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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Huberta Szudrowicza
pt. , Wplyw nanoczastek srebra na danio pregowane (Danio rerio)
podczas dlugoterminowej ekspozycji”
wykonanej w Samodzielnym Zakladzie Ichtiologii 1 Biotechnologii w Akwakulturze, Instytutu Nauk o
Zwierzetach pod kierunkiem dr hab. Macieja Kamaszewskiego prof. Szkoly Glownej Gospodarstwa

Wiejskiego w Warszawie

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo Rady Naukowej Dyscypliny
Zootechnika i Rybactwo SGGW w Warszawie z dn. 31 stycznia 2023 roku (INZ-7/2023
IN0Z.5100.1.2020).

Przedstawiona wysokiej Radzie Naukowej praca doktorska dotyczy waznych dla
ekosystemow wodnych zagadnien. Doktorant w swojej dysertacji kontynuuje zainicjowany
przed laty nurt badan Pana dr hab. Macieja Kamaszewskiego prof. SGGW, skoncentorwany
na poznaniu szerokiego spektrum uwarunkowan determinujacych jakos¢ materiatu
biologicznego ryb na roznych etapach rozwoju ontogenetycznego. W celu weryfikacji
postawionych hipotez Doktorant wykorzystuje dostepne i zaawansowane metody badawcze,
wymagajace posiadania wiedzy z zakresu anatomii, histologii, biochemii i genetyki ryb.

Temat przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej jest aktualny 1 wazny zaré6wno
dla nauki jak i praktyk stosowanych w produkcji przemystowej czy akwakultury.
Nanotechnologia, dzigki manipulacji materiag w nanoskali staje si¢ technika szeroko
stosowang dla uzyskania pozadanych efektow wielu gatezi przemystu. Wykorzystanie
zwiazkow nieorganicznych i organicznych w tworzeniu nanoczasteczek jest coraz czesciej
obiektem badawczym, gdyz nanoczgsteczki cechuje wysoka absorpcja 1 akumulacja oraz
biokompatybilnos¢ np. w tkankach docelowych organizmow. U ryb, ktore stanowia obiekt
zainteresowan badawczych Doktoranta, wydzielina komorek sluzowych nie stanowi bariery

dla nanoczasteczek, jak w przypadku transferu wiekszych molekut. Stad wykorzystanie



nanoczsteczek o wlasciwosciach bakterio — i grzybobojczych, w tym srebra zaczely stanowié
potencjalnie skuteczny sktadnik kapieli profilaktycznych czy basenow podchowowych. Ta
wlasciwos¢ srebra w potaczeniu z nanotechnologia umozliwita rozwdj pozadanych produktow
rowniez w przemysle farmaceutycznym, medycznym, tekstylnym czy kosmetologii. Badania
srodowiskowe wskazuja jednak coraz czesciej na negatywny wplyw nanoczasteczek srebra na
ekosystemy, w tym organizmy wodne, ktére narazone s3 na dtugoterminowa ekspozycje na
ten pierwiastek stajac si¢ ostatecznym jego biorca.

W zwigzku z powyzszym z duzym uznaniem odnoszg sie do pracy badawczej
przeprowadzonej przez Pana mgr inz. Huberta Szudrowicza. Przedtozona do oceny rozprawa
doktorska to jednolite opracowanie w formie manuskryptu obejmujace 88 stron maszynopisu
podzielonego na 7 rozdziatow, poprzedzonych streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.
Wyniki zamieszczone zostaty w 3 tabelach, 18 czytelnie opisanych zdjeciach histologicznych,
19 wykresach. Doktorant cytuje 194 pozycje anglojezyczne, w znacznej wiekszosci
najnowsze publikacje poswigcone podjetej problematyce badawczej. Wykorzystanie
materiatow zrodtowych, w tym dobor cytowan renomowanych czasopism naukowych przez
Doktoranta stanowi trafng podbudowe merytoryczna wprowadzenia do tematu i czesci
dyskusyjnej pracy. Manuskrypt jest przygotowany starannie, opatrzony naglowkami w
kazdym z rozdziatow, co utatwia zapoznawanie si¢ z poszczegdlnymi zagadnieniami pracy.

Kolejnos¢ rozdziatow jest poprawna. W jednostronicowym wprowadzeniu Doktorant
W sposob zwigzly i bardzo zrozumiaty definiuje nanoczasteczki, wskazuje whasciwosci
nanoczasteczek srebra i ich wykorzystanie w produkgji farb, kosmetykéw, elektroniki czy
tekstyliow oraz podkresla ich dtugotrwatg ekspozycje na srodowisko naturalne w kontekscie
Jego zanieczyszczania. Do tej czesci mam matg uwage. W moim odczuciu zabrakto w nim
odniesienia do ryb, ktore stanowig materiat badan Doktoranta i wielkosci notowanych stezen
w srodowisku wodnym. Ta cze$¢ manuskryptu zakonczona jest jednozdaniowym celem i
hipoteza, w bardzo ogolnym ujeciu. Biorac pod uwage zakres przeprowadzonych analiz
zarowno cel jak i hipotezy badawcze mogtyby by¢ ujete w kilku punktach.

Doktorant w swojej dystertacji wyodrebnit rozdziat pt. . Przeglgd literatury”, w
ktorym bardzo doktadnie przedstawia histori¢ wykorzystywania srebra, pierwsze doniesienia
0 jego toksycznosci, obszary zastosowan nanoczasteczek i ich whasciwosci, a takze sposoby
ich wytwarzania. Swiadczy to o wlasciwym rozpoznaniu tematu przez Doktoranta. Doktorant
umiejetnie uzasadnia wybor danio pregowane (Danio rerio) do przeprowadzenia

doswiadczenia i materiatu biologicznego do wykonania analiz.



Do tej czgsci pracy mam matg uwage, na stronie 9 Autor podaje parametry
fizykochemiczne wody do ktérych zalicza naswietlenie, ktore to jest czynnikiem
zewnetrznym stosowanym w okreslonym celu. Trafniej byloby uzy¢ terminu , o$wietlenie”,
ktore Norma PN-EN 12464-1: 2012 definiuje jako srodowisko utworzone we wnetrzu przez
swiatfo i barwe”, jakkolwiek $wiatta nie wymienia si¢ wsrod parametrow fizykochemicznych
wody. Drobne niescistosci w terminologii (strona 11, 13, 25) dot. sformutowan takich jak
»potykanie wody” przez ryby, , tancuch oddechowy”, czy ,,wysoce zywotna ryba”. Wiasciwe
kreslenia dla taksonu, procesu czy przystosowania gatunku to odpowiednio ,,picie wody”,
»0ddychanie komoérkowe tlenowe™ i , szeroki zakres tolerancji na warunki srodowiska”.
Doktorant definiuje aglomeracje nanoczasteczek jako ,,zwigkszenie ich rozmiaréw wraz ze
zmiang ksztattu”, gdzie termin ten dot. faczenia si¢ drobnych molekut w wigksze struktury.
Na rycinie 1 Doktorant bardzo trafnie zilustrowat transport czynny i bierny jonow przez btone
komorek nabtonkowych skrzeli. W opisie ryciny pojawila si¢ jednak niescistosé w
zilustrowaniu transportu jonéw opisana jako , kierunek potencjalow membranowych”
(strzatki). Potencjal blonowy to roznica tadunkow spowodowana rozmieszczeniem jonow po
obu stronach btony, ktory to wptywa na przemieszczanie si¢ w poprzek blony substancji
obdarzonych tadunkiem. Ze schematu wynika takze, ze srebro i miedz wplywaja na transport
jonow sodu, a nie jonow chloru i jonow amonowych. Powyzsze uwagi nie umniejszaja
wartosci dysertacji we wprowadzeniu czytelnika w znajomos$¢ tematu. Doktorant zadat sobie
trud zestawiajac tabelarycznie informacje nt. toksycznego wplywu nanoczasteczek srebra.
Dzigki temu Autor zwraca uwage czytelnika na konkretne problemy wynikajace ze
stosowania roznych stezen nanoczasteczek. Wykazat si¢ przy tym umiejetnoscia
wnioskowania przy analizowaniu kilkunastu doniesien naukowych. Tabela 1 wymagataby
tylko drobnych edycyjnych poprawek (nazwy polskie gatunkow, wyjasnienia stosowanych
skrotow).

Rozdziat , Material i metody” liczacy 12 stron zostat poprawnie zredagowany i jest
uporzgdkowanym opisem metod stosowanych rzez Doktoranta. W tym miejscu drobna
uwaga, na poczatku rozdziatu Autor uzywa sformutowania by zweryfikowaé cel oraz
hipoteze badawcza (...)”. To wyniki weryfikujg hipoteze postawiong w pytaniu badawczym,
na podstawie ktorego za celowe uznaje sie przeprowadzenie okreslonego doswiadczenia.
Doktorant przeprowadzit doswiadczenie wedlug wymaganych procedur, z zachowaniem
dobrostanu zwierzat i stosujac odpowiednig anestezje. Doktorant potrafit przy tym uzyc¢
wiasciwg ilos¢ osobnikow do analiz i opracowania statystycznego wynikow. Budzi

jednoczesnie szacunek w aspekcie pracochtonnosci i bogatego warsztatu badawczego, jaki



opanowac musial Autor dysertacji. Nalezy podkresli¢, ze Doktorant samodzielnie postuguje
si¢ procedurami badawczymi, wiarygodnymi i adekwatnymi do potrzeb wynikajacych z
nakreslonego celu i zakresu badan. Na wstepie tego rozdzialu czytelnik ma mozliwosé
zapoznania si¢ z warunkami techniczno-srodowiskowymi doswiadczenia. Dla oceny wplywu
nanoczgsteczek na danio w przeprowadzonych testach Doktorant postuzyt sie trafnie
dobranymi wskaznikami wzrostowymi (wspdtczynnik Kondycji Fultona), rozktadu pici
fenotypowej (stosunek samcow i samic w populacji), w obszarze badan histologicznych
skoncentrowat si¢ na pomiarach hepatocytow, wielkosci jader komorkowych, obserwacjach
enterocytow, symptomach patologii analizowanych narzadéw watroby, trzustki, jelita.
Doktorant okreslit wazne w badaniach wplywu ksenobiotyku parametry aktywnosci enzymow
fosfataz, dysmutazy ponadtlenkowej, peroksydazy i reduktazy glutationu oraz ekspresje
genow niektorych z badanych biatek enzymatycznych.

Czytajac ta cze$¢ manuskryptu nasuneto mi si¢ kilka drobnych uwag. Z tekstu wynika,
ze materiat doswiadczalny stanowity osobniki danio po 11 dniach aklimatyzacji, liczac od 19
dnia po wykluciu (dph). Przedstawiajac i opisujac material badawczy w kolejnych etapach
eksperymentu Doktorant odnosi go do dni eksperymentu, gdzie za zasadne uznaje podawanie
dodatkowo wieku ryb (dph). Dla okreslenia wspofczynnika kondycji Fultona Autor uzywa
okreslenia ,,standardowa dtugo$é ryb”. Jakkolwiek pomiar dtugosci standardowej (dtugosci
ciata) (SL od ang. standard length; tac. longitudo corporis) u ryb wykonuije sie, to dla
wspotczynnika kondycji Fultona uzywa si¢ dhugosci ciata ogonowej, Lc (logitudo caudalis),
co jest istotne gdyz odréznia ten wskaznik od wspotczynnika kondycji K okreslanego przy
uzyciu dugosci ciata catkowitej (TL od ang. total length;, 1ub Lt od fac. longitudo totalis). Nie
znalaztam tez informacji, jak czesto czyszczono akwaria z paszy nie wyzerowanej i objetosci
uzupetnianej wody po tym zabiegu. W tabeli 3 Doktorant przedstawil parametry
fizykochemiczne wody podajac wartosé srednig odczynu pH, podczas gdy w podchowach ryb
nalezy uwzgledniac zakres jego wartosci. Podane na stronie 31, 32 i 36 wartosci n dla prob
przeznaczonych do analiz histologicznych, biochemicznych i genetycznych powinny by¢
sprecyzowane, ze dot. osobnika, od ktérego pobrano tkanke. W polskojezycznej wersji
opracowania sugeruje uzywac polskiej terminologii okreslajacej ni¢ matrycows i kodujaca
DNA dla starterow (tabela 4). W tym rozdziale zauwazytam kilka drobnych edycyjnych
niedociggnigc (powtorzenia stow, niewyjasnienia stosowanych skrotow, brak spacji), ktore w
obszernym manuskrypcie maja prawo mie¢ miejsce.

Rozdzial ,, Wyniki” obejmuje 11 stron manuskryptu, w ktorym Doktorant zamiescit

dobrze przemyslane, przejrzyste wykresy i czytelne zdjecia histologiczne. Autor majac



zebrany duzy materiat liczbowy potrafit przedstawi¢ wyniki analiz w formie skondensowane;.
Szereg wynikow prezentowanych jest po raz pierwszy i trudno przecenic€ ich aspekt
poznawczy i aplikacyjny. Oceniajac dysertacje, w tym miejscu raz jeszcze chee podkresli¢
szeroki zakres analiz i zwigzana z tym mnogo$é wynikow. W tym rozdziale zauwazytam
drobne niescistosci. Autor tytutuje podrozdziat 4.2 7 empo wzrostu ryb (...)”, podczas gdy
nie analizuje wzglednego przyrostu masy i dlugosci ciata ryb, a wartosci koncowe dtugosci i
masy ciata ryb przedstawiajac je na wykresach porownawczych w 100 dniu do$wiadczenia.
Doktorant w materiatach i opisie wskazuje na obliczenia wsptoczynnika kondycji Fultona, zas
na wykresie znajduje si¢ wspotczynnik kondycji K. W opisie osi Y kazdego wykresow
powinny by¢ nazwy parametru (Smiertelno$é, dtugos¢ standardowa ciata, masa ciata).

Dyskusja wynikow badan z punktu merytorycznego jest prowadzona w sposob
dojrzaty naukowo i rzeczowy. Doktorant nawigzuje w niej do wynikow najnowszych prac
prowadzonych przez innych badaczy. Pozwala to na wiasciwg i obiektywng oceng
uzyskanych rezultatow, z czego Doktorant z sukcesem wywigzal si¢ w dysertacji. Doktorant
przeprowadzajac dyskusje wynikow wiasnych z obszerng i dobrze dobrang literaturg
przedmiotu podzielil ten rozdziat na 8 podrozdziatéw. Na podstawie uzyskanych wynikow
Autor weryfikuje zatozenia przyjete w pracy. Wykazuje, ze nanoczasteczki w stezeniach 0,01
mg/L wptywaja na mase ciata samcow i wspotczynnik kondycji samic. Réznice w
parametrach biometrycznych ryb Autor ttumaczy a) ,,zaburzeniami statusu energetycznego” i
b) ,,nadmierna depozycja materiatu zapasowego”. W mojej ocenie ta czes¢ dyskus;ji mogtaby
by¢ rozwazona w aspekcie: a) wykorzystania energii na wzrost i b) zmiany wspotczynnika
kondycji ciata dojrzewajacych samic spowodowang masa gonad. Na stronie 50 Autor
wskazuje na dynamike populacji w analizach wlasnych, podczas gdy przeprowadzone badania
dot. stosunku plci fenotypowej, a nie zmian liczebnosci ryb w czasie (dynamika populacji
rozumiana jest bowiem jako wielkos¢ populacji i dot. fluktuacji liczebnosci osobnikéw).
Autor zaliczyt tez rozw6j embrionalny i larwalny do stadium mtodocianego ryb (strona 52),a
ten etap rozwoju ontogenetycznego dot. osobnikoéw, ktore zakonczyty odzywianie endogenne.

Inne drobne uwagi, ktére nasunety mi si¢ podczas czytania manuskryptu dot.
terminologii. Autor uzywa terminu »homesostazy pomp jonowych” (strona 10), a whasciwe
byloby sformutowanie ~homeostazy uwarunkowanej funkcjonowaniem pomp jonowych”,
»homeostazy skrzeli” (strona 19) zamiast »prawidlowej wymiany gazowej w skrzelach”, czy
»homeostaza watroby”, . homeostaza jonow” (odpowiednio strony 26, 50, 58, 62), podczas
gdy termin ten nie odnosi sie do pojedynczego narzadu i jego budowy histologiczne;j i

transportu jonow. Homeostaza to zdolnosé organizmu do utrzymywania wzglednie statych,



warunkow wewnetrznych, sparametryzowanych np. odczynem pltynow ustrojowych,
wartoscig cisnienia osmotycznego czy osmolarnosci. Zmiany histopatologiczne, aktywno$é
enzymow, diugos¢ transkryptow, jakkolwiek moga wplywa¢ na mechanizmy utrzymujace
homeostaze, to nie sg bezposrednim wskaznikiem oceny jej zaburzen. Sformutowania
~kompozycja kwasow ttuszczowych”, , zenskich ryb” czy ,zatkanie naczyn krwionosnych”
lepiej zastapi¢ , profilem kwasow tluszczowych”, | samic” i ,,brakiem droznosci naczyn”
(strona 53 i 55). W dalszej cze$ci dyskusji Doktorant przejrzyscie i trafnie wyjasnia zmiany
histologiczne narzadéw i aktywnosci enzymow. W tym miejscu chcialabym zaznaczy¢, ze
reduktaza glutationowa katalizuje redukcje glutationu, a nie, jak podano w pracy reakcje jego
syntezy (strona 61).

W dalszej czesci dyskusji Autor wyjasnia wplyw srebra na rozne gatunki ryb w
zaleznosci od formy jego ekspozycji (jony srebra vs. nanoczasteczki srebra). Doktorant
podsumowujac dysertacje nie zapomina o stabilnosci nanoczasteczek srebra i ich
reaktywnosci. Powyzsze, wazne aspekty trafnie potrafil odniesé do wptywu badanego
czynnika na organizmy wodne.

Uzyskane i przeanalizowane w dyskusji wyniki pozwolity Doktorantowi na
sformutowanie 12 wnioskow. Whnioski uwazam za zasadne, odnoszace sie do zatozen
przyjetych w pracy. Niektore z nich maja charakter ogolny, jednakze sa pewnym
wprowadzeniem do kolejnych, stad uznaje, ze pewna sekwencja wnioskowania byta celem
zamierzonym przez Doktoranta, W manuskrypcie Doktorant odwotuje si¢ do 194 pozycji,
starannie dobranych. Tylko w jednym przypadku nie znalaztam odniesienia w Bibliografii.

Przedstawiona do oceny praca doktorska posiada wlasciwg konstrukcje, przyjeta w
tego typu opracowaniach. Metody zastosowane przez Doktoranta dowodza dobrego
Opanowania warsztatu badawczego. Uzyskane wyniki wnosza istotne informacje, mozliwe do
wykorzystania w dziataniach prewencyjnych ekosysteméw wodnych. Doktorant wykazat sie
wigc umiejetnoscia podejmowania i realizowania kolejnych etapow badan naukowych. Stad
tez dysertacje oceniam bardzo pozytywnie. Przedstawione powyzej uwagi nie umniejszaja
wartosci merytorycznej rozprawy doktorskie;.

W oparciu o powyzsze argumenty stwierdzam, ze przedlozona do oceny rozprawa
doktorska Pana mgr inz. Huberta Szudrowicza pt. ,,Wplyw nanoczgstek srebra na danio
pregowane (Danio rerio) podczas diugoterminowej ekspozycji” spetnia wymogi okreslone w
art. 187 ust. 11 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie WyZSzym 1 nauce
(Dz.U. 2018 poz. 1668) oraz §11. Regulaminu przeprowadzania postgpowan w sprawie

nadania stopnia doktora Szkoty Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie



wprowadzonego Uchwatg Nr 8 — 2019/2020 Senatu Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie z dnia 23 wrzesnia 2019 r., stawiane rozprawom doktorskim i
wnoszg wobec wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo SGGW w

Warszawie o przyjecie i dopuszczenie jej Autora do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorac pod uwage kompleksowe podejscie do rozwiazywanego
problemu, duze zaangazowanie i naklad pracy Doktoranta, znajomos¢ zroéznicowanych
technik analitycznych oraz warto$é¢ uzyskanych wynikow wnioskuje o wyréznienie pracy

stosowng nagroda.
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