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Recenzja zostata wykonana na wniosek Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria

Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu z dnia 10 pazdziernika 2023 r.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska wykonana zostata w Katedrze Rozrodu
z Klinikg Zwierzat Gospodarskich na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu, pod opiekg naukowa Promotoréw Prof. dr hab. Wojciecha
Nizanskiego z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu oraz Prof. dr hab. Wandy Olech-
Piaseckiej ze Szkoty Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, w ramach Szkoly
Doktorskiej Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej.

Podstawe do ubiegania si¢ o stopien doktora stanowig dwie oryginalne prace
naukowe opublikowane w latach 2022 i 2023 w czasopismach z listy JCR, ktérych laczny
wspotezynnik oddziatywania Impact Factor wynosi 7,2 i punktacja ministerialna lacznie 280
punktoéw, oraz preprintu na platformie bioRxiv, stanowigce integralng cz¢$¢ manuskryptu,

przedstawione ponizej:




1. Eberhardt M., Prochowska S., Partyka A., Bielas W., Van Soom A., Olech W., Nizanski
W. The morphology, morphometry and functionality of fresh and cryopreserved wisent
(Bison bonasus) epididymal spermatozoa. Sci Rep. 2023. 24;13(1):13866. doi:
10.1038/s41598-023-40798-y. Punkty MEIN — 140; IF — 4.6.

2. Eberhardt M., Prochowska S., Duszewska A.M., Van Soom A., Olech W_, Nizanski W.
The influence of Percoll® density gradient centrifugation before cryopreservation on
the quality of frozen wisent (Bison bonasus) epididymal spermatozoa. BMC Vet Res.
2022. 18(1):305. doi: 10.1186/s12917-022-03408-z. Punkty MEiN — 140; IF — 2,6.

3. Eberhardt M., Colombo M., Prochowska S., Luvoni G.C., Olech W., Nizanski W. The
first report on the use of a zona pellucida binding assay to compare the effects of
European bison (Bison Bonasus) epididymal spermatozoa cryopreservation in two
different extenders. Preprint na platformie bioRxiv. bioRxiv 2023.09.11.557052; doi:
https://doi.org/10.1101/2023.09.11.557052.

W bazie bibliometrycznej Scopus jest 3 razy indeksowana z wspétautorami z Katedry
Jako pierwszy autor, oraz 4 razy jako wspétautor, z 35 cytowaniami, indeks Hisha 4 (dostep z
dnia 03.12.2023). Indeks Hirsha 4 oznacza, ze prace Doktorantki maja oddzwiek w srodowisku,
a taka aktywnos¢ w ciggu ostatnich dwoch lat $wiadezy o duzym zaangazowaniu w badania
1 0 zdolnosci publikacyjne;.

Badania zostaly sfinansowane przez: Fundusz Le$ny zgodnie z umowa nr
OR.271.3.10.2017; Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu z projektu badawczego o
numerze N020/0016/20; w ramach programu “Bon doktoranta Szkoly Doktorskiej UPWr”;
oraz  Narodowg Agencj¢ Wymiany Akademickiej w ramach grantu nr
PPI/APM/2019/1/00044/U/00001.

Przedstawiony do oceny manuskrypt liczy 87 stron wraz z pi$miennictwem
1 streszczeniami w jezyku polskim i angielskim oraz 43 strony zatacznikéw, w ktérych
umieszczone sg publikacje bedgce podsumowaniem realizacji zadan badawczych I-IV
niniejszej pracy doktorskiej. Badania wraz z wynikami przedstawione zostaly graficznie w
postaci 16 tabel i 21 rycin. Manuskrypt zawiera nastepujgce rozdziaty: Wstep, Przeglad
pismiennictwa, Hipotezy badawcze i cele pracy, Zadania badawcze oraz publikacje wchodzace
w sklad rozprawy doktorskiej, Materiaty i metody, Wyniki, Oméwienie wynikéw, Wnioski,
PiSmiennictwo, Streszczenie, Summary, Zatacznik 1, Zatgcznik 2, Zatgcznik 3. W skiad
kazdego rozdziatu wchodzg liczne podrozdziaty, ktére stanowig integralng czes¢ rozdzialow

w prezentowanym manuskrypcie.



Zubr jest najwiekszym zyjgcym ssakiem w Europie. Na terenie Polski zubr podlega
Scistej ochronie gatunkowej. Polska jest krajem przodujagcym w restytucji i ochronie tego
gatunku i w ostatnich latach w zwiazku z rozwojem nowych na calym $wiecie nauk
dotyczacych biologii rozrodu tworzy sie banki gamet z wykorzystaniem kriokonserwacji
nasienia. Majgc na uwadze fakt, ze pobieranie nasienia u zubréw jest praktycznie niemozliwe
stosujac sztuczng pochwe, w gre wehodzi pobieranie i mrozenie nasienia post mortem. Uboga
pula genowa, bedaca nastepstwem restytucji z udziatem kilkunastu osobnikéw, zmusza do
unikania kojarzen krewniaczych oraz jak naj szerszej wymiany osobnikéw pomiedzy stadami.
Posiadanie zamrozonych gamet zdolnych do ich rozwoju po transferze lub transfer zarodkéw
z dalszym utrzymaniem cigzy i doprowadzeniem do porodu stanowi ciggle wyzwanie dla
szerokiego grona naukowcéw zajmujacych sie ta dziedzing. Badania na innych dzikich
gatunkach wykazaly, ze gamety, ktére osiagnely juz swoj rozwoj 1 sa magazynowane w ogonie
najadrzy wyposazone w odpowiednio wyksztalcony akrosom oraz ze zdolnoscia ruchu sg
zdolne do zaptodnienia. Wyizolowanie posmiertne tych gamet daje niezwykle duze mozliwogci
W mrozeniu i tworzeniu bankéw gamet. Badania z uzyciem zwierzat domowych wykazaty, ze
u bydla jeszcze po 3 dobach od $mierci plemniki najadrzowe mogg by¢ wykorzystane do
dalszego uzycia. Niezwykle maia ilos¢ materiatu badawczego stanowi w dalszym ciggu
szerokie wyzwanie dla grup badawczych. O ile uzycie plemnikow bezposrednio po pobraniu
wydaje si¢ by¢ niezwykle obiecujgce, to dopiero proces mrozenia i przechowywania wraz
z mozliwoscig ich uzycia po rozmrozeniu wydaje si¢ by¢ prawdziwym wyzwaniem.
Na bazie dostgpnego pi$miennictwa Doktorantka przytacza prace opisujace wyniki badan
mrozenia plemnikéw Zzubra z wykorzystaniem metod opracowanych dla bydla. Szczegélnie
wazna przed przystgpieniem do mrozenia plemnikéw wydaje sie byé ich selekcja. Obecnosé
w nasieniu duzej liczby nieprawidlowych oraz martwych plemnikéw wplywa na jakosé
mrozenia. Uszkodzone komorki uwalniajg zawartoéé akrosomu oraz reaktywne formy tlenu.
Réwniez negatywnie na proces mrozenia wplywa obecno$é elementéw morfotycznych krwi —
komorek nabtonkowych i fragmentéw tkanki najadrzowej. Celowym wydaje sie usuniecie tych
zanieczyszczefi. Jedng z metod oczyszczania pozyskanego materialu jest wirowanie
w gradiencie gestosci koloidalnego roztworu krzemionki pokrytej poliwinylopirolidonem.
Niezwykle waznym wydaje si¢ dobér rozrzedzalnika, ktéry powinien umozliwi¢ zachowanie
jakosci plemnikéw oraz w miar¢ prosta procedure. Wydaje sig, ze jednym z lepszych
rozrzedzalnikéw jest roztwor na bazie Tris, glicerolu oraz zottka jaja kurzego. Uzywajac zottka
jaja kurzego lub innej tkanki zwierzgcej mozna obawiaé sie potencjalnego zakazenia
mikroorganizmami. Ostatnio stosuje si¢ nowsg metode zastosowania cyklodekstryn jako
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nosnika czgsteczek cholesterolu, co skutkuje zwiekszeniem plynnosci blony chronige jg przed

uszkodzeniami w procesie mrozenia. Préby i konieczno$é utworzenia banku plemnikéw wydaja

si¢ by¢ decydujace o przysziosci zachowania zubra. Obecne wyniki kriokonserwacji nie g

zadowalajgce i wymagaja dalszych badan.

Na podstawie przedstawionych przez Doktorantke w rozdziale Przeglad pisSmiennictwa

informacji i prowadzong aktywnogé naukowg w Katedrze, zatozyla Ona nastgpujace hipotezy

badawcze:

I

II.

11T,

Iv.

Plemniki pozyskane post mortem z najadrzy zubréw poza sezonem rozrodczym
charakteryzujg sig jakoscig kwalifikujaca je do procesu kriokonserwacji;
Rozrzedzalnik na bazie buforu Tris i zéttka jaja kurzego jest odpowiedni do
kriokonserwacji plemnikéw najgdrzowych zubra pozyskanych post mortem;
Selekcja plemnikow w gradiencie gestosci Percoll® przed procesem
kriokonserwacji pozwala na uzyskanie lepszej porozmrozeniowej jakogci
probek;

Test wigzania z oslonka przejrzysta oocytu bydlgcego (ZBA) moze by¢
wykorzystywany do oceny jakosci pozyskanych plemnikow.

Doktorantka jako gtéwny cel przeprowadzonych badan zalozyta ustalenie efektywnego

protokotu postgpowania z plemnikami najadrzowymi zubra w kontekécie doskonalenia

procedur stosowanych w banku plemnikéw tego gatunku. Doktorantka realizacje celu

badawczego wyszczegélnita i realizowata w ponizszych zadaniach badawczych:

L.

II.

II1.

IV.

Ocena morfologii, morfometrii oraz cech funkcjonalno — strukturalnych
plemnikéw najgdrzowych zubra za pomoca podstawowych metod oceny
nasienia, pomiaréw morfometrycznych oraz barwienia fluorescencyjnego i
cytometrii przeplywowej;

Mrozenie plemnikéw najadrzowych zubra w rozrzedzalniku na bazie buforu
Tris, z6ttka jaja kurzego i glicerolu;

Selekcja plemnikéw najgdrzowych zubra za pomocg wirowania w gradiencie
gestoscei Percoll® przed poddaniem ich procesowi kriokonserwacji;
Przeprowadzenie testu wigzania plemnikéw najadrzowych zubra =z

heterologiczng ostonka przejrzysta oocytu bydlecego.

Przedstawione w autoreferacie wyniki zadania badawczego I i II zostaly

opublikowane w pracy numer 1, zadanie III w pracy numer 2, a [V w preprincie.

Do wszystkich zadafh badawczych Doktorantka pobierala materiat (najgdrzowe

plemniki) post mortem od 52 osobnikéw w réznych regionach Polski (12 lokalizacji), poza
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sezonem rozrodczym od wrzesnia do kwietnia, w latach 2015-2023. Po przygotowaniu
plemnikéw dokonata analiz — oceny ruchliwosci plemnikéw, oceny koncentracji i catkowitej
liczby plemnikéw, a nastepnie szczegdtowej oceny pozyskanych plemnikéw. Koncentracje
plemnikéw okreslata w komorze Thoma. Do okreslenia odsetka plemnikéw zywych i martwych
Doktorantka uzyta barwnika €ozynowo-nigrozynowego. Morfologie plemnikéw okreslata
podczas kazdego z zadan badawczych po zabarwieniu metodg Watsona. Wykonywata pomiary
morfometryczne przy uzyciu oprogramowania cellSens Dimension Software. Dhugose,
szeroko$¢ oraz powierzchnie gtowki mierzyla rgcznie. Szczeg6tows analize ruchu plemnikow
Doktorantka wykonata za pomocag systemu Casa, ktéry zostal wykorzystany do oceny ruchu
plemnikéw rozmrozonych w zadaniu III i IV. W analizie tej Doktorantka wykorzystata
parametry opracowane do analizy nasienia bydla. Istotnym badaniem wykonanym przez
Doktorantke byta ocena cech strukturalno-funkcjonalnych plemnikow najgdrzowych zubra za
pomocg barwienia fluorescencyjnego i cytometrii przeptywowej. Ciaglos¢ blony komérkowej
ocenita za pomoca podwo6jnego znakowania. Populacje plemnikéw wykazujace ujemny wynik
pod wzglegdem barwienia jodkiem propidyny, a dodatni barwieniem Sybr-14 wykazujace
zielong fluorescencje, uznawalta za zywe z niezaburzong ciagloscia blony komérkowe;.
Czerwona fluorescencja charakteryzowata plemniki martwe. Ciagtos¢ akrosoméw Doktorantka
oceniata przy uzyciu lektyny oraz jodku propidyny. Plemniki ujemne wobec tych barwnikéw
klasyfikowala jako zywe. Do oceny aktywnosci blon mitochondrialnych analizowanych
plemnikéw Doktorantka wykorzystata potaczenie barwnika JC-1 i jodku propidyny. Plemniki
emitujgce pomaranczowsg fluorescencje klasyfikowata jako posiadajace wysoki potencjat btony
mitochondrialnej, a emitujgce zielong fluorescencje - niski. Peroksydacje lipidow oceniata
wykorzystujgc odpowiednio dobrang sonde fluorescencyjng. Plemniki, ktére pozostaly
niezabarwione klasyfikowata jako zywa populacje bez peroksydacii lipidéw. Strukture
chromatyny oceniata za pomoca barwienia oranzem akrydyny. Plemniki z prawidlowym
dwuniciowym DNA wykazywaty zielong fluorescencje.

Selekcji  plemnikéw najadrzowych Doktorantka dokonata poprzez wirowanie
w gradiencie gestosci Percoll®. Po wyselekcjonowaniu i rozrzedzeniu plemnikéw do
koncentracji 200x10° mrozita je z wykorzystaniem rozrzedzalnika na bazie buforu Tris, zottka
Jajakurzego i glicerolu. Wykorzystala tez komercyjny rozrzedzalnik przeznaczony do mrozenia
nasienia bydlta domowego AndroMed CSS, One-step200. Po umieszczeniu plemnikow
w stomkach francuskich zamrazata je zgodnie z procedurg. Po rozmrozeniu poddawala
plemniki zubra ocenie analogicznej jak przed zamrozeniem. Do oceny testu wiazania z ostonkg
przejrzysta oocytu Doktorantka uzyta oocytéw z rozmrozonych jajnikéw bydlecych. Kontrole
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w przeprowadzonym tescie stanowito nasienie bydlgce. W celu okreslenia liczby zwigzanych
z oocytem plemnikéw kompleksy poddawano barwieniu bis-benzimidem. Plemniki Zwigzane
z oocytem zliczane byty pod mikroskopem fluorescencyjnym.

Doktorantka uzyla oprogramowania R - Studio do przeprowadzenia analiz
statystycznych. Do oceny zgodnosci rozktadu danych z rozkladem normalnym wykorzystata
test Shapiro-Wilka. Do oceny réznic miedzy grupami zastosowata testy parametryczne - test
t-Studenta i ANOVA lub testy nieparametryczne - U Manna-Whitneya, sumy rang Wilcoxona
1 Kruskala-Wallisa. Do oceny korelacji migdzy miesigcem pobrania materialu, a parametrami
nasienia wykorzystata wspétczynnik korelacji Spearmana. Istotnosé wspofczynnika korelacji
Spearmana oceniata testem t. Do oceny istotnosci statystycznej réznic w wynikach miedzy
replikami testu ZBA Doktorantka zastosowata asymptotyczny test réwnosci wspdlczynnikéw
zmiennosci. R6znice uznawata za istotne statystycznie przy p<0,05.

Doktorantka opracowujac wyniki badan podzielita je na zadania badawcze.
Prezentujgc wyniki zadania 1 wykazata duzg zmienno$¢ miedzyosobnicza Zwigzang
z miesigcem pozyskania materiatu. Stwierdzila istotng statystycznie ujemng korelacje dla
catkowitej liczby plemnikéw, ruchliwodci oraz odsetka plemnikéw charakteryzujacych sie
prawidiowag morfologig. Kolekcjonujac plemniki w kolejnych miesigcach po okresie
rozrodczym, zaobserwowala nizsze wartosci catkowitej liczby plemnikéw oraz ich ruchliwosci.
Nie stwierdzita podobnych zaleznosci w przypadku pozostatych parametréow ocenianych
plemnikéw.

Opracowujac wyniki zadania IT Doktorantka wykazala, iz kriokonserwacja istotnie
obnizyla odsetek zywych i ruchliwych plemnikéw. Proces ten nie miat wplywu na morfologie
gamet. Nie stwierdzila réznic w odsetku plemnikéw charakteryzujacych sie wysokim
potencjatem mitochondrialnym i uszkodzong chromatyng przed i po procesie kriokonserwacji.

Wyniki zadania III wykazaly, iz wirowanie w gradiencie gestosei  Percoll®
przyczynifo si¢ do znacznego obnizenia catkowitej liczby plemnikéw w probach. W grupach
badanej i kontrolnej odsetek plemnikéw ruchliwych oraz zywych znaczaco roznit sie¢ od
wartosci przed procesem kriokonserwacji. Doktorantka nie stwierdzila istotnych statystycznie
roznic w odsetku plemnikow charakteryzujacych si¢ prawidlowg morfologig pomiedzy
grupami. Préby wirowane w gradiencie gestosci Percol® charakteryzowaty sie istotnie
wyzszym odsetkiem plemnikdw z nienaruszong btong komérkowa, nienaruszonym akrosomem
oraz wysokim potencjatem mitochondrialnym w poréwnaniu z grupa kontrolng. Doktorantka

nie stwierdzita istotnych statystycznie rézmic w odsetkach plemnikéw z uszkodzong

chromatyng pomigdzy obiema grupami.



Opracowujac wyniki zadania badawczego IV Doktorantka wykazata, iz préby
poddane procesowi kriokonserwacji w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris, z6ttka Jjaja kurzego
1 glicerolu charakteryzowaly sie wyzszym odsetkiem ruchliwych plemnikéw, niz mrozone
W rozrzedzalniku Andromed®. Odsetek plemnikéw charakteryzujacych si¢ prawidlows
morfologig by} podobny niezaleznie od rozrzedzalnika. Dla obu rozrzedzalnikow ruchliwo$é
uzyskanych plemnikéw oceniana przy uzyciu systemu CASA byla niska. Odsetek plemnikéw
charakteryzujacych sie nienaruszong btong komérkows i akrosomem po rozmrozeniu byt
Wyzszy w rozrzedzalniku Andromed® niz w Tris. Inne parametry morfo — funkcjonalne byty
lepsze w probach zamrozonych przy zastosowaniu rozrzedzalnika Tris. Niezaleznie od
zastosowanego rozrzedzalnika, plemniki przylaczyly si¢ do wszystkich oocytéw.

Podsumowujac  Doktorantka przeprowadzita badania nad parametrami
1 zdolnoscig zaptadniajaca plemnikéw zubra, Mialy one na celu opisanie oraz ustalenie
efektywnego protokohu postgpowania z plemnikami najgdrzowymi zubra w ramach
doskonalenia procedur stosowanych w banku plemnikéw. Doktorantka przeprowadzita szereg
analiz, ktére nalezy uznaé jako obowigzujace we wspdlczesnych badaniach nad
kriokonserwacja nasienia i na podstawie uzyskanych wynikéw sformutowata nastepujace
wnioski:

I. Plemniki najadrzowe zubréw pozyskane posmiertnie cechujg si¢ wlasciwosciami
kwalifikujgcymi je do kriokonserwacji, mimo gorszej ruchliwosci i zywotnosei niz
gamety gatunkéw pokrewnych;

2. Pozyskiwanie plemnikow z najgdrzy zubréw w terminie blizszym sezonu rozrodczego
zwigksza prawdopodobiefistwo zakwalifikowania ich do mrozenia;

3. Rozrzedzalnik na bazie buforu Tris z dodatkiem zétka Jaja kurzego i glicerolu jest
odpowiedni do kriokonserwacji plemnikéw najgdrzowych zubra, a ruchliwo$¢
1 Zywotnos¢ otrzymanych po rozmrozeniu gamet pozwala na ich wykorzystanie w
technikach wspomaganego rozrodu, takich jak zaplodnienie in vitro;

4. Wirowanie, a tym samym oczyszczenie plemnikéw najgdrzowych zubra w gradiencie
gestosei  Percoll® przed procesem kriokonserwacji, poprawia ich jakos$é po
rozmrozeniu;

5. Test wigzania z ostonkg przejrzysta oocytu bydlecego jest odpowiedni dla plemnikéw
zubra 1 moze stanowié cenne uzupelnienie rutynowo stosowanego protokotu ich

ewaluacji.



Reasumujgc, przedstawione do recenzji opracowanie stanowi istotny wkiad do nauki
i poznania wlasciwosci plemnikow zubra poddanych kriokonserwacji, zarowno w aspekcie
poznawczym, jak i aplikacyjnym w banku nasienia.

W ocenianym opracowaniu Doktorantka wykazala si¢ dobrym opanowaniem warsztatu
badawczego, zastosowaniem nowoczesnych —metod badawczych, zrozumieniem
rozpatrywanych problemdw i znajomoscig pismiennictwa z zakresu tematyki prowadzonych
badan. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje moim zdaniem doskonaly wybér tematyki
badawczej, ktory jest kontynuacjg i poszerzeniem wiedzy poznawanej w Katedrze Rozrodu
z Klinikg Zwierzat Gospodarskich na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu oraz w zespole Pani Prof. dr hab. Wandy Olech-Piaseckiej.

Na podstawie analizy ocenianej rozprawy doktorskiej mozna przypuszczaé, ze
Doktorantka posiada wazne w pracy badawcze] cechy, takie jak pracowitosé, solidnosc
i dociekliwo$¢ i nie boi sie pracy w trudnych warunkach terenowych. Jednoczesnie jako
recenzentowi nasuwa si¢ uwaga, ze na bazie juz uzyskanych wynikéw i posiadanej wiedzy
nalezatoby opublikowaé artykul przegladowy w czasopismie w jezyku polskim. Stanowiloby
to ciekawy material na seminaria, w katedrach zajmujacych si¢ rozrodem zwierzat
nieudomowionych, co mogloby rowniez by¢ istotnym przyspieszeniem tworzenia banku genow
tych zwierzat, ktére w niedalekiej przysztosci mogg by¢ gatunkami zagrozonymi. Pobieranie
materiatu od innych gatunkéw jest duzo tatwiejsze technicznie i w krotkim czasie mogloby
przynies¢ nalezyte efekty. Zespét i laboratorium Prof. Nizanskiego, przy wspélpracy z Panig
Prof. Olech-Piasecka moga sta¢ si¢ jednostka wiodaca w tej dziedzinie w kraju.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani lek. wet. Marii Eberhardt pt. Badania
nad wlasciwosciami in vitro oraz zdolnoscig zaptadniajgcq plemnikéw zubra (Bison Bonasus)
w aspekcie doskonalenia metod kriokonserwacji gamet meskich tego gatunku w opinii
recenzenta spetnia wszystkie wymagania — okre$lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018
roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz. U. z 2021 r. poz. 478 ze zm.)
— stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu

o dopuszczenie do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego.



Rownoczesnie majac na uwadze pionierskie i unikalne wyniki, co niewatpliwie jest
zwigzane z wysokim stopniem trudnogci pozyskania materiatu badawczego, wysoki poziom
naukowy zaprezentowanych badan, co uznali recenzenci kwalifikujgcy prace do druku
W czasopismach o $wiatowym zasiggu, pragne przedlozy¢ Wysokiej Radzie w pelni
uzasadniony moim zdaniem wniosek o wyrdznienie pracy, ktérego najlepsza rekomendacja
niech bedzie podsumowanie zaprezentowanych wynikéw badan tacinskg maksyma ,,Ad bornum

animalium et naturge”.



