Gdansk, 01.09.2025

Prof. dr hab. Lidia Wolska
Zaktad Toksykologii Srodowiska
Wydziat Nauk o Zdrowiu
Gdanski Uniwersytet Medyczny

OCENA

rozprawy doktorskiej mgr Lilianny SHARMA
pt.., The impact of mixtures of emerging contaminants on photoautotrophic
microorganisms of the Baltic Sea”
(Wptyw mieszanin nowo pojawiajgcych sie zanieczyszczen na mikroorganizmy
fotoautotroficzne Morza Battyckiego)

w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, dyscyplinie nauki o Ziemi i $rodowisku

Promotor: prof. dr hab. Ksenia Pazdro (Instytut Oceanografii PAN)

Promotor pomocniczy: dr. Grzegorz Siedlewicz (Instytut Oceanografii PAN)

1. Podstawa formalna oceny

Rada Dyscypliny Nauki o Ziemi i Srodowisku Instytutu Oceanologii PAN powotata
mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr Lilianny SHARMA zatytutowanej: The
impact of mixtures of emerging contaminants on photoautotrophic microorganisms of
the Baltic Sea” (Wptyw mieszanin nowo pojawiajgcych sie zanieczyszczen na
mikroorganizmy fotoautotroficzne Morza Battyckiego).

Po decyzji Rady Naukowej IO PAN na posiedzeniu 156 w dniu 09.06.2025, o
wykonanie opinii zwrécita sie w dniu 09.06.2025 prof. dr hab. Monika Kedra,
Przewodniczaca Rady Naukowej IO PAN w Sopocie.

Promotorem pracy jest prof. dr hab. Ksenia Pazdro (Instytut Oceanografii PAN),

promotorem pomocniczym dr. Grzegorz Siedlewicz.

Warunki stawiane rozprawom doktorskim zostaty okreslone w art. 187 ustawy z

dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.

2. Charakterystyka pracy i ocena formalna
W skfad doktoratu wchodzi pie¢ publikacji wymienionych ponize;j:

1/8



1. Sharma, L.*, Siedlewicz, G., Pazdro, K., 2021. The Toxic Effects of Antibiotics on Freshwater and
Marine Photosynthetic Microorganisms: State of the Art Plants, 10:591.
https://doi.org/10.3390/plants 10030591 Impact factor (IF) in a given year: 4.8, 5-year IF: 4.4

2. Siedlewicz, G.*, Zak, A., Sharma. L., Kosakowska, A., Pazdro, K., 2020. Effects of oxytetracycline on
growth and chlorophyll a fluorescence in green algae (Chlorella vulgaris), diatom (Phaeodactylum
tricornutum) and cyanobacteria (Microcystis aeruginosa and Nodularia spumigena). Oceanologia 62,

214-225. https://doi.org/10.1016/j.ocean0.2019.12.002 Impact factor (IF) in a given year: 2.4 , 5-year IF:
26

3. Sharma, L.*, Kudtak, B., Siedlewicz, G., Pazdro, K., 2023. The effects of the IM1-12Br ionic liquid and
the oxytetracycline mixture on selected marine and brackish microorganisms. Sci Total Environ.

25;901:165898. https://doi:10.1016/j.scitotenv.2023.165898 Impact factor (IF) in a given year: 8.2 , 5-
year IF: 10.8

4. Sharma L.*, Kudtak, B., Ston-Egiert, J., Siedlewicz, G., Pazdro, K., 2024. Impact of Emerging
Pollutants Mixtures on Marine and Brackish Phytoplankton: diatom Phaeodactylum tricornutum and
cyanobacterium  Microcystis aeruginosa. Sci Total Environ. 10;955:177080. https://doi:
10.1016/j.scitotenv.2024.177080. Impact factor (IF) in a given year: 8.2, 5-year IF: 10.8 ii

5. Sharma, L.*, Kudiak, B., Ston-Egiert, J., Siedlewicz, G., Pazdro, K., 2025. Effects of Emerging
Pollutant Mixtures: Assessing the Impact of Caffeine and lonic Liquid Combinations on Cyanobacteria
and Diatom Species. J Hazard Mater. 491:138011. https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2025.138011
Impact factor (IF) in a given year: 12.2 , 5-year IF: 11.9

Wszystkie publikacje sg wieloautorskie. Pierwsza ma charakter pracy przeglgdowej
(ukazata sie 21 marzec 2021), pozostate cztery to publikacie o charakterze
do$wiadczalnym (druga ukazata sie 8 styczen 2020, trzecia 30 lipiec 2023, czwarta,
29 pazdziernik 2024, pigta 21 marzec 2025). W czterech publikacjach, w tym publikaciji
przegladowej, Dyplomantka jest pierwszym autorem i autorem korespondencyjnym, w
jednej z nich (chronologicznie pierwszej opublikowanej pracy) jest trzecim autorem.
Oswiadczenia wspotautoréw i Dyplomantki zgodnie wskazujg na Jej wiodgca role w
powstaniu koncepcji badan i ich wykonaniu.

Badania opublikowane sg w czasopismach o wysokim wspétczynniku oddziatywania
IF, czasopismach cenionych w $wiecie naukowym (w kolejnosci publikowania: Plants,
Oceanologia, Sci Total Environ, Sci Total Environ, J Hazard Mater)

Catkowity wspoétczynnik oddziatywania IF: 35,6.

Zasadnosc¢ podjecia tematu badawczego.

Dynamiczny rozwoj wspotczesnej cywilizacji, (dla ktérego poczatek okreslany jest na

poczagtek ery przemystowej ok. 1850 rok) oparty jest na kreowaniu nowych materiatow

i substancji, ktére funkcjonalniej odpowiadajg na potrzeby cziowieka. Przy czym

nalezy doda¢, ze czesS¢ potrzeb generuje $rodowisko businessu. W efekcie do

Srodowiska trafiajg juz miliony substancji. Sa to substancje, ktérych los, przemiany w
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srodowisku i efekty toksykologiczne sg wzglednie dobrze rozpoznane, ale s3 i takie, o
ktérych nic nie wiemy, nawet nie znamy struktury chemiczne.

Od dziesigtek lat do wod stodkich i morskich przenikajg substancje farmaceutyczne
(substancje biologicznie aktywne), w tym antybiotyki, obecnos¢ ktérych wywotuje
skutki powszechnej lekoopornoéci. Zjawiska groznego dla obszaru zdrowia
publicznego.

W ostatnich latach przemyst dostrzegt potencjat substancji okreslanych mianem cieczy
jonowych (IL-lonic Liquids), ktérych struktura podobna jest do surfaktantéw.
Substancje te maja wiasciwosci niekonwencjonalnych rozpuszczalnikéw. Ciecze
jonowe sg szeroko stosowane w przemysle 'élektro'chemicznym, energetyce,
biotechnologii, chemii i procesach produkcji farmaceutycznej, gdzie petnig funkcje
aktywnych sktadnikéw farmaceutycznych (API), ktére moga poprawié¢ skutecznosé
istniejgcych  lekéw. Ciecze jonowe wykazuja zdolno$¢ do zwiekszania
rozpuszczalnosci stabo rozpuszczalnych farmaceutykéw, zwiekszajac tym samym ich
biodostepnosé.

Niestety, jednoczesnie wykazujg one interkalacje z btonami komérkowymi, prowadzac
do zmian w organizacji molekularnej btony i zwiekszenia jej przepuszczalnosci.
Wystepowanie w srodowisku farmaceutykow jést od lat potwierdzone, wzglednie
dobrze znane sg poziomy zanieczyszczenia antybiotykami wod réznego typu, jak tez i
tendencje do zmian. Wiedza na temat zanieczyszczenia wod cieczami jonowymi jest
na etapie poczatkowego poznania.

Wedtug Doktorantki do najwazniejszych spostrzezen wynikajgcych z analizy
dostepnych publikacji mozna zaliczy¢ brak danych dotyczacych wplywu
mikrozanieczyszczen na mikroorganizmy morskie i wéd stonawych, skupienie badaczy
na ostrych efektach toksycznych (mniej na chronicznych skutkach dziatania tych
zwigzkow), a takze skgpe informacje dotyczace oddziatywania zanieczyszczen w
postaci mieszanin. Biorgc pod uwage udokumentowane, szerokie wystepowanie
pozostatosci farmaceutykdw w $rodowisku oraz pojawiajace sie obawy dotyczace
cieczy jonowych, kluczowe staje sie zbadanie wptywu mieszanin tych zwigzkéw na
organizmy wystepujgce w srodowisku wodnym. Przy czym ocene wykonano w oparciu
0 niekorzystny wptyw na procesy fotosyntezy oraz mechanizmy fotoprotekcyjne i
antyoksydacyjne

Wykorzystanie organizméw wska:’:nikowych' do oceny jakosci réinych elementéw

srodowiska jest naturalnie uzasadnione i pozgdane.
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W rezultacie dokonanego przegladu stanu wiedzy, Doktorantka sformutowata
nastepujgce cele badawcze:

1.

Ocena i porownanie wrazliwosci morskich i stonawowodnych — mikroorganizmow
fotosyntetyzujgcych na niskie stezenia pojedynczych zanieczyszczen oraz ich mieszanin.
Analiza ta obejmowata okreslenie efektywnego stezenia powodujgcego 50% inhibicji (EC50)
parametru maksymalnej fotochemicznej wydajnosci fotosystemu PSIlI (Fv/Fm) i zostata
przeprowadzona zgodnie z wytycznymi OECD 201 dotyczacymi testowania substancii
chemicznych (OECD, 2011).

Zbadanie podstawowych mechanizméw dziatania poszczegolnych zwigzkéw oraz ich mieszanin
poprzez wykorzystanie niestandardowych biomarkeréw. Analiza obejmowata ocene wpltywu
wybranych zwigzkéw na wzrost oraz procesy fizjologiczne mikroorganizméw morskich
wystepujacych w Morzu Battyckim, przy uzyciu réznych wskaznikow, takich jak aktywnosé
enzymu antyoksydacyjnego dysmutazy ponadtlenkowej (T-SOD), wydajnos¢ 17 fotosyntetyczna
(ze szczegblnym uwzglednieniem fotosystemu II) oraz mechanizmy fotoprotekcyjne (np. cykl
ksantofilowy).

Ocena potencjatu toksykologicznego oraz mozliwego wzrostu toksycznosci cieczy jonowych w
potgczeniu z innymi organicznymi mikrozanieczyszczeniami, w tym wybranymi farmaceutykami
i kofeing — wskaznikiem zanieczyszczenia antropogenicznego. Analiza zostata przeprowadzona
z wykorzystaniem teoretycznych modeli addytywnosci (Concentration Addition CA) i
niezaleznego dziatania (Independent Action |A) oraz obliczen wskaznika odchylenia modelu
(Model Deviation Ratio MDR) w celu ilosciowego okreslenia odchylen od przewidywanych
efektow addytywnych.

Zbadanie doktadnosci modeli CA i |A w charakteryzowaniu zaobserwowanych efektéw
dwusktadnikowych mieszanin zawierajgcych ciecze jonowe oraz inne mikrozanieczyszczenia
organiczne.

Celem artykutu przegladowego, ktérego Dyplomantka jest pierwszym autorem, byto

kompleksowe przedstawienie dostepnych informacji na temat wptywu pozostatosci

antybiotykéw i ich mieszanin na mikroorganizmy autotroficzne, ze szczegdlnym

uwzglednieniem zielonych alg morskich i sinic, w tym informacji o potencjalnych

sposobach dziatania w oparciu o ocene niekorzystnego wpltywu na procesy
fotosyntezy oraz mechanizmy fotoprotekcyjne i antyoksydacyjne.

Whioski z tego przegladu stanowity wyraznie inspiracje dla celu doktoratu.

Zas tresé¢ publikacji oraz fakt, ze Doktorantka jest pierwszym autorem tej

publikacji (i autorem korespondencyjnym) wskazuje na solidne przygotowanie

teoretyczne Doktorantki do realizacji pracy oraz potwierdza opanowanie ogodlnej

wiedzy teoretycznej w zakresie tematyki pracy.

3. Krytéri'um mérytoryczne, uzasadniajgce nadanie stopnia doktora.

Wg ustawy Prawo o szko!nictwie wyzszym i nauce rozprawa doktorska powinna:

% stanowi¢ oryginalne rozwigzanie problemu naukowego (co znajduje wyraz w

postawionej w niej tezie lub tezach szczegdtowych),
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< dowodzi¢ ogdlnej wiedzy teoretycznej doktoranta w zakresie tematyki pracy
oraz

% dowodzi¢ umiejetnosci prowadzenia samodzielnie pracy naukowe;.

Na podstawie oceny dotychczasowego stanu wiedzy Doktorantka sformutowata
nastepujace hipotezy badawcze, cytuje:

1. Obecnos¢ wybranych cieczy jonowych, farmaceutykéw oraz produktéw ich transformacii,
kofeiny jako skiadnikow mieszanin mikrozanieczyszczen prowadzi do efekiéw wynikajacych
bezposrednio z interakcji migdzy sktadnikami mieszanin, w tym synergizmu lub antagonizmu.

2. Przewlekta ekspozycja na niskie stezenia pojedynczych zwigzkéw lub ich mieszanin moze
negatywnie wplywac na procesy fotosyntetyczne i mechanizmy fotoprotekcyjne zachodzace u
mikroorganizmow fotoautotroficznych, prowadzac do stresu oksydacyjnego

3. Zastosowanie czutych, niespecyficznych biomarkeréw umozliwia identyfikacje mechanizmow
dziatania badanych substancji oraz wykrywanie subtelnych zmian fizjologicznych przed
wystgpieniem mierzalnego zahamowania wzrostu.

4. Badane gatunki okrzemek, zielenic i cyjanobakterii wykazujg zréznicowane reakcje oraz rézny
stopien wrazliwosci na ekspozycije na testowane substancje i ich mieszaniny.

Doktorantka, w moim przekonaniu, zastosowata poprawng metodologie badan dobrze
jg udokumentowata, a takze zadbata jako$¢ uzyskanych wynikéw.

Wskazuje to na duza dojrzalo$¢ Doktorantki w odniesieniu do sposobu
przygotowania sig i péihiej prowadzenia prac eksperymentalnych.
Przedstawione w publikacjach wyniki potwierdzity postawione hipotezy badawcze,

jednocze$nie wniosty nowe elementy do $wiatowej puli wiedzy.

Zainteresowania Doktorantki, zrealizowane w postaci pracy doktorskiej, dotycza
obszaru, ktéry od lat wzbudza niepokéj swiata nauki, spoteczenstwa oraz wiadz, a
mianowicie wzrostu zanieczyszczenia $rodowiska wodnego/morskiego w zakresie
spektrum nowych substancjami, poziomu ich stezen i przemian w érodowisku oraz ich
roli w zaburzeniach funkcjonowania ekosysteméw wodnych.

Gtownym celem niniejsze] pracy byto uzupetnienie wiedzy na temat ryzyka
srodowiskowego zwigzanego z wystepowaniem mieszanin mikrozanieczyszczen
organicznych. Badania koncentrowaty sie na wptywie cieczy jonowych (IM1-12Br oraz
IM1 8C(CN)3), antybiotyku oksytetracykliny, metabolitu leku przeciwdrgawkowegb
karbamazepiny -10,11-epoksydu karbamazepiny oraz stymulanta kofeiny na wybrane
mikroorganizmy, w tym cyjanobakterie Microcystis aeruginosa, zielenice Chlorella
vulgaris oraz okrzemke Phaeodactylum tricornutum.

Za bardzo cenne poznawczo i innowacyjne w podej$ciu uznaje:
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— badanie wptywu mieszanin substancji ztozonych z zanieczyszczenia ,starego”
(antybiotyki), ktérego poziomy w $rodowisku i negatywne skutki sg juz
wzglednie dobrze rozpoznane i nowych zanieczyszczen, jakimi sa ciecze
jonowe (coraz chetniej stosowane w szeregu procesach technologicznych na
duzg skale). Wyniki badan wykazalty negatywny wplyw cieczy jonowych i
mieszanin, zalezny od stezenia, na procesy fizjologiczne i biochemiczne
wytypowanych do badan mikroorganizmow;

— zastosowanie w badaniach organizméw zyjacych naturalnie w wodach morskich
i s’(onawyéh przy jednoczesnéj obserwacji zmiany parametrow, ktoére 'nie sg
standardowo stosowane w testach jako punkt koricowy, a mianowicie analiza
fluorescencji chlorofilu a oraz zmian w sktadzie barwnikéw (w tym chlorofili i
ksantofili oraz fikobilin). Zgadzam sie z sugestig Doktorantki, ze indykatory te,
jako czute wskazniki wczesnych odpowiedzi stresowych mikroorganizméow,
powinny by¢ szerzej uwzgledniane w przysztych badaniach zaréwno
laboratoryjnych jak i srodowiskowych;

— niezwykle cenne, a rzadko podejmowane przez naukowcédw, badania wptywu
na wybrane organizmy wskaznikowe mieszanin substancji prowadzone w
testach subchronicznych (10-11 dniowe), czyli obserwacja efektow addyciji,
synergizmu, antagonizmu w dtuzszym okresie czasowym, co ma ogromne
znaczenie dla poznania opo6znionych efektéw fizjologicznych, potencjalnych
mechanizméw regeneracyjnych i adaptacyjnych;

— witgczenie modeli prognostycznych CA oraz |A do oceny efektéw
toksykologicznych bedgcych efektem interakcji analizowanych substancii;

— wybér rzadko spotykanego obszaru badain — wody morskie i stonawe.
Szczegolnie istotne dla poznania probleméw $rodowiska Morza Battyckiego;

— ciekawy, choC nie zaskakujgcy, jest wynik badania interakcji zachodzacych w
mieszaninach cieczy jonowej IMI-8C(CN)3 i kofeiny. Badania wykazaty, ze
kofeina zmniejsza toksyczne dziatanie cieczy jonowej. Przewazajgce

antagonistyczne interakcje zostaty zidentyfikowane przez oba modele.

Chciatabym mocno podkreslic, ze w publikacjach zawarta jest szeroka, bardzo
interesujgca i dojrzata dyskusja wynikéw z odniesieniem do danych prezentowanych w
Swiatowe] literaturze. Nie mam zastrzezen do poziomu merytorycznego dyskusji.

Doktorantka ostroznie wyciaga wnioski, wskazujac na potencjalnie inne czynniki
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mogace wptywac na wyniki i ich interpretacje oraz sugeruje kierunki prowadzenia
dalszych badan.

Whioski majg uzasadnienie w przeprowadzonych badaniach i potwierdzajg realizacje
celu pracy.

Podsumowujgc, Doktorantka wtasciwie zaplanowata zadania badawcze,
przeprowadzita oznaczenia z wykorzystaniem nowoczesnych metod bioanalitycznych
oraz wykonafa statystyczng ocene wynikéw, wykazata sie przy tym umiejetnoscia
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, jednoczesnie wykazujgc zdolnosé do
wspotpracy z gronem naukowcow-specjalistow.

Jednocze$nie ciekawi mnie Pani zdanie, stad prosze o komentarz, do stéw David’a
Attenborough, brytyjskiego biologa, ekologa, ktory twierdzi, ze przyroda oceany sobie
poradzg z obecnym zanieczyszczeniem wad, tylko ludzko$¢ powinna zaprzestaé tego
procederu.

Whioski koricowe:
W konkluzji stwierdzam, ze przedifozona mi do recenzji praca doktorska pani mgr
Lilianny Sharma spetnia ustawowe kryteria stawiane pracom doktorskim (ustawa z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668)
wraz z pézniejszymi zmianami), tj.:
— rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
— Doktorantka wykazuje sie ogélng wiedze teoretyczna w dziedzinie nauk Scistych
i przyrodniczych w dyscyplinie nauki o Ziemi i $rodowisku,
— przedstawiony mi do oceny materiat, potwierdza umiejetno$¢ Doktorantki w
zakresie samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.
Powyzsze uzasadnia postawienie wniosku o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr

Lilianny Sharma i dopuszczenie Jej do publicznej obrony, co niniejszym czynie.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage:
o ciekawg i wazkg tematyke pracy doktorskiej;
e wykorzystanie niestandardowych punktow koncowych do obserwacji efektéw

toksycznosci oraz ich obserwacja w dtuzszym okresie czasu (testy
subchroniczne);
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e interesujgce wyniki dotyczace wspdtoddziatywania mieszanin zanieczyszczen
na organizmy autofototroficzne;

o fakt sprawnego opublikowania rezultatdbw badar w czasopismach o wysokim
wspotczynniku oddziatywania i uznanej renomie w $wiecie naukowym:;

e niewatpliwy, znaczacy i wiodgcy udziat Doktorantki w koncepcji badan i
opublikowaniu wynikéw;

e sfinansowanie badan z pozyskanego projektu Preludium’.

' Project ‘Ecotoxicity assessment of mixtures of micropollutants with emphasis on selected Baltic
microorganisms — BaltiMTox' (“Ocena ekotoksycznosci mieszanin mikrozanieczyszczen wzgledem
wybranych mikroorganizméw battyckich ~ BaltiMTox”) financed by the National Science Centre within
the framework of Preludium grant No. 2021/41/N/NZ9/00315 coordinated by Lilianna Sharma

wnosze¢ do Rady Instytutu IO PAN o wyréznienie rozprawy doktorskiej pani mgr

Lianny Sharma 0. - i

Gdansk, 01.09.2025
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