zdezorganizowanych granach i
emitowaly stabszg fluorescencje. Najwyzsze st¢zenie DCF doprowadzito do uszkodzenia bton
chloroplastow, co skutkowato uwolnieniem stromy do cytozolu i umozliwito interakcje DCF z
tylakoidami. Warto podkresli¢, ze byty to pionierskie badania wizualizacji oddziatywan DCF z
chloroplastami. Zbadanie bezposredniej interakcji DCF z elementami fotosyntetycznego
tancucha transportu elektronéw, wymagato przeprowadzenia eksperymentow z
wyizolowanymi tylakoidami szpinaku. Obnizajace si¢ pod wptywem DCF parametry, w tym
wydajno$¢ kwantowa pierwotnych reakcji fotochemicznych (¢P0), prawdopodobienstwo
przeniesienia elektronu poza QA (y0) oraz maksymalna wydajno$¢ kwantowa transportu
elektronéw (@EO0) wskazywaty, ze tylakoidy charakteryzuja si¢ wickszg wrazliwoscia na lek
niz chloroplasty. Obserwacje Doktorantki pokazuja, ze kwantowa wydajnos¢
niefotochemicznego rozpraszania energii wzbudzenia (¢D0) po DCF wzrosta, a frakcja
aktywnych centréw reakcji PSII zmniejszala si¢ wraz ze wzrostem st¢zenia zastosowanego
roztworu. Wzrosly takze wartos$ci parametrow dla specyficznych przeptywdw energii przez
jedno centrum reakcji. Zaprezentowane w tej pracy wyniki dowodza przeksztatcania niektorych
centréow reakcji w centra rozpraszajace nadmiar energii wzbudzenia. Co najwazniejsze,
zarowno degradacja btony chloroplastow, jak i brak specyficznej interakcji z konkretnym
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elementem lancucha transportu elektronéw wskazuja na niespecyficzne oddziatywanie leku na
btony aparatu fotosyntetycznego.

Wyniki zaprezentowane w pracy doktorskiej majg wysoka warto$¢ poznawcza i wskazuja, ze
wytyczone cele zostaly wzorowo osiggnigte. Doktorantka ujawnita nowe fakty na temat
szkodliwego dziatania DCF na aparat fotosyntetyczny, ktore polega na niespecyficznej
interakcji z btonami fotosyntetycznymi, co skutkuje ich degradacjg, prowadzi do zaktdcenia
funkcjonowania tancucha transportu elektronéw i w konsekwencji zmniejsza wydajnosé
fotosyntezy.

Dokonana na podstawie oswiadczen wspotautoréw ocena indywidualnego udziatu Doktorantki
potwierdza Jej wiedz¢ 1 umiejetnosci prowadzenia pracy naukowej CO sprawia, ze osiggnigcie
oceniam wysoko.

Recenzowana praca spetnia pod wzgledem merytorycznym wymagania stawiane rozprawom
doktorskim.

Po zapoznaniu si¢ z dysertacjg zgtaszam do dyskusji trzy kwestie:

1. Doktorantka badata wptyw pojedynczej substancji na zaburzenia fotosyntezy u roslin,
jednak w naturze nie mamy odczynienia z taka sytuacja. Antropogeniczne
zanieczyszczenia Srodowiska obejmuja kilka, a czasami kilkanascie lekéw lub ich
pochodnych. Czy Doktorantka wykonata analizy pozwalajace na stwierdzenie czy
efekty wywotane przez DCF mogg by¢ modulowane przez inne obecne w srodowisku
NLPZ lub z literatury zna przyktady takowych?

2. Majac na uwadze zastosowanie glonéw jako modelu w badaniach toksykologicznych
ciekawi mnie czy znane s3 inne niz DCF leki, ktérych mechanizm dzialania jest
podobny u roslin wyzszych oraz glonoéw?

3. Odpowiedzi testowe glondw pozwalaja na wykrycie zwigzkow toksycznych, ale z
drugiej strony umozliwiajg ocen¢ zagrozenia substancjami biogennymi wywolujacymi
negatywne efekty. Ciekawi mnie zdanie Doktorantki na ten temat, prosz¢ takze o
podanie ewentualnych przyktadow.

Whiosek koncowy

Dysertacja doktorska pani mgr Moniki Majewskiej stanowi bardzo wazny element dziatan
naukowych zmierzajacych w kierunku kompleksowego poznania mechanizmu fitotoksycznos$ci
antropogenicznych zanieczyszczen $rodowiska lekami Prezentowane wyniki sg oryginalne.
Recenzowana rozprawa doktorska spetnia wymogi okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2003 r. nr 65, poz. 595; z p6Zniejszymi zmianami), W zwW. z art. 179. Ustawy z
dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustaw¢ — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2018 poz. 1669, z pdzniejszymi zmianami). W zwigzku z powyzszym wnioskuje do
Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne UG o dopuszczenie Pani mgr Moniki Majewskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



Whniosek 0 wyréznienie

Uzyskane przez Doktorantke wyniki zostaly opublikowane az w trzech publikacjach
eksperymentalnych w periodykach naukowych o zasiggu mie¢dzynarodowym, co dowodzi
wysokiego poziomu naukowego wykonanych badan. W kazdej z prac Pani mgr Monika
Majewska jest pierwszym autorem. Powyzsze jest podstawg do wyrdznienia dysertacji
doktorskiej stosowng nagrodg, o co wnoszg¢ do Szanownego Gremium Rady Dyscypliny Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Gdanskiego.

| »
fs Lo W?

f o

dr hab. Emilia Wilmowicz, prof. UMK



