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Nr 27/2025 Rady Nauk Farmaceutycznych GUMed z 08.07.2025 roku.

W ostatnich latach obserwuje si¢ rosngce zainteresowanie problematykg narazenia
cztowicka na dzialanie zwigzkoéw chemicznych stosowanych w réznych obszarach zycia
codziennego i1 przemyshu. Ocena toksycznosci tych substancji prowadzona jest na etapie ich
rejestracji przed dopuszczeniem do obrotu. Jednakze w wielu przypadkach okazuje sig,
iz dostepne dane sa niewystarczajace lub wymagajg aktualizacji w $wietle wynikow nowych
badan naukowych, wskazujacych czesto na dodatkowe aspekty ryzyka zdrowotnego.

Jednoczesénie, na szczeg6lng uwage zastuguje intensywny rozwo6j metod analitycznych,
ktére umozliwiaja oznaczanie $ladowych stezen zwigzkéw chemicznych w réznorodnych
matrycach, zar6wno biologicznych, jak i srodowiskowych. Uzyskane w ten sposob dane
pozwalaja nie tylko na dokladniejsza ocen¢ stopnia zanieczyszczenia S$rodowiska
1 biodostepnosci badanych substancji, lecz takze dostarczajg istotnych przestanek dotyczacych
ich potencjalnego udziatu w procesach patologicznych zachodzacych w organizmach zywych.
W efekcie stanowig one wazny wktad w rozwdj toksykologii oraz w doskonalenie systemow

oceny ryzyka chemicznego.
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W kontekScie roznorodnych zrodet narazenia czlowieka na zwigzki chemiczne,

obejmujacych m.in. zywnos¢ oraz srodowisko, stosunkowo nowym, mato zbadanym obszarem
jest zagadnienie ekspozycji wilascicieli zwierzat towarzyszacych na substancje chemiczne
stosowane w profilaktyce i leczeniu weterynaryjnym.

W ten obszar badan wpisuje si¢ oceniana praca doktorska, ktoéra obejmuje analize
narazenia wilascicieli pséw na fipronil — insektycyd stosowany u psow i kotéw w popularnych
weterynaryjnych $rodkach leczniczych do uzytku zewnetrznego. Z uwagi na udokumentowang
toksyczno$¢ tego zwigzku dla cztowieka, prowadzenie badan w tym zakresie nalezy uzna¢ za
w pelni zasadne, zwlaszcza ze narazenie na fipronil moze wigzac¢ si¢ z negatywnymi skutkami
zdrowotnymi. Insektycyd ten zyskat swego rodzaju rozglos nie tylko ze wzgledu na swoja
toksyczno$¢, lecz przede wszystkim w zwigzku z tzw. ,,aferg fipronilowg” w 2017 roku.
Woweczas to odkryto, ze byt on stosowany nielegalnie jako pestycyd do zwalczania roztoczy w
u kur, czego konsekwencjg byto wykrycie jego pozostatosci m.in. w jajach pochodzacych
z wielu krajéw Europy.

Z powyzszych wzgledow podjecie przez Doktoranta badan nad tym zagadnieniem jest
oceniam bardzo pozytywnie. Tematyka ta opiera si¢ na dotychczasowej wiedzy naukowej,
a jednoczes$nie pozwala eksplorowac obszar stosunkowo stabo poznany w kontekscie narazenia
cztowieka na zwigzki chemiczne pochodzace ze stosowania u zwierzat towarzyszacych.

Na uwage zastuguje nie tylko temat badan, lecz takze nowatorskie i ambitne podejscie
Doktoranta do jego realizacji. Zaplanowat on dlugoterminowe do$wiadczenie monitorowania
narazenia ludzi na fipronil, wykorzystujac opaski silikonowe jako pasywne probniki do
oznaczania stezen tej substancji w srodowisku oraz na ciele cztowieka. W ramach tego samego
badania planowano réwniez analiz¢ fipronilu w moczu wiascicieli zwierzat co pozwolito na
uzyskanie kompleksowego obrazu narazenia w badanym kontekscie. Wyniki tak
zaplanowanego do$wiadczenia miaty postuzy¢ do oceny narazenia i ryzyka zdrowotnego
cztowieka, zwigzanego ze stosowaniem fipronilu u zwierzat. Bioragc pod uwage, ze badania
koncentrowaty si¢ nie tylko na 0zhaczaniu substancji macierzystej, lecz rowniez na jej
produktach rozpadu w s$rodowisku oraz metabolitach, a takze maly ambicj¢ ostatecznej
obecnosci biomarkera fipronilu w moczu przy wykorzystaniu tandemowej spektrometrii mas
sprzezonej z chromatografig cieczows, plan badan §wiadczy nie tylko o ambicji Doktoranta,
ale rowniez o jego dobrym przygotowaniu naukowym oraz duzych umiejetnosciach

laboratoryjnych.
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Recenzowana praca doktorska zostala przygotowana w formie monografii w jezyku

angielskim i prezentuje w zasadzie klasyczny uktad charakterystyczny dla tego rodzaju

opracowan. Zawiera rozdziaty: Wstep, Cele badawcze, Metody, Wyniki 1 Dyskusja, a takze
rozdzial omawiajacy szerszy kontekst oraz perspektywy dalszych badan, ktéry w moim
rozumieniu miat za zadanie zastgpowac najczesciej stosowany w pracach doktorskich rozdziat
,»Wnioski”. Praca zostala uzupeilniona o podsumowanie, podzigkowania oraz wykaz
pismiennictwa. Dodatkowo dolaczono streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz listg
uzytych skrotow.

W rozdziale ,,Wstep” przedstawiono kompleksowe wprowadzenie do problematyki
pracy doktorskiej. Omoéwiono w nim przede wszystkim wiasciwosci fizykochemiczne
fipronilu, mechanizmy jego dziatania, toksycznos¢, a takze dane dotyczace farmakokinetyki,
biotransformacji oraz rozktadu tego zwigzku w $§rodowisku. Szczegdlng uwage zwracaja
schematy biotransformacji fipronilu, ktore uzasadniaja konieczno$¢ oznaczania szerokiego
spektrum jego metabolitow i pochodnych w ramach prowadzonych badan. Ponadto
przedstawiono informacje na temat szerokiego zastosowania fipronilu w weterynarii, w tym w
preparatach leczniczych, a takze dotyczace monitoringu jego obecno$ci w probkach
biologicznych i srodowiskowych. Istotnym elementem tego rozdziatu, z perspektywy przyjetej
metodyki pracy doktorskiej, jest omOwienie zastosowania opasek silikonowych jako narzedzia
pasywnego pobierania probek. Rozdziat ten zawiera réwniez zdjecia (Figure 1.4, strona 24)
ilustrujace ich zastosowanie w toku badan. W mojej ocenie, prezentowana rycina bylaby
bardziej adekwatna w cz¢$ci poswieconej metodom.

W rozdziale ,,Cele badawcze” Doktorant przedstawia cztery gldwne zatozenia swojej
pracy. Celem pierwszym jest opracowanie i walidacja metody LC-MS/MS do oznaczania
fipronilu i jego pochodnych w moczu. Dodatkowo, celem jest ocena przydatnosci nowego
kandydata na biomarker narazenia na fipronilu (hydroksyfipronil). Nieco zaskakujace jest,
ze weryfikacja ta odbywa si¢ juz na poziomie opracowania metody analitycznej, a nie na
poziomie badan nad metabolizmem czy przechodzeniem zwigzku w organizmie (cel 3).
Sformutowanie tego celu w ten sposob moze budzi¢ nieco watpliwosci i jest niejasne.

W celu drugim Doktorant zaplanowat opracowanie i walidacj¢ metody oznaczania
fipronilu oraz jego wybranych pochodnych w opaskach silikonowych, a takze ocene
przydatnosci tych opasek jako narz¢dzia do monitorowania narazenia srodowiskowego. Cel
trzeci przewiduje przeprowadzenie dlugoterminowych badan dotyczacych narazenia wybranej

grupy wtiascicieli zwierzat towarzyszacych na fipronil przed i po jego zastosowaniu
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U nalezacych do nich pséw i1 kotow. Cel czwarty zaklada ocen¢ narazenia na fipronil oraz

powigzang analiz¢ ryzyka zdrowotnego dla uzytkownikow.

Tak sformulowane cele wskazuja na przemyslany i systematyczny plan badawczy
doktoranta, zaktadajacy kompleksowg ocene narazenia. Podejscie to obejmuje zardwno aspekty
laboratoryjne, wykorzystanie nowoczesnych metod analitycznych, jak i projektowanie
I przeprowadzenie eksperymentu oraz analize¢ wynikow badan prowadzaca do oceny ryzyka
zdrowotnego.

W rozdziale ,,Metody” Doktorant w sposob klarowny i szczegdlowy przedstawia
wszystkie etapy prowadzonych badan, starannie opisujac realizacje poszczegdlnych celow
badawczych. Uwzglednia zarowno wykorzystane materiaty 1 odczynniki, jak 1 szczegotowe
procedury stosowane podczas opracowywania metod analitycznych z wykorzystaniem techniki
LC-MS/MS. Opracowanie przez Doktoranta dwoch wielosktadnikowych metod LC-MS/MS
w dwoch roznych matrycach (matrycy biologicznej - mocz i matrycy z tworzywa sztucznego
- opaska silikonowa) s$wiadczy o jego dobrym przygotowaniu do realizacji pracy doktorskiej
oraz o znacznym do$wiadczeniu w stosowaniu tej techniki. Szczeg6élnie godny uwagi jest
szczegblowy 1 precyzyjny opis poszczegdlnych etapow pracy, logiczne uzasadnienia wyboru
metod oraz skrupulatny opis przeprowadzonej walidacji wraz ze sposobem jej realizacji.

W opisie metody oznaczania pochodnych fipronilu w moczu Doktorant sygnalizuje
problemy napotkane podczas optymalizacji metody oznaczania hydroksyfipronilu, co ma swoje
konsekwencje w dalszej czgSci pracy. Nie do konca zrozumiate jest zamieszczanie
szczegotowe] listy wzorcow innych analitow optymalizowanych w tej metodzie; moim
zdaniem nie wnosi to istotnej wartosci merytorycznej do tresci pracy doktorskiej. Kolejng
kwestig jest r6znica pomiedzy optymalizacja oznaczania fipronilu w moczu a w opaskach
silikonowych. Wyraznie widaé, ze etap optymalizacji metody dla probek moczu wymagat
uzycia dwoch rodzajow kolumienek SPE, podczas gdy dla opasek silikonowych wykorzystano
sze$¢ rodzajow kolumienek SPE. W zwigzku z tym mozna wnioskowac, ze oznaczanie fipronilu
w opaskach stanowito wicksze wyzwanie dla doktoranta, co wydaje si¢ do$¢ zaskakujace.

Doktorant opracowat kompleksowa metodyke oznaczania fipronilu i jego pochodnych
w opaskach silikonowych, uwzgledniajac optymalizacje uzycia tych opasek w celu
zapewnienia maksymalnej wiarygodnos$ci uzyskiwanych wynikéw. W ramach tego procesu
przewidziano zaréwno etap przemywania opasek przed eksperymentem, jak i ich oczyszczenia
po zakonczeniu badan. Dokonano réwniez analizy zmienno$ci wynikow oznaczen w zaleznosci

od czesci opaski poddanej badaniu. Co szczegdlnie istotne, przeprowadzono symulacyjne
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badania rozktadu fipronilu i1 jego pochodnych w trakcie stosowania opasek. W badaniach tych

zastosowano dodatkowo technik¢ analityczng GC-MS/MS, co pozwolito na weryfikacje
1 wzmocnienie rzetelnosci wynikow.

Kolejnym elementem metodyki jest opis zaplanowanego eksperymentu majgcego na
celu werytfikacje narazenia wtascicieli psow 1 kotOw na zastosowane preparaty dla zwierzat
towarzyszacych. Nalezy podkresli¢ staranno$é, z jaka odwzorowano warunki rzeczywistego
narazenia, co umozliwia réwniez ocen¢ poziomu st¢zen badanych substancji. Nie zglaszam
zasadniczych uwag do zaplanowanego schematu eksperymentu. Jest on dobrze przemyslamy
a grupa badawcza zostala poprawnie dobrana. Niestety byla niezbyt liczna — 15 o0sob
W 6 lokalizacjach, aczkolwiek w mojej ocenie wystarczajaca aby uzyska¢ wiarygodne wyniki.
Doktorant zadbal przy okazji, aby uczestnicy zamieszkiwali zar6wno tereny miejskie jak
i podmiejskie, oraz aby probkobranie odbywato si¢ w réznych porach roku. Wazny jest rowniez
fakt posiadania przez badanych wilascicieli zwierzat zarowno psow jak i kotow. Reasumujac
plan doswiadczenia podkreslam jego dobre przemyslenie i zaplanowanie.

Natomiast nie jest w petni jasne, dlaczego probki moczu uczestnikoOw pierwszego dnia
byly pobierane w trybie catodobowym, podczas gdy w kolejnych dniach stosowano pobieranie
pojedynczych probek (,,one spot urine sample per day”). By¢ moze staty za tym inne wzgledy
niz tylko aspekt praktyczny zwigzany z wygoda pobierania i przechowywania takich probek,
jednak w pracy nie znalaztem wzmianki na ten temat.

Dodatkowo, nalezy zwréci¢ uwage, zaré6wno podrozdziat 4.3.1 ,Population
characteristic” jak 1 tabela 4.18, przedstawiajaca charakterystyke populacji uczestnikow
eksperymentu, zostaty umieszczone w czgsci ,,Dyskusja 1 wyniki”. Moim zdaniem bardziej
odpowiednie byloby umieszczenie jej w czesci dotyczacej metodyki badan, aby w jednym
miejscu pracy umiesci¢ kluczowe informacje o osobach nalezacych do grupy badawcze;.

W ostatniej czesci rozdzialu ,,Metody” znajdujemy przyjeta w badaniach metodyke
szacowania ryzyka. Doktorant zaplanowat oparcie si¢ na dwoch scenariuszach, w ktorym
pierwszy zakladal obliczenia na postawi stezenia fipronilu w moczu, natomiast drugi na
podstawie oznaczanej sumy metabolitow fipronilu i permetryny (zwigzkéw obecnych
w uzytych preparatach u zwierzat).

Podsumowujgc ten rozdziat nalezy podkresli¢ szeroki zakres metod opanowanych przez
doktoranta oraz jego bardzo dobrg znajomos$¢ 1 biegto$¢ w ich stosowaniu. Dotyczy to zardwno

metod analitycznych, jak i technik eksperymentalnych, obejmujacych umiejetnos¢ planowania
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1 prowadzenia doswiadczen, a takze znajomos¢ metod statystycznych wykorzystywanych do

analizy 1 interpretacji wynikoéw badan.

W rozdziale ,,Wyniki i dyskusja” przedstawiono szczegdtowy opis wszystkich
uzyskanych rezultatow badan, ktore na biezgco zostaty omawiane w odniesieniu do dostepnego
pismiennictwa naukowego. Dodatkowo, kazdy podrozdziat zakonczony jest czgsécig
zawierajaca analiz¢ mocnych i stabych stron przeprowadzonych badan. Bardzo wysoko
oceniam decyzj¢ Doktoranta o takim podejsciu do dyskusji swoich wynikéw w tekscie pracy
doktorskiej. Podnosi to znaczaco jej poziom naukowy ale jednoczes$nie $wiadczy o wysokiej
dojrzatosci naukowej doktoranta oraz o jego zdolnosci do krytycznej oceny uzyskanych
wynikow.

Pierwsze dwa podrozdziaty czgsci ,,Wyniki i dyskusja” zawieraja szczegdtowy opis
opracowania metod analitycznych zastosowanych w pracy doktorskiej, w tym metod
LC-MS/MS. Przedstawiono w nich dokladny proces optymalizacji, prowadzacy do
ostatecznego schematu przygotowania probek, a takze wyniki walidacji zastosowanych metod.
Opis ten przeprowadza czytelnika przez dlugg droge Doktoranta prowadzaca do opracowania
odpowiednio precyzyjnej i doktadnej metody analitycznej. Jest on tez dowodem na ogromng
pracowito$¢ autora rozprawy doktorskiej. W tej czeSci pracy zawarto rdwniez wyjasnieni
niepowodzenia w wyznaczeniu hydroksyfipronilu jako potencjalnego biomarkera fipronilu
w moczu. Autor szczegotowo przedstawit trudno$ci napotkane podczas optymalizacji
oznaczenia tego zwigzku, co §wiadczy o jego rzetelnym podej$ciu badawczym i umiejetnosci
krytycznej analizy uzyskanych wynikow. O ile nalezy doceni¢ odwagg¢ doktoranta
w przedstawieniu napotkanych trudnosci oraz decyzj¢ o rezygnacji z dalszych badan nad tym
zwigzkiem, o tyle nie w peini podzielam przedstawiong w pracy argumentacje¢ uzasadniajaca to
niepowodzenie. Z opisu metodologicznego wynika, ze przyczyng probleméw byla raczej
ograniczona dostepno$¢ odpowiedniej jakosci wzorca oraz, by¢ moze, wykorzystanie
spektrometru mas starszej generacji. Badania nad wystepowaniem hydroksyfipronilu jako
potencjalnego biomarkera fipronilu w moczu powinny zosta¢ w przyszto$ci powtorzone.

Podsumowujac te czg$¢ rozdziatu ,,Wyniki i dyskusja”, nalezy zwrdci¢ uwage na
wysoka biegto$¢ doktoranta w stosowaniu technik chromatograficznych w potaczeniu ze
spektrometrig mas. Na szczegdlne uznanie zastuguje starannie przeprowadzona optymalizacja
metod analitycznych oraz wlasciwe zastosowanie metod walidacyjnych. Odpowiedni dobor
standardow wewngetrznych, kontrola jako$ci pomiaréw oraz wykorzystanie wiasciwych

procedur statystycznych zapewnity wiarygodno$¢ i powtarzalnos¢ uzyskanych wynikow.
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Roéwniez opis oraz dyskusja dotyczace optymalizacji wydajnosci zastosowania

i charakterystyki silikonowych opasek zastuguja na uznanie. Stanowig one istotny i
warto$ciowy element pracy, taczacy aspekty praktyczne z analitycznymi. Wyniki te
potwierdzaja przydatnos¢ zastosowanych opasek do badan narazenia na czynniki chemiczne.

O ile wyniki walidacji 1 optymalizacji metod zostaty przedstawione w sposob bardzo
klarowny i przejrzysty, o tyle nie mozna tego w pelni powiedzie¢ o wynikach oznaczen
analitbow w probkach moczu i opaskach silikonowych pochodzacych z doswiadczenia.
Zastosowany sposob prezentacji danych badawczych (zbiorcza tabela 4.19) oraz rezygnacja
z przedstawienia indywidualnych wynikOw oznaczen w istotnym stopniu ograniczyty
czytelno$¢ 1 przejrzystos¢ interpretacji uzyskanych rezultatow. Rowniez forma graficzna
wykresow (Fig. 4.15) i (Fig. 4.16) nie ulatwia czytelnikowi interpretacji wynikow. W opinii
recenzenta zmiana formy wykresow na tzw. wykres pudetkowy znaczenie poprawiltby
czytelno$¢ prezentacji danych.

Pomimo tego, warta podkreslenia jest wysoka jakos$¢ poglebionej 1 wielowymiarowe;j
analizy uzyskanych wynikéw. Doktorant w tej czeSci pracy doktorskiej nie ogranicza si¢
wylacznie do wskazania przedstawienia profilu oznaczonych stezen fipronilu 1 jego
pochodnych ale stosujac zaawansowany aparat statystyczny szuka i znajduje korelacje
pomiedzy poszczegdlnymi wynikami uzyskiwanymi w kolejnych etapach doswiadczenia.
W ten sposob znajduje zalezno$ci pomigdzy stezeniami metabolitow/pochodnych i zwigzkiem
macierzystym w moczu (Fig 4.14) czy opaskach (Fig 4.17) ale rowniez, a moze przede
wszystkim pomiedzy sumg zwiazkéw fipronilu w moczu a ich sumg w opaskach.
Niewatpliwym osiggnieciem naukowym Doktoranta jest udowodnienie konieczno$ci
monitorowania calego panelu zwiazkéw pochodnych fipronilu (wraz ze zwigzkiem
macierzystym) w celu cato§ciowej oceny narazenia cztowieka na te zwigzki. Waznym okryciem
jest rowniez udowodnienie wchianiania fipronilu przez skoérg jako dominujaca droge narazenia
cztowieka co byto mozliwe dzigki umiejetnemu potaczeniu danych z opasek ,,stacjonarnych”
1,,0sobistych”.

Szczegoblnie ciekawe sg wyniki i omowienie cze$ci badan dotyczacych rekonstrukeji
dawki i szacowania ryzyka. Zastosowanie dwoch roéznych scenariuszy narazenia na fipronil
(,,FIPs-based” i ,,PYRs-based”) z jednej strony pokazato ilosciowo rozne poziomy narazania
w jednak nie zmienity ostatecznego wniosku: ryzyko zdrowotne zwigzane z narazeniem na
fipronil w badanej populacji byto niskie. Badanie to pokazato réwniez konieczno$¢ dalszych

prac naukowych nad cato$ciowa oceng narazenia ludzi i niezastapiong warto$¢ danych z badan
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biomonitoringowych, ktore w przysztosci powinny by¢ wiaczone w proces rejestracji nowych

I okresowej oceny toksykologicznej ksenobiotykow.

Prace doktorskg zamyka bibliografia sktadajaca si¢ 319 pozycji, w ktorej znajdujemy
zarowno publikacje naukowe jak i raporty organizacji naukowych (EFSA, EMA, OECD itp.),
czy noty aplikacyjne producentdéw aparatury analitycznej. Cytowane publikacji i inne materiaty
s aktualne i zostaty wlasciwie wybrane oraz zacytowane w pracy doktorskiej.

Podsumowujac, chee podkreslic mocng strong pracy mgr. Wojciecha Rodzaja, ktorg jest
jej nowatorskie ujecie problemu narazenia cztowieka na fipronil pochodzacy z preparatéw
weterynaryjnych. Praca cechuje si¢ duzg rzetelno$cia, dojrzatoscig naukowa i wysoka wartoscig
praktyczng w kontekscie toksykologii 1 oceny ryzyka chemicznego.

Do stabszych stron nalezy zaliczy¢ nie do konca przejrzysta prezentacje czgsci
wynikow, oraz brak jasnego sprecyzowania wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych
badan zebranych w oddzielnej cze¢sci pracy.

Zawarte w recenzji uwagi krytyczne maja raczej charakter porzadkowy i nie obnizaja
mojej bardzo wysokiej oceny przeprowadzonych badan, ktore na etapie planowania,
wykonania, opracowania i1 przedstawienia wynikow a takze wnioskowania charakteryzuja si¢
wysoka jako$ciag 1 wnoszg istotng wartos¢ do §wiatowej nauki. Aby rozwigzac ciekawy ale dos¢
zlozony problem badawczy Doktorant polaczyl swoje talenty i umiejetnosci w zakresie
analityki chemicznej z nowatorskim podejsciem do probkobrania i wiedzg z zakresu
Szacowania ryzyka. Widz¢ rowniez w tych badaniach coraz rzadziej spotykana odwage
w realizacji ambitnych aczkolwiek ryzykownych do§wiadczen naukowych. Jestem pod duzym
wrazeniem naukowej dojrzato$ci Doktoranta w wycigganiu wnioskow z bardzo szerokiego
materialu eksperymentalnego ale réwniez odwagi opisania napotkanych trudnosci, ktorych
w przypadku oznaczenia hydroksyfipronilu w moczu nie udato si¢ przezwyciezyc¢.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska stanowi samodzielne
rozwigzanie problemu naukowego oraz wskazuje ogdlng wiedze teoretyczng Doktoranta
a takze umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych. W zwiagzku z tym
wnioskuj¢ o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie, biorgc pod uwagg jako$¢ przeprowadzonych i1 opisanych badan oraz ich

duza wage dla wspotczesnej toksykologii wnioskuje o wyrdznienie przedtozonej do recenz;ji

pracy doktorskiej. R/
2(5/[ v % 0/5‘ W“j



