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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Zuzanny Cyske pt.:

,Mukopolisacharydoza plus (MPSPS): pierwsze badania molekularnego
mechanizmu choroby w aspekcie opracowania terapii”

Rozprawa doktorska mgr Zuzanny Cyske zostata przygotowana jako cykl czterech publikacji,
obejmujgcy dwie prace oryginalne oraz dwie prace przeglagdowe, opublikowane w
recenzowanych czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym. Uzupetnieniem cyklu
publikacji sg streszczenia przygotowane w jezyku polskim i angielskim wraz z kompletem
oswiadczen wspodtautoréw. Oswiadczenia nie budzg zadnych watpliwosci, co do wiodacego
wktadu mgr Zuzanny Cyske w cykl prac rozprawy doktorskiej. Manuskrypty sktadajace sie na
prace doktorska powstaty w Katedrze Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego pod

kierunkiem prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna.
Ocena merytoryczna rozprawy

Rozprawa dotyczy badan nad bardzo rzadka chorobg metaboliczng, mukopolisacharydozg plus
(MPSPS) wywotang mutacjg ¢.599G>C (p.Arg200Pro) w genie VPS33A. Wariant ten wystepuje
w formie homozygotycznej w komédrkach jedynej polskiej pacjentki cierpigcej na chorobe w
wyniku tej mutacji. Mimo zidentyfikowanej etiologii genetycznej, doktadny patomechanizm
choroby pozostawat dotgd w duzej mierze nieznany. Autorka podjeta sie ambitnego zadania
poszerzenia wiedzy na temat molekularnych podstaw MPSPS oraz oceny potencjatu
terapeutycznego pewnych zwigzkdw chemicznych. Streszczenie do rozprawy jest starannie
opracowane i przytacza aktualng literature naukowa. Doktorantka omawia kontekst
biologiczny klasycznych mukopolisacharydoz, a nastepnie przechodzi do szczegétowego
omowienia MPSPS, w tym epidemiologii, genetyki, objawdw klinicznych oraz dwéch
konkurencyjnych hipotez patomechanizmu. Wprowadzenie stanowi solidng podstawe

teoretyczng dla czesci eksperymentalne;j.
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Czes¢ badawcza rozprawy obejmuje szeroki zakres analiz komérkowych, w tym oznaczenia
poziomu glikozoaminoglikandéw (siarczanu heparanu; HS), badania ultrastruktury organelli,
analizy markerédw endosomalnych i lizosomalnych, ocene kolokalizacji oraz testowanie
potencjalnych zwigzkéw terapeutycznych, genisteiny and ambroxolu zastosowanych facznie.
Wyniki sg przedstawione w sposdb przejrzysty, a ich interpretacja jest logiczna i zgodna z
aktualnym stanem wiedzy. Szczegdlnie wartosciowe sg obserwacje dotyczace poziomu biatek
VPS33A i VPS16, ktére s3 mocno obnizone nawet w 80%, nietypowej dystrybucji HS,
zwiekszonej liczby lizosoméw oraz podwyzszonych poziomdéw markeréw endosomalnych.
Wyniki te wspierajg hipoteze, ze podstawowym defektem komdrkowym w MPSPS jest
zaburzenie transportu endosomalnego, prowadzgce do uwiezienia GAG w endosomach i ich

niedostatecznej degradacji.

W drugiej czesci badan doktorantka testuje ambroksol i genisteine jako potencjalne leki
mogace podnosi¢ poziom VPS33A. Wyniki sg niezwykle obiecujgce i stanowig pierwsza
propozycje terapii celujgcej w defekt endosomoéw w MPSPS. Dla Scistosci nalezy wspomnieé,
ze taka terapia nie jest skierowana bezposrednio na mechanizm molekularny zwigzany z
etiologia MPSPS. Nie jest to wadg, poniewaz autorka wykazuje, ze oba zwigzki zwiekszajg
poziom VPS33A i VPS16, obnizajg poziom GAG, normalizujg liczbe lizosomdw oraz poprawiajg

parametry transportu endosomalnego. Dane te majg wysokg wartos¢ translacyjna.

Obie prace przeglagdowe stanowig istotne uzupetnienie czesci eksperymentalnej. Praca
opublikowana w International Journal of Molecular Sciences jest pierwszg w literaturze tak
kompletng analizg MPSPS, natomiast praca opublikowana w Acta Biochimica Polonica
przedstawia kontekst funkcjonowania pacjentdw z chorobami rzadkimi, co nadaje rozprawie

bardziej interdyscyplinarny charakter.
Uwagi krytyczne i kierunki dalszych badan

Rozprawa jest wartosciowa i nowatorska, jednak jak kazda praca naukowa, ma pewne
ograniczenia, ktére warto wskaza¢ w kontekscie dodatkowych eksperymentow i kierunkéw

dalszych badan.

Tytut pracy zawiera pytanie o mechanizm molekularny. W zwigzku z tym aspektem zabrakto
mi pewnych dodatkowych eksperymentdw oraz szerszej dyskusji dotyczgcej samego biatka

VPS33A z mutacjg. Nasuwaijg sie pytania, jak moze zmieniac sie struktura zmutowanego biatka



w porownaniu do formy WT. Czy taka zmieniona struktura prowadzi do zmian w interakcji z
innymi biatkami i jakimi. Take analizy mogtyby zostaé przeprowadzone wytgcznie
bioinformatycznie. Nastepnie, pozwolitoby one zaplanowad eksperymenty
koimmunoprecypitacji lub inne. Czy Pani plany przewidujg kontynuacje badan w tym

kierunku?

Przedstawione dane dotyczace zaburzen transportu endosomalnego obejmujg poziomy biatek
i HS, oraz liczne analizy kolokalizacji biatek. Takie dane, cho¢ bardzo mocne, majg charakter
gtownie posredni. W rozprawie nie wykonano testéw funkcjonalnych transportu
pecherzykowego. Chociaz postuluje sie, ze GAG zostajg uwiezione w endosomach i wykonano
badanie poziomu EEA1 i RAB7, to jednak nie wykonano np. analizy konwersji Rab5 do Rab7,
pomiaréw zakwaszenia lizosomoéw, czy tez zbadanie niektérych $ciezek przekazywania
sygnatu, np. z pomocy przeciwciat fosfospecyficznych. Czy uwaza Pani, ze takie testy mogtyby
wzmocni¢ hipoteze o zaburzonym transporcie endosomalnym? Jezeli tak, to jakie testy
funkcjonalne uwaza Pani za najbardziej adekwatne do potwierdzenia hipotezy i czy planuje
Pani ich wykonanie w przysztosci? W rozprawie nie oceniono pH lizosomalnego po terapii,
cho¢ wiadomo, ze w MPSPS wystepuje nadmierne podniesienie pH lizosoméw. Czy uwaza
Pani, ze normalizacja pH lizosomalnego jest konieczna do petnej naprawy fenotypu

komérkowego?

W rozprawie nie wykonano eksperymentu przywrdocenia ekspresji prawidtowego biatka i jego
funkcji, polegajacego na nadekspresji VPS33A WT w fibroblastach pacjentki (np. z pomoca
AAV), a moze nawet potgczenia wyciszenia zmutowanego biatka z nadekspresjg biatka WT.
Taki eksperyment stanowitby bardzo silny dowdd przyczynowosci obserwowanych zaburzen.

Czy rozwazata Pani wykonanie podobnego eksperymentu w przysztosci?

Cho¢ w rozprawie wykazano obnizony poziom VPS33A i jego wzrost po leczeniu, to jednak
stabilnos¢ VPS33A mogtaby zosta¢ oceniona poprzez ustalenie stopnia jego ubikwitynacji.
Badania te mogtyby bezposrednio potwierdzi¢ mechanizm dziatania ambroksolu i genisteiny.
Zasadne jest wiec pytanie: czy planuje Pani okresli¢ stabilnos¢ VPS33A i stopien jego

ubikwitynacji?

Analiza autofagii w pracy obejmuje badanie pewnych wybranych cech tego procesu. Nie

wykonano pogtebionych testow autofagii, takich jak inkubacja z bafilomycyng czy ocena



degradacji LC3 Il. Czy uwaza Pani, ze zaburzenia autofagii w MPSPS s3g pierwotne czy wtdrne

oraz jakie eksperymenty mogtyby to rozstrzygnac?

Rozprawa dotyczy wariantu p.Arg200Pro, co jest zrozumiate ze wzgledu na dostepnos$é
materiatu biologicznego. Jednak porédwnanie z wariantem p.Arg498Trp mogtoby dostarczyé
dodatkowych informacji o réznicach fenotypowych i mechanistycznych. Czy uwaza Pani, ze
mechanizm choroby w wariancie p.Argd98Trp jest identyczny, czy jedynie czesciowo zbiezny

z mechanizmem w p.Arg200Pro?

W rozprawie analizowano poziomy biatek, ale nie okre$lono, czy zmiany te moga tez by¢
zalezne od zmian w mRNA (poziom ekspresji) lub modyfikacji post translacyjnych. W pracy
Lipinski et al. wykonano WES, natomiast nie znalaztem informacji czy w omawianym wariancie
MPSPS istniejg zaburzenia szlakéw komérkowych jako rezultat choroby i czy te szlaki
normalizujg sie po genisteinie i ambroksolu. Pokazano, ze ambroksol ma szeroki wptyw na
transkrypcje i ekspresje gendw. Czy w wypadku proponowanej terapii, podwyzszenie poziomu
VPS33A moze byé zwigzane z transkrypcyjnym dziataniem ambroksolu? Czy planuje Pani

przeprowadzi¢ analize transkryptomiczng, zeby to zbadac¢?

Mikroskopia elektronowa zostata wykonana, jednak nie przeprowadzono bardziej dogtebne;j
ilosciowej analizy ultrastruktur, takiej jak zliczanie organelli czy pomiar Srednicy pecherzykow.
Dane takie mogtyby dodatkowo wzmocni¢ wnioski dotyczace zaburzen transportu

pecherzykowego.

Fibroblasty s3 dobrym modelem do badan podstawowych, jednak mogg mieé swoje
ograniczenia. W przypadku MPSPS istotnymi tkankami, w ktérych wystepuje patogeneza, to
mazg, serce i nerki. Modele oparte na iPSC i organoidach mogtyby poszerzy¢ zakres badan i

umozliwi¢ ocene fenotypu neuronalnego. Czy takie badania sg planowane?

Dodatkowe pytanie o potencjalne chroniczne zastosowanie ambroksolu u pacjentow. Czy

moze by¢ niebezpieczne?

Na koniec pytania o obecny zintegrowany model molekularny mechanizmu patogenezy
zaleznej od zmutowanego VPS33A z wariantem ¢.599G > C (p.Arg200Pro). Z czego doktadnie
moze wynika¢ jego obnizony poziom, jakg dokfadnie funkcje lub zespét funkcji biatka zwigzany
z jego strukturg ulega zaburzeniu? W jaki sposdb mutacja zaburza interakcje z innymi biatkami

w tym z kompleksami HOPS i CORVET, ubigwitynacjg i innymi procesami?



Whniosek koncowy

Pomimo wskazanych ograniczen, ktére stanowig naturalne kierunki dalszych badan, rozprawa
mgr Zuzanny Cyske jest pracg bardzo wartosciowg, nowatorskg i w petni spetniajgca
wymagania okreslone w art. 187 ust. 1-4 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia
20 lipca 2018 r. (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.). Autorka wykonata pionierska prace w
zakresie badan nad MPSPS, a jej wyniki stanowig fundament dla przysztych badan
translacyjnych. W zwigzku z powyzszym rekomenduje dopuszczenie mgr Zuzanny Cyske do

dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskie;j.
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