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Recenzja rozprawy doktorskiej lekarz weterynarii, magister inzynier Karoliny Piekarskie;

“Charakterystyka molekularna szczepéw polyomawirusa i cirkowirusa ggsiego

izolowanych od ggsi w Polsce™

wykonanej pod kierunkiem

dr hab. Wojciecha Kozdrunia

oraz

dr hab. Jowity Samanty Niczyporuk

Podstawe formalna recenzji stanowi pismo z dnia 17.10.2024 roku, zgodne z uchwatg Rady
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego w
Putawach z 26.10.2018r., powolujace mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej lekarz

weterynarii, magister inzynier Karoliny Piekarskie;j.
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Chéw i hodowla gesi w Polsce charakteryzujg si¢ dhugg tradycjg, ktorej poczatki siggaja
XVII wieku. Polska jest istotnym producentem i najwigkszym eksporterem gesiny w Unii
Europejskiej. Réwnoczeénie Polska zajmuje trzecie miejsce, zaraz po Chinach i Egipcie, pod
wzgledem wielkosci produkcji gesiny na $wiecie. Wedtug danych Glownego Inspektoratu
Weterynarii, w 2023r. ubito w Polsce 6,13 mIn gesi, w 2022 r — 5,67 miln, w 2021r-5,13 min, w
2020 r — 6,77 min a w 2019 r — 8,13 min gesi. Dane te $wiadcza o stabilnej produkcji gesi
tuczowych w naszym kraju.
Gesina, w tym polska ge$ owsiana to produkt od lat wysoce ceniony za granicg, a od niedawna
réwniez szeroko promowany w Polsce. Haslo “ggsina na $wigtego Marcina™ jest juz dobrze znane
i przyczynia si¢ do coraz czgstszego spozywania wyrobow z migsa ggsiego. Dzieki akcjom
promujacym gesing, m.in. przez resort rolnictwa, potrawy z tego gatunku drobiu znalazty si¢ na
_Liécie produktéw tradycyjnych”. Obecnie jest na niej 21 produktow i potraw migsnych z gesi (za
KOWR).
Mieso gesie charakteryzuje si¢ najwyzsza kalorycznoscig wéréd migs drobiowych oraz bardzo
wysokg zawarto$cia biatka, jest takze cennym Zrédlem witamin z grupy B oraz witamin A 1 E.
Thiszez gesi zawiera nienasycone kwasy thuszezowe: kwas oleinowy, kwas linolowy czy kwas
linolenowy. Pozadanym produktem jest nie tylko migso gesie ale takze pierze i puch, ktérych
jako¢ ocenia sig na podstawie rozmiaru, dlugosci widkien, wysadnosci oraz sprezystosci.
W Polsce najbardziej popularna jest rodzima rasa - Ge$ Biata Koludzka®, ktéra charakteryzuje
si¢ bardzo dobrymi cechami reprodukcyjnymi, wysoka zawartoscig migsa w tuszce oraz dobra
jakoscig pierza. Gesi Biale Koludzkie® stanowig okoto 95 proc. wszystkich gesi utrzymywanych
w Polsce, a prace nad ta rasa prowadzone sa w Instytucie Zootechniki, w zakladzie
do$wiadczalnym w Koludzie Wielkiej (woj. kujawsko-pomorskie) od lat 50-tych. Protoplastg gesi
Bialej Koludzkiej® byta ges biala wloska, jednak wspéiczesna hodowle gesi w Polsce
zapoczatkowato wytworzenie gesi zatorskiej (1956), ktora w 1960 roku trafita do Koludy Wielkie).
W nastepnym roku dotaczyla do niej ges gorkowska, a rok pézniej ggs biala wloska.
Ze wzgledu na system utrzymania gesi - koniecznos¢ dostgpu do wybiegow, ten gatunek ptakow
w poréwnaniu z innymi gatunkami drobiu jest narazony na liczne patogeny srodowiskowe

zaro6wno wirusowe i bakteryjne jak 1 pasozytnicze.
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Lekarz weterynarii, magister inzynier Karolina Pickarska podj¢ta bardzo potrzebne z
lekarsko-weterynaryjnego i naukowego punktu widzenia badania, majgce na celu oceng sytuacji
epizootycznej w kontekscie wystgpowania zakazen wirusowych - poliomawirusem i cirkowirusem
w stadach gesi hodowanych w Polsce, wraz z opracowaniem metod diagnostycznych, w tym real-
time PCR.

Manuskrypt ocenianej rozprawy ma strukture i uktad typowy dla prac doktorskich i liczy
248 stron wydruku komputerowego. ., Wstgp” obejmujacy 50 stron skiada sig z 3 czgsci - danych
dotyczacych produkcji gesi oraz 2 podrozdzialow - pierwszy zawiera informacje dotyczace
poliomawirusow, a drugi - informacje dotyczace cirkowirusow. W kazdym z podrozdziatow
znajdujg si¢ informacje na temat m.in. klasyfikacji, struktury i budowy genomu, replikacji
wirusow, wrazliwoéci gatunkowej, transmisji i patogenezy zakazen, diagnostyki czy zapobiegania
zakazeniom. Rozdzial ten jest opracowany z duza starannoicig i w przystgpny dla czytelnika
sposob przedstawia zaréwno historyczng jak i najnowsza wiedzg na temat badanych przez
Doktorantke wiruséw. Czytelnie przygotowane tabele bardzo dobrze obrazuja dane ktore

Doktorantka zamierzala przedstawic.

CEL PRACY

Prowadzone przez Doktorantke badania wstgpne dotyczace sytuacji epizootycznej w
konteksécie wystepowania zakazen polioma- (GHPV) i cirkowirusem (GoCV) w stadach gesi
hodowanych w Polsce oraz metody identyfikacji i charakterystyka molekularna wirusow

pozwolity zebra¢ dane, by nastgpnie przeprowadzi¢ szeroko zakrojone badania.

Celem badan bytlo:

1. Opracowanie metody tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) oraz reakcji amplifikacji w czasie
rzeczywistym (real-time PCR) stuzacych do wykrywania i identyfikacji zakazen GHPV i GoCV
2. Zastosowanie metod molekularnych do wykrywania materialu genetycznego oraz identyfikacji
szczepoéw GHPV oraz GoCV w probkach narzadow wewnetrznych pozyskanych od gesi w Polsce

z podejrzeniem zakazenia poliomawirusem gesim i cirkowirusem gesim
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3. Izolacja i charakterystyka szczepow wilasnych GHPV i GoCV metodami wirusologicznymi z
wykorzystaniem klasycznych metod wirusologicznych: izolacja wirusa w zarodkach gesich,
hodowli fibroblastow zarodka gesiego (ang. goose embryo fibroblast — GEF) oraz hodowli
komorek nerki zarodka gesiego (ang. goose embryo kidney — GEK)
4. Identyfikacja szczepéw GHPV i GoCV oraz ich charakterystyka molekularna wzglgdem
sekwencji szczepow GHPV i GoCV izolowanych na $wiecie z pelnym uwzglgdnieniem analizy
geograficznej
5. Ocena sytuacji epizootyczne] w zakresie wystgpowania zakazen tymi wirusami w stadach gesi
hodowanych w Polsce.

Rozdzial , Materialy i metody” obejmujgcy 16 stron maszynopisu, skiada si¢ z 6
podrozdzialow obejmujgcych opis materialu do badan oraz opis metod badawczych:
wirusologicznych, PCR, real-time PCR, sekwencjonowanie i analiz¢ sekwencji badanych

WITUSOwW.

Materiat do badan pochodzit od ptakow ze 185 stad gesi o réznym profilu produkcyjnym (gesi
stad reprodukcyjnych oraz gesi przeznaczone na tucz), ktore zostaly przeslane do badan
diagnostycznych do Zakladu Choréb Drobiu PIWet-PIB w Putawach z podejrzeniem choroby o
etiologii wirusowej w latach 2007 - 2024. W trakcie sekcji, do badan laboratoryjnych pobrano
wycinki narzadow wewnetrznych: watroba, serce, sledziona, ptuca, nerki oraz jelita. W badaniach
wiasnych wykorzystano 100 terenowych szczepéw GHPV oraz 59 terenowych szczepow GoCV
z kolekcji Zakladu Choréb Drobiu PIWet-PIB w Pulawach z lat 2007-2024, a szczepami
wzorcowymi byly szczep poliomawirusa 50/15 (GenBank Accession No: MG869737) oraz szczep
cirkowirusa gesiego (GoCV) oznaczony jako 39/14 (GenBank Accession No: MH138278).

Zdaniem recenzenta, ze wzgledu na duzg liczbe prob, warto bytoby w zbiorczej tabeli rozpisa¢ do
jakich badan ile i jakich prob bylo wykorzystanych. Przykladowo do zakazana zarodkow uzyto
10 izolatow poliomawirusa gesiego, co jest zaznaczone w tabeli 6, a materiat do zakazania hodowli
nerki stanowilo sze$¢ supernatantow pochodzacych z homogenatow przygotowanych z narzadow
wewnetrznych pochodzacych od gesi naturalnie zakazonych szczepem poliomawirusa ggsiego.
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Informacje sa wigc dostgpne w roznej formie w tresci rozprawy, natomiast umieszczenie ich w

Jjednym miejscu wplyngtoby na czytelnosé¢ pracy.

Kolejnym elementem manuskryptu jest opis badan wirusologicznych wykonanych metodami
klasycznymi, ktére obejmowaly namnazanie poliomawirusa gesiego w zarodkach gesich,
namnazanie szczepow poliomawirusa gesiego w przygotowanych wczesniej hodowlach
fibroblastow zarodka gesiego oraz hodowlach komérek nerki zarodka gesiego. Doktorantka
izolowala catkowite komoérkowe DNA (podrozdzial 3.2.4) z réznego materiatu: z hodowli
komorkowych (6 pasaz), niezakazonych hodowli komérkowych, ptynéw i blon zarodka, narzadow
wewnetrznych pochodzacych od zakazonych zarodkow oraz od zarodkéw stanowiacych kontrole
ujemng, a takze z homogenatow narzadéw wewngtrznych chorych gesi. W mojej opinii warto
bytoby podzieli¢ na grupy materiat i opisa¢ w oddzielnych podrozdziatach, gdyz w opisywanych
wynikach nie ma odniesienia do tego podrozdzialu. Recenzent spodziewalby sie¢ wynikéw w
podrozdziale 4.2.4, natomiast w rozdzialach 4.2.4 i 4.2.5 znajduje informacje o izolacja szczepow
GHPV w hodowli komérek fibroblastow 1 nerki (dane dotyczace préb pochodzacych od chorych
stad sg umieszczone w rozdziale 4.1.2). Uwaga ta jest wylacznie uwaga porzadkowa, gdyz przy
tak duzej objetosci pracy wynikajacej z szerokiego zakresu badan i duzej ilosci wynikéw, moga
zdarzyc¢ si¢ niedociggnigcia zwigzane z podzialem manuskryptu. Kolejna czg¢scia jest opis metod
molekularnych PCR 1 rt-PCR do wykrywania szczepow poliomawirusa i cirkowirusa szczegotowo
opisujgca warunki reakcji, uzyte startery oraz okreslenie czutosci 1 specyficznosci metod. Ostatnim
elementem badan bylo sekwencjonowanie uzyskanych w reakcji PCR produktow oraz analiza

uzyskanych sekwencji w programie MEGA 7.1.

Rozdzial ,,Wyniki” obejmuje 136 stron i podzielony jest na dwie czeséci - czes¢ dotyczacs
badan nad poliomawirusami i1 czgs¢ dotyczaca badan nad cirkowirusami. Cze$¢ pierwsza skiada
si¢ z 3 podrozdzialow opisujgcych: wykrywanie zakazen w narzadach gesi, charakterystyke
izolatow metodami klasycznymi (z uzyciem zarodkow gesi i linii komorkowych) i charakterystyke
molekularng izolatow. Czes¢ druga rozdziatu sktada sie z 2 podrozdzialow - wykrywanie zakazen
cirkowirusem w narzadach gesi oraz charakterystyka molekularna terenowych szczepow GoCV.
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bardzo dobrym zabiegiem byly podzialy drzew genetycznych, poprawiajace czytelnosé rycin.
Dodatnie proby w klasycznym PCR wykorzystano nastgpnie do badan n-PCR uzyskujac
pozytywne rezultaty.

Zakazenia cirkowirusowe potwierdzono w 22,3 % stad (amplifikacja fragmentu ORFC1),
PCR ze starterami dla biatka Rep pozwolit na wykrycie zakazenia tylko w 8,1% stad, stad wniosek
1z do diagnostyki zakazen nalezy amplifikowa¢ wspomniany fragment ORFC1. Na podstawie
uzyskanych sekwencji biatka ORFC1 wykorzystujac metodg NJ analizowane szczepy utworzyly
na drzewie filogenetycznym 5 grup, a podobienstwo nukleotydowe miedzy szczepami polskimi i
Swiatowymi miescilo si¢ w granicach 58,5 — 100%. Homologia nukleotydéw genu biatka Rep
wszystkich polskich szczepow do szczepu referencyjnego (GenBank Accession No.:OK070810)
wynosita 95,29 — 99 22%,

Recenzent przypomina, iz zgodnie z zasadg otwartej nauki, nalezy zdeponowac uzyskane
sekwencje polioma- i cirkowirusow w ktorej$ z ogolnoswiatowych baz danych (np. GenBank,

NCBI), by mogly by¢ wykorzystane do poréwnan filogenetycznych przez innych naukowcow.

Rozdzial “Dyskusja i omowienie wynikow” miesci si¢ na 19 stronach maszynopisu.
Doktorantka odnosi si¢ w nim do danych zawartych w dostgpnym pi$miennictwie, wskazujac na
rolg badan wiasnych takich jak zaprojektowanie wlasnych sekwencji starterow komplementarnych
do innego fragmentu genu VPI, co pozwala na wstepna identyfikacje szczepow GHPV.
Doktorantka stwierdza rowniez brak uzytecznosci hodowli nerki gesiej do pozyskania oraz
zbankowania zywych czastek wirusowych GHPV. Przeprowadzona sprawnie dyskusja $wiadczy
0 znajomosci literatury z omawianego tematu i wlasciwe porownanie danych literaturowych z

uzyskanymi wynikami.
Doktorantka podsumowuje efekty badan w rozdziale ,, Wnioski” wykazujac ze:

1. Opracowano testy PCR, ktore moga by¢ stosowane do wykrywania i potwierdzania zakazen
GHPYV oraz GoCV, jak réwniez do ich identyfikacji. Testy te charakteryzuja sie wysoka czutoscia,

specyficznoscig oraz krotkim czasem ich wykonania.
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Reakcja PCR wykrywajacego fragment genu biatka VP1, potwierdzono obecnos¢
poliomawirusa w 54% badanych stad gesi. W przypadku calego biatka VP1 obecnos$¢ produktow
reakcji o wielkosci 1232 par zasad stwierdzono w 71 sposrod badanych stad, co stanowito 38,4%.

Badania wirusologiczne z uzyciem szczepow poliomawirusow wykazaly, ze zakazone do
woreczka zoltkowego wybranymi izolatami zarodki gesie, wykazywaly roznego stopnia zmiany
w watrobie, nerkach, mozgu oraz wybroczyny na ciele. Na podstawie oceny kolejnych pasazy,
Doktorantka stwierdzila predylekcje¢ wirusa do narzadéw migzszowych. W przypadku zarodkow
zakazonych do jamy owodniowo-omoczniowej charakterystyczne byly zmiany makroskopowe

watroby, przekrwienie nerek, obrzgk jelit oraz przekrwienie opon mozgowych.

W momencie przygotowania publikacji do druku w tabelach 7, 8 1 9 oraz 13, 14 1 15 ktére
opisujg wystepowanie zmian anatomopatologicznych u zarodkéw zakazonych, recenzent
sugerowaltby umieszczenie dokladniejszego opisu zmian sekcyjnych zarodkow, gdyz maja one by¢
samodzielnymi i czytelnymi elementami publikacji. Opisy zmian sg umieszczone w tekscie
ocenianej rozprawy, stad uwaga jest wylacznie dobra rada recenzenta dotyczaca przyszle]

publikacji.

Badania genetyczne potwierdzily obecno$¢ materiatu genetycznego wirusa w jelitach i
nerkach wszystkich badanych zarodkow niezaleznie od drogi podania wirusa. Nie obserwowano
obecnosci efektu cytopatycznego w zadnym pasazu wybranych szczepow na fibroblastach,
natomiast obserwowano zmiany w jednolitej warstwie komorek nerki, gdzie zaobserwowano
granulacje cytoplazmy oraz drobne, zaokraglone komdrki silnie zatamujace $wiatlo,
przypominajace pecherzyki. Miana infekcyjne wybranych szczepdéw wahaly sie w zakresie od 10?
TCID50/0,Iml do 10° TCID50/0,iml, a miano szczepu wzorcowego 50/15N wynosi 10°
TCID50/0,1 ml.

Zsekwencjonowane fragmenty biatek VP1 obrazuja zréznicowanie genetyczne szczepow
poliomawirusa izolowanego od gesi w Polsce. Pomigdzy badanymi sekwencjami szczepow
GHPV, a sekwencjami pochodzacymi z bazy danych GenBank (NCBI) wykazano podobienstwo

nukleotydowe na poziomie 98,25-100%. Ze wzgledu na duzg liczbe analizowanych szczepow,
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2. Wykazano doé¢ powszechne zakazenia poliomawirusem gesim (GHPV) oraz cirkowirusem

gesim (GoCV) u gesi hodowanych w Polsce.

3. Badania filogenetyczne krajowych szczepow GoCV wykazaly duza zmienno$é genetyczng
wyrazong w licznych mutacjach punktowych, a omawiane sekwencje szczepow charakteryzowaly

si¢ znaczng heterogennoscig na poziomie fancucha aminokwasowego.

4. Badania filogenetyczne krajowych szczepow GHPV oraz szczepow krazacych na $wiecie
pochodzgcych od gesi hodowanych w Polsce, wykazaly stosunkowo niska zmienno$¢ na poziomie
nukleotydowym oraz aminokwasowym, jak rowniez duzg homologi¢ badanych szczepow.

5. Szczepy GHPV pochodzace od gesi hodowanych w Polsce moga si¢ namnaza¢ w hodowli
komorek nerki zarodka gesiego (GEK) wywolujac efekt cytopatyczny (CPE), jak réwniez w

zarodkach gesich powodujac zmiany anatomopatologiczne gegsich embrionow.

6. Wykonane badania wlasne stanowig istotny wkiad w literature polskg i swiatowa w zakresie

dostgpnosci unikalnych sekwencji szczepow GoCV 1 GHPV.

W mojej opinii wniosek 6 powinien zostac zlikwidowany, a informacje o unikalnych sekwencjach
polioma- 1 cirkowirusow dolgczone odpowiednio do punktéw 3 i 4 wraz z uwzglednieniem
numerow sekwencji w bazie. Dobrze aby punkty w rozdziale Wnioski byly uloZzone w tej same;j
kolejnosci co punkty w rozdziale dotyczacym celu badan, by jasno uwidoczni¢ uzyskanie

zamierzonych efektow.
Kolejne rozdzialy (7 1 8) obejmuja streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim.

Spis piSmiennictwa (rozdziat 9) jest szeroki, prawidlowo dobrany 1 uwzglednia 141 pozycji
literaturowych w kolejnosci alfabetycznej. Ostatnie 2 rozdzialy (101 11) zawieraja spis tabel i spis

rycin zamieszczonych w manuskrypcie.

W mojej opinii oceniana rozprawa stanowl wartoSciowe opracowanie naukowe, a
zastosowane metody badawcze sg zroznicowane i dostarczajg wielu cennych informacji

dotyczacych zakazen polioma- i cirkowirusami u gesi z uwzglednieniem charakterystyki izolatow.
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Dysertacja potwierdza bieglos¢ Doktorantki w wielu obszarach diagnostyki choréb drobiu oraz
bogaty warsztat badawczy — zaréwno metod klasycznych jak i molekularnych. Praca bez
watpienia poszerza wiedz¢ na temat wystgpowania i diagnostyki polioma- i cirkowirusow, a takze
struktury genetycznej i aminokwasowe] izolatow, odpowiadajac wymogom naukowym 1

formalnym stawianym rozprawom doktorskim.

Z obowiazku recenzenta pragne jednak zwrdci¢ uwage na nastgpujace niedociggnigeia:

str 14 .we Wstepie pomigdzy zdaniami

“Gesi nalezace do odmian polnocnych cechuje lepsza niesnosé (23-39 jaj w sezonie) oraz
wigksza masa ciala (3,7 — 4,4 kg) w porownaniu z ggémi odmian potudniowych, gdzie cechy te
zawierajg si¢ odpowiednio migdzy 14 a26jaji3,4a 3.8 kg”

a
“Sposrod czynnikéw wirusowych zagrazajacych wielkostadnej produkcji drobiu wodnego bardzo
wazng role epizootyczna odgrywaja polyomawirusy nalezace do rodzaju Polyomavirus z rodziny
Polyomaviridae ”
brakuje zdan ktore spajaly by obie czgsci wypowiedzi. W tym miejscu warto byloby wspomnieé
o systemie utrzymania gesi, w ktorym zwierzeta majg kontakt ze srodowiskiem zewngtrznym,
przez co sg bardziej narazone na zakazenia m.in. od dzikich ptakow oraz srodowiska ktorego nie
mozna skutecznie zdezynfekowa¢. Krotki opis warunkow utrzymania moglby by¢ zrecznym
przejsciem do opisanych choréb wirusowych.

Str. 19: w opisie tabeli 1 nalezaloby zaznaczy¢ ze to przeglad poliomawirusow ptasich

Str. 25: niewlasciwa skladnia zdania “Udokumentowano, ze zachowuje pelng wirulentnosc¢
po 2 h inkubacji w temp. 55T, proces wielokrotnego zamrazania i rozmrazania oraz na
rozpuszczalniki thuszczowe™.

str. 25: nalezy uzywa¢ polskiego nazewnictwa jesh jest taka mozliwos¢ - komorki
endothelialne to komorki srodblonka

str. 26: rasa kaczki - Pekin powinna by¢ pisana wielka literg

str.27: sugeruje uzycie sformulowania _transmisja pionowa” zamiast ,.transmisja

wertykalna”
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str. 27: ,zarodki gesie zakazone do zoitka (yolk sac)” powinno by¢ do woreczka
zohtkowego

str. 36: ,, nie ma komercyjnej szczepionki przeciwko HNEG”. Nalezatoby sprecyzowaé
wypowiedz — nie ma zarejestrowanej w Unii Europejskiej szczepionki przeciwko HNEG,
natomiast w Europie sg produkowane autoszczepionki przeciwko tej jednostce chorobowej

(producent Prophyl Ltd., Wegry)

str. 52: “Czgstotliwos¢ wystepowania zakazen” powinno by¢ “czestoéé wystepowania
zakazen”, gdyz czestotliwos¢ jest pojgciem fizycznym uzywanym do opisywania wystepowania
zjawiska zawsze po uplywie takiego samego czasu (cyklicznie)

str. 79-81: proponuj¢ zmiang w opisie tabeli ,worka zottkowego™ na , woreczka
zottkowego”

str. 209: powtérzenie “namnozenia wybranych szesciu wybranych szczepéw GHPV”

Pojawily si¢ takze bledy literowe powstale w trakcie maszynowego pisania (literéwki) typu
podwojne kropki/ brak kropek, dodatkowe spacje lub brak spacji (np. na stronach 5, 6, 8, 27) czy
niewlasciwa odmiana (np. str. 9 - powinno by¢ mikromol zamiast mikromola)

Podsumowujgc, mimo wymienionych niedociagnig¢ tekstu, Doktorantka uzyskala wiele
wartosciowych wynikdow, ktére nalezy opracowac pod katem przysztych publikacji uwzgledniajac
zyczliwe uwagl recenzenta.

Recenzowana rozprawa doktorska spelnia wymogi stawiane dysertacjom doktorskim
okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach 1 tytule w zakresie sztuki oraz warunkom okre$lonym w art. 187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.z 2018 r. poz. 1668 ze zm.) dlatego
przedkladam wniosek o dopuszczenie Pani Karoliny Piekarskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Prof. dr hab. Andrzej Gaw
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