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mgr Mateusza Sikory

pt. ,,Rola i znaczenie malych niekodujacych czasteczek RNA w przebiegu regeneracji
tkanki kostnej o znamionach osteoporozy starczej na przykladzie miRNA-21-5p”

wykonanej pod kierunkiem prof. dra hab. Krzysztofa Marycza oraz dr hab. Agnieszki
Smieszek

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi spdjny tematycznie cykl czterech
publikacji naukowych (jednej pracy przegladowej oraz trzech oryginalnych artykutow),
opublikowanych w latach 2020-2023 w zagranicznych czasopismach naukowych ujetych w
zbiorach Journal Citation Report. W sktad cyklu wchodza:

1. Sikora M, Marycz K, Smieszek A: Small and long non-coding RNAs as functional
regulators of bone homeostasis, acting alone or cooperatively. Mol Ther Nucleic Acids
2020, 21:792-803; 1F=8.888, MEiN=140, cytowanie wg WoS=19,

2. Smieszek A, Marcinkowska K, Pielok A, Sikora M, Valihrach L, Marycz K: The role
of miR-21 in osteoblasts-osteoclasts coupling in vitro. Cells 2020, 9(2); IF=6.6,
MEiN=140, cytowanie wg WoS=40,

3. Sikora M, Smieszek A, Marycz K: Bone marrow stromal cells (BMSCs
CD45 /CD44" /CD73" /CD90") isolated from osteoporotic mice SAM/P6 as a novel
model for osteoporosis investigation. J Cell Mol Med 2021, 25(14):6634-6651;
IF=5.295, MEiN=100, cytowanie wg WoeS=12,

4. Sikora M, Smieszek A, Pielok A, Marycz K: MiR-21-5p regulates the dynamic of
mitochondria network and rejuvenates the senile phenotype of bone marrow stromal
cells (BMSCs) isolated from osteoporotic SAM/P6 mice. Stem Cell Res Ther 2023,
14(1):54; IF=7.5, MEiN=100, cytowanie wg WoS=3.

Sumaryczny wskaznik cytowan (Impact Factor; IF) czterech wyzej wymienionych publikacji
wynosi 28.28. Naukowa, sumaryczna ,,warto$¢” czasopism przyjeta przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSzW) wynosi 480 punktéw (140+140+100+100). Natomiast w
oparciu o bazg Scopus (wg wskaznika bibliometrycznego nazywanego CiteScore; CS)
wszystkie te czasopisma znajdujg si¢ w pierwszym kwartylu (Q1) wykazu, z czego dwa;
Molecular Therapy - Nucleic Acids (Cell Press) to 9-te (na 156 klasyfikowanych) najlepsze
czasopismo z zakresu ,,drug discovery” natomiast Stem Cell Research and Therapy (Springer
Nature) to 3-cie najlepsze czasopismo z zakresu biochemii, genetyki i biologii molekularnej
(na 79 Kklasyfikowanych). Na podstawie rangi czasopism, w ktérych ukazaly sie prace
wchodzace w sklad ocenianej rozprawy doktorskiej mozna przewidywaé, ze dotychczasowa
(liczaca 74 odwolania) liczba cytowani bedzie systematycznie i szybko rosnaé.
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Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Mgr Mateusz Sikora, w swojej rozprawie doktorskiej, skoncentrowat si¢ na wyjasnieniu
roli matych i dlugich RNA niekodujacych w regulacji homeostazy kostnej. Jego prace,
obejmujace cztery publikacje, prezentuja szeroki zakres badan nad molekularnymi
mechanizmami zwigzanych z osteogenezg 1 osteoporoza. Autor szczegdtowo analizuje
mikroRNA (miRNA) i dlugie niekodujgce RNA (IncRNA), prezentujac ich interakcje oraz
wplyw na procesy réznicowania komdrek 1 homeostaze tkanki kostne;.

W pierwszej publikacii, ,,Small and long non-coding RNAs as functional regulators of
bone homeostasis, acting alone or cooperatively" opisano funkcje miRNA i IncRNA w
metabolizmie kostnym. Wskazano na znaczenie tych molekut jako potencjalnych biomarkerow
i terapeutycznych celow w schorzeniach kostnych. Podkreslono znaczenie technologii
sekwencjonowania RNA, zwlaszcza NGS (next-generation sequencing), w badaniach nad
siecig miRNA-IncRNA-mRNA. Praca ta ukazuje kompleksowos¢ regulacji genow niekoduja-
cych bialka oraz potencjalne korzysci wynikajgce z lepszego zrozumienia patogenezy choréb
kostnych.

W publikacji ,,The Role of miR-21 in osteoblasts-osteoclasts coupling in vitro" skon-
cetrowano si¢ na badaniu roli miR-21 w homeostazie tkanki kostnej, ze szczegdlnym
uwzglednieniem wpltywu jego hamowania na réznicowanie si¢ komorek pre-osteoblastycznych
1 sygnalizacj¢ parakrynng do pre-osteoklastow. Wykazano, ze inhibicja miR-21 wplywa na
ekspresje genow kodujacych markery osteogenezy, a takze na synteze biatka OPN, istotnego
dla mineralizacji macierzy pozakomdrkowej. Autorzy tej pracy wnioskujg, ze miR-21 reguluje
ekspresje czynnikéw waznych dla przezycia pre-osteoklastow, takich jak RANKL, co wptywa
na proces roznicowania sie osteoklastow.

W trzeciej publikacji cyklu zatytulowanej ,,Bone marrow stromal cells (BMSCs
CDA45 /CD44" /CD73" /CD90") isolated from osteoporotic mice SAM/P6 as a novel model for
osteoporosis investigation” przedstawiono nowatorski model do badania osteoporozowego
srodowiska in vitro, wykorzystujac komorki progenitorowe (BMSCs) izolowane z szpiku
kostnego myszy z osteoporozg. Autorzy poréwnali te komérki z komérkami BMSCs od
zdrowych myszy i wykazali, ze BMSCs z myszy osteoporotycznych posiadajg zmieniong
morfologie, obnizong metaboliczng aktywnos$¢ 1 zwickszong apoptoze. Na podstawie analizy
transkryptomu wykazano obnizong ekspresj¢ genoéw kluczowych dla osteogenezy. Na tej
podstawie zasugerowano, ze BMSCs z myszy osteoporotycznych mogg stanowi¢ odpowiedni
model do badan in vitro nad osteoporoza.

W publikacji ,,MiR-21-5p regulates the dynamic of mitochondria network and
rejuvenates the senile phenotype of bone marrow stromal cells (BMSCs) isolated from
osteoporotic SAM/P6 mice" skupiono si¢ na roli miR-21-5p w regulacji dynamicznej sieci
mitochondriéw 1 przywracaniu fenotypu komérek progenitorowych szpiku kostnego (BMSCs)
u myszy z osteoporoza. Autorzy wykazali, ze upregulacja miR-21 poprawia zywotnosé
komoérek i reguluje dynamike mitochondridow, jednoczesnie stymulujac réznicowanie osteo-
geniczne BMSCs. Badania irn vivo potwierdzono, ze miR-21-5p moze by¢ obiecujgca moleku-
larng strategig dla diagnostyki i leczenia osteoporoz senilnych.

Wszystkie wymienione powyzej prace zostaly starannie napisane, a wyniki badan
zaprezentowano w sposob zrozumialy 1 logiczny. Wnoszg one istotny wktad w lepsze poznanie
procesu regeneracji tkanki kostnej, szczegdlnie w kontekscie osteoporozy starcze;j.

Warto nadmieni¢, ze mgr Mateusz Sikora wzbogacil swoje osiggniccia naukowe o
znaczacym dorobek poza ramami przedstawionego cyklu publikacji. Jest on wspoétautorem 11
punktowanych artykuléw naukowych oraz o$miu doniesien konferencyjnych co potwierdza
Jego aktywny udzial w dyskusji naukowej oraz zdolnos¢ prezentacji wynikéw swoich badan na
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forum naukowym. Dodatkowo, brat udzial w 3 kursach i szkoleniach czym potwierdza che¢ do
systematycznego doskonalenia swoich umiejetnosci oraz poszerzania zakresu wiedzy.
Aktywnos¢ w ramach 9 projektow, zardwno jako stypendysta, stazysta, jak rowniez kierownik
(w 2 projektach dla doktorantow), podkresla zdolnosci organizacyjne i umiejetnosé
efektywnego wspolpracowania w zespole badawczym. Biorgc pod uwage réznorodnosé rol, w
jakich brat udziat, mozna uznaé, ze autor skutecznie integruje swoje umiejetnosci badawcze z
praktycznym do$wiadczeniem zarzadzania projektami naukowymi. Ten dodatkowy dorobek
naukowy poszerza perspektywe oceny, wskazujac na wszechstronnos¢ 1 zaangazowanie autora
nie tylko w prowadzenie badan podstawowych, ale takze w rozwijanie umiejetnosci
zarzadzania, prezentacji oraz stalego doskonalenia si¢ w obszarze naukowym.

ZasadnoS¢ podjetej tematyki

Osteoporoza jest choroba metaboliczng ukladu kostnego, charakteryzujgca si¢ utratg
masy kostnej oraz zmniejszeniem gegstosci mineralnej kosci. Stanowi powazny problem
zdrowotny, zwlaszcza wsrod osob starszych, poniewaz zwigksza ryzyko ztaman kosci i utrudnia
utrzymanie prawidtowej sprawnosci fizyczne]. Z czasem staje si¢ coraz bardziej powszechna
w spoteczenstwach starzejacych sie, co podkresla pilnos¢ badan nad mechanizmami lezacymi
u podstaw tej choroby. Osteoporoza wplywa negatywnie na jako$¢ zycia pacjentéw i generuje
znaczne koszty spoleczne i1 ekonomiczne zwigzane z leczeniem zlaman oraz dlugotrwala
rehabilitacja.

W kontekscie osteoporozy istnieja przekonujgcg Swiadczace o genetycznych predyspo-
zycjach do rozwoju tej choroby. Badania genetyczne wskazuja, Zze istniejg geny zwigzane z
metabolizmem kostnym, ktére moga wplywac na ryzyko osteoporozy. Identyfikacja tych
genow jest kluczowa dla zrozumienia molekularnego podloza tej choroby i rozwijania bardziej
ukierunkowanych terapii. Skoncentrowanie si¢ na mikroskalowym poziomie regulacji genow,
jakim sg male niekodujace czasteczki RNA, otwiera nowe perspektywy dla zidentyfikowania
kluczowych mechanizméw kontrolujacych homeostaze kostng. MiRNA-21-5p jako centralny
punkt rozwazan w rozprawie odgrywa kluczowsg role w regulacji proceséw komoérkowych
zwigzanych z homeostazg kostng. W zwigzku z tym, zrozumienie funkcji tego konkretnego
miRNA moze prowadzi¢ do identyfikacji potencjalnych celéow terapeutycznych i strategii
leczenia dla 0s6b dotknigtych osteoporoza starczg. Mate niekodujace czasteczki RNA, takie jak
miRNA-21-5p, majg zdolno$¢ wplywania na ekspresje genow, regulacje proceséw
roznicowania komoérkowego, a takze modulacje interakcji miedzy osteoblastami a
osteoklastami. Ponadto, zrozumienie roli miRNA-21-5p w dynamicznej sieci mitochondriéw
oraz. w odmtadzaniu fenotypu komorek szpiku kostnego, szczego6lnie w kontekscie osteoporo-
tycznych zmian, jest kluczowe dla opracowania strategii leczenia skierowanych na
przywracanie normalnej funkcji komoérek kostnych u 0sob starszych.

Rozprawa mgr Mateusza Sikory, skupiajaca si¢ na roli malych niekodujgcych
czgsteczek RNA w regeneracji tkanki kostnej dotknigte] osteoporozg starcza, wnosi istotne
informacje do obszaréw badan naukowych wymagajacych uwagi. W szczegdlnosci, analiza
miRNA-21-5p oraz wplywu tej czasteczki na procesy komorkowe i dynamiczng sieé
mitochondriow w kontekscie osteoporotycznych zmian stanowi nowatorskie podejscie.
Zasadno$¢ podjetej tematyki jest niepodwazalna, a temat regeneracji tkanki kostnej w
kontekscie osteoporozy starczej jest szczegélnie istotny, zwazywszy na rosnacg liczbe 0sob
dotknietych tym schorzeniem. Wybodr malych niekodujacych czasteczek RNA, zwlaszcza
miRNA-21-5p, dodatkowo podkres$la innowacyjny charakter pracy. Skupienie si¢ na tym
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konkretnym miRNA wydaje si¢ by¢ uzasadnione, biorgc pod uwage jego znaczenie w regulacji
procesow komorkowych, w tym procesow zwigzanych z homeostaza kostng. Wazne jest
réwniez zrozumienie, jak malte niekodujace czasteczki RNA wplywajg na interakcje pomigdzy
osteoblastami a osteoklastami, co moze mie¢ kluczowe znaczenie dla rozwoju terapii majacych
na celu przywrdcenie rownowagi homeostatyczne] w ukladzie kostnym. Wprowadzenie
innowacyjnych metod leczenia opartych na tej wiedzy mogloby przyczyni¢ sie do poprawy
jakosci zycia osob dotknigtych tym schorzeniem, a takze znaczaco zmniejszy¢ spoleczne i
ekonomiczne obcigzenie zwigzane z osteoporozg starcza.

Formalna charakterystyka pracy

Rozprawa doktorska mgr Mateusza Sikory stanowi wartosciowe i kompleksowe
opracowanie tematu zwigzanego z rolag matych niekodujacych czasteczek RNA w procesie
regeneracji tkanki kostnej z zaznaczeniem zmian osteoporotycznych. Autoreferat zostala
starannie ustrukturyzowany, zaczynajgc od wykazu publikacji, ktorych wspdétautorem jest
Doktorant i ktére wchodzg w sktad rozprawy. Wybdr odpowiednich czasopism o wysokim IF
oraz zasiegu mi¢dzynarodowym dodaje wiarygodnosci i wartosci przedstawionemu dorobkowi
naukowemu. Streszezenie pracy w jezyku polskim i angielskim jest klarowne, precyzyjne i
zwiezle, umozliwiajac czytelnikowi szybkie zrozumienie istoty tematu oraz zakresu badan
zawartych w rozprawie. Wstep, o dlugosci 6 stron, wyznacza ramy dla dalszej analizy,
prezentujac czytelnikowi kontekst badawczy 1 wazno$¢ tematu oraz wskazujac na luki w
dotychczasowe] wiedzy naukowej. Cel ogolny oraz siedem szczegdlowych celow pracy sa
jasno okreslone, co pozwala na jednoznaczne zrozumienie kierunku badan oraz oczekiwanych
rezultatow. Materialy i metody zostaly szczeg6lowo opisane, obejmujac réznorodne techniki,
od hodowli komérkowych, poprzez transfekcje, az po analizg in vivo. Szczegdlna uwaga zostata
poswiecona analizom mikroskopowym oraz analizie ekspresji genéw zwigzanych z homeostaza
kostng. Badania prowadzone z uzyciem modelowych linii komérkowych MC3T3-E1, 4B12
oraz BMSCs, a takze unikatowego modelu myszy osteoporotycznych, $swiadczg o trafnym
dobraniu modeli eksperymentalnych, co zwieksza znaczenie uzyskanych wynikéw. Przy
zastosowaniu takiej roznorodnosci modeli eksperymentalnych, mozliwe byto przeprowadzenie
bardziej kompleksowej analizy proceséw zachodzacych na poziomie komérkowym i
molekularnym w kontekscie osteoporotycznych zmian. Waznym aspektem pracy jest uzyskanie
zgody komisji etycznej na przeprowadzenie badan, co podkresla przestrzeganie standardoéw
etycznych i zgodnos¢ z zasadami dobrej praktyki naukowej. Standardowe Wyniki i Dyskusje
Doktorant zastapit komentarzami do poszczegdinych publikacji, ktore sg starannie opracowane,
a analiza wynikéw podparta dokladnymi analizami statystycznymi. Podsumowanie, wnioski i
literatura sg spojne i logicznie ulozone, prezentujac pelng synteze uzyskanych wynikéw.
Wigczenie pelnych tekstow publikacji stanowigcych rozprawe dodaje wartosci pracy,
umozliwiajgc czytelnikowi dokladne zapoznanie si¢ z przeprowadzonymi badaniami oraz
pelnym kontekstem naukowym. Prace uzupekniajg o$wiadczenia Doktoranta dotyczace udziatu
w powstaniu poszczegdlnych publikacji wchodzacych w sklad cyklu, potwierdzone przez
Promotora.

Cel szczegolowy nr 1, dotyczacy poszukiwan matych czasteczek RNA zaangazowanych
w homeostaze i regulacje metabolizmu w tkance kostnej, z perspektywy metod badawczych,
wymagalby zastosowania systematycznego przegladu literatury oraz analizy wynikéw
»sSkriningu laboratoryjnego”. Takie badania przesiewowe moglby objaé analize ekspresji genow,
analizy ilosciowe miRNA, a takze ocen¢ ich funkcji w kontekscie homeostazy kostne;j.
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Dodatkowo, istotne byloby uwzglednienie wynikéw eksperymentdw in vivo, ktore pozwolityby
oceni¢ wplyw identyfikowanych miRNA na regulacje homeostazy tkanki kostnej. Jednakze, po
analizie tresci pracy, mozna zauwazy¢, ze ten konkretny cel nie zostal w pelni zrealizowany,
poniewaz w ocenianej rozprawie doktorskiej, niestety, brak jest konkretnych informacji na
temat przeprowadzenia takich (lub zblizonych) badan, a takze ich wynikéw. Jedynie w pracy
przegladowe] wspomniano o kilku ,,osteo-miRach”, takich jak miR-30, miR-124, miR-204. W
dodatku, we Wnioskach z pracy nie odniesiono si¢ do tego konkretnego celu, co stanowi
zauwazalny brak w zrealizowanych badaniach. W zwiazku z tym, wydaje sig, ze cel ten nie
zostal zrealizowany w dostateczny sposéb. Brak konkretnych badan i analiz dotyczacych
innych miRNA, a takze brak odniesienia do tego celu w Wrnioskach, pozostawia luke w
kontekscie osiggniecia tego konkretnego celu. Warto réwniez zaznaczyé, ze nie zostalo
wyjasnione w wystarczajacym stopniu, dlaczego miR-21-5p znalazt si¢ w centrum
zainteresowan naukowych Doktoranta, pomimo istnienia innych potencjalnych markeréw
terapeutycznych. Silne uzasadnienie wyboru tej czasteczki byloby kluczowe dla pelnego
zrozumienia logicznego przebiegu badan i1 decyzji badawczych.

Oswiadczenia Doktoranta dotyczgce jego wkiladu w publikacje wzbudzajg pewne
watpliwos$ci, zwlaszcza w przypadku artykutu ,,The role of miR-21 in osteoblasts—osteoclasts
coupling in vitro." W Oswiadczeniu, Doktorant wskazal na swdj udzial w "przeprowadzeniu
analiz opartych o techniki biologii molekularnej, (...) wraz z ewaluacja i interpretacja
uzyskanych wynikéw, a takze pomoc w przygotowaniu manuskryptu". Niemniej jednak, w
sekcji ,,Author Contributions" publikacji, jego nazwisko pojawilo sie jedynie przy ,resources,”
co moze budzi¢ pewne niescistosci co do jego konkretnego zaangazowania w rézne etapy
badania. Brak nazwiska Doktoranta przy deklaracji udzialu dla zadan, takich jak:
.investigation”, ,formal analysis” czy ,,writing—original draft preparation”, pozostawia
pytania dotyczace konkretnego wkladu Autora w opracowanie publikacji. Pomimo, Ze jest
Mateusz Sikora wymieniony wsréd autoréw i ogoélnie wspomniano o Jego roli, brakuje
potwierdzenia szczegdélowych informacji na temat jego konkretnego zaangazowania w te
kluczowe aspekty projektu i powstania wspomniane]j publikacji. Warto réwniez zauwazy¢, ze
w pozostalych dwoch artykulach oryginalnych z cyklu, w publikacjacha wspolautorzy
zadeklarowali r6wnorzedny wkiad ("equal contribution"), co utrudnia jednoznaczne okreslenie
wiodacej roli Doktoranta w ich powstaniu. Niemniej jednak Mateusz Sikora jest pierwszym
autorem w trzech z czterech publikacji cyklu, aczkolwiek w zadnej z nich nie pelni roli autora
korespondencyjnego. Aby wyjasnié zakres zaangazowania, mogloby by¢ korzystne podanie w
Oswiadczeniach udziatu procentowego Doktoranta w poszczegdlnych aspektach projektu, co
pozwolitoby na lepsze zrozumienie wktadu mgr Mateusza Sikory w badania, jak 1 opracowanie
publikacji naukowych.

W pracy mozna dostrzec nieliczne bledy stylistyczne, jezykowe oraz literowe,
obejmujgce m.in. nieprecyzyjne sformutowania, niescistosci gramatyczne i drobne literowki
(np. ,kosciotworzenie”.,.komorki apoptotczne”, ,komoérki stromlane”). Wiele skrétow
wprowadzanych i wyjasnianych jest stosowane zbyt czgsto, co prowadzi do nadmiernego
powtarzania terminologii. Przygotowany spis literatury jest niespdjny (np. pozycja 2 jest
nieprecyzyjna, nazwy czasopism sg pisane pelna nazwa, jak i skrétowa. W pozycji 47 zataczono
cytowanie pracy umieszczonej na serwerze bioRxiv (preprint), zamiast odwolania do dostepne;j
recenzowane] wersji ostatecznej (Carthew J, Donderwinkel I, Shrestha S, Truong VX, Forsythe
JS, Frith JE: In situ miRNA delivery from a hydrogel promotes osteogenesis of encapsulated
mesenchymal stromal cells. Acta Biomater 2020, 101:249-261). Na stronie 16 brakuje
cytowania dla informacji dotyczacych opisowanego eksperymentalnego modelu zwierzecego,
w ktérym chirurgicznie usuwa si¢ jajniki. Ponadto zapis nazw gendéw nie jest jednorodny.
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Podsumowanie

Przedstawiona rozprawa doktorska mgr Mateusza Sikory reprezentuje spojny cykl
czterech publikacji naukowych, ktore stanowig istotne wktady w dziedzing regeneracji tkanki
kostnej, zwlaszcza w kontekscie osteoporozy starczej. Praca ta znaczaco przyczynia sie do
zrozumienia roli matych niekodujgcych czgsteczek RNA, ze szczegdlnym skoncentrowaniem
si¢ na miRNA-21-5p, w regulacji homeostazy kostnej i proceséw regeneracyjnych. Wyniki
uzyskane w ramach badan przedstawionych w rozprawie sg niepodwazalnie oryginalne i
wartosciowe. Autor skutecznie ukierunkowal swoje badania na obszarze, ktéry ma istotne
znaczenie kliniczne, biorac pod uwage rosnacg liczbg oséb dotknietych osteoporoza. Badania
prowadzone z wykorzystaniem réznorodnych modeli komorkowych oraz unikatowego modelu
myszy osteoporotycznych dodajg kompleksowosci i rzetelnosci uzyskanym wynikom.

Nalezy doceni¢ wysoki poziom merytoryczny oraz staranne wykonanie
prezentowanych badan. Pomimo pewnych niedoskonalosci w opisie, calo$¢ pracy pozostaje
spdjna tematycznie i przekonujgca. Mateusz Sikora wykazal si¢ gleboka wiedzg w dziedzinie
regeneracji tkanki kostnej oraz umiejetno$ciami praktycznymi w prowadzeniu badan
laboratoryjnych.

W $wietle powyzszego, rozprawa doktorska pt. ,,Rola i znaczenie matych niekodujacych
czasteczek RNA w przebiegu regeneracji tkanki kostnej o znamionach osteoporozy starczej na
przyktadzie miRNA-21-5p” spelnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1 - 4 ustawy z dnia 20
lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 poz.1668 ze zm.). W
zwigzku z powyzszym skladam do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie mgr Mateusza Sikory do
dalszych etapéw postepowania doktorskiego. Biorgc pod uwage kompleksowosé
prowadzonych badan, obszernos¢ i warto$¢é merytoryczng uzyskanych wynikow oraz wysokie
wskazniki naukometryczne publikacji wchodzgcych w sklad osiggniecia, uwazam ze rozprawa

doktorska mgr Mateusza Sikory moze by¢ wyr6zniona.
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