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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Filipa Gasiora pt. ,,Analiza funkcjonalna potencjalnych
bialek naprawy DNA — Msmeg_1891 i Rv3226¢ — u pratkow z rodzaju Mycobacterium”.

Przedtozona mi do oceny praca doktorska autorstwa mgr. Filipa Gasiora, studenta Szkoty
Doktorskiej BioMedChem Uniwersytetu Lodzkiego i Instytutow Polskiej Akademii Nauk w Lodzi,
zostata wykonana w Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterium Instytutu Biologii Medycznej PAN
w Lodzi pod kierunkiem dr hab. Anny Brzostek, prof. IBM PAN jako promotora oraz dr. Przemystawa
Plocinskiego z Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego, jako promotora
pomocniczego.

Przedmiotem rozprawy byto poznanie funkcji dwoch biatek nalezacych do rodziny peptydaz
zwigzanych z odpowiedzig SOS (ang. SOS-response associated peptidases), tj. Msmeg_ 1981,
wystepujacego w komorkach szybkorosnacych pratkéw z gatunku Mycobacterium smegmatis (wg nowej
nomenklatury Mycolicibacterium smegmatis) oraz jego homologa pochodzgcego z komoérek pratkoéw
gruzlicy (M. tuberculosis) — Rv3226c¢. Tego typu biatka sg stabo poznane w komoérkach prokariotycznych,
jednakze dostgpne dane wskazujg na mozliwo$¢ ich zaangazowania w procesach naprawy uszkodzen
DNA. Kwasooporne pratki, w tym m.in. szczegoélnie silnie patogenny M. tuberculosis, ale takze
M. smegmatis bedacy modelowym gatunkiem w badaniach nad pratkami, nadal nie s3 w pelni poznane
pod katem czynnikow oraz mechanizméw zaangazowanych w naprawe uszkodzen DNA. Te procesy sa
kluczowe dla zachowania integralnosci genoméw drobnoustrojow, a ich sprawny przebieg moze
pozwalaé na przetrwanie w skrajnie niekorzystnych warunkach, w tym takze podczas dziatania zwigzkow
0 charakterze przeciwbakteryjnym. Dlatego tez, obok wysokich walorow poznawczych,
scharakteryzowanie funkcji badanych biatek moze wnosi¢ takze potencjal aplikacyjny, jesli okazatoby
si¢, ze odgrywajac istotng role w fizjologii pratkow, biatka te mogg stanowi¢ interesujacy cel molekularny
dla potencjalnych lekow przeciwgruzliczych. Stad tez uwazam podjgcie wskazanej tematyki za w petni
uzasadnione.

Podstawa do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora w dyscyplinie nauk medycznych jest
monografia przygotowana w uktadzie klasycznym dla tego typu prac, obejmujaca Wstgp, Cel pracy,

Materialy, Metody, Wyniki, Dyskusje, Wnioski i stwierdzenia koricowe, streszczenia w jezyku polskim
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i angielskim oraz Literature. Dodatkowo Doktorant zamie$cit w niej spis swojego dorobku
publikacyjnego obejmujacego wspotautorstwo w czterech artykutach zamieszczonych w czasopismach
z listy JCR o lacznym wspotczynniku wptywu (IF) rownym 20,715 1 480 pkt MEiN.

Cze$¢ teoretyczna pracy zostala zawarta w 18-stronnicowym Wstepie obejmujacym bardzo
krotka, ogblng charakterystyke rodzaju Mycobacterium oraz opisy najwazniejszych mechanizmow
naprawy DNA u przedstawicieli tego rodzaju, uzupetnione o informacje na temat peptydaz z grupy
SRAP. Wydaje mi si¢, ze w nawigzaniu do realizowanych w pracy badan, po charakterystyce rodzaju
Mycobacterium, mozna byto najpierw skupi¢ si¢ na biatkach SRAP, a potem przej§¢ do omdéwienia
mechanizméw naprawczych, w ktorych te biatka mogg by¢ zaangazowane, ale jest to kwestia, ktorg
poddaje tylko Doktorantowi do rozwazenia w kontekscie przygotowywania ewentualnej publikacji. Mam
natomiast pewne zastrzezenia dotyczace sposobu graficznej prezentacji opisywanych mechanizmoéw
naprawczych. Wszystkie zamieszczone w tej czeSci ryciny zyskatyby na czytelno$ci, gdyby zostaty
opatrzone bardziej szczegdétowymi legendami, lub gdyby na zastosowanych ksztaltach symbolizujacych
biatka znalaztyby si¢ ich nazwy. W przypadku Ryc. 2.3, zatytutowanej ,,Schemat naprawy DNA przez
wycinanie nukleotydu u Mycobacterium” przedstawiono mechanizm w jego wersji znanej dla
Escherichia coli, tymczasem, jak sam Autor wskazuje w tekscie na str.18, od 2020 r. wiadomo,
ze przebieg tego procesu u pratkow wyglada inaczej. W przypadku Ryc. 2.4, prezentujacej schemat
naprawy NHEJ, prositbym o wyjasnienie, skad wrzieta si¢ zmiana sekwencji koncow DNA
po przyltaczeniu si¢ do nich biatka Ku. Rycina 2.5 moze by¢ przez czytelnika interpretowana na wiele
sposobow, szczegdlnie w kontekscie tgcznikow Holliday’a (to od nazwiska pisanego Holliday, nie
Holiday, jak jest uzywane w tekscie), w ktorych widzimy cztery jednoniciowe konce, ktorych
pochodzenie pozostato niewyjasnione. Z kolei na Ryc. 2.6 przedstawiono prawdopodobnie represor LexA
blokujacy przemieszczanie si¢ polimerazy RNA (tak przynajmniej interpretuje konczaca si¢ w potowie
rysunku strzatke). Jednakze miejsca wigzania LexA, tzw. SOS-boxes, znajdujg si¢ w obrebie regionow
promotorowych, o czym zresztg doktorant pisze na str. 25, zatem obecno$¢ represora blokuje dostep
polimerazy RNA do promotora, a nie jej przemieszczanie si¢. Moje zaciekawienie z kolei wzbudzito
sformutowanie ze str. 30 ,,substraty DNA przypominajgce pojedyncze i podwdjne pekniecia nici”. Czy
mogtbym prosi¢ o krotka charakterystyke takich substratow?

Cel pracy zostat wskazany prawidlowo, a jego osiagni¢cie zaplanowano poprzez realizacje o$miu
ambitnych celow czastkowych.

Na szczegolne podkreslenie zastuguje wykorzystanie bardzo obszernego materiatu badawczego,
w tym duzej liczby narzedzi genetycznych w postaci prawidtowo zaprojektowanych starteréw, sond
genetycznych, wektorow, a takze skonstruowanych przy ich pomocy szczepdéw bakteryjnych stuzacych
jako $wietnie przemyslane modele doswiadczalne. Podobnie imponujaco wyglada przeglad metod
badawczych, ktorych opanowanie wymagato niewatpliwie od Doktoranta duzego zaangazowania

i sporych umiej¢tno$ci. Tego typu szeroki warsztat badawczy cechuje doswiadczonych
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eksperymentatorow. Moje drobne uwagi odnosnie tego rozdziatu pracy dotycza ponownie czytelnosci
przedstawianych schematow, np. na Ryc. 4.2 wektor pMV306km nie powinien by¢ produktem trawienia
wektora pJetl.2/blunt enzymami Xbal/Hindlll, co sugeruje strzatka opisana jako przeksztatcenie C,
z kolei Ryc. 4.3. sugeruje klonowanie jednoniciowego fragmentu do wektora plazmidowego. Myslg, ze
warto bytoby sprecyzowac, jakiego typu enzymem trawiono DNA przed hybrydyzacja typu Southern blot
(str. 71), poniewaz dla mniej obeznanego czytelnika ta kwestia moze by¢ niejasna. Chciatbym takze
podja¢ z Doktorantem dyskusje na temat arbitralnego wyboru sigA jako genu referencyjnego w badaniach
nad poziomem transkrypcji innych gendéw. W wielu publikacjach wskazuje si¢ bowiem, ze mimo
powszechnego consensusu co do wykorzystywania niektorych genow, najczesciej tych nalezacych do
grupy tzw. housekeeping genes, jako gendéw referencyjnych, przy bardziej wnikliwych analizach
okazywalo si¢, ze wiele z nich nie spelnia odpowiednich wymogdéw w konkretnych warunkach
prowadzenia eksperymentu. Jednymi ze sztandarowych przyktadow moga by¢ ludzkie geny ACTB czy
GAPDH, ktore przez lata byty standardowo uzywane jako geny referencyjne, dopdki nie wykazano,
ze ich poziom ekspresji moze podlega¢ znacznej zmiennosci w okreslonych warunkach czy tkankach.
Prositbym zatem o dokonanie podczas obrony przegladu obecnie dostgpnych metod normalizacji
i walidacji genow referencyjnych, stosowanych podczas analiz ekspresji z uzyciem technik qPCR, czy
mikromacierzy.

Rozdziat Wyniki obejmuje opisy bardzo dobrze zaprojektowanych i stanowigcych logiczng catos¢
eksperymentow. Na szczeg6lna uwage zastuguje bardzo wazny i znakomicie zaplanowany etap
polegajacy na konstrukcji serii modelowych szczepow badawczych oraz weryfikacji ich poprawnosci.
Zawsze bardzo ceni¢ badania, ktoére nie polegaja jedynie na obserwacjach badanych komorek
w okre§lonych warunkach eksperymentalnych, ale opieraja si¢ na gleboko przemyslanych i samodzielnie
przygotowanych modelach, skonstruowanych przy pomocy techniki rekombinacji DNA in vitro. Takie
podejscie miato rowniez miejsce w przypadku recenzowanej pracy doktorskiej, dzieki czemu uzyskano
mutanty pozbawione zdolnosci ekspresji badanych proteaz Msmeg 1981, Rv3226¢ pojedynczo, badz
w kombinacji z delecjami w obrebie genéw kodujacych wybrane biatka zaangazowane w naprawy DNA.
Dysponujgc takim zestawem, Doktorant przeprowadzit analizy przesiewowe majgce na celu zbadanie
udziatu tych proteaz w odpowiedzi komérek Mycobacterium na roznorodne czynniki uszkadzajace DNA.
Wykazat, ze jedynie w przypadku zastosowania metanosulfonianu metylowego (MMS), szczepy
Mycobacterium pozbawione odpowiednio biatka Msmeg 1981 lub Rv3226¢, wykazywaly si¢ istotng
wrazliwo$cig na ten czynnik genotoksyczny, przy czym zadna z dodatkowych mutacji nie wzmagata
obserwowanego fenotypu. Wrazliwo$¢ na MMS zostata potwierdzona z uzyciem kolejnego szczepu, tym
razem wykazujgcego si¢ jedynie obnizong eckspresja biatka Msmeg 1981. Dalsze badania byty
prowadzone z uzyciem rekombinowanego biatka Msmeg_1981, ktore zostato poddane przez Doktoranta
nadekspresji, a nastgpnie oczyszczone z uzyciem chromatografii metalopowinowactwa i wykorzystane

w eksperymentach z udzialem specyficznych substratow, jak réwniez przekazane podmiotowi
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zewnetrznemu celem uzyskania poliwalentnej surowicy stosowanej w immunodetekcji do oznaczen
jakosciowych i potilo§ciowych. Dzigki dysponowaniu oczyszczonym preparatem Msmeg_1981 mozliwe
bylo wykazanie specyficznosci substratowej wobec jednoniciowych czgsteczek DNA oraz RNA,
zardwno poprzez wykorzystanie testu spowolnienia migracji w zelu agarozowym (EMSA), jak i podczas
rozdziatu elektroforetycznego w warunkach denaturujacych, ciekawie zaprojektowanych dwuniciowych
substratow zawierajacych blednie sparowane rybonukleotydy badz deoksyurydyne. Zaobserwowano,
ze badane biatko wykazywato najsilniejsza aktywno$¢ wobec substratu zawierajacego deoksyurydyne,
prowadzac do jej wycigcia co upodabnia je do znanego enzymu zaangazowanego w wycinanie uracylu
z dwuniciowych substratow DNA — gilkozylazy uracylo-DNA. Ta aktywno$¢ Msmeg 1981 zostata takze
potwierdzona w pomiarze sily jego oddziatywania z substratami DNA, przeprowadzonego z uzyciem
metody termoforezy kapilarnej. W dalszej cze$ci swojej pracy Doktorant dokonat poszukiwan biatek
oddziatujacych z Msmeg 1981, uzywajac go jako tzw. przynety w procesie wspotoczyszczania biatek
partnerskich i ich identyfikacji z wykorzystaniem wysokosprawnej spektrometrii mas (ten ostatni etap
zostal wykonany w komercyjnym laboratorium). Etap ten miat na celu zidentyfikowanie ewentualnych
szlakow naprawczych, w ktorych moga by¢ zaangazowane badane homologi SRAP. Dzigki
przeprowadzonej analizie bioinformatycznej uzyskanych wynikoéw, udato si¢ zidentyfikowaé dwie
helikazy oraz egzonukleaze, jednakze badania w tym kierunku nie zostaly zakonczone ze wzgledu
na ograniczone ramy czasowe realizacji pracy doktorskiej. Niemniej jest to bardzo ciekawy wynik, ktory
otwiera perspektywe dalszych interesujacych odkry¢.

W ostatniej czg$ci swojej pracy eksperymentalnej mgr Filip Gasior skupit si¢ na badaniu ekspresji
genéw M. smegmatis w odpowiedzi na dziatanie czynnika metylujacego DNA w postaci MMS. W
pierwszej kolejnosci analizie poddat gen msmeg_1981, zar6wno na poziomie transkryptu (technika RT-
gPCR), jak i produktu biatkowego (technikag Western blot), wykazujac faktycznie istotny wzrost jego
ekspresji w obecnosci MMS. Nastepnie przeprowadzit kompleksowe analizy pordwnawcze z uzyciem
techniki RNA-seq, majace na celu przesledzenie odpowiedzi na dzialanie MMS na poziomie
transkryptomu, u szczepu M. tuberculosis pozbawionego zdolnosci do syntezy proteazy Rv3226¢ oraz
u jego odpowiednika w postaci szczepu typu dzikiego. Co zaskakujgce, pomimo, ze rdéznice w poziomie
ekspresji wielu genow przed i po dodaniu tego zwigzku metylujacego byly widoczne dla kazdego z tych
szczepow indywidualnie, nie zaobserwowano znaczacych rozbieznosci pomiedzy profilami ekspresji
szczepu dzikiego i mutanta delecyjnego, zaréwno w obecnosci, jak i bez dodatku MMS. Wsrédd tych dosé
nielicznych gendéw  wykazujacych  zréznicowang ekspresj¢ W  analizowanych — warunkach,
zidentyfikowano takie, ktorych funkcja nie jest zwigzana bezposrednio z mechanizmami naprawy lub tez
nie zostata jeszcze w ogoble poznana.

Pomimo braku wiazacych odpowiedzi, jak nieobecnos¢ biatka Rv3226¢ wplywa na ekspresje
genow M. tuberculosis w warunkach uszkodzen DNA wywotanych obecnoscia MMS, uwazam wszystkie

uzyskane w toku realizacji pracy doktorskiej wyniki za bardzo cenne i wnoszace wiele nowej wiedzy na

pawel.staczek@biol.uni.lodz.pl >



mailto:pawel.staczek@biol.uni.lodz.pl

5

temat funkcjonowania mechanizméw naprawczych w komoérkach Mycobacterium, szczegélnie
w kontekscie napraw DNA zwigzanych z usuwaniem uszkodzonych zasad azotowych. Zarazem rezultaty
te prowokuja do zadawania dalszych pytan i planowania kolejnych eksperymentow, ktore niewatpliwie
beda prowadzone w Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterium.

Watpliwosci, jakie nasunety mi si¢ po analizie wynikéw, to:

a) czy byly prowadzone jakie$ proby analizy densytometrycznej rozdziatu elektroforetycznego
zelu wykorzystanego do analizy Western blot lub tez nawet juz samych specyficznych
sygnalow dla biatka LigA i Msmeg 1981 widocznych na Ryc.5.11? Takie podejscie
pozwolitoby na bardziej precyzyjne okres§lenie poziomu zahamowania ekspresji biatka
Msmeg_1981 w badanym szczepie.

b) Czym mozna wyjasni¢ ro6znice w mobilnosci elektroforetycznej kompleksow Msmeg 1981
z jednoniciowym DNA i RNA widocznych na Ryc. 5.12?

c) Czy Ryec. 5.15 to obraz powstaty z natozenia dwoch kanatéw (emisja w §wietle czerwonym
i zielonym) i dlaczego raz produkty peknig¢ substratow sg widoczne w postaci fragmentow
wyznakowanych heksachlorofluoresceing, a innym razem cyjaning 5, skoro poszczego6lne
doswiadczenia r6znig si¢ od siebie tylko warunkami prowadzenia reakcji, a uracyl wystepuje
zawsze na nici znakowanej Cy5?

d) W czym przejawia si¢ aktywnos$¢ peptydazowa biatek rodziny SRAP i czy obserwowano lub

planuje si¢ poszukiwac takiej aktywnosci w przypadku biatek Msmeg 18910oraz Rv3226¢?

Mam rowniez kilka uwag krytycznych do tego rozdziatu. Uwazam, ze zyskatby on na czytelnosci,
gdyby wyeliminowac z niego wystepujace w kilku miejscach informacje, ktore zostaty wczesniej podane
w cze$ci metodycznej. Jeszcze bardziej statby sie czytelny, gdyby ryciny ztozone z wielu skltadowych
zostaty podzielone na mniejsze elementy (np. Ryc. 5.7, czy 5.15), a stosowne legendy znalazly sie pod
kazdym z tych elementéw, co powodowatoby, Ze nie trzeba bytoby szukaé opisu trzy strony dale;j.
Co wiecej, zarowno te legendy, jak i 0znaczenia stosowane wokoét lub na fotografiach powinny by¢
bardziej precyzyjne, aby nie trzeba bylo si¢ domysla¢, co znacza np. odreczne, ledwo widoczne cyfry 0,
-1, -2, ... -5 na Ryc. 5.7 (nota bene w Metodach napisano, ze wysiewano rozcienczenia od 10 do 10),
czy co oznaczajg niebieskie strzalki na Ryc. 5.15, gdyz w legendzie nie ma o nich wzmianki.

11-stronnicowy rozdziat Dyskusja stanowi podsumowanie uzyskanych wynikoéw
i skonfrontowanie ich z do$¢ skromnymi informacjami dotyczacymi podobnych mechanizmow,
opisanymi w $wiatowej literaturze przedmiotu. Wigkszo$¢ dostepnej wiedzy, na ktorg powotuje sie
Doktorant, dotyczy E. coli badZ tez organizméw eukariotycznych, co $wiadczy o stawianiu przez niego
pionierskich krokow w obszarach mechanizmoéw naprawczych u Mycobacterium. Cennym zwienczeniem
toku rozumowania przedstawionego w tym rozdziale jest niewatpliwie propozycja wstepnego schematu

mozliwego udziatu biatka Msmeg 1891 w naprawach DNA zawierajacego uracyl. Moim zastrzezeniem
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dotyczacym koncepcji przeprowadzenia dyskusji jest kwestia przedstawienia chronologii opisywanych
doswiadczen. W rozdziale Wyniki, badania screeningowe, ktore wskazaty MMS jako jedyny czynnik
genotoksyczny, indukujacy efekt fenotypowy w postaci zahamowania wzrostu mutantow niezdolnych
do syntezy biatka Msmeg_ 1891 lub jego homologa Rv3226¢, byly przedstawione jako punkt wyjscia do
bardziej szczegdlowych analiz z uzyciem rekombinowanego szczepu z obnizona zdolno$cig ekspresji
Msmeg_1891. Natomiast w Dyskusji, z blizej nie znanych przyczyn, ta chronologia zostata niepotrzebnie
odwrécona. Nie uwazam tez za w pelni prawidtowo sformutowane zdanie ze str. 122: ,,Ze wzgledu na
wplyw  metylosulfonianu na integralnosé¢ i stabilnos¢ genomu, prawdopodobnie rola badanych
w niniejszej rozprawie doktorskiej bialek, nalezqcych do rodziny peptydaz zwigzanych z odpowiedzig SOS
(SRAP), jest znaczgca w naprawach uszkodzen powodowanych przez ten zwigzek”. Wydaje mi sig,
ze w takim rozdziale pracy, jakim jest Dyskusja, formutowane wnioski powinien mie¢ bardziej ogélny
charakter. W toku ewolucji biatka SRAP, w tym Msmeg_ 1891 czy Rv3226¢, wyspecjalizowaly sie, aby
umozliwia¢ skuteczng naprawe okreslonych uszkodzen, w zwigzku z tym, piszac o roli tych biatek, nalezy
raczej rozpatrywac ich aktywnos¢ w kontekscie danego typu uszkodzenia, a nie konkretnego zwigzku,
z ktorym w naturze te drobnoustroje raczej si¢ nie spotykaja.

Rozdziat Whnioski i stwierdzenia koricowe zawiera cztery najwazniejsze, czytelnie sformutowane
spostrzezenia wynikajace z przeprowadzonych badan. Streszczenia w jezyku polskim i angielskim
przygotowano prawidtowo. Spis cytowanych publikacji zawiera 101 dobrze dobranych, aktualnych
pozycji literatury przedmiotu.

Z obowiazku recenzenta musze zwrdci¢ uwage na stron¢ edytorska przedtozonej monografii. To
zdecydowanie najstabszy jej aspekt. Obok do$¢ licznych bledéw gramatycznych, stylistycznych,
literowych, napotkatem takze wiele niescistosci, niestarannosci w formutowaniu zdan, skrotow
myslowych, ktore niestety wptywaja na warstwe merytoryczng. Wymienie tylko kilka z tych ostatnich,
pozostate przekazujac Doktorantowi w postaci uwag naniesionych na recenzowany egzemplarz
monografii: str. 20. — ,,...plazmidy z tepymi koncami 5°...” — jak wiadomo tepe konce sg powstaja

w wyniku przeciecia obu nici naprzeciwko siebie, a w cytowanej tu pracy mowa jest o koncach tepych

oraz lepkich z wystajacym 5’ koncem, str. 29. —,,...wigzania si¢ do okreslonych uszkodzern DNA — miejsc
apurynowych/apirymidynowych (AP/APE)...” — APE to oznaczenie endonukleazy AP, a nie miejsc
apirymidynowych, str. 123. — ,,...wektoréw pET28a noszacych gen msmeg_1891 w fuzji N- i C- korica

ze znacznikiem polihistydynowym 6xHis” — geny nie majg koncéw N i C i nie mogg nosi¢ znacznika
aminokwasowego, tylko sekwencje kodujaca taki znacznik. Chciatbym tez zwroci¢ uwage Doktoranta na
nieprawidlowe stosowanie terminu czestotliwo$¢ zamiast czestos¢ (str. 16), nagminne nierozroéznianie
dywizu od myslnika i bardzo swobodne stosowanie spacji wokot tych znakéw interpunkcyjnych, a takze
na niekonsekwencje w stosowaniu terminologii, czego przykladem moga by¢ nazwy glikozylaz
wystepujace w trzech roznych, nie zawsze prawidtowych, wariantach, czy nazwy substratow DNA, gdzie

niesparowanie U-G jest oznaczane dwukropkiem, natomiast C-A, A-A, G-T juz nie. Myslg, ze dobrze
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byloby takze zwracac na przysztos¢ wigksza uwage na formatowanie tekstu w taki sposob, aby legendy
do rycin znajdowaly si¢ w miare mozliwosci na tej samej stronie co grafika, bo to znaczaco ulatwia
analize prezentowanej informacji.

Przedstawione powyzej pytania, watpliwosci i uwagi nie wplywaja na moja wysoka oceng strony
naukowej recenzowanej rozprawy. Zaprezentowane wyniki eksperymentalne stanowig oryginalne
podejécie do zrozumienia roli badanych biatek, wnoszac bez watpienia aspekt nowosci naukoweyj.
Wykorzystany wachlarz technik do§wiadczalnych jest imponujacy, a uzyskane rezultaty stanowig wktad
w $wiatowy rozwoj reprezentowanej przez Doktoranta dyscypliny. Mam nadziejg, ze dane te stang si¢

wkrotce podstawa do przygotowania wartosciowych publikacji naukowych.
Whiosek koncowy

W moim przekonaniu, rozprawa doktorska mgr. Filipa Gasiora spelnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w Ustawie — Prawo o Szkolnictwie Wyzszym z dnia
20 lipca 2018 r. z pézn. zm. Przedstawione badania zostaly przeprowadzone na wysokim poziomie
naukowym, z wykorzystaniem $wietnego warsztatu metodologicznego Doktoranta, stanowiac
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Przedstawiam zatem Wysokiej Radzie Naukowej
Instytutu  Biologii Medycznej PAN w  Lodzi wniosek o jej przyjecie
i dopuszczenie mgr. Filipa Gasiora do dalszych etapéw post¢powania w sprawie nadania stopnia

doktora.
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