dr hab. inz. Ryszard Polechoriski, prof. uczelni Wroctaw, 20.03.2023 r.
Zaktad Limnologii i Rybactwa, Instytut Hodowli Zwierzat

Wydziat Biologii i Hodowli Zwierzat,

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Ul. Chetmoriskiego 38 C, 51-630 Wroctaw

ry: P @up pl,

tel. kom. +48 602 104 753

Ocena rozprawy doktorskiej
Pana mgr. Huberta Szudrowicza

pod tytutem ,, Wplyw nanoczastek srebra na danio pregowane
(Danio rerio) podczas dtugoterminowej ekspozycji”
wykonanej w Instytucie Nauk o Zwierzetach
Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
pod kierunkiem Promotora
dra hab. Macieja Kamaszewskiego, prof. uczelni
oraz Promotora pomocniczego dra inz. Roberta Kasprzaka

Na podstawie pisma (INZ-7/2023, IN0Z.5100.1.2020) z dnia 31.01.2023 r. Dyrektora
Instytutu Nauk o Zwierzgtach dr. hab. Marcina Gotebiowskiego, prof. SGGW o powotaniu mnie
na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr. inz. Huberta Szudrowicza, wykonatem recenzje
monograficznej rozprawy doktorskiej, w kt6rej Doktorant przedstawit zatozenia i oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego.

Dysertacja w formie wydrukowanej ma 89 stron, w tym 12 rycin, zdje¢ i wykreséw oraz
4 tabele. Rozpoczyna sig od stosownych oéwiadczen i streszczenia. Stowa kluczowe powtarzajg
tytut, co wedtug niektérych wydawcéw nie powinno by¢ stosowane. Niektorzy redaktorzy
zalecajq tez utozenie stéw kluczowych alfabetycznie. Zalecam réwnies poprawienie pisowni
skrétéw na stronie tytutowej (prawidtowe skréty to ,dra” iub ,,dr.”).

W spisie tresci w rozdziale Wyniki punkt 4.1 zatytutowano ,Przezywalnosé¢ i
$miertelnos$¢ ryb podczas doswiadczenia”. Lektura tego rozdziatu wskazuje, ze Autor podat
tylko dane dotyczace $miertelnosci ryb w trakcie eksperymentu, zatem nie ma potrzeby
opisywania przezywalnosci jako przeciwstawnego wskaznika. Podpunktowi 4.5 nadano tytut



~Wyniki analiz genetycznych”, z jakiego$ powodu wyrézniajgc go wsrdd wezesniejszych
podpunktéw zatytutowanych , Analizy histologiczne” i ,,Analizy biochemiczne”.

Tre$¢ rozprawy zostata podzielona na czeéci charakterystyczne dla doswiadczalnych
opracowan naukowych: Wprowadzenie i cel pracy, Przeglad literatury, Materiat i metody,
Whyniki, Dyskusja, Stwierdzenia i wnioski oraz Bibliografia. Spis literatury obejmuje 194
prawidiowo dobrane pozycje, w tym wiekszo$¢ (123) z ostatnich 10 lat.

Merytoryczna wartosé przedstawionej dysertacji polega na wieloaspektowym
przedstawieniu wptywu nanoczgstek i jondw srebra w stezeniach spotykanych w $rodowisku
naturalnym na przezywalnos¢, rozwéj i homeostaze danio pregowanego podczas ekspozycji
obejmujacej wszystkie fazy rozwojowe ryb tego gatunku. Na pochwate zastuguje
potraktowanie starannie zaplanowanego i rzetelnie zrealizowanego eksperymentu jako Zrédta
materiatéw badawczych dla wielu réznokierunkowych analiz, dajacych nadzieje na pozyskanie
cennych danych. Jest to przyktad skutecznie wprowadzanej w zycie zasady 3R w odniesieniu
do zwierzat laboratoryjnych. Znaczacym uzupetnieniem dotychczasowej wiedzy odnogénie
wplywu nanoczastek i jondw srebra na danio pregowane bylo przeprowadzenie
dtugoterminowej obserwacji, obejmujacej caty okres rozwoju osobniczego ryb, od formy
larwalnej do osiggniecia dojrzatosci ptciowej. Wymagato to od Doktoranta wszechstronnego
przygotowania teoretycznego, opanowania réznorodnych i specyficznych metod badawczych
a takze sporej inwencji i wytrwatosci w realizacji pracy.

Cel pracy zostat przedstawiony we Wprowadzeniu i ma charakter konkretny i spéjny,
hipoteza badawcza rdéwniez zostata wtasciwie sformufowana. Warto podkredlié ambitne
zamierzenia Autora na etapie planowania nietatwej pracy badawczej.

We Wstepie Autor pokrétce przedstawit wiasciwoséci srebra ze szczegdinym
uwzglednieniem jego toksycznosci, opisat procesy produkcji nanosrebra i mozliwosci jego
zastosowania a takie zagrozenia powodowane przez toksyczno$é nanosrebra. W koricowej
czesci Wstepu znajduje sie odniesienie do ryzyka ekologicznego lub srodowiskowego
stosowania nanosrebra, w oparciu o rozmaite biomarkery a takie uzasadnienie obranej
metodyki przeprowadzonego eksperymentu. Autor jedynie zdawkowo informuje o sposobach
stabilizacji uzywanego w eksperymencie nanosrebra, miedzy innymi poprzez pokrywanie
poliwinylopirolidonem (PvP). Skoro w eksperymencie stosowano taki rodzaj stabilizacji
nanosrebra, to byloby wskazane szersze wyjasnienie chociazby reaktywnosci tego pierwiastka
w réznych formach, tym bardziej, ze réwnolegle zastosowano jony Ag.

Rozdziat Materialy i metody przedstawia w spéjny i skondensowany sposéb schemat
doswiadczenia, ktére oparto na wzorach zaczerpnietych z literatury fachowej. Autor uzyskat
zgode | Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doswiadczer na zwierzetach w Warszawie na
przeprowadzenie zaplanowanego eksperymentu. Sposéb utrzymania ryb w trakcie
eksperymentu i ich karmienia odpowiada wskazaniom innych autoréw zajmujacych sie
zagadnieniami utrzymania i hodowli Danio rerio.

0Ogélnym przypomnieniem metodycznym jest to, ze wigkszoé¢ wydawcoéw publikacji
naukowych wymaga stosowania jednostek ukfadu SI. Litr jest pozauktadowa jednostka
objetosci, odpowiadajaca 1 dm3 w uktadzie SI. Zatem objetoé¢ powinna by¢ wyrazana w dm?,
podobnie stgzenia powinno sie wyraza¢ w mg/dm3. Stosowany przez Autora zapis objetosci
Jlitr” jako duza litera L praktykowany jest w USA, Kanadzie i Australii. W pozostatych krajach
Swiata, w tym w Polsce, norma jest stosowanie mate;j litery |, cho¢ stosowanie wielkiej litery
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jest rdwniez dopuszczalne. Sugeruje sprawdzenie wymagan redakcji i uporzadkowanie tej
kwestii przed opublikowaniem materiatéw zawartych w dysertacji. Zwracam tez uwage, ie
prawidtowa nazwa jednej z wazniejszych wtasciwosci wody to odczyn, zas pH jest symbolem
stezenia jonow wodorowych.

Zapoznajac sie z warunkami utrzymania ryb w trakcie eksperymentu moja watpliwoéé
wzbudzit skiad przygotowanej wody E3 do akwariéw do$wiadczalnych. Sole uzyte do
spreparowania wody to tylko chlorki. Skad w tej wodzie znalazty sie weglany powodujace
twardoé¢ weglanowa? Skoro twardo$¢ ogélna miata taka samg wartoéé¢ jak twardosé
weglanowa (6-10 stopni niemieckich), mozna sadzi¢, ze wynikata ona z obecnoéci w wodzie
jonéw wapnia, magnezu, sodu i potasu w postaci wodoroweglanéw, weglanéw i
wodorotlenkéw. Nie ma tu miejsca na twardoéé nieweglanowa, powodowang przez chlorki,
siarczany i inne nierozpuszczalne sole, a przeciez w tabeli 2 podano, ze roztwor E3 sktadat sie
tylko z chlorkéw. Zwracam tez uwage, ze zapis skrétowy jednostki twardoéci wody to °dH lub
°n a nie °d, jak w tabeli 2. Mam wrazenie, ze sktad chemiczny roztworu E3 zostat niedoktadnie
przepisany. Inni autorzy podajg odmienny sktad wody do utrzymywania danio, np. wg
Alestréom, P.; D'Angelo, L.; Midtlyng, PJ; Schorderet, DF; Schulte-Merker, S.; Sohm, F.; Warner,
S. Zebrafish: Housing and husbandry recomendations. Laboratory Animals Limited. 2020, 54,
213-224, cytuje: ,poiywka E3 zawiera wszystkie kluczowe jony (5 mmol/i NaCl, 0,17 mmol/!
KCli 0,33 mmol/l MgS0a) przy niskim poziomie zasolenia i btekitu metylenowego (0,5 mg/l) w
celu zmniejszenia infekcji grzybiczych”, koniec cytatu. Ponadto deklarowana wartoé¢ odczynu
wody w trakcie eksperymentu 7,2 £ 0,2 pH wskazuje na istnienie sprawnie dziatajacego uktadu
buforowego. Sugeruje uporzadkowanie tego podrozdziatu przed opublikowaniem pracy.

Nie podano w metodyce poczatkowej liczebnoéci grup eksperymentalnych ani
pojemnosci akwariow, dopiero od 41. dnia doéwiadczenia wiadomo, ze zmniejszono liczbe ryb
w zbiornikach do 20 szt. (zageszczenie 3,33 ryby/dm3), dzigki temu kazdy czytelnik moze sobie
sam wyliczy¢, ze zbiorniki doswiadczalne miaty pojemnoé¢ 6 dm3. Zbiorniki o pojemnosci 6
dm3 ze wzgledu na niewielkg objetoé¢ moga sprawiaé trudnodci z utrzymaniem stabilnych
wiasciwosci wody (temperatura, odczyn, twardo$é itp.), co jest wyzwaniem dla
eksperymentatora. Szczegélnej uwagi z pewnoscia wymagato regularne (co drugi dzien)
czyszczenie akwariéw oraz usuwanie czesci wody i dolewanie $wiezej o tym samym skfadzie i
stezeniu nanosrebra czy azotanu srebra. Bioragc pod uwage szereg proceséw mogqcych
wplywac na stgZenie nanoczastek w wodzie akwariéw doswiadczalnych (np. osadzanie sie
nanosrebra na Sciankach naczyri, przywieranie do resztek pokarmu i nieczystosci na dnie
zbiornika i ich usuwanie) interesujace jest, czy prowadzono kontrole steieri nanosrebra i
jondw srebra w czasie doswiadczenia?

Rycina 2 na str. 30. przedstawia parametry i ksztatt nanoczastek srebra uzytych w
eksperymencie. Oprocz fotografii C ilustrujacej wielkosé i morfologie agregatow nanoczastek
nie podano bardziej szczegétowego komentarza do wykreséw A i B. Krétkiego wyjasnienia
wymaga chociazby kwestia rozktadu potencjatu Zeta, jako funkeji tadunku znajdujacego sie na
powierzchni czasteczki, przylegajacej do niej warstwy adsorbowanej i charakteru medium, w
ktérym czasteczki s3 zawieszone (chociazby zawartoéci jonéw w roztworze i jego odczynu).
Jesli pomiary potencjatu Zeta miaty stuzy¢ do oceny stabilnosci dyspersii, to wskazane bytoby
krétkie opisanie tej wtasciwosci. Co prawda Autor odsyfa do swej wczeéniejsze] publikacji na
ten temat (str. 28), lecz w samej pracy powinien sie znalez¢ chocéby krétki komentarz.



W rozdziale 3.2 opisujacym metode analiz histologicznych (str. 31) przedstawiono
pobieranie materiatu do badari w 26. dniu (n=4) i 100. dniu (n=5). Nie mam pewnosci, czy
liczby odnosz3 sig do kaidej grupy doswiadczalnej? Czy tylko do wybranych?

Metody analiz biochemicznych, obejmujace iloiciowe oznaczenie stezenia biatka w
probkach, a takie oznaczenie aktywnosci enzymatycznej fosfatazy alkalicznej, fosfatazy
kwasnej, dysmutazy ponadtlenkowej, peroksydazy glutationowej i reduktazy glutationowej
zostaly szczegétowo opisane w rozdziale 3.3. Réwnie szczegétowo przedstawiono metode
analizy ekspresji gendw (rozdziat 3.4). Rozdziat poswiecony metodyce zakoriczono opisem
zastosowanych testéw i analiz statystycznych.

Wsrdd danych uzyskanych przez Autora szczegélng ciekawosé budzi zastanawiajaco
wysoka smiertelnosc ryb utrzymywanych w stezeniu 0,1 mg AgNP/dm?3, ktéra rozpoczeta sie
od 11. dnia eksperymentu i trwata do 29. dnia. Podobna sytuacja wystapita w trzech akwariach
napetnionych woda o tym samym stezeniu AgNP, zatem trudno przypisaé przyczyne
przypadkowi. W rozdziale Dyskusja Autor zamiescit komentarz prébujacy wyijasnié tak
wyraZznie zaznaczony toksyczny wplyw tego wilaénie steienia AgNP na ryby. Takie w
Stwierdzeniach i wnioskach moina doszuka¢ sie ewentualnych przyczyn tak wysokiej i
przedwczesnej $miertelnosci, czyli zmian degeneracyjnych jelit, trzustek i w mniejszym stopniu
watréb ryb. Jednak podobne zmiany tych organéw stwierdzono tez u ryb utrzymywanych w
stezeniu 1 mg AgNP/dm3, chociaz w tym przypadku émiertelnoé¢ nie byta wysoka.

Ptec ryb w ostatnim dniu doswiadczenia okreélano na podstawie zewnetrznych cech
dymorfizmu piciowego. We wszystkich grupach eksperymentalnych wyrézniono spory udziat
(24-52 %) osobnikéw o ptci nieokreélonej. Oznacza to, ze nie udato sie ustalié przynaleznosci
piciowej znacznej czesci ryb za pomoca uzytej metody. Nie wyklucza to reprezentowania przez
nie okreslonej pici meskiej lub zeriskiej, ktérg mozna bytoby ustali¢ innymi metodami. Dlatego
analiza statystyczna wplywu srebra na dtugo$¢, mase czy tez kondycje samecéw, samic oraz
osobnikéw o nierozréinionej pici moze byé obarczona spora nieécistoscia wynikajaca z
przyjetej metody piciowego podziatu ryb.

Skoro Autor zdecydowat sie relacjonowaé wyniki badan w czasie przesztym, powinien
to robi¢ konsekwentnie (str. 43 obserwacje histologiczne w setnym dniu eksperymentu). Do
tego podrozdziatu odnosi sie ryc. 9, a nie 8.

Pierwsze dwa akapity Dyskusji stanowig czesciowe powtdrzenie i uzupetnienie
wstepnych informacji o dziataniu nanosrebra i o celu pracy, jednak mozna je uznaé¢ za
uzasadnione w tym rozdziale, aby przypomnieé czytelnikowi istote rozwazar. Przytaczajac
dostepne Zrédfa pismiennictwa Pan mgr Szudrowicz znalazt potwierdzenie wiasnych danych
wskazujgcych na mniejsze wartosci dfugosci i masy ciata ryb, korelujace ze wzrastajgcymi
stezeniami nanoczastek srebra. Wartosciowa pod wzgledem merytorycznym jest préba
wskazania drég i sposobéw dziatania nanoczastek srebra na wzrost i kondycje ryb.

Podobne potwierdzenie dotychczasowej wiedzy znalazt Autor omawiajac wptyw
nanoczastek srebra na rozwdj i prace gonad. Zmiana pici lub opéznienie rozwoju gonad moze
ttumaczy¢ dane opisane w rozdziale Wyniki odnosnie znacznej liczby ryb o pici nieokreélone;j.

Powotujagc sie na liczne doniesienia Autor omawia wilasne dane dotyczace
biomarkerdw histologicznych, znajdujac potwierdzenie toksycznego wptywu nanosrebra na
watroby ryb, jak réwniez prébuje sprecyzowaé przyczyne gwattownego wzrostu $émiertelnoéci
miodych ryb we wiasnym eksperymencie przy stezeniu 0,1 mg AgNP/dm3, uzasadniajac to
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zjawisko zaburzeniami pracy trzustki jak réwniez zmianami histopatologicznymi uktadu
pokarmowego.

Rozwazania dotyczace niespecyficznych biomarkeréw biochemicznych, szczegélnie
aktywnosci fosfatazy alkalicznej i fosfatazy kwasnej, tacza sie z wezeéniejszymi obserwacjami
zmian histopatologicznych watrob, jako reakcji organizmu na kontakt z czastkami nanosrebra.
Pojawia sie przy tym watek pozytywnego wplywu nanosrebra na homeostaze watroby jako
efekt jego antybakteryjnych wtasciwosci, poprawiajacych warunki $rodowiskowe zycia ryb.

Ustosunkowujac si¢ do wiasnych danych dotyczacych niespecyficznych biomarkeréw
genetycznych Autor zachowat stosowna doze krytycyzmu i stwierdzit, ze zastosowane w
doswiadczeniu warunki ekspozycji nie wptynety wyraznie na prace watroby ryb. Zaznacza przy
tym, Ze wyjasnienia wymaga stwierdzone pobudzenie ukfadu immunologicznego i
uwidocznione zmiany morfologiczne hepatocytéw ryb utrzymywanych w najwyiszym stezeniu
czgstek nanosrebra.

Osobno oméwione zostaly biomarkery stresu oksydacyjnego, bedgce uznanymi
wskainikami odpowiedzi organizméw na zanieczyszczenia $rodowiska. Odwotujac sie do
bogatego przegladu literatury fachowej Pan mgr Szudrowicz stwierdzit, ze u badanych ryb
wystapily oznaki stresu oksydacyjnego o natezeniu w réznym stopniu zaleznym od stezenia
nanosrebra, przy czym gtéwna odpowiedzia organizméw ryb byto unieczynnienie reaktywnych
form tlenu i azotu przy uzyciu mechanizméw metabolizmu glutationu.

Poréwnanie dziatania na ryby zastosowanych stezeri nanosrebra i jonéw srebra w
postaci AgNOs nie byto petne, gdyz w eksperymencie uiyto tylko jednego stezenia 0,001 mg
AgNOs/dm3, odpowiadajacego najnizszemu steieniu nanoczastek srebra. Jednak wybor
takiego stezenia jonéw srebra podyktowany byt powszechnie znana i dobrze
udokumentowang wiekszg toksycznoscig srebra w postaci jonowej niz jego nanoczastek.
Wartosciowym przyczynkiem metodycznym jest fakt zwrdcenia przez Autora uwagi na
mozliwo$¢ uwalniania jonéw srebra z powierzchni jego nanoczastek, zatem ryby poddane
wptywowi AgNP o najwyzszym stezeniu mogly réwniez wykazywacé reakcje na uwolnione jony
srebra.

W koricowej czesci Dyskusji Autor rozpatruje przyczyny nieliniowego dziatania
toksycznego nanosrebra, uznajac drugorzedne znaczenie zastosowanych steien, a
uwypuklajgc rolg innych czynnikéw decydujacych o efektach toksycznych, np. sposobu
produkeji nanosrebra czy zastosowaniu powtok stabilizujgcych ten produkt. Stad moga
wynika¢ réinice w uzyskiwanych danych eksperymentalnych, co moina stwierdzi¢ na
podstawie przegladu literatury poswieconej temu tematowi. Jest to jednoczeénie wazne
zagadnienie metodyczne, ktérego powinni by¢ $wiadomi badacze podejmujacy sie
prowadzenia dodwiadczen na rybach z zastosowaniem nanoczastek metali, gdyz ~ szczegélnie
w miare wydtuzania si¢ czasu trwania doswiadczenia — nastepuja rozmaite zjawiska
zmieniajgce Srodowisko bytowania ryb, w tym stezenia nanoczastek.

Przedstawione Stwierdzenia i wnioski bylyby bardziej przejrzyste, gdyby Autor
sprobowat  oddzielic  stwierdzenia od bezposrednich  wnioskéw  dotyczacych
przeprowadzonego eksperymentu i opatrzy¢ je numerami. Sformutowany na poczatku
dysertacji cel pracy oraz przyjeta hipoteza badawcza pozwalajg na klarowne i zwiezte
whnioskowanie.



Pierwsze zaprezentowane stwierdzenie ma dos$¢ ogélnikowy wydiwiek i jest
potwierdzeniem udowodnionych zaleznosci, znanym powszechnie nawet szerokiej opinii
publicznej, podobnie jak przedostatnie, szeroko udokumentowane w bibliografii. Autor
zachowat duzg ostroznos¢ w sformutowaniach, co nie jest dziwne w $wietle uzyskanych
danych, ale lepsze wrazenie na czytelniku wywarfoby wyrazniejsze pochwalenie sie zdobytymi
w pracy efektami.

Przedstawione w recenzji zastrzezenia i uwagi prosze potraktowad jako sugestie
stuzace lepszemu przygotowaniu manuskryptu do opublikowania. Nie umniejszaja one duzego
wktadu merytorycznego i metodycznego rozprawy doktorskiej w rozwdj dyscypliny
zootechnika i rybactwo oraz zblizonych tematycznie gatezi wiedzy. Mam nadzieje, ze tematyka
podjeta w rozprawie doktorskiej bedzie przez Pana mgr. Huberta Szudrowicza kontynuowana
i rozwijana.

Podsumowujac recenzje stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa doktorska
Pana mgr. Huberta Szudrowicza pod tytutem ,, Wptyw nanoczastek srebra na danio pregowane
(Danio rerio) podczas diugoterminowej ekspozycji” spetnia warunki stawiane kandydatom do
stopnia naukowego doktora, okreslone w art. 187 ust.1i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 wraz ze zmiang Dz.U. z 2020 r. poz. 85
z péiniejszymi zmianami). Praca spetnia tez warunki okreslone w par. 11 Regulaminu
przeprowadzania postepowarn w sprawie nadania stopnia doktora Szkoty Gtéwnej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie wprowadzonego Uchwata nr 8 — 2019/2020 Senatu
Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie z dnia 23 wrzeénia 2019 r. Zatem
zwracam sie do Rady Naukowej dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Szkoly Gidwnej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie Pana mgr. Huberta Szudrowicza do
dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie Zootechnika i
Rybactwo.

Z powazaniem

o

dr hab. inz. Ryszard Polechoriski, prof. uczelni



