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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr inz. Huberta Szudrowicza
pt. ,Wptyw nanoczastek srebra na danio pregowane (Danio rerio) podczas dlugoterminowej
ekspozycji”, przedstawionej Radzie Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Szkoly Giéwnej

Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zawiera ogétem 88 ponumerowanych stron.
Poszczegblne rozdziaty to: Spis tresci s. 5, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim s. 4,
Wprowadzenie i cel pracy s. 6-7, Przeglqd literatury s. 8-26, Materiat i metody s. 27 - 37, Wyniki s. 38 -
49, Dyskusja s. 50-64, stwierdzenia i Whnioski s. 65, Bibliografia s. 66 — 88. W tekscie zawartych sg 4
tabele i 12 rycin. W Bibliografii wykazanych jest 194 numerowanych pozycji literatury krajowej i
zagranicznej,

Te wszystkie wymienione rozdzialy tworza razem logiczng cato$é. Oceniana praca zawiera
podstawowe elementy rozprawy doktorskiej, napisana jest do$¢ poprawnym, naukowym jezykiem i
formalnie odpowiada wymogom zawartym w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyZszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668).

Ocena merytoryczna

Podjeta przez Doktoranta tematyka dotyczy bardzo interesujgcego i aktualnego zagadnienia.
Wstep i przeglad literatury przedstawia istniejacy stan wiedzy na temat srebra, jego obecnosci w
$rodowisku i wptywie na organizm Zywy. Autor dysertacji trafnie podkreéla w przegladzie
piémiennictwa, ze postepujacy rozwdj technologiczny wykorzystuje coraz czeiciej srebro, w tym
rowniez jego forme fizyczng w postaci nanoczastek. Autor dysertacji trafnie takze argumentuje, ze choé
nanoczgstki moga pozytywnie oddziatywac na srodowisko i organizmy, to jednak sg ksenobiotykami, a
ich zbyt wysokie stezenie w Srodowisku moze byé toksyczne zaréwno dla organizméw ladowych jak i
wodnych. W przegladzie pismiennictwa Autor w utworzonych zupetnie zbednie kilku podrozdziatach
zawart podobne trescinp.: 2.1. ,Srebro i jego wiasciwosci”, 2.2 , Toksyczno$é srebra”, 2.3. ,,Nanoczastki
srebra”, 2.8. ,Toksyczny potencjat nanoczastek srebra”. Wszystkie treéci przytoczone w wyiej

wymienionych rozdziatach warto byto usystematyzowaé w jednym wspélnym rozdziale unikajac tym



samym powtarzania tresci. Zaréwno w akapicie wprowadzajgcym jak i w przegladzie piémiennictwa
Autor dos¢ dobrze wuzasadnit potrzebe przeprowadzenia badan dotyczacych wplywu
dtugoterminowego oddziatywania nanoczgstek srebra na organizm danio pregowanego, jednak analiza
dokonanego przez Autora przegladu literatury pozwala ustali¢, ze podobne badania dotyczace wptywu
oddziatywania nanosrebra na danio pregowane byly juz prowadzone w latach 2017-2018 przez Lacave
i wsp.,. W kontekscie przytoczonych przez Autora danych tj. dostepnej wiedzy w zakresie
przedmiotowej tematyki zabrakto w dysertacji wyraznego podkreslenia: co nowego wniosg do nauki
przeprowadzone przez Autora badania?- publiczna obrona bedzie dobrg okazjg do podkreslenia
nowatorskiego aspektu przeprowadzonych badan.

Uwazam, ze cel pracy zostat dos¢ niefortunnie sformutowany, ,celem niniejszej pracy jest analiza
wplywu nanoczqstek i jondw srebra na przezywalnosé, rozwdj i homeostaze danio pregowanego
podczas dfugoterminowej ekspozycji” bowiem niejasne jest okreslenie ,homeostaza danio” oraz
brakuje ,okreslenia dtugoterminowej ekspozyciji na co....??”.

Z uwagi na fakt, ze Autor nie przedstawit danych literaturowych czy danych WIOS jak jakie
wystepuja zawartosci srebra w zbiornikach wodnych uwzgledniajgc np. réznice pory roku (beda miaty
wptyw) trudno jest odnies¢ sie do przedstawionej hipotezy o nastepujacej tresci ,Przyjeta hipoteza
badawcza méwiqca, Ze diugoterminowa ekspozycja na niskie, nawigzujgce do obserwowanych w
srodowisku stezert nanoczqstek srebra zaburza homeostaze organizméw wodnych oraz wywotuje
odpowied? fizjologiczng organizmu”. Z tresci hipotezy wynika, a szczegélnie z zawartego w niej
sformutowania ,mowigca”, ze nie jest to hipoteza Autora, a ogélnie dostepna i powszechna wiedza na
ten temat. Ponadto stwierdzenie zawarte w hipotezie nasuwa réwniez pytanie: czy chodzi o niskie
stezenia srebra w formie jonowej, czy w formie nanoczastek w $rodowisku, i skoro niskie to jakie sg
wartosci tych stezen dla tych form?, czy jednakowe dla obydwu form?, czy i gdzie dostepne sg dane na
temat tych niskich stezen dla obydwu form srebra w $rodowisku? na podstawie ktérych postawiono
hipoteze a nastepnie przeprowadzono eksperyment toksykologiczny? — z uwagi na fakt, ze Autor nie
podaje powyiszych informacji w dysertacji, publiczna obrona bedzie okazjg do uzupetnienia tych
informacji. Ponadto zawarte w hipotezie sformutowanie ,wywotuje odpowied? fizjologiczna
organizmu” jest rowniez mato precyzyjne, bowiem nie okresla jakiej odpowiedzi fizjologicznej Badacz
spodziewa sig- przeciez jest to hipoteza czyli zatozenie o wystapieniu konkretnej reakcji.

W rozdziale 3 ,Materiat i metody” Autor przedstawit uktad doswiadczenia, ktére przeprowadzit
w miesigcach maj-lipiec na danio pregowanym (Danio rerio). Na przeprowadzenie doswiadczenia
otrzymat zgode od Il Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doswiadczen na zwierzetach w Warszawie
(Uchwata nr WAW2/009/2019). Doswiadczenie prowadzono na 6 grupach doéwiadczalnych danio
pregowanym (po trzy powtdrzenia na grupe). Danio utrzymywano w zbiornikach wodnych

zawierajacych cztery réine stezenia nanoczastek srebra (0,001 mg/L, 0,01 mg/L, 0,1 mg/L, 1mg/L), _
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dodatkowo w zbiorniku zawierajagcym jedno stezenie azotanu srebra 0,001 mg/L oraz w zbiorniku
zawierajgcym czysta wode bez obecnosci srebra. Prezentowany uktad metodyczny budzi watpliwosé w
przypadku zasadnosci utworzenia grupy doswiadczalnej, ktérg umieszczono w wodzie z azotanem
srebra o stezeniu wytacznie 0,001 mg/L. Poprawny uktad metodyczny bytby wéwczas wtedy, kiedy
Autor ocenitby wptyw pozostatych stezen azotanu srebra tj. 0,01 mg/L, 0,1 mg/L, 1mg/L na badane
cechy i wskazniki u danio pregowanego. Poszerzony uktad metodyczny o oceng wptywu trzech stezen
azotanu srebra pozwolitby na: a) ocene wptywu formy srebra: azotan srebra/nanoczastki srebra oraz
b) ocene wplywu stezenia srebra. W przypadku zaprezentowanego uktadu metodycznego Autor mégt
dokonac jedynie poréwnania: wszystkie grupy vs kontrola, a chcac wykazaé czy nanoczastki srebra sa
bardziej toksyczne niz azotan srebra (zaktadam, ze taki byt zamyst) mégt to uczyni¢ wytgcznie dla
najnizszego stezenia (0,001 mg/L).

Zaskakujacy jest fakt bardzo wysokiej Smiertelnosci danio pregowanego:60% (powyzej LD5S0)
w zbiorniku zawierajgcym nanoczastki srebra o stezeniu 0,1 mg/L przy braku tak wysokiej $miertelnosci
w zbiorniku z 10 krotnie wyzszym stezeniem nanoczastek srebra. Z uwagi na fakt, iz nie zostato to
dostatecznie wyjasnione w dysertacji, publiczna obrona bedzie dobra okazjg do dyskusiji na ten temat.
Watpliwo$¢ metodologiczng budzi réwniez wymiana wody w zbiornikach podczas trwajgcego
doswiadczenia i uzupetnianie roztworami srebra do uzyskania oczekiwanych stezeri. Takie metody
moga by¢ obarczone duzym btgdem w uzyskaniu roztworu w zbiorniku o oczekiwanym stezeniu.
Prawdopodobnie mogta to by¢ przyczyna tak duzej Smiertelnosci wynikajaca z niewtasciwego stezenia
srebra. Prosze Doktoranta o ustosunkowanie sig do zagadnienia zwigzanego z procedura wymiany
wody i zachowania czynnika doswiadczalnego.

Nalezy podkresli¢, ze mgr inz. Hubert Szudrowicz zaplanowat i wykonat duza liczbe analiz i
obserwacji. Mate rozmiary danio wymagajg od Badacza bardzo dobrej wiedzy anatomicznej, precyzji i
doswiadczenia podczas pobrania materiatu biologicznego, przygotowania do badari a nastepie jego
analizy. W trakcie eksperymentu Autor badan pobrat watroby, trzustki od danio w od 4 lub 5sztuk z
grupy do badan histologicznych odpowiednio w 26 i 100 dniu eksperymentu oraz watrobe od 10
sztuk/grupy do badan biochemicznych (zawarto$é biatka, aktywno$é fosfatazy alkalicznej i kwasnej,
dysmutazy ponadtienkowej, peroksydazy glutationowej, reduktazy glutationowej) oraz watrobe od 5
sztuk/grupe do oceny ekspresji gendw (katalazy-cat, reduktazy glutationowej-gsr, peroksydazy
glutationowej-gpx1a, cytochromu P450-cypla, biatka szoku cieplnego -hsp70). Szkoda, ze Autor nie
dokonat pomiaru stezen srebra w narzadach oraz nie prowadzit kontroli dotyczacej zawartosci srebra
w wodzie poprzez jego regularne pomiary. Takie dane pozwolityby w sposéb ciekawy skorelowad
obserwowane zmiany poziomu/aktywnosci badanych markeréw z poziomem tego pierwiastka w

organizmie.



Watpliwos¢ budzi opis metodyczny niektérych procedur m.in. oznaczania aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej, peroksydazy glutationowej i reduktazy glutationowej. Autor badan w
opisie metody oznaczania dysmutazy ponadtlenkowej odwotuje sie do procedury opisanej przez
Wooliams i wsp., 1983 dodajac jednoczesnie, ze do oznaczern wykorzystano kit firmy Randox, a
obliczenia byly zgodne z procedura producenta kitu. Podobnie w przypadku oznaczenia aktywnosci
peroksydazy glutationowej Autor podaje, ze oznaczat zgodnie z Paglia i Valentine, 1967 oraz kitem
Randox i analogicznie w przypadku reduktazy glutationowej zgodnie z metoda opracowana przez
Goldberg, 1984 i kitem Randox. Zestawy diagnostyczne firmy Randox stuza do oznaczen aktywno$¢ ww
enzymoéw, jednak nie sa dedykowane do tkanki watrobowej, a jedynie do krwi petnej z ktérej uprzednio
nalezy wykona¢ odpowiednio hemolizaty i wowczas mozna oznaczy¢ aktywno$¢ tych enzyméw podajac
wartos¢ w U/gHb. Wyjasnienia wymaga réwniez fakt czym podyktowane byto pobranie réinej liczby
préb?, czy uwzgledniano przy pobraniu prob powtérzenia w grupach (byly trzy zbiorniki dla grupy),
bowiem z liczebnosci chociazby n= 4, n=10 wynika, ze Autor nie uwzgledniat powtérzenia?, a zatem
czym kierowat sie ustalajac taka liczebno$é do analiz?.

Uzyskane wyniki badan (rozdziat 4) przedstawione i opisane zostaly dos$é starannie. Na
wykresach zabrakio jednak jednostek w jakich dokonano pomiaru badanych parametréw, a grupy
dodwiadczalne podpisano jako stezenie, co jest niepoprawnie, bowiem w zbiornikach kontrolnych nie
byto srebra. Jezeli Autor zdecydowat sie na opis osi x ,stezenie” nalezato wpisa¢ 0 mg/L przy grupie
kontrolnej. Autor wykonat jednoczynnikowa analize wariancji ANOVA (na co wskazujg dane zawarte w
tabelach i na rycinach), opisat je poprawnie w kolejnych podrozdziatach, co utatwiato czytelnikowi ich
analize. W rozdziale 5 Autor takie zrecznie zrekapitulowat najistotniejsze rezultaty swoich badan,
odnoszac sie do aktualnej wiedzy i pogladéw prezentowanych w dostepnym pismiennictwie. Niestety
w rozdziale dyskusja Autor nie podjat sie wyjasnienia wszystkich (moim zdaniem interesujgcych zmian),
podajac przy ty zbyt duio podrecznikowych informacji lub ograniczajac sie do poréwnania wynikéw
wiasnych badan z wynikami innych Autoréw. Podkresli¢ nalezy rowniez fakt, ze w rozdziale dyskusja
znajduje sie kilka niezrozumiatych zupetnie stwierdzen, kitdre nalezy skrupulatnie przeanalizowaé i
poprawi¢ podczas przygotowywania dysertacji do publikacji, dla przyktadu na stronie 59 ,W zwigzku z
brakiem obserwacji silnych zmian patologicznych uzyskanych dzieki technikom histologicznym,
biochemicznym i molekularnym ryb w setnym dniu eksperymentu, nalezy stwierdzié, ze uzyte w
doswiadczeniu warunki ekspozycji nie wpfywajg w sposéb znaczqcy na prace wqtroby”. Inne drobne
uwagi stylistyczne i interpunkcyjne, niejasne sformutowania oraz btedy w pismiennictwie naniostam w
tekscie maszynopisu.

Pomimo moich uwag i watpliwosci niewatpliwie warto podkresli¢ trafnos¢ zaplanowanych i
wykonanych badan, a szczegdlnie molekularnych, ktore wzbogacajg warto$¢ poznawczg

prezentowanej pracy, stanowig w moim przekonaniu element innowacyjnoéci, a nade wszystko



pozwalaja na precyzyjne ustalenie mechanizmu zmian aktywnosci enzyméw w tkankach danio pod
wplywem réznych form i stezeni srebra w wodzie.

W rozdziale 6 (Stwierdzenia i wnioski), Autor sformutowat az 12 stwierdzen. Wiekszoé¢
stwierdzen stanowi powtérzenie uzyskanych wynikéw badan.

Istniejg réwniez stwierdzenia mato precyzyjne lub niejasne, a szczeg6inie wymienione ponizej:

»Wyniki analiz laboratoryjnych po studniowej ekspozycji danio pregowanego na roztwory
nanoczastek srebra, stezeniami nawigzujacymi do obserwowanych w $rodowisku, wskazaty na:”
~Mozliwos¢ wywotania efektéw negatywnych u ryb w badanych stezeniach”- jakich efektow?, w
jakich stezeniach? Stwierdzenie nalezy tak sformutowaé, aby czytelnik po jego przeczytaniu wiedziat
wszystko nie czytajac catej pracy!
»Pobudzenie uktadu immunologicznego wgtroby w AgNP 1mg/L w setnym dniu eksperyment”- czy
Autor jest przekonany o prawidiowosci stwierdzenia, przeciez nie badat wplywu czynnika
doswiadczalnego na uktad immunologiczny?, a ponadto sformutowanie ,uktad immunologiczny
watroby” jest rowniez niepoprawne.
»Odczuwanie stresu oksydacyjnego przez ryby ze wszystkich grup badanych, ze szczegdinym
wyréznieniem grupy AgNP 1mg/L” — stres oksydacyjny jest indukowany/wystepuje w komérce, ale nie
nalezy myli¢ go ze stresem mechanicznym i uzywac okredlenia ,,odczuwanie stresu oksydacyjnego
przez ryby”
~0dpowiedZ osobnikéw na stres oksydacyjny z uiyciem metabolizmu glutationu” — prosze o
wyjasnienie o co chodzito Autorowi, w kontekscie faktu, ze nie oznaczat poziomu glutationu (jego form
utlenionej/zredukowanej)?
~Wieksza toksycznos¢ jonéw srebra wzgledem nanoczastek srebra w odpowiadajacych stezeniach”
- stwierdzenie nie jest zgodne z metodologia, bowiem poréwnano wytgcznie jedno stezenie 0,001mg/L
azotanu srebra i nanoczgstek srebra, a zatem nie nalezy uzywac¢ liczby mnogiej ,,stezeniach”.
W rozdziale 6 zabrakfo syntetycznego wniosku, ktéry bedzie odpowiedzig na hipoteze/cel: czy
dtugotrwata (doktadny czas) ekspozycja na niskie (jakie?) stezenie nanoczastek srebra powoduje
negatywne/pozytywne? zmiany (okresli¢ te zmiany). Nalezy dowiesé, ze poziomy okreslone jako niskie,
pojawiajace sig w Srodowisku wodnym sg udokumentowane (gdzie?). Czy oceniane markery (ktére?)
moga by¢ zaproponowane jako bioindykatory do oceny narazenia organizmu na metale, w tym
nanoczastki metali? w badaniach toksykologicznych. Recenzent podczas publicznej obrony oczekuje
merytorycznej dyskusji i wyjasnienia przez Autora powyzszych watpliwosci.

Podsumowanie: Wymienione z obowigzku recenzenta uwagi, usterki i watpliwosci powinny

by¢ wyjasnione w czasie obrony, a takze uwzglednione przy przygotowywaniu pracy do publikacji.
Rozprawa wnosi do nauki istotne elementy poznawcze, szczegdlnie poprzez ukazanie wptywu réznych

stezeri nanoczastek srebra na obraz histologiczny narzaddw i ekspresje gendw w watrobie danio

5



pregowanego. Wyniki tych badan sg bardzo ciekawe, w przysztosci moga byé wykorzystane jako nowe
i wazne bioindykatory do oceny stanu zanieczyszczenia §rodowiska metalami.

Reasumujac stwierdzam, Ze oceniana praca odpowiada wymogom stawianym rozprawom
doktorskim okreslonym w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. z 2018 r. poz. 1668) i moze by¢ podstawa do nadania stopnia naukowego doktora nauk rolniczych
w dyscyplinie zootechnika i rybactwo. Dlatego tez, przedstawiam Wysokiej Radzie Dyscypliny
Zootechnika i Rybactwo Szkoly Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie wniosek o

dopuszczenie mgr inz. Huberta Szudrowicza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



