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Recenzja rozprawy doktorskiej
pt.” Molekularne podstawy mechanizmu niedokrwisto$ci wynikajace z dominujacej mutacji CDA

w genie czynnika transkrypcyjnego Kriippel-like factor 1"

Dla: Rady Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza

Doktorantka: Pani mgr Klaudia Kulczynska

Badania molekularnych mechanizméw choréb stanowia kluczowy kierunek poszukiwan w
genetyce cztowieka poniewaz dostarczajg danych o potencjalnym wykorzystaniu do opracowania
przysztych terapii. Dlatego warto$¢ rozprawy Pani mgr Klaudii Kulczynskiej zmierzajacej do
wyjaénienia, w jaki sposéb wybrana mutacja genu kodujacego czynnik transkrypcyjny KLF1,
zaburza homeostaze komérek krwi i prowadzi do cigzkiej postaci niedokrwistosci (CDA), trudno
przecenié. Zastosowanie bardzo profesjonalnego warsztatu badawczego pozwolito udowodni¢ ze
badana mutacja powoduje zmiane specyficznosci w rozpoznaniu motywu DNA przez czynnik
transkrypcyjny KLF1. W efekcie, domena palcéw cynkowych tego czynnika traci powinowactwo
do dzikiego motywu wiazania DNA a jednoczesnie zyskuje powinowactwo do motywoéw o
odmiennej sekwencji i w ten sposéb aktywuje inne geny.

Rozprawa zostala przygotowana w oparciu o bogaty warsztat badawczy. Kazdy etap
badan zostat wykonany bardzo profesjonalnie i opatrzony wiasciwymi kontrolami. Rozprawa jest
pod tym wzgledem modelowa. Dzigki starannosci w wykonywaniu doswiadczef, wyprowadzone
wnioski sa przekonujace a jednocze$nie wazne. Jestem pod wrazeniem spéjnosci wynikéw

zawartych w rozprawie. Nic dziwnego, ze badania te zostaly opublikowane w wysokiej klasy



czasopiémie Molecular and Cellular Biology i wyréznione mianem Spotlight MCB, jako artykut o
duzym znaczeniu w publikowanym numerze. Warto$¢ tej pracy polega réwniez na tym, Ze otwiera
niezwykle intersujace perspektywy dalszych badan. Na pewno wazng role w osiagnigciu
zaplanowanych celéw odegrata Pani Promotor, prof. Mirostawy Siateckiej, z uwagi jej wysokie
kompetencje oraz miedzynarodowa pozycje naukowa w dziedzinie ktorej dotyczy rozprawa.

Rozprawa tlumaczy miedzy innymi, dlaczego w danej chorobie uwarunkowanej
genetycznie, zespotowi nieprawidtowos$ci danego uktadu moga towarzyszy¢ nieprawidtowosci
innych. Zgodnie z niniejsza rozprawa moze to dotyczy¢ przynajmniej genéw kodujacych czynniki
transkrypcyjne. Jako poszukiwacza genéw waznych dla rozwoju ptciowego cztowieka, szczegblnie
zainteresowaly mnie nieprawidtowosci rozwoju ptciowego wspdtwystepujace u trzech, sposréd
7 pacjentéw z cierpigcych na CDA. Autorka stusznie sugeruje, ze moga by¢ spowodowane zmiang
specyficznosci w rozpoznawaniu motywéw DNA w genomie.

Interesujace dla mnie jako osoby nie zajmujacej sie transkrypcja jest wspétwystepowanie
motywu dzikiego oraz motywu rozpoznawanego przez zmutowany KLF1, w sgsiedztwie tego
samego genu, co potencjalnie umozliwia wptyw na ten gen zaréwno dzikiego jak zmutowanego
KLF1.Udowodnienie takiego wptywu moze by¢ utrudnione jesli wzigé¢ pod uwage odmienne stany
chromatyny na kazdym etapie erytropoezy.

Na pewno pozytywny wplyw na zdrowie pacjentéw obarczonych CDA ma obecnos¢
prawidtowego allelu, stanowigcego matryce do syntezy prawidtowego KLF1, podczas gdy KLF1

zmutowany nie konkuruje z prawidtowym o wigzanie z motywem DNA typu dzikiego.

Omoéwienie poszczegélnych czesci rozprawy:

Streszczenie

W pierwszym akapicie (str. 5) zdanie ,Opisano wiele mutacji w obrebie ludzkiego genu KLF1I,
ktére powodujg szerokie spektrum fenotypéw od tagodnych do patologicznych” winno brzmiec:
"Opisano wiele mutacji w obrebie ludzkiego genu KLFI1, ktore powodujg szerokie spektrum
fenotypéw patologicznych od tagodnych do ciezkich”. W streszczeniu angielskim nieprawidtowe

jest sformutowanie , My research was found that..."

Wstep

Wstep zostal bardzo ciekawie napisany. Docenitam szczegélnie akapity opisujace rodzine
czynnikéw transkrypcyjnych KLF. Ta cze$¢ zawiera klarowne schematy, np. Rycina 2, ktdre
ulatwity mi podazanie za tekstem. Bardzo pomocna jest ostatnia cze$¢ opisujaca gtdwne
metodologie zastosowane w rozprawie i ttumaczaca ich zasady. Niestety opis pierwotnej oraz

definitywnej fali erytropoezy (str 9/10) nie jest jasny.



Zwrdcitam uwage na kilka nieprecyzyjnych sformutowan:

1. Autorka kilkukrotnie uzyta pojecia ,brak allelu” podczas gdy z kontekstu wynika, ze ma na mysli
brak ekspresji. Dla genetyka ,brak allelu” oznacza delecje genu poniewaz allel to odmiana genu a
nie jego produktu. Np. na stronie 15 Wstepu znajduje sie zdanie: ,W 2015 roku opisano pierwszy,
i jak do tej pory jedyny, przypadek zyjacego cziowieka bez obu alleli genu KLFI, jednak z
rozwinieta ciezka anemig hemolityczng bez sferocytozy, z obecnoscia erytroblastow w krwi
obwodowej i zéttaczka (Magor i in. 2015).” Sprawdzitam w cytowanej pracy, Ze ten pacjent
posiadat oba allele cho¢ oba nieczynne na skutek mutacji (compound heterozygosity for null
mutations in KLF1).

2. Wielokrotnie nieprawidtowo zostato uzyte pojecie ,konserwatywne palce cynkowe” lub
konserwatywna pozycja”. Ten btad jest niestety bardzo powszechny. Konserwatywnos¢ odnosi
sie wylgcznie do typu substytucji aminokwasowej. Jesli dany aminokwas zostaje zastapiony
innym ale o podobnych wiasciwosciach (np. mutacja E339D Nan-KLF1 myszy), nazywa sie j3
substytucja ,konserwatywna” /" conservative”. Jesli natomiast dany aminokwas zostaje zastapiony
aminokwasem o wiasciwosciach odmiennych (mutacja E325K CDA-KLF1) taka substytucja
,konserwatywna” nie jest. Ponadto, je$li mamy na my$li zachowawczos$¢ ewolucyjng genu, biatka,
domeny biatka a nawet pozycji aminokwasowej nalezy stosowa¢ pojecie ,zakonserwowana”
/"conserved’. Warto podkresli¢, ze w zalaczonym artykule opublikowanym w MCB ktérego Pani
Kulczynska jest pierwszym autorem, pojecie to zostato uzyte prawidtowo.

3. Wielokrotnie nieprawidtowo zostato uzyte pojecie ,wariant”. Dla genetyka wariant to odmiana
genu lub biatka ktéra rézni sie od genu/biatka typu dzikiego. W rozprawie wariantami sg jedynie

geny/biatka CDA-KLF1 oraz NaN-KIf1, natomiast nie jest nim biatko WT-KLF1.

Materiaty i Metody

Moja uwage przykuwa mnogo$¢ podej$¢ metodologicznych zastosowanych w rozprawie, w tym
analizy bioinformatyczne. O ile wiem, wiekszos¢ do$wiadczen Pani Kulczynska wykonata sama.
Zwraca réwniez uwage fakt, ze tylko trzy osoby figuruja w liScie autoréw artykutu
opublikowanego w MCB, co dodatkowo dowodzi ogromnego wktadu Autorki w powstanie

publikacji.

Moje krytyczne uwagi sa nastepujace:

1. Opis znakowania dwuniciowych oligonukleotydéw z zastosowaniem fragmentu Klenowa
polimerazy DNA I nie jest niejasny. Brak wzmianki jaki byt primer w tej reakgji.

2. W Tabelach przedstawiajgcych sklad réznych roztworéw nalezaloby podawac stezenia
koncowe a nie objeto$¢ roztworu macierzystego ktéry dodawano: Tabela 9, 21, 23, 24, 28.

(Ponadto ul oznacza objetos¢, podczas gdy ,ilos¢” jest pojeciem nieprecyzyjnym.



3. Czy w zdaniu na str. 61 jest zdanie ,Z uzyskanych danych z trzech powtérzen w tryplikatach
wyliczano érednia i odchylenie standardowe”. Czy chodzi tutaj o trzy powtorzenia z ktérych kazde

zawierato 3 powtdrzenia tzw., techniczne”?

Wyniki

Bardzo docenitam, ze kazda cze$¢ wynikéw zostata poprzedzona krétkim wprowadzeniem
wyjaéniajacym dlaczego dane podejscie badawcze byto wazne. Wyniki s3 niezwykle ciekawe i
bardzo spéjne. Sa przekonywajace réwniez dlatego, ze bardzo starannie dobierano kontrole i na

kazdym etapie badan sprawdzano funkcjonalno$¢ przygotowanych narzedzi molekularnych.

Moje uwagi krytyczne sg nastepujace:

1. W Rycinie 12 nie wiadomo doktadnie co oznaczajg kolejne frakcje po cieciu TEV, odmienne
warunki ciecia, kolejne ptukania? Brak wyjasnienia w opisie tej ryciny.

2. Pojecie ,zimny oligonukleotyd” jest zargonowe, nalezy uzy¢é stowa ,nieznakowany
radioaktywnie”.

3. W opisie Ryciny 22 zamiast ,pomiedzy wzrastajaca iloscig” nalezy uzyé ,pomiedzy
wzrastajacym stezeniem”.

4. W opisie Ryciny 23 Autorka miata na my$li prawdopodobnie ,guaning” a nie ,guanidyne”.

5. Na str. 101 u dotu: Czy nie lepiej zamiast ,negatywnie pozytywne wyniki" uzy¢ ,fatszywie
pozytywne wyniki"?

6. Na str. 103 Rycina 28A a nie 278A.

7. Zamiast ,eksprymowany” lepiej zastosowac pojecie ,ulegajacy ekspresji”.

8. Na str. 73 ,Rycina 10C”. Nie powinno si¢ opisywac¢ ryciny poczawszy od C, zawsze od A.

Dyskusja
Wiele fragmentéw dyskusji jest bardzo ciekawych i warto$ciowych, $wiadczgcych o dobrej
znajomosci tematu, np. dyskusja wynikéw grupy australijskiej ktére zostaty opublikowane w

trakcie wykonywania rozprawy.

Autorka dyskutuje kwestie w takiej kolejnosci w jakiej pojawiaty sie wynikach. Alternatywnie
dyskusja moglaby zaczyna¢ si¢ od wyniku najwazniejszego. Sprawy warsztatowe mogtyby

stanowi¢ uzupetnienie dyskusji nad kluczowym wynikiem.

1. Na str. 117 tytul podrozdziatu Dyskusji ,Motywy DNA dla mutanta CDA-KLF1 rézni sig nie tylko
w pozycji 5. ale w obrebie catej sekwencji od motywdéw dla WT-KLF1 i Nan-KLF1 go motywu DNA”

jest niezreczny.



2. Na str. 123 zostato uzyte sformutowanie ,jader meskich” podczas gdy jadra sa meskie z natury
rzeczy. Nalezy napisa¢ po prostu ,jader” albo ,gonad meskich”.

3. Zyczytabym sobie by Pani Kulczyfiska w czasie obrony wyjasnita pojecie
,haploniewystarczalno$¢”. Ponadto, sugerowatabym uzywania w to miejsce pojecia

haploinsuficjencja.

Drobne uwagi:

1.Tytuly nigdy nie sa zakonczone kropka.

2. Wykaz skrétéw bytby latwiejszy do wykorzystania, gdyby byt alfabetyczny. Brak w nim
wyjasnienia skrotu TCEP.

3. Bardzo czesto zamiast pojecia ,liczba” Autorka stosuje pojecie ,ilos¢”.

4. Pewne wyrazenia w wielu zdaniach maja sktadnie angielska, np. ,in vitro selekcja”, "in vitro
ewolucja”, ,motywy GC-bogate” zamiast ,selekgja in vitro”, ,ewolucja in vitro”, ,motywy bogate w
GC".

5. Natrafitam na duzg liczbe tzw. ,literéwek”.

Whiosek konicowy

Rozprawe przeczytalam z duzym zainteresowaniem. Uwazam j3 za bardzo wartosciowq i
wnoszaca wazne dane do dziedziny ktérej dotyczy. Ponadto otwiera ciekawe perspektywy
dalszych badan. Zostata opublikowana w wysoce cenionym czasopi$mie Molecular and Cellular
Biology. Ponadto Pani Kulczyfiska prezentowata wyniki rozprawy na konferencjach
miedzynarodowych. Chciatabym podkresli¢ jej wysokie kompetencje w wielu technikach biologii
molekularnej. Stanowi to §wietne przygotowana by kontynuowa¢ prace naukowa. Rozprawa bez
watpienia spetnia formalne warunki stawiane rozprawom doktorskim. Z powyzszych powodéw z
pelnym przekonaniem wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Klaudii Kulczynskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

”)weu,_





