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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Klaudii Kulczynskiej
»Molekularne podstawy mechanizmu niedokrwistosci wynikajgce z dominujace;j
mutacji CDA w genie czynnika transkrypcyjnego Kriippel-like factor 1”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pani mgr Klaudii Kulczynskiej zostata wykonana pod
kierunkiem pani prof. UAM dr hab. Mirostawy Siateckiej, w Zaktadzie Genetyki Instytutu Biologii
Eksperymentalnej, na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Krippel like factor 1 (KLF1) jest jednym z kluczowych czynnikéw transkrypcyjnych, niezbednych
w trakcie powstawania i dojrzewania erytrocytdw, a jego charakterystyczng cechga jest obecnosé domeny
wigzacej DNA zbudowanej z trzech palcéw cynkowych. Mutacje dominujgce w KLF1, ktére prowadzg do
ciezkich anemii u myszy i ludzi zlokalizowane sg w drugim palcu cynkowym. W ocenianej pracy doktorskiej
mgr Klaudia Kulczynska badata mechanizm bedgcy podtozem anemii dyserytropoetycznej, wynikajacej
z mutacji CDA (E325K) w genie KLF1 u ludzi (anemia dyserytropoetyczna CDA typu IV). Ze wzgledu na
niewielka ilos¢ opisanych pacjentow z CDA typu IV oraz brakiem opisanego przypadku w Polsce,
Doktorantka w duzej mierze oparfa swoje badania o system wykorzystujgcy stabilne linie komdrkowe
z indukowang ekspresjg CDA-KLF1. Badania dotyczgce mutacji CDA w genie KLF1 sg niezmiernie wazne,
poniewaz taka mutacja prowadzi nie tylko do utraty funkcji biatka ale powoduje tez nabywanie nowych
cech. Problematyka badawcza przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej stanowi kontynuacje
badan nad rolg KLF1 w namnazaniu i réznicowaniu czerwonych krwinek, ktére z duzym powodzeniem sg
od wielu lat prowadzone przez promotora dysertacji - panig prof. Siatecka. Badania Doktorantki obrazujg
molekularne konsekwencje, jakie wywotuje podstawienie ewolucyjnie konserwatywnego kwasu
glutaminowego lizyng w obrebie ludzkiego czynnika transkrypcyjnego KLF1. Podjeta przez nig tematyka
badawcza wpisuje sie w nurt interesujacych i bardzo waznych badan dotyczgcych procesu erytropoezy
oraz nieprawidtowosci hematopoetycznych i znajduje gtebokie uzasadnienie.

Ocena formalna i merytoryczna

Rozprawa doktorska pani Klaudii Kulczynskiej liczy 148 stron, zawiera 32 ryciny, 33 tabele oraz 144
pozycje literaturowe. Jest przygotowana bardzo starannie pod wzgledem edytorskim i graficznym. Zostata
napisana w ukfadzie tekstu typowym dla eksperymentalnych prac doktorskich z rozdziatami
w nastepujgcej kolejnosci: tytut pracy, spis tresci, wykaz skrotdw, streszczenie w jezyku polskim



i angielskim, wstep, cel pracy, materiaty, metody, wyniki, dyskusja, wnioski, literatura, spis tabel, spis rycin
oraz zatacznik, ktory stanowi publikacja obejmujgca wyniki rozprawy doktorskie;.

We WSTEPIE do rozprawy Autorka na podstawie przeglagdu danych literaturowych przedstawia
wybrane zagadnienia zwigzane z procesem erytropoezy u ssakow oraz sposoby regulacji procesu
erytropoezy na poziomie transkrypcyjnym. Bardzo szczegdétowo charakteryzuje czynnik transkrypcyjny
KLF-1, jego budowe domenowg i role w erytropoezie. Ponadto, doktadnie omawia mutacje w genie KLF1
zwigzane z zaburzeniami oraz chorobami hematologicznymi. W koncowej czesci tego rozdziatu Autorka
przedstawia metody stosowane w badaniach oddziatywan pomiedzy biatkiem a nieznanym motywem
DNA. Zwraca uwage na to jak wazne jest poznanie sekwencji rozpoznawanych i wigzanych przez czynniki
transkrypcyjne, co umozliwia okreslenie ich genéw docelowych, a w konsekwencji ich funkgcji
w organizmie. Przedstawione we wstepie informacje opierajg sie na aktualnym stanie wiedzy i s3
przydatne do przeanalizowania wynikéw badan eksperymentalnych wykonanych przez Doktorantke.
Ponadto, pozwalajg zrozumie¢ wybor metod wykorzystanych w niniejszej pracy do okreslenia motywu
DNA rozpoznawanego przez mutanta CDA-KLF1, ktéry do tej pory nie zostat wyznaczony. Rozdziat ,,Wstep”
zostat bardzo dobrze przygotowany, napisany jest tadnym jezykiem i jest bogato ilustrowany, co utatwia
zrozumienie tekstu. Liczy 25 stron, zawiera 7 rycin i 2 tabele.

Po wprowadzeniu teoretycznym Doktorantka jasno okresla CEL PRACY, ktérym byto poznanie
molekularnych podstaw mechanizmu powstawania ciezkiej niedokrwistosci wywotanej dominujaca
mutacjg w obrebie genu KLF1 u ludzi. W Swietle przedstawionego stanu wiedzy cel ten jest w petni
uzasadniony. Aby zrealizowac cel pracy doktorskiej, jej Autorka wyznaczyta trzy etapy pracy: (1)
zidentyfikowanie sekwencji DNA rozpoznawanej i wigzanej przez mutanta CDA-KLF1, (2) charakterystyke
nowo zidentyfikowanego motywu DNA, (3) powigzanie uzyskanych danych z wystepujgcym u pacjentow
z CDA typu IV fenotypem. Kazdy z tych etapdw obejmuje dwa szczegdtowe zadania badawcze.

W kolejnym rozdziale Doktorantka opisuje wykorzystane w pracy MATERIALY a nastepnie
METODY. Zaplanowane badania zostaty wykonane przy uzyciu réznorodnych metod eksperymentalnych,
w tym szeregu badan in vitro, eksperymentéw na liniach komdrkowych oraz bardzo zaawansowanych
analiz bioinformatycznych. Warto podkresli¢, ze eksperyment in vitro selekcji wykonano stosujgc metode
CASTing (ang. Cyclic Amplification and Selection of Targets), ktorg potgczono z sekwencjonowaniem nowej
generacji (NGS) z uzyciem platformy lon Torrent. Doktorantka doktadnie opisuje wszystkie zastosowane
procedury eksperymentalne, przy czym opis ten jest klarowny i wyczerpujacy, co $wiadczy o jej duzej
wiedzy w zakresie wykonywanych eksperymentdw.

W zasadniczym rozdziale pracy (liczacym 42 strony) Doktorantka przedstawia WYNIKI swoich
badan. W pierwszym etapie pracy, pani Klaudia Kulczynska badata preferencje dominujgcych mutantéw
biatka KLF1 (Nan-KLF1 i CDA-KLF1) do rozpoznawania 9-nt sekwencji DNA. Przeprowadzita kilka
eksperymentdéw opdznionej migracji komplekséw biatko:DNA w natywnym Zzelu poliakrylamidowym
(EMSA). Wykorzystata catkowite ekstrakty biatkowe z komodrek COS-7, uprzednio transfekowanych
wektorami ekspresyjnymi zawierajgcymi sekwencje wariantow KLF1 (WT, Nan lub CDA). Jako miejsca
wigzania wykorzystata znane sekwencje pochodzace z gendw docelowych biatka WT-KLF1, réznigce sie 5.
nukleotydem, bezposrednio wigzanym przez podstawiong w wyniku mutacji CDA lizyne. Uzyskane wyniki
jednoznacznie pokazuja, ze sekwencja z guaning w 5. pozycji jest rozpoznawana i wigzana jedynie przez
mutanta CDA-KLF1, za$ pozostate warianty czynnika transkrypcyjnego KLF1 nie rozpoznajg i nie wigzg
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takiej sekwencji. Kolejnym etapem pracy byto wyznaczenie optymalnej sekwencji konsensusowej DNA
wigzanej przez mutanta CDA-KLF1. W tym celu Doktorantka wykorzystata metode in vitro selekcji
w potgczeniu z sekwencjonowaniem nowej generacji (CASTing-seq), tak aby uzyska¢ wysoce istotny
statystycznie motyw DNA. Proces identyfikacji sekwencji konsensusowej dla CDA-KLF1 rozpoczeta od
otrzymania oczyszczonych, rekombinowanych wariantéw biatka KLF1 (WT, Nan i CDA). Po sprawdzeniu,
ze rekombinowane domeny placéw cynkowych biatek WT i CDA-KLF1 sg funkcjonalne i prawidtowo
sfaldowane, wykorzystata je w eksperymencie CASTing-seq (mutant Nan-KLF1 zostat na tym etapie
wykluczony z dalszych analiz, poniewaz jego sekwencja konsensusowa zostata w miedzyczasie
opublikowana). Doswiadczenie CASTing-seq Doktorantka wykonata dwukrotnie z réznymi bibliotekami
losowych oligonukleotyddéw - z bibliotekg zawierajgcg 12 losowych nukleotydéw oraz po skréceniu
obszaru losowych oligonukleotydow do 9 nukleotyddéw. Wykorzystanie technologii lon Torrrent do
sekwencjonowania oligonukleotyddw bogatych w powtdrzenia tego samego nukleotydu niesie pewne
ograniczenia. Dzieki zastosowaniu nowej biblioteki losowych oligonukleotydéw Doktorantka uzyskata
poprawe jakosci otrzymywanych wynikéw i po odpowiedniej analizie bioinformatycznej wyznaczyta
motyw DNA optymalny dla mutanta CDA-KLF1: 5'-NGG-GGG/T-G/TG/TG/T-3’. Nastepnym etapem pracy
byta eksperymentalna weryfikacja i szczegétowa charakterystyka wyznaczonego motywu DNA. W tym celu
Doktorantka wykorzystata zaréwno samg domene wigzgcqg DNA, trzy palce cynkowe, jak i petnej dtugosci
biatko. W obu przypadkach potwierdzita oddziatywanie z sekwencjami tworzacymi motyw uzyskany
w CASTing-seq. Ponadto, badata specyficznos¢ rozpoznawania tych sekwencji przez warianty biatka KLF1
réznigce sie aminokwasowgq pozycja 339. Wykazata, ze CDA-KLF1 preferuje guanine w srodkowej pozycji
(jest to nukleotyd bezposrednio wigzany przez lizyne w pozycji 339 sekwencji aminokwasowej CDA-KLF1).
Nastepnie w kolejnych eksperymentach pokazata, ze pozycje 7, 8 i 9 rozpoznawane przez pierwszy palec
cynkowy KLF1 sg zdegenerowane w motywie wigzania DNA dla CDA-KLF1, a takze ze degeneracja dotyczy
rowniez pozycji 6. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujg, ze pozycja pigta motywu DNA dla CDA-KLF1
musi zawiera¢ guanine, pozycja szésta moze zawieraé¢ guanine lub tymine, natomiast pozycje siddma,
6sma i dziewigta motywu DNA, wigzane przez pierwszy palec cynkowy CDA-KLF1, muszg zawieraé
przynajmniej jedng guanine lub tymine.

Kolejnym etapem weryfikacji miejsca konsensusowego dla CDA-KLF1 byta analiza funkcjonalna
w komoérkach K562, w ktdrych endogenny KLF1 nie ulega ekspresji. Aby bada¢ aktywnos$é transkrypcyjng
wariantow biatka KLF1 wzgledem miejsc wigzania uzyskanych podczas CASTing-seq tworzgcych konsensus
dla CDA-KLF1, Doktorantka przygotowata system oparty o geny reporterowe lucyferazy, ztozony z trzech
elementow: (1) szesciokrotnie powtdrzonego motywu wigzania dla KLF1, (2) minimalnego fragmentu
z promotora kinazy tymidynowej (TK Mini) oraz (3) genu kodujgcego lucyferaze. Testy lucyferazowe sg
wygodnym narzedziem rutynowo stosowanym w biologii molekularnej do badan funkcjonalnych, a linie
komodrkowe sg dobrym modelem eksperymentalnym. W przypadku badania aktywnosci transkrypcyjnej
KLF1 niezmiernie wazny byt wybdér promotora oraz odpowiednio dobrane kontrole, co zostato
uwzglednione i wtasciwie zaplanowane. Analizie funkcjonalnej w systemie reporterowym poddano
sekwencje oligonukleotydowe, ktdre wczesniej zostaty zwalidowane za pomocg analiz in vitro. Komoérki
K562 transfekowano rosngca iloscig wektora kodujgcego warianty KLF1. Uzyskane wyniki pokazujg, ze
badane sekwencje DNA, wyselekcjonowane w eksperymencie CASTing-seq dla biatka CDA-KLF1, moga
funkcjonowa¢ jako miejsca promotorowe dla tego zmutowanego czynnika transkrypcyjnego. Miejsca te
muszg zawiera¢ w srodkowej pozycji guanine, a na 3’ koricu motywu (pozycja 7, 8, 9) muszg zawierac
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przynajmniej jedng guanine lub tymine. Pozostate dwa warianty biatka KLF1 nie wykazujg aktywnosci
transkrypcyjnej wzgledem badanych miejsc.

Ostatnim etapem pracy doktorskiej byto poznanie genéw docelowych aktywowanych przez
mutanta CDA-KLF1. Na podstawie analizy bioinformatycznej Doktorantka wykazata, ze nowy motyw
wigzania dla CDA-KLF1 znajduje sie w ponad 20 tysigcach miejsc regulatorowych genéw, prawdopodobnie
ze wzgledu na znaczny stopien degeneracji. Wéréd gendw zawierajacych badany motyw DNA znalazty sie
geny docelowe dla biatka WT-KLF1. Kilka z nich zostato wybranych do dalszych analiz. Do badania
endogennego poziomu ekspresji wybranych gendw technikg RT-qPCR, Doktorantka wykorzystata stabilne
linie komorkowe K562 z indukowang ekspresjg WT lub CDA. Wykazata, ze mutant CDA-KLF1 ma zdolnosé
do aktywowania transkrypcji gendw poprzez nowo wyznaczony motyw wigzania DNA, a takze po raz
pierwszy pokazata, ze CDA-KLF1 aktywuje geny z puli gendw docelowych dla biatka WT-KLF1.

Oceniajac te czes¢ pracy chciatabym podkresli¢, ze wszystkie wyniki przeprowadzonych badan sg
spdjne, zostaty szczegdtowo przeanalizowane i klarownie przedstawione z wykorzystaniem ciekawych
rycin, schematéw i wykreséw, co znacznie utatwia ich interpretacje oraz podgazanie za tokiem myslenia
Autorki. Nalezy réwniez zauwazy¢, ze w kazdym eksperymencie Doktorantka pamietata o odpowiednich
kontrolach, ktére zapewniajg poprawnos¢ wykonania eksperymentu i jego wiarygodnosc.

Rozdziat DYSKUSJA jest napisany dojrzale i rzeczowo. Jest to zdecydowanie najlepsza czesc
rozprawy doktorskiej. Autorka analizuje wyniki i wszystkie etapy pracy, dzieki ktérym wyznaczyta
konsensusowy motyw DNA rozpoznawany i wigzany przez mutanta CDA-KLF1, a takze omawia znaczenie
swoich badan. Uzyskane wyniki krytycznie zestawia z danymi literaturowymi i wtasciwie przedyskutowuje,
co swiadczy o jej doskonatej orientacji w badanej dziedzinie. Zadania badawcze, jakie wyznaczyta sobie
mgr Klaudia Kulczynska byty trudne do zrealizowania. Doktorantka nie dysponowata materiatem
badawczym od pacjentéw, jednakze umiejetnie wykorzystata stabilne linie komdérkowe z indukowang
ekspresjg badanych biatek. Podobnie, z powodzeniem wykorzystata metode CASTing-seq optymalizujgc
biblioteke losowych oligonukleotyddéw. W trakcie realizacji pracy doktorskiej zostaty opublikowane wyniki
podobnych badan tego samego motywu DNA. Zostaty one uzyskane metoda ChlIP-seq w modelu
komdérkowym wygenerowanym z mysiej linii erytroidalnej pozbawionej genu KLF1. Opublikowany przez
innych autorow konsensus jest tylko czesciowo zgodny z motywem jaki uzyskata Doktorantka; réozni sie
pigta pozycjg 9-nt motywu i nie jest zdegenerowany na 3’ koricu DNA. Doktorantka krytycznie poréwnuje
swoje wyniki z wynikami otrzymanymi po zastosowaniu innych metod. Wskazuje rdznice i umiejetnie
wyjasnia przyczyny rozbieznosci wynikéw. Zwraca uwage na problem z analizg bioinformatyczng oraz na
to jak wazne sg dodatkowe etapy walidacji uzyskanych wynikéw innymi metodami. Te czes$¢ rozprawy
doktorskiej oceniam bardzo wysoko. Podobnie wysoko oceniam krétki, ostatni rozdziat WNIOSKI,
w ktéorym Doktorantka w syntetycznej formie przedstawia najwazniejsze wyniki swojej pracy oraz ich
znaczenie dla poznania mechanizmu powstawania anemii dyserytropoetycznej typu IV u ludzi.

Pytania i uwagi krytyczne

1. Badania z wykorzystaniem gendw reporterowych lucyferazy Doktorantka nazywa testami in vivo.
Uzycie terminu in vivo sugeruje badania w zywym organizmie, przy czym najczesciej tak okresla sie
badania na zwierzetach. Badania wykorzystujace linie komérkowe sg nadal badaniami wykonywanymi



w naczyniach laboratoryjnych, czyli raczej in vitro. Wiem, ze uzycie wtasciwego okreslenia budzi wiele
kontrowersji, dlatego sugerowatabym takie analizy przedstawia¢ bardziej opisowo.

2. Chciatabym zapyta¢ o stosowane linie komdrkowe, czym byt podyktowany wybdr linii COS-7 i czy
endogenny KLF1 ulega w tych komédrkach ekspresji. Czy przy wyborze kierowano sie tylko wydajnoscia
transfekcji i/lub tatwoscig pozyskania ekstraktow biatkowych?

3. Wrozdziale ,, Wyniki” opis badan wykorzystujgcych ekstrakty biatkowe nie jest do korica jasny. Czasami
trzeba sie domysla¢ czy opisane wyniki zostaty uzyskane dla petnej dtugosci biatka czy rekombinowanej
domeny wigzgcej DNA.

4. W opisie przygotowania wektorow plazmidowych zabrakto mi prostego schematu, ktéry utatwitby
zrozumienie dos¢ zawitego sposobu klonowania, zwtaszcza w przypadku plazmidéw reporterowych.

5. Z ciekawosci chciatabym zapytaé o specyficznosc i powtarzalnosé wynikéw uzyskanych metodg EMSA.
Czy intensywnosc¢ sygnatu mozna rozpatrywaé w kategoriach iloSciowych i poréwnywac site wigzania
biatek (o tym samym stezeniu) z réznymi dsDNA? Jaka jest powtarzalnos¢ uzyskiwanych tg metodg
wynikdéw? Czy np. zel na Rycinie 20 (str. 90, po lewej) i zel na Rycinie 10A (str. 74, trzeci) to ten sam
wynik czy taki sam? Prosze rowniez o skomentowanie , stabszego” oddziatywania pomiedzy CDA-KLF1
a sekwencjami zdegenerowanymi na koricu 3’ (GCG, CAT i TCC) na Rycinie 24A (str. 98).

6. Analiza bioinformatyczna miejsc regulatorowych genomu cztowieka wykazata okoto 20 tysiecy
potencjalnych miejsc wigzania dla CDA-KLF1. Z tego wzgledu, do dalszych analiz zostaty wybrane takie,
ktore zawierajg miejsca wigzania zaréwno dla czynnika transkrypcyjnego typu dzikiego jak i dla mutanta
CDA. Chciatabym prosi¢ o komentarz na temat potencjalnych genéw neomorficznych. Czy zostaty
wykonane albo sg planowane dalsze badania genéw docelowych, unikalnych dla mutanta CDA-KLF1?

7. W opracowaniu rozprawy doktorskiej brakuje mi wyraznego okreslenia perspektyw dalszych badan.
W tym miejscu chciatabym poprosi¢ Doktorantke o rozwiniecie tego watku i stosowny komentarz.

8. Prosze rowniez o komentarz na temat mozliwosci wykorzystania linii komdérkowych z indukowang
ekspresjg biatka KLF1 do dalszych badan nad mechanizmem anemii CDA typu IV, a takze na temat
mozliwosci jakie daje uzycie iPSCs wyprowadzonych od pacjentéw (oprécz analiz transkryptomu).

9. Autorce zdarzajg sie btedy stylistyczne, przejezyczenia i drobne pomytki, ktére nie maja istotnego
znaczenia. Musze jednak zwrdci¢ uwage na liczne btedy interpunkcyjne, zwtaszcza na nadmierne
i btedne uzywanie przecinka i dwukropka, co troche razi i czasem przeszkadza w ptynnym czytaniu.

10. Btedne odniesienia do rycin i tabel: str. 48 - punkt 6.2.2 nie 4.2.2, str. 50 - Tabela 3 nie tabela 5, str. 50
- Metody 6.2.3 nie 4.2.3, str. 52 — Tabela 12 nie Tabela 11, str. 62 - Tabela 26 nie Tabela 20 (bufor ESB
i bufor wigzacy), str. 79 — Metody punkt 6.5.1 nie 4.5.1, str. 110 — Metody punkt 6.11 nie 4.11.
Przyktady innych pomytek i niejasnosci: RPMI 1470, hodowla baterii, place cynkowe, heksametry, ,,..3’
korncowa degeneracja 9 [..] Dotyczy ona tréjki nukleotyddw” (str. 92), Rycina 278A (str. 103),
odniesienie do Ryciny 29 C (str. 106) a jest tylko Rycina 29 A i B (str. 106). W Metodach na str. 43
napisano, ze komarki COS-7 hodowano w podtozu ptynnym, podczas gdy sg to komérki adherentne.



Podsumowanie

Gtéwnym osiggnieciem mgr Klaudii Kulczyriskiej jest wyznaczenie i charakterystyka motywu DNA,
rozpoznawanego i wigzanego przez zmutowang forme czynnika transkrypcyjnego CDA-KLF1, ktdry wykazuje
zdolno$¢ do aktywowania transkrypcji genéw. Zdefiniowany motyw zawiera guanine w pigtej pozycji i jest
zdegenerowany na koricu 3’. Uzyskane wyniki sa spdjne i logiczne, zostaty réwniez rzetelnie opracowane
i wnikliwie przedyskutowane. Maja duzg warto$é poznawcza i niewatpliwie stanowig solidng podstawe do
dalszych badari dotyczgcych molekularnego mechanizmu dziedzicznej anemii dyserytropoetycznej typu IV
u ludzi. W zwigzku z powyiszym, recenzowana rozprawe doktorska oceniam bardzo pozytywnie,
a przedstawione w recenzji drobne uwagi i komentarze w niczym nie umniejszaja tej oceny.

Do rozprawy doktorskiej zostata dotaczona publikacja (Mol Cell Biol., 2020), ktéra obejmuje wyniki
badan opisanych w ocenianej przeze mnie pracy doktorskiej. Doktorantka jest pierwszym autorem tej
publikacji, co swiadczy o tym, ze petnita role wiodacg w przeprowadzonych badaniach. Publikacja byta
poddana wnikliwej analizie przez niezaleznych recenzentéw, a fakt opublikowania w dobrym czasopiémie
0 zasiggu migdzynarodowym wskazuje na jej wysoka warto$¢ naukowa. Moja rola jako recenzenta
sprowadza sie do oceny manuskryptu polskojezycznego bedacego autorskim opracowaniem Doktorantki,
pokazujacym jej zasob wiedzy, umiejetnosci formutowania wnioskdw i postugiwania sie piémiennictwem
naukowym. Recenzowang rozprawe oceniam bardzo wysoko. Ponadto, chciatabym podkresli¢, ze mgr
Klaudia Kulczyriska jest takze wspdétautorka dwdch innych publikacji oraz kierownikiem Grantu Dziekana
Wydziatu Biologii UAM. Taki dorobek $wiadczy o tym, ze pani mgr Klaudia Kulczyriska osiggneta duza
sprawnosc eksperymentalng, a takie posiada rozlegty wiedze i umiejetnosci krytycznej analizy danych,
potrzebne do prowadzenia samodzielnych badan.

Whniosek koncowy

Oswiadczam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Klaudii Kulczyriskiej w petni
spetnia wymogi stawiane tego typu pracom, okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz.
1789) i wnoszg do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza o przyjecie tej
rozprawy i dopuszczenie pani mgr Klaudii Kulczyriskiej do dalszych etapéw postepowania przewidzianego
w przewodzie doktorskim. Jednoczesnie sktadam wniosek do Wysokiej Rady o wyrdinienie pracy
stosowng nagrodg za jej istotng warto$¢ poznawczg, rzetelne przeprowadzenie badan i opublikowanie
wynikéw w renomowanym czasopi$mie naukowym.
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