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Badania mechanizmdw pozyskiwania zelaza i hemu przez bakterie, tworzgce biofilm przylegajacy
do tkanek, w ktdrych osadzone sg zeby, prowadza do coraz gtebszego zrozumienia patogenezy
parodontozy i innych choréb, uwarunkowanych stanem zapalnym, rozwijajacym sie w tych miejscach
w odpowiedzi na obecnoé¢ bakterii oraz wydzielanych przez nie czynnikow. W przypadku gtéwnego
patogenu chordb przyzebia — beztlenowej gram-ujemnej bakterii Porphyromonas gingivalis — wazng
role w procesie pobierania hemu odgrywa zewnatrzkomorkowy hemofor — biatko HmuY, ktérego
struktura i funkcja scharakteryzowana zostata szczegétowo w ostatnich latach, m.in. przez grupg
badawczg prof. dr hab. Teresy Olczak w Zaktadzie Biochemii Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego. Biatko to oraz jego homologi, produkowane przez dwa inne periodontopatogeny —
bakterie Tannerella forsythia (biatkoTfo) i Prevotella intermedia (biatka PinA i PinO) byty obiektem
dalszych badan, przedstawionych przez cztonka tego zespotu — mgr Marcina Bieleckiego — w jego

rozprawie doktorskiej.

Przeprowadzone przez doktoranta badania biegty dwutorowo. Jednym z zadan byto uzupetnienie
fizykochemicznej charakterystyki oddziatywania biatka HmuY z hemem o cechy, dotad nie
rozpoznane, przynajmniej w wybranych szczegétach. Uzyskano dwie nowe informacje o
mechanizmie tego procesu.

1) Przy zastosowaniu pomiaréw dichroizmu kotowego komplekséw réznych metaloporfiryn z

rekombinowanym biatkiem HmuY typu dzikiego oraz jego wariantami z podstawionymi

resztami His134 i His166, wykazano rozny wzgledny udziat tych reszt w koordynacji metalu.
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2)

Okazalo sie, ze obie reszty histydyny zaangazowane byty w wigzanie Co(lll)PPIX, podobnie jak
to jest w przypadku kompleksu hem-HmuY. W przypadku innych metaloporfiryn koordynacja
metalu zachodzita przy udziale tylko jednej z tych reszt histydyny.

Analiza widm fluorescencji biatka HmuY typu dzikiego oraz jego wariantdw, w ktdrych jedna z
trzech reszt tryptofanu (W51, W73 lub W161) zastapiona zostata reszig alaniny lub tyrozyny,
wykazata zréznicowang role tych reszt w oddziatywaniu z hemem. Badania procesu
denaturacji termicznej wykazaly ponadto zachodzenie znacznych zmian konformacji tych
biatek w trakcie wigzania hemu, przy czym zmiany te miaty rézny charakter w mikrootoczeniu

kazdej z reszt Trp.

Drugi kierunek badawczy dotyczyt homologdw biatka Hmuy, a jego punktem wyjsciowym byto

otrzymanie po raz pierwszy rekombinowanych biatek Tfo oraz PinA i PinO, przy czym w przypadku Tfo

sukces osiggnieto dzieki dostrzezeniu btedéw w sekwencji przypisanej biatku w bazie danych i

postuzeniu sie sekwencjg skorygowang. Biatka te poddano nastepujacym dalszym badaniom.

1)

2)

3)

Analiza podobienstwa sekwencji tych biatek do HmuY wykazata, ze w homologach HmuY nie
ma zachowanych w odpowiednich pozycjach dwéch reszt histydyny, istotnych dla wigzania
hemu przez HmuY. Podobienstwo sekwencji biafek Tfo, PinA i PinO do HmuY i dwéch innych
homologicznych biatek o znanej strukturze przestrzennej z bakterii Bacillus fragilis i B.
vulgatus umoiliwito wymodelowanie struktur trzeciorzedowych badanych homologéw
HmuY. W modelach tych wyraZnie dostrzec mozna réznice w konformacjach regiondw, ktére
w biatku HmuY bicrg udziat w wigzaniu hemu.

Mimo tych réinic, biatka Tfo, Pin A i PinO posiadaly zdolno$¢ wigzania hemu, co wykazano na
podstawie analizy zmian widm UV-Vis hemu po jego przytaczeniu przez te biatka. Widma
komplekséw hemu z homologami HmuY réznity sie wieloma szczegétami od widma
kompleksu hem-HmuyY. Pod tym wzgledem, najbardziej podobny do tego ostatniego wydawat
sie kompleks hemu z PinQ. Autor zauwazyt ogdlne podobienistwo widm komplekséw hemu z
homologami HmuY do widm komplekséw hemu z wariantami HmuY, pozbawionymi jednej
lub obu reszt histydyny, zaangazowanych w wigzanie ligandu przez biatko HmuY. Z badan
tych wyprowadzono wniosek, ze w koordynacji atomu zelaza w kompleksach hemu z
homologami HmuY biorg udziat inne reszty aminokwasowe, by¢ moze reszty metioniny.
Miareczkujac biatka Tfo, PinA i PinO hemem i monitorujac powstawanie komplekséw poprzez
pomiary spektrofotometryczne lub spektrofluorometryczne, wyznaczono krzywe wigzanta
ligandu, na podstawie ktérych oszacowano (moim zdaniem nieprecyzyjnie, patrz nizej) state
dysocjacji komplekséw, informujace o mocy oddziatywania hemu z tymi biatkami.

Na podstawie analizy zmian widm UV-Vis komplekséw hemu z biatkami Tfo, PinA i PinO po

dodaniu biatka HmuyY, wykazano, ze HmuY szybko cdbiera hem tym innym biatkom. Jest to



intrygujaca obserwacja, sugerujaca, ze HmuY — hemofor gtéwnego patogenu choréb
przyzebia (P. gingivalis) - wspomaga sie niejako w tej funkcji, wykorzystujac wiasciwosc
stabszego wigzania hemu przez biatka, uwalniane do srodowiska przez inne bakterie,
wystepujace w zakazonej tkance.

5) Przeprowadzono poréwnawczg analize zmian widm UV-Vis komplekséw hemu z biatkami
Hmuy, Tfo, PinA i PinO pod wptywem redukcji centralnego jonu ielaza w hemie.

6) Analiza widm dichroizmu koltowego biatka HmuY i jego homologéw, oraz kompleksdw tych
biatek z hemem sugerowata, ze biatka te charakteryzuja sie bardzo podobng strukturg
drugorzedowg. Pod tym wzgledem, nieco odbiega od pozostatych biatko PinA, co autor
niezbyt przekonywujgco ttumaczy wiekszymi (o 25 reszt aminokwasowych) rozmiarami tego
biatka. Co ciekawe, po zwiazaniu hemu, w zadnym z bialek nie zaobserwowano zmian widm
dichroizmu kotowego, co sugeruje brak dostrzegalnych zmian w ogdlnym planie struktury
drugorzedowej w tych potencialnych hemoforach.

7} Sporo uwagi poswiecit autor rozprawy wplywowi badanych biatek na hemoproteiny
gospodarza, a zwlaszcza sprawdzeniu mozliwosci odbierania im hemu. Cecha ta jest dobrze
udokumentowana w przypadku biatka HmuY. Niestety, nie udalo sie wykazac przejmowania
hemu z kompleksu z albuming przez biatka PinA i Pin0O, ani z methemoglobiny przez wszystkie
trzy homologi biatka Hmuy.

8) Sprawdzono réwniez, czy homologi HmuY zdolne s3 do utleniania oksyhemoglobiny do
methemoglobiny — formy, stabiej wigzgcej ligand i tym samym potencjalnie tatwiejszej do
wykorzystania jako zrédto zelaza przez patogeny rezydujace w przyzebiu. Wykazano, ze
biatka Tfo, PinA i Pin O znaczaco przyspieszaty proces utleniania hemoglohiny w perownaniu
z kontrola {sama oksyhemoglobina), jednak skala czasowa procesu {>17 godzin) kaze
powatpiewac w biologiczng istotnos¢ tego zjawiska.

9) Autor rozprawy wykonat tez wiele préb, zmierzajgcych do uzyskania krysztatéw biatka HmuY
i jego homologdw o jakosci, umozliwiajacej badania dyfrakeji rentgenowskiej w celu
rozwigzania struktury trzeciorzedowej biatek. Na razie wysitki te nie zostaty uwiericzone

sukcesem, ale niewatpliwie warto je kontynuowac.

Jak wynika z powyzszego przegladu, doktorant przedstawit imponujgcg ilod¢ danych
doswiadczalnych, ktére uzyskat na drodze drobiazgowych i czesto bardzo czasochlonnych badan, z
zastosowaniem réznorodnych metod, obejmujacych sztuke produkeji biatek rekombinowanych iich
oczyszczania, technike ukierunkowane] mutagenezy, bioinformatyczng analize sekwencji biatek i
oparte na homologii modelowanie struktury trzeciorzedowej biatek, spektrofotometrig UV-Vis,

spektrofluorymetrie, pomiary dichroizmu kotowego a takze podstawy techniki krystalizacji biatek. Nie



ulega watpliwosci, ze praca ta dostarczyta wielu nowych informacji o biatku HmuY — znanym juz
hemoforze bakterii P. gingivalis — i jego homologach z bakterii, wystepujgcych w objetych stanem
zapalnym przyzebiu. Tym samym wyniki te wnoszg znaczacy wktad w rozumienie procesow
pobierania Zelaza i hemu przez periodontopatogeny — istotnej sktadowej molekularnych
mechanizmow rozwoju chorob przyzebia. O wysokiej wartosci tych badan swiadczy m.in. fakt, ze
wiekszoé¢ z przedstawionych w rozprawie wynikow wykorzystano do przygotowania pieciu petnych
artykutéw oryginalnych, ktdre zostaly juz opublikowane w latach 2011-2015 a ktorych wspolautorem
(w jednym przypadku pierwszym) jest M. Bielecki. Lista tych publikacji podana zostata na koricu
rozprawy, z doktadnym opisem udziatu doktoranta w kazdej z nich. 53 to znakomite prace,
opublikowane w tak renomowanych czasepismach jak PLoS One, Metallomics, Biochemical and

Biophysical Research Communications i BMC Biochemistry.

Skoro prace te spetnity surowe kryteria redakcyjne tych czasopism, a takze wnikliwe oceny
powotanych przez redakcje recenzentéw, rola recenzenta rozprawy doktorskiej opartej na tych
publikacjach moglaby whasciwie ograniczy€ sie tylko do oceny formalnej — redakcyjno-jezykowej. A
jednak w trakcie lektury rozprawy nasunefy mi sie dwie uwagi natury merytorycznej i prosze o

rozwianie tych watpliwosci w trakcie publicznej obrony pracy doktorskiej.

Pierwsza z tych uwag dotyczy badan nad denaturacjg termiczng biatka HmuY i jego wariantdw z
resztami tryptofanu podstawionymi resztami alaniny lub tyrozyny. Niezaleznie od redakcyjnych
zastrzezen odnosnie tej akurat czesci (zamieszczonych ponizej), rzuca sie w oczy bardzo duza réznica
pomiedzy temperaturami topnienia biatka typu dzikiego i wariantu W51A. Wynosi ona prawie 23
stopnie. Nie jestem pewien, czy szeroko opisywany w literaturze dotyczgcej tego rodzaju podejscia
nefekt jamy” jest wystarczajgcym wyttumaczeniem tak wielkiej réznicy. Jakiego rzedu rdznice
obserwowano przy tego typu podstawieniach w badaniach nad innymi biatkami z zastosowaniem
ukierunkowanej mutagenezy? A moze rekombinowane warianty biatka Hmuy, pozbawione
strukturalnie istotnej reszty tryptofanu sg po prostu inherentnie niestabilne i dopiero wigzanie hemu
stabilizuje ogdlng strukture trzeciorzedowa bialka? Ani w rozprawie, ani w publikacji przedstawiajace;j
te badania (Bielecki i inni, BMC Biochemistry 2014) nie znalaztem przekonywujgcych dowoddw na
~Xonformacyjng jakos¢” mutantow (np. widm dichroizmu kolowego), chociaz watpliwosci co do takiej

jakosci nie mam w przypadku zamian tryptofanu na tyrozyne.

Druga uwaga dotyczy grupy wynikow, ktorych na szczescie nie ma w zadnej z wymienionych
publikacji. Jest to analiza krzywych wigzania hemu przez biatka Tfo, PinA, PinO i HmuY (rys. 301 31),

prowadzgca do parametrow, zebranych w tabelach 6 i 7. Moim zdaniem, analiza ta jest



nieprawidtowa. Opiera sie na wpisanej w program Origin rutynowej analizie kooperacyjnego
dziatania enzymow, z wykorzystaniem rownania Hilla. Ta analiza odbywa sie w ukfadzie
wspdirzednych z catkowitym stezeniem ligandu (zwykle substratu) na osi odcietych i szybkoscig
reakcji enzymatycznej na osi rzednych. Diatego w tabelach widzimy parametr V.., czyli maksymalng
szybkosc reakcji. Ale badane biatka przeciez nie s enzymami, a analiza dotyczy wigzania ligandu.
Wiazanie liganddw przez biatka analizuje w uktadzie wspotrzednych z rdwnowagowym stezeniem
ligandu wolnego na osi docietych a na osi rzednych - jakims$ wyrazeniem stopnia wigzania ligandu -
zwykle steieniem ligandu zwiqzanego, ale czasem te? frakcjg biatka zwigzanego z ligandem.
Eleganckie przyktady prawidiowych izoterm wigzania znajdujg sie w pracy Wojtowicz, Bielecki i inni,
Metallomics 2013 (jednej z pieciu, cytowanych jako podstawa rozprawy doktorskiej) — detyczg akurat
wigzania réznych metaloporfiryn przez biatko HmuY (prawy panel rysunku 1). Wewnetrzny btad
analizy, proponowanej przez doktoranta, najwyrazniej wida¢ w tabeli 7, ktéra zawiera parametry
dopasowania krzywych, otrzymanych na drodze pomiardw spektrofluorymetrycznych i
przedstawionych na rys. 31, gdzie na osi rzednych odkladana jest frakeji biatka zwiazana z ligandem.
Moze mieé co najwyiej wartos$é 1, a w tabeli znajdujemy wartosé nawet 1,4, Dane z rys. 31 najtatwiej
skorygowac, odejmujac od catkowitego stezenia hemu stezenie hemu zwiazanego (obliczone z frakg;ji
biatka, wysyconej hemem) i dopiero te réznice odktadajac na osi odcietych. W ten sposob wartosci
statych dysocjacji w tabeli 7 przesunag sie z 2,96 do ok. 0,46 uM dla biatka HmuY [co jest wartoscig
bardzie] godng prawdziwego hemoforu), z 7,047 do ok. 4,5 (IM dla PinAi z 5,44 do ok. 2,94 .M dla
Tfo.

Inna sprawa to wyhér modelu Hilla (czyli kooperacji pomiedzy kilkoma miejscami wigzania
ligandu w jednej czasteczce biatka). Zwykle analize izotermy wigzania zaczyna sie od najprostszego
dopasowania {(model Scatcharda) a potem dopasowuje sie bardziej skomplikowane modele,
statystycznie sprawdzajgc poprawienie fitu (sluzy do tego m.in. test F Snedecora). Zatrzymujemy sie
na ostatnim z kolejnych, coraz bardziej skomplikowanych modeli, dla ktérego poprawienie sumy
kwadratow odchylen bylo jeszcze statystycznie istotne. Czy doktorant dysponuje takimi obliczeniami?

Ale skoro juz przypisano uzyskanym danym model Hilla, to prosze o podanie argumentow, e
wigzanie hemu przez analizowane biatko moze istotnie mie¢ charakter kooperacyjny. W rozprawie
doktorskiej autor nie przedyskutowat tego aspektu, ani nie podjat préby interpretacji uzyskanych

wartosci wspétczynnika Hilla.

Formalng ocene poszczegdinych czesci rozprawy doktorskiej mgr M. Bieleckiego pod wzgledem
tresci, redakcji tekstu, materiatu ilustracyjnego, terminologii i strony jezykowej wypada mi rozpoczad
od uwagi, ze tytuf pracy jest niezbyt trafnie sformutowany - sugeruje, ze operon o nazwie hmu

wystepuje w innych bakieriach niz tylko P. gingivalfis. Zrecznie byloby ponadto zaznaczy¢ w tytule, ze



inne niz P. gingivalis gatunki bakterii, badane w opisanej pracy, t¢ patogeny chronicznych chordb

przyzebia.

Rozprawa doktorska liczy facznie 111 stron tekstu i jest podzielona w sposéb tradycyjny na
rozdziaty, z ktdrych gtdwne to kolejno: wstep (22 strony}, opis materiatéw i metod (15 stron), opis
uzyskanych wynikdw (35 stron), dyskusja (9 stron) i wykaz pismiennictwa (14 stron).
Niekonwencjona1nym zabiegiem jest umieszczenie celu pracy przed wstepem a zaraz po
streszczeniach w jezyku polskim i angielskim. Osobiscie nie mam nic przeciwko temu, aczkolwiek
czytelnik mogthy by¢ zaskoczony informacja, ze celem jest ,dalsza” charakterystyka biatka Hmuy, jesli
nie wie jeszcze, ze byla jakas charakterystyka wczeéniejsza. Powazniejszg sprawg jest zbyt cgélne
sformutowanie celow pracy, nie informujgce, jakie wiasciwie badania maja by¢ przeprowadzone.
innymi slowy — na czym ma polegac ,dalsza charakterystyka biatka HmuY...” albo ,zapoczatkowanie

badan nad mechanizmami przyswajania hemu z udziatem wybranych homologéw biatka Hmuy...”?

Rozdzial wstepny jest dobrym wprowadzeniem w tematyke badawczg pracy. Napisany ciekawie,
aczkolwiek miejscami chaotycznie, zawiera szereg informacji c mechanizmach przyswajania zelaza i
hemu przez bakterie gram-ujemne, roli syderoforéw i hemoforéw, regulacji homeostazy zelaza i
hemu w komdrkach bakterii, patogenezie chordb przyzebia, szczegdtowym mechanizmie
przyswajania zelaza i hemu przez bakterie P. gingivalis, T. forsythia i P. intermedia, a w odniesieniu
do pierwszej z tych bakterii — takie mechanizmach regulacji tych procesdw. Zastanowit mnie brak
jakiejkolwiek wzmianki o zachodzeniu podobnych proceséw w trzeciej bakterii ,,kompleksu
czerwonego” (tego ,najgorszego”), czyli Treponema denticola. Drobnymi potknieciami redakcyjnymi
w tej czesci s3: nieadekwatnosc¢ tytutu podrozdziatu 1.2. ,Przyswajanie zelaza i hemu przez bakterie
gramujemne” , ktdry poswiecony jest gtownie biatkom wigzgcym zelazo lub hem, wystepujacym w
organizmie ludzkim; zhednos¢ rysunku 11 ze schematem operonu hmu, ktory pojawia sie za chwile
na rysunku 13, poréwnywany z homologicznymi operonami z innych badanych bakterii, oraz pomytki
w apisie tych operonéw w tekscie (str. 30}, gdzie wymienia sie nie pokazane na rys. 13 biatka
Bfo_2007 i Bfo_2006. Wydaje mi sie, Ze w kontekscie tematyki, poruszanej w pracy, zamiast o jonach
Fe** i Fe™ lepiej byloby mowic o zefazie na +l1 i +11) stopniu utlenienia - Fe{ll} i Fe(lll}. Uwaga ta

dotyczy rowniei dalszych czesci rozprawy.

Opis zastosowanych materiatdw i metod jest poprawny - zwiezly, ale w zupetnosci wystarczajgcy.
W czesci tej natknatem sie na kilka niezrecznosci terminologicznych lub jezykowych. Uwazam, ze
"peleta” to okreslenie wziete z zargonu laboratoryjnego. Chromatografie hydrofobowa lepiej

nazywac chromatografig cddziatywan hydrofobowych. Wielkos¢, mierzona w spektrofotometrii



absorpcyjnej prawidtowo powinna by¢ nazywana absorbancjy a nie absorpcja. Jest to oficjaina
terminologia [UPAC. Absorpcja to zjawisko pochfaniania swiatta. Wspdtczynnik g (epsylon) w
réwnaniu Lamberta-Beera oficjalnie nazywa sie molowym wspdiczynnikiem absorpcji. Uwagi te
dotyczg te? dalszych czesci rozprawy. Wielkosé pordw w filtrach do klarowania roztworow biatek to
0,22 um, a nie 0,22 nm (str. 37, ostatnia linia). Niezrecznie brzmi ,dodawanie trzech powtdrzen do
ptytek” (str. 40). W opisach procedur krystalizacji biatek autor w osobliwy sposéb postuguje sie
stowem ,warunki”, jakby byt to jakis namacalny, konkretny przedmiot. Hotdujac zasadzie czystoéci
iezyka ojczystego, czuje sie nieswojo, czytajac: ,warunki reakcji przygotowywano recznie”,
~przygotowano ptytki z komercyjnie dostepnymi warunkami” czy , ptytki, zawierajgce komercyjnie

dostepne warunki”, itd.

Opis uzyskanych wynikow, przedstawiony w kolejnym rozdziale, jest zasadniczo zgodny z ogélnie
przyjetymi standardami. Rozdziat ten zawiera starannie przygotowany materiat ilustracyjny, w
wiekszosci zaczerpniety z wezesniej opublikowanych artykutéw, ktérych wspotautorem jest
doktorant. Oczywiscie, w rozprawie znalazly sie ilustracje tylko tych wynikdw, ktdre doktorant
osobiscie otrzymat. Niekiedy podpisy rysunkéw i tabel sg zbyt zwiezte. Dane, przedstawione w
podrozdziale 3.3 ,Analiza stabilnosci biatka HmuY i jego wariantéw” sg niespdjne - wartosci
temperatur topnienia badanych biatek, podane w tabeli 3, 53 o 10 stopni nizsze nize te, ktdre
odczytat mozna na rysunku 18. Czy to jest zwykly biad, czy mozna to jakos$ inacze] wyttumaczyé?
Niezbyt jasna jest interpretacja widm dichroizmu kotowego kompleksow metaloporfiryn z biatkiem
HmuY typu dzikiego luh jego wariantami z podstawionymi resztami histydyny (rys. 16). Najlepiej
ilustruje jg zasadnicza sprzecznosé dwoch zdan na poczatku strany 48, zaczynajacych sie do stéw:
»0trzymane wyniki dla kompleksdéw biatek z Ga(lll}PPIX i Zn{I1}PPIX...” 1,,0dwrotng sytuacje
zaobserwowano w przypadku Cu{ll)PPIX i Ni{ll)PPIX....". Inne potknigcia w prezentacji wynikdw przez
doktoranta sg juz mniejszego kalibru. Na rysunku 15 gradient powinien by¢ narysowany jako
malejacy, bo w chromatografii oddziatywan hydrofobowych biatka wymywane sg przez obnizanie
stezenia siarczanu amonu. Czy konduktometr rzeczywiscie mierzy napiecie? W podpisie rysunku 26
nie wyjasniono, Ze czerwony kolor oznacza biatko HmuY (chociaz tego fatwo mozna sie domysli¢). Na
szeregu rysunkow nalezatoby poprawi¢ opis ost rzednych — zamiast ,, Absorpcja” powinno by¢
~Absorbancja” {patrz wyzej). Rysunki 34 i 35 to podwdjna prezentacja tych samych widm dichroizmu
kotowego. Niedociggnieciami terminologicznymi s3: nazywanie masy czgsteczkowej biatka, wyrazanej
w kDa, krotko masa {mase wyraia sie w gramach) albo , wielkoscig biatka”; nazywanie liczby reszt
aminokwasowych w biatku ,dtugoscig biatka”, czy uzywanie stowa substrat zamiast ligand (str. 73,

75). W jezyku polskim przedrostek ,,oksy” nie powinien by¢ pisany przez ,x".



W kolejnym rozdziale autor dyskutuje uzyskane przez siebie wyniki — jak na moj gust zbyt
skrotowo, biorgc pod uwage duzg liczbe uzyskanych danych i ich donioste znaczenie dla wiedzy o
fizykochemii wigzania hemu przez biatka czy mechanizmach patogenezy chordb przyzebia. Musze
jednak przyznac, ze przedyskutowane zostaty wszystkie najwazniejsze watki pracy, a zatem dyskusja

jest wystarczajaca.

Rozprawe konczy lista pismiennictwa, obejmujgca 149 pozycji. Sg to w znacznej czesci publikacje
z ostatniej dekady. Dowodzi to dobrego przygotowania doktoranta do prowadzenia zaplanowanych

badan.

Podsumowanie

W recenzji rozprawy doktorskiej mgr M. Bieleckiego wskazatem na kilka niedoskonatosci tego
opracowania, jednak uwagi te sg w znacznej mierze formalne. Nie moga one przestoni¢ zasadniczej
zalety rozprawy, jaka jest przedstawienie duzej ilosci wynikdw o ogromnej wartosci poznawczej,
uzyskanych samodzielnie przez doktoranta przy zastosowaniu wielu nowoczesnych metod
badawczych i w znacznej wiekszosci juz opublikowanych w czasopismach biochemicznych wysokiej
rangi.

Stwierdzam zatem, ze praca doktorska mgr Marcina Bieleckiego spetnia zwyczajowe wymogi
merytoryczne, redakcyjne, terminologiczne i jezykowe, stawiane rozprawom doktorskim z zakresu
biochemii oraz formalne wymagania ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z dnia 18
marca 2011 r. Wysokg Rade Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego prosze o przyjecie
mojego wniosku o dopuszczenie mgr Marcina Bieleckiego do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

WMM



