UNIWERSYTET JAGIELLONSKI Krakow, 7 siycznia 2026
W KRAKOWIE

WYDZIAL BIOCHEMII, BIOFIZYKI I BIOTECHNOLOGIH!

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kingi Godkowicz,
pt. Aktywnos$é komérek NK w mikrosrodowisku komarek
starzejgcych
Wykonana w Laboratorium Immunologii Molekularnej Nowotworow
Zaktadu Onkologii Doswiadczalnej

Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda

Polskiej Akademii Nauk
we Wroctawiu
pod opieka dr hab. Wojciecha Katasa
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1. Tematyka rozprawy

czy tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy zagadnieri istotnych dla rozwoju dyscypliny
nauki biologiczne:

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy komdrek ,naturalnych
zabdjcdw”, uwaizanych za specyficzna forme obrony przeciwnowotworowej
organizmu. Uwaza sie, ze w naszym organizmie komdrki w pewnym procencie stale
ulegajg transformacji nowotworowej, a nastgpnie, w niesprzyjajacych z punktu
widzenia organizmu warunkach - promocji i progresji. Jest to wynikiem immanentnych
cech organizméw tkankowych, ktére jednak aktywuja procesy ,nadzoru
immunologicznego”, dzieki ktéremu rozwéj nowotwordw zachodzi rzadko. Komérki NK
to jeden z mechanizméw tego nadzoru, obecne w organizmie w sposéb ciggly
rozpoznaja i eliminujg wiele stransformowanych komérek nowotworowych. To, e nie
wszystkie, wynika z wielu okolicznodci, np. zjawisk tolerancji immunologicznej, ale
réwniez wejscia malej grupy komoérek w ,stan drzemiacy” (,dormant”), dzieki czemu
moga sie one ,wyslizngé” (,sneaking through”) spod nadzoru immunologicznego.
Same komdrki nowotworowe réwniez ewoluujg, zmieniajq swéj stan, podobnie jak
inne — ulegaja starzeniu i réznym formom obumarcia. Owo starzenie i $mieré
komérkowa mogg byé¢ wynikiem immanentnej ewolucji, réznicowania, ale réwniez
dziatania czynnikéw terapeutycznych (lekéw). Zadaniem tej rozprawy byto
przedstawienie roli komérek NK rozpoznajacych s$rodowisko starzejgce komérek
nowotworowych pod wplywem lekéw, ale réwniez same podlegajgcych czynnikom
sprzyjajgcym starzeniu. Pani doktorantka przeanalizowata dostepne linie komérek
nowotworowych wybierajgc podatne na starzenie (linie: HCV29 i A 549, komorki
fudzkie raka pecherza i raka ptuc), dokonata analizy czynnikéw starzenia, przebiegu
starzenia i zmian w mikrosrodowisku hodowli komdrkowych, ktére wptywaja na
przezycie zaréwno komérek nowotworowych, jak i komérek NK. Do badari wybrano
linie komoérek NK-92, ktore same sg stransformowane i dzigki temu proliferujag w
sposéb kontrolowany in vitro. Odrdinia to sytuacje doswiadczalng od sytuacii
terapeutycznej in vivo, gdzie dochodzi do rozwoju nowotworu i starzenia komdrek
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nowotworowych w obecnosci prawidtowych komérek NK. Oddziatywanie kilku
heterogennych populacji komérkowych o réznym zaangazowaniu w proces starzenia
jest problemem natury biologicznej, kluczowym w poszerzeniu wiedzy ogdlnej i
medycznej i spetnia zatozenia rozprawy doktorskiej w dyscyplinie nauk biologicznych.

. Wiedza kandydata

ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska prezentuje ogding wiedze
teoretycznq osoby ubiegajgcej sie o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki
biologiczne:

Praca doktorska mgr Kingi Godkowicz zostala wsparta 271 zacytowanymi pracami, a
przedstawiona na 150 stronach zawierajacych 23 rysunki, 7 tabel, 6 schematéw a takie
kody QR do 2 filméw.

Czgs$c¢ wstepna oraz cze$é ,Materiatéw i metod” analizuje dostepng wiedze na temat
zjawisk odpornosciowych oraz biologii komérek nowotworowych. Zagadnienia te sg
$cisle zwigzane z tematykg macierzystego zakiadu obecnego recenzenta — Zaktadu
biofizyki i biologii nowotworéw WBBIB UJ, a zatem moga by¢ w sposéb kompetentny
ocenione pozytywnie, jako spetniajace kryteria ogolnej wiedzy doktorantki w
dyscyplinie nauki biologiczne. Znajomoé¢ przez panig magister biologii nowotworéw
spetnia wymagania stawiane doktorantom, ktérzy samodzielnie rozwazajg i analizuja
przyczyny rozwoju choroby nowotworowej, podatnoéci nowotworéw na terapie i
procesy immunologiczne, zachodzace w tkance prawidlowej i patologicznej. Wydaje
sig, ze wybodr przez doktorantke Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu jest celowe wobec zainteresowan explicite tg
tematyka. Kolejnymi argumentami sg prace badawcze opublikowane i zaprezentowane
przez doktorantke. Tematyka doktoratu jest pogtebiong analizg wybranych aspektéw
biologii komdrek nowotworowych w uktadzie dosdwiadczalnym. Pani magister wykazata
sig przy tym dogtebng znajomoscia metod i modeli badawczych, ktére zostaty potem
wykorzystane do znalezienia odpowiedzi na postawione pytania badawcze. Znajomos¢
metod terapeutycznych, oddziatywania lekéw z materiatem genetycznym komdérek
nowotworowych, owocujace modyfikacjq ich biologii zostaty zaprezentowane w formie
publikacji, a takie samodzielnie przygotowanych i. przedstawionych plakatéw i
wystapieri kandydatki, przez co ilustrujg jej wiedze i umiejgtnosci w zakresie tematyki
badawczej Instytutu. Stanowi to wazne kryterium oceny pani Kingi Godkowicz jako
kandydatki ubiegajacej sie o stopier naukowy doktora.

. Samodzielno$é kandydata

ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska wykazuje umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez osobe ubiegajgcq sie o nadanie
stopnio doktora:

Pani mgr Kinga Godkowicz przedstawita do oceny rozprawe doktorskg, w ktérej
wymienita siebie jako jedyng autorke, pracujgcg pod opiekg dr hab. Wojciecha
Katasa z IITD. Tematyka jest $cisle powigzana z tematyka biologiczng oméwiong
wczeséniej przez obecnego recenzenta. Pani Kinga zaprezentowata wyniki swoich
badan w zakresie pracy doktorskiej na dwu konferencjach, jako jedyna autorka, w
formie wystgpieri ustnych, monoautorskich. Sg to jedyne materiaty udostepnione
w domenie publicznej, a dotyczgce Scisle tematyki obecnej dysertacji. Swiadczy
to o samodzielno$ci doktorantki w oceniang prace badawczg. Mozna
przypuszczac, ze wystarczajgcym kryterium samodzielnosci jest przygotowana
przez doktorantke prezentacja tych danych podczas obrony i, co wazne, dyskusja.
Poniewaz praca doktorska zostata przygotowana do oceny, jako monotematyczna,
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rozbudowana dysertacja, a nie jako ,spinka” opublikowanych prac
eksperymentalnych, nie ma watpliwosci co do samodzielno$ci udziatu w niej pani
Kingi. Zagadnienia te powinny jednakze zosta¢ zwiericzone publikacjami, z uwagi
na ich potencjalna no$nos$é merytoryczng. Wspomniane dwie prezentacje ustne
dodajg wagi zaprezentowanym wynikom, a jednoczes$nie dokumentujg
samodzielno§¢ doktorantki w analizie zagadnie. Zdaniem recenzenta, taka
kolejnosé¢ sposobu prezentacji wynikéw jest logiczna, a przy tym dodaje wagi
opiniom komisji doktorskiej i recenzentéw, co jest dodatkowym kryterium
wyrézniajgcym te samodzielnie przygotowang rozprawe doktorskg.

. Oryginalnos$é rozprawy

ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska stanowi oryginaine rozwigzanie
problemu naukowego, oryginalne rozwigzanie w zokresie zastosowania wynikéw
wtasnych badar naukowych w sferze gospodarczej lub spofecznej:

Alexis Carrel, laureat Nagrody Nobla z 1912 roku interesowat sie bardzo wainym
kryterium ewolucji materii zywej, komérek i tkanek (w tym narzadéw w kulturach in
vitro), jakim jest czas. Sformutowat (by¢ moze opierajac sie na ,Fenomenologii
wewnetrznej $wiadomosci czasu” Edmunda Husserla, nauczyciela krakowskiego
fenomenologa, Romana Ingardena) pojecie czasu wewnetrznego, bedacego
fenomenem obrazowanym inaczej dla réinych bytéw biologicznych, dla réinych
narzadéw, czy komodrek. Analiza wzrostu nowotworéw in vivo lub komdrek
nowotworowych ex vivo, w srodowisku komdrek odpornosciowych otwiera pole do
rozwazenia tej kwestii, czy nowotwér doswiadcza swoistej ,$wiadomoéci” czasu
wewnetrznego, innego, niz dla komdrek prawidtowych, a jeszcze innego dla komérek
odpornosdciowych, a w konsekwencji, czy pojecie czasu wewnetrznego jest istotne w
analizie i przewidywaniu wzrostu i kierunku rozwoju populacji komérkowych. Co stanie
sie z pobudzonymi do aktywnosci cytotoksycznej komdrkami odpornosciowymi po
»Zwalczeniu” populacji nowotworowej? Fundamentalna jest tu kwestia starzenia sie
populacji, zaréwno nowotworowej, jak i odpornosciowej, jak i aktywnej populacji
komdrek odpornosciowych w obliczy starzenia sie komoérek nowotworowych.
Kluczowym staje sie tu pojecie starzenia komdrek, spontanicznego czy wywotanego
czynnikami terapeutycznymi, zwiaszcza lekami, mozna by jednak poszerzyé pytanie o
czynniki fizyczne i chemiczne — promieniowanie, pH, niedotlenienie. Kwestia starzenia
sie jest jednym z kluczowych zagadnien biologicznych (a zatem i biomedycznych), po
pierwsze — umoiliwia ewolucje, a po drugie, jest konsekwencja specjalizacji grup
komérek, przejawiajgcej sie np. utratg jadra komdrkowego (np. erytrocyty),
terminalnym réznicowaniem (np. keratynocyty todygi wlosa), lub apoptozg komérek
po spetnieniu swych funkgji biologicznych w embriogenezie, a takie w odpowiedzi na
reakcje immunologiczng. '

Doktorantka z wielkg precyzjg trafita w te zagadnienia ze swojg metodyka i planami
badawczymi. ,Naturalni mordercy” — komérki NK sg unikalng grupa wywodzqcy sie z
linii limfocytarnej, stanowiac oryginalny, specyficzny mechanizm odpornosciowy,
bedac przejawem odpornosci nieswoistej — atakujg réine grupy komdérek
nowotworowych, ale réwniez swoistej — wyodrebniajac komérki nowotworowe
spos$réd innych komérek i tkanek organizmu, i te niszczac. Uktad odpornosciowy
organizmu jako cato$¢ jest systemem kognitywnym — reaguje na zmieniajace sie
srodowisko komérkowe i podejmuje decyzje — czy podjaé walke z dang populacja
komoérek nowotworowych, czy wiaczyé mechanizmy anergii — tolerancji. Jak widaé,
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wspomniana swoista ,$wiadomos¢” systemédw komdrkowych, byé moze datujaca sie
od prac fenomenologicznych Husserla i Carrella, nie jest tylko obrazowa metafora.
Niniejszy komentarz do prac Doktorantki, w mniemaniu obecnego recenzenta,
przemawia za oryginalno$cig tematyki podjetej przez Nig w pracy nad doktoratem.
Oryginalnoscia i trafnoscia.

. Pytania i/lub uwagi krytyczne, na ktére Recenzent oczekuje odpowiedzi
kandydata w czasie obrony:

Recenzent, w przypadku pracy atrakcyjnej merytorycznie, wykorzystuje

zaproszenie do recenzji jako okazje do dowiedzenia sig nieco wiecej na dany
temat, zwtaszcza w kontek$cie wkasnych zainteresowan. Dlatego ta cze$é recenzji
ma raczej charakter polemiki i dociekan, niz krytyki.

5.1. PaniKinga Godkowicz poswigcita wiele czasu i wysitku, aby sformutowag i
dookresli¢ 'pojecie starzenia komorek, zwlaszcza nowotworowych,
wywotanego terapig (lekami) oraz spontanego. Jaki jest Pani stosunek do
zjawiska terminalnego réznicowania komdrek prawidtowych, np.
erytrocytéw, czy keratynocytéw witosa? Czy jest to efekt starzenia?
Kontrolowanej $mierci komorek? Jak mozna by odnalezé sie wéréd tych
pojec? Czy jednym z kryteriéw okreslenia starzenia jest oddziatywanie z
komdrkami NK, tub innymi komérkami immunologicznymi?

5.2. Doktorantka zwrécita uwage na czynniki generowane przez komoérki NK, a
zwigzane ze stresem oksydacyjnym, aktywnymi formami tlenu (ROS)
produkowanymi w odpowiedzi na obecno$é¢ komdrek nowotworowych.
Pojawia sie tu pytanie, jaki jest zwigzek z czynnikami starzenia w
Srodowisku komodrek nowotworowych, a stresem oksydacyjnym
generowanym przez komérki NK, czy jest on konsekwencjg starzenia i w
jakim stopniu wptywa na starzenie, zwtaszcza komoérek NK?

5.3. Komorki NK produkujg tlenek azotu i generujg per se stres nitrozatywny.
Byé moze NO stanowi tu réwniez czynnik przeciwnowotworowy. Z drugiej
strony wiadomo, Zze wptyw NO na populacje komdrek nowotworowych
jest ambiwalentny, NO mozZe dziata¢ proangiogenetycznie w niektérych
typach nowotworéw. Czy indukcja syntaz NO, zwtaszcza NOS 2 byta
brana pod uwage i czy miata zwigzek z aktywacjg oksydazy NADPH (NOX)?
Czy NO wptywa na starzenie komoérek nowotworowych, czy moze jest
wynikiem ich starzenia?

5.4. Czywiadomo cos na temat melanogenezy w kontekscie aktywacji komérek
NK? Byta mowa o generowaniu lipofuscyny, jako produktu proceséw
starzenia. Wiadomo, ze w komdrkach upigmentowanych lipofuscyna jest
produktem starzenia melanocytéw, produktem oksydacji lipidow w
obecnosci melanin, co moze by¢ przyczyng postepujacej degeneracji np.
nabtonka upigmentowanego siatkéwki oka (RPE). Czy komdérki NK moga
mie¢ wptyw na melanizacje, w tym na aktywno$¢ populacji czerniaka
(czerniaka btony naczyniowej oka)? Czy badano kiedy$ oddziatywanie
komdrek NK z komdérkami upigmentowanymi?

5.5. Doktorantka ze szczegétami opisata zmiany w sktadzie pozywek
(Srodowiska zewnetrznego) badanych populacji komérek
nowotworowych, w tym komorek starzejgcych pod wpltywem czynnikéw
farmakologicznych oraz odpowiedzi komérek NK. Czy fakt, ze byta to
populacja komdrek stransformowanych (NK-92), a zatem swoiscie
»unie$miertelnionych”, miat zwigzek ze starzeniem, a raczej z brakiem
starzenia komdrek NK, i czy mozna prognozowaé zachowanie w tym
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5.6.

5.7.

5.8.

5.9.

kontekscie prawidtowych komoérek NK w $rodowisku nowotworu in vivo?
Uktad nie byt analizowany in vivo, ale przeciez do sytuaciji in vivo powinny
takie badania zmierzaé?

Czy rozwazano, w trakcie opisywanych badan lub na przyszto$é, interakcje
pomiedzy nowotworami, w uktadzie nowotworéw kolidujacych lub
populacji mieszanych? Takie uktady miewaty miejsce w przypadkach
klinicznych i wiadomo, ze komérki nowotworowe inaczej zachowujg sie w
populacjach mieszanych, w guzach kolidujacych, niz w populacjach
izolowanych. Pani Kinga wyodrebnita do badan dwie rézne linie komérek
nowotworowych. Interakcje kilku nowotwordw maja tu wazny udziat w
oddziatywaniach z komoérkami NK i w ogéle z uktadem odpornosciowym.

Czy brano pod uwage problem interakcji pomigdzy nowotworem
pierwotnym a wtornym, pomiedzy guzem pierwotnym a przerzutami, w
uktadzie odporno$ci uprzedniej czy jednoczesnej (concomitant,
sinecomitant immunity), i czy brano pod uwage, w aktualnych badaniach
lub ha przysztosé, rozwazenie takich odziatywan, z udziatem komérek NK?
Czy odpornosé ,,concomitant” lub ,sinecomitant” miata by jaki$ wptyw na
starzenie?

Pytanie dotyczace statystyki — w jaki sposéb brano pod uwage typ rozktadu
parametréw badanych? Jezeli rozktad parametréw, wariancja wokoét
wartosci oczekiwanej, nie miaty charakteru rozktadu normalnego, do
poréwnan statystycznych nie powinny byé brane pod uwage testy
parametryczne. Czy w badaniach pordwnywano réwniez rozrzut
(wariancje), np. z zastosowaniem testu F Snedecora? Wydaje sie, Ze
badane parametry wynikajace z aktywacji komérek NK i reaktywno$ci
komérek nowotworowych na substancje wywotujgce starzenie (starzenie
per se), musiaty mie¢ wptyw na rozrzut, ktéry jest wazng cechg wzrostu
populacji i dostarcza cennych informacji o badanych populacjach
komorek. W opisywanych systemach wydaje sie, ze rozktad nie byt
normalny, a rozrzut warto$ci reprezentatywnych wokét wartosci
oczekiwanej moégt wynika¢ z obecnosci kilku populacji réznigcych sie
parametrami wzrostu. Pojawia sie tu wspomniany wczesniej problem
czasu wewnetrznego, ktéry na pewno miat wptyw na wyniki.

Kontynuujgc rozwazania dotyczgce rozrzutu, warto sprawdzié, czy
stosowanie $rodowiska hodowlanego bogatego i ubogiego w sktadniki
odzywcze wpltywa na rozrzut wyrazany za pomocg wariancji, a
reprezentowany odchyleniem standardowym (SD). W badaniach
ekologicznych pokazano, Zze rozrzut wielu mierzonych parametréw, np.
barwa, masa ciata, obwdd pnia itp. zalezy od zasobéw Srodowiska, w
$rodowiskach ubogich rozrzut jest wiekszy. Ow ,dobér réznicujgcy” jest
jednym z mechanizméw ewolucji populacji. W opisywanych badaniach
warto wzigé pod uwage ten parametr statystyczny opisujgcy populacje
komoérek, tym bardziej, ze obserwowany w precyzyjnie kontrolowanych
warunkach hodowlanych. Pojawia si¢ od razu pytanie, czy komaérki NK
kontrotujg takie heterogeniczne populacje, czy wynika to z proceséw
starzenia i jakiego typu. Innymi stowy, czy z ,punktu widzenia” populacji
nowotworowej mozna to traktowaé, jako ,przeslizgiwanie” (sneaking
through), opisywane u niektorych typéw nowotwordw.
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6. Inne spostrzezenia dotyczace tresci lub formy rozprawy (opcjonalnie): Oprécz

watkéw i uwag formalnych jeszcze dwa watki w zasadzie techniczne obecny
recenzent poczuwa sie w obowigzku zamiesci¢, sam bedgc pouczonym w
odpowiednim miejscu i czasie przez swojego metnora. Stwierdzenie, ze celem
przedstawionej rozprawy jest zbadanie czegos, to tautologia, poniewaz rozprawa
w naukach Scistych i przyrodniczych zwykle polega na zbadaniu czego$. Bada sie
co$, by wysnué wnioski i uzyskaé odpowiedzi na cele zawarte we wstepie do
rozprawy. Praca powinna formutowac te cele, najlepiej w postaci pytan typu - co,
jak, a przede wszystkim - dlaczego, i tak jest definiowana praca doktorska -
samodzielne sformutowanie i wyjagnienie problemu.
Drugi punkt krytyki dotyczy wtasnie celéw i wnioskéw. Aby bezproblemowo
zrozumieé prace, cele postawione we wstepie powinny odpowiadaé¢ wnioskom
zawartym w podsumowaniu. Czy komdrki NK wptywajg na zywotnos§é¢ komédrek
starzejgcych? Tak, poniewaz... Tego rowniez brakto w tej dysertacii, choé¢ skadinad
bardzo ciekawej i pozytywnie zaprzagtajacej uwage czytelnika.

Ocenakoncowa:

Ja, nizej podpisany, stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska pani mgr Kingi
Godkowicz spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r, poz. 1571 z péin. zm.) i
wnioskuje o dopuszczenie pani mgr Kingi Godkowicz do dalszych etapdw
postgpowania ws. nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

TAK
Ja, nizej podpisany wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej.

TAK
Uzasadnienie wniosku

W IITD PAN im. L. Hirszfelda warunkiem wystapienia o wyréznienie rozprawy
doktorskiej jest opublikowanie co najmniej czesci doktoratu w recenzowanych
czasopismach, zawnioskowanie o wyrdznienie przez co najmniej dwu recenzentow i
odpowiedni przebieg gtosowania (co najmniej 2/3 gtoséw komisji ZA). Pani magister
opublikowata swoje materiaty w postaci dwu referatéw zjazdowych, co wydaje sie
nie spetniaé jednego z kryteriéw. Obecny recenzent wnioskuje jednak o wyréznienie
rozprawy. Warunkuje to i.) cytowalnoscig pracy dotyczacej jedng z substanciji
wykorzystanych w opisywanych eksperymentach - decytabiny (11 cytowan od 2022
r, wg WoS), ktdérej doktorantka jest wspétautorky), ii.) publikacjami dotyczgcymi
wzrostu i farmakoterapii nowotwordw (oprécz wymienionej jeszcze dwie prace,
jedna opublikowana) czyli tematyka pokrewna badaniom opisanym w doktoracie,
oraz iii.) wszechstronno$cig, unikatowoscia i wyczerpujgcym przebiegiem
opisanych badan, analizg i wyborem dostepnych linii komérek nowotworowych i ich
wrazliwosci na wybrane terapeutyki indukujgce starzenie, doborem linii
komérkowej NK, obserwacjg komérek starzejgcych sie pod wptywem lekéw w
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obecnosci i pod nieobecnosé komérek NK, analizg profilu Srodowiska, w ktérym
hodowano komérki starzejgce sie, wptywu leku i czynnikéw starzenia na komorki
NK-92, a takZze na prawidtowe krwinki, oraz opisem zaobserwowanych efektow.
Praca jest wyczerpujaca, oryginalna i przyczynia sie znacznie do rozszerzenia wiedzy
na temat terapii nowotworéw, ale réwnieZ starzenia si¢ komoérek oraz czasu
~wewnetrznego”, zaproponowanego przez A. Carrela. Poszerza to spojrzenie na
nowotwory jako patologiczny przebieg terminalnego réznicowania, gojenia ran, a
takze starzenia sie (np. przy progerii). Oryginalno$¢ i wszechstronno$¢ badan
przesgdzajg o przekonaniu, ze praca zastuguje na wyréznienie.

Krakéw, 07 stycznia 2025 r. ¢ . T SN
y (IP'{/\ % DVLL ﬂ]?;é&/z oo,

data sporzgdzenia recenzji podpis recenzenta
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