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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Michata Skulskiego pt.:
»~Analiza podloza molekularnego przypadku nieznanej anemii hemolitycznej z

zastosowaniem wysoko sprawnych metod sekwencjonowania”.

Anemie hemolityczne to grupa schorzen charakteryzujaca si¢ wewngtrznaczyniowym
rozpadem erytrocytow spowodowanym nieprawidtowosciami ich budowy. Najczesciej
wystepujg membranopatie i enzymopatie, ktore charakteryzuja si¢ wystgpowaniem zaburzen
w organizacji blony erytrocytarnej i deficytami enzymow. W czesci przypadkow podtoze
molekularne tego typu schorzen jest znane, ale wcigz diagnozowane sg ich nowe rodzaje.

Celem niniejszej pracy byta proba okreslenia podtoza molekularnego anemii
hemolitycznej o nieznanym poditozu genetycznym wystepujacej u dwdch braci.

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie
monograficznej. Jest obszernym opracowaniem, na ktdre sktada si¢ 126 stron, ponadto
zawiera 19 tabel oraz 32 ryciny. Obejmuje wstep, zatozenia i cel pracy, materiaty i metody,
wyniki, dyskusje oraz wnioski. Ponadto zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wykaz skrétow, spis tabel i rycin oraz pismiennictwo, ktdre jest cytowane w porzadku
alfabetycznym i obejmuje 188 pozycji. PiSmiennictwo uwzglednia aktualne wytyczne, prace
pogladowe oraz prace oryginalne. Autor rozprawy cytuje 23 aktualnych artykutow z lat 2020-
2023.

Wstep rozprawy doktorskiej obejmuje 20 stron. Autor opisuje doktadnie przebieg
erytropoezy, dojrzewanie retikulocytow, nastepnie anemie hemolityczne oraz
wysokoprzepustowe techniki sekwencjonowania (NGS), mozliwosci analizy transkryptomu,
sekwencjonowanie calego eksomu i sekwencjonowanie trzeciej generacji. Wstep opatrzony
jest rycinami ktére w sposob schematyczny przedstawiaja techniki sekwencjonowania. W

tekscie obecne sa nieliczne bigdy interpunkcyjne oraz pojedyncze niescistosci stylistyczne.
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Pomijajac drobne bledy ta czgs$¢ rozprawy doktorskiej jest interesujgca, doktadnie
wprowadzajaca czytelnika w temat, ktoremu poswiecona jest catos¢ materiatu.

Zalozenia i cel pracy zostaly sformutowane prawidlowo. Autor podjat probe
okreslenia podstaw molekularnych przypadku anemii hemolitycznej o nieznanym podtozu
genetycznym z zastosowaniem wysokoprzepustowych technik sekwencjonowania.

Jako material badawczy wykorzystano RNA retikulocytéw pochodzacych z krwi
obwodowej dwoch braci u ktérych wystepuja objawy anemii hemolitycznej, od
asymptomatycznych cztonkéw rodziny pacjentéw (siostra i ojciec) oraz od 3 zdrowych
ochotnikow. Materiat genetyczny matki pacjentow byt niedostepny. Protok6t badania zostat
zatwierdzony przez Komisje Bioetyczng przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu. Od
wszystkich badanych uzyskano swiadoma zgodg. Zadania badawcze, jakich podjat si¢ autor
rozprawy obejmowaty opracowanie wydajnej metody izolacji retikulocytéw, oceng danych
pochodzacych z sekwencjonowania RNA-Seq i WES pod katem wariantéw powigzanych z
fenotypem anemii, ustalenie aktywnosci enzymatycznej cytozolowej 5°- nuleotydazy
pirymidynowej 3A oraz ocen¢ wplywu miRNA na translacje transkryptu genu NTSC3A.
Wszystkie badania laboratoryjne zostaly wykonane przez profesjonalne laboratoria
diagnostyczne. Finansowanie pracy zostato wsparte grantami Narodowego Centrum Nauki, a
takze grantami Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Metody statystyczne
zostaty dobrane i opisane prawidtowo.

Wyniki stanowig obszerng czgs¢ monografii obejmujacg 36 stron. W pierwszej czesci
autor rozprawy opisuje opracowanie wydajnej metody izolacji reikulocytow z krwi
obwodowej co stanowi niewatpliwie istotna czes$¢ dla dalszych etapéw badan. Kolejne
elementy wynikéw to doktadny opis metod izolacji RNA i syntezy cDNA, sekwencjonowania
RNA (RNA-Seq) oraz eksomu (WES) technikami nowej generacji (NGS). Autor dokladnie
przedstawia analizg ekspresji cytozolowej 5° nukleotydazy pirymidynowej oraz aktywnos¢
enzymatyczna i stosunek ilosciowy puryn do pirymidyn. Rozdziat zawiera liczne ryciny i
tabele , ktére w sposob obrazowy i schematyczny przedstawiaja kolejne etapy i metody pracy
badawczej. Wyniki zostaly opracowane w bardzo szczegétowy i doktadny sposéb co
swiadczy o tym, ze autor potrafit zaplanowac i zrealizowa¢ plan badawczy bedacy tematem
rozprawy doktorskiej.

W dyskusji autor odnosi si¢ do uzyskanych wynikéw starajac sie wyjasni¢ podtoze i
mechanizmy molekularne, ktére mogly by¢ przyczyna wystapienia anemii hemolitycznej u

analizowanych pacjentow.



We wnioskach autor rozprawy stwierdza, ze:

1) Analiza transkryptomu retikulocytow wykazata istotny statystycznie spadek ekspresji
dziewieciu gendw u jednego z pacjentéw bez zwigzku z fenotypem HA.

2) Liczba wykrytych transkryptow oraz powigzanych szlakéw metabolicznych jest
wyzsza niz w przypadku techniki mikromacierzy.

3) Analiza eksomu ujawnita delecj¢ fenyloalaniny w pozycji 149.

4) Podczas genotypowania wykazano, ze delecja widoczna w sekwencji gDNA jako
heterozygotyczna, w mRNA/cDNA u analizowanych pacjentow wystgpuje w postaci
homozygotycznej.

5) Stosunek nukleotydow purynowych do pirymidynowych jest u pacjentow jest 2,5 razy
nizszy niz u kontroli.

6) Aktywnos$¢ enzymatyczna cytozolowej 5’ nukleotydazy pirymidynowej 3A u
pacjentdéw jest na niskim poziomie.

7) Wariant p.F149 del zdaje si¢ by¢ bezposrednia przyczyng anemii hemolitycznej u

analizowanych chorych.

Rozprawe doktorska mgr Michata Skulskiego oceniam wysoko pod wzgledem
merytorycznym. Autor doskonale orientuje si¢ w zaawansowanych technikach
laboratoryjnych w tym metodach diagnostycznych biologii molekularnej. Cele rozprawy
zostaly jasno sprecyzowane, metodyka pracy jest starannie opisana. Wnioski zostaty
sformutowane w sposéb logiczny i zostaly odpowiednio przedstawione w odniesieniu do
zalozonych celow. W pracy obecne sg nieliczne btedy edytorskie oraz stylistyczne. Bardzo
istotnym elementem rozprawy byto opracowanie metody izolacji retikulocytow z krwi
obwodowej, ktora pozwala na uzyskanie puli komérek wolnej od innych komoérek krwi przy
zachowaniu wysokiej wydajnosci. Niewielkim mankamentem catej pracy jest brak materiatu
genetycznego matki pacjentow z anemig hemolityczng. Innych uwag nie mam.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13
ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. Zm). Wnosze do Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Michata

Skulskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz wyrdznienie tej pracy ze

pr R

wzgledu na wysoki poziom merytoryczny.



