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1. Znaczenie tematyki i uzasadnienie podjecia badan

Rozprawa dotyczy niezwykle istotnego i trudnego problemu badawczego, jakim s3
mukopolisacharydozy (MPS) — rzadkie, ciezkie choroby lizosomalne o ztozonym, wielonarzagdowym i
silnie zréznicowanym przebiegu klinicznym. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje skoncentrowanie
pracy na postaciach neuropatycznych MPS, zwtaszcza MPS 1l (zespdt Sanfilippo), ktory stanowi
najczestszg forme MPS w Europie i w Polsce, a jednoczes$nie pozostaje jednym z najwiekszych wyzwan

terapeutycznych ze wzgledu na dominujgce, dramatyczne objawy neurodegeneracyjne.

Ztozonos¢ fenotypu klinicznego, duza zmienno$é objawow oraz brak skutecznych terapii przyczynowych

czynig podjety tematyke wysoce istotng zaré6wno poznawczo, jak i potencjalnie translacyjnie.

2. Charakter rozprawy i spdjnosc cyklu publikacji

Rozprawa zostata przygotowana w formie spdjnego cyklu siedmiu publikacji (dwie prace przegladowe i
pie¢ prac doswiadczalnych), opatrzonych obszernym streszczeniem w jezyku polskim i angielskim,
liczagcym tgcznie 30 stron. Rozprawa spetnia wymagania stawiane tego typu pracom doktorskim. We

wszystkich publikacjach Doktorantka jest pierwszg autorka, co nalezy jednoznacznie podkreslic.
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Prace wchodzace w skfad rozprawy opublikowano w recenzowanych czasopismach indeksowanych w
Web of Science o wspodtczynniku Impact Factor w przedziale ok. 1,9-5,3, przy $rednim IF na czasopismo
wynoszgcym ok. 3,4 (m.in. Journal of Applied Genetics, International Journal of Molecular Sciences,
Current Issues in Molecular Biology, Gene, Frontiers in Bioscience, Biochemical and Biophysical Research
Communications, European Child & Adolescent Psychiatry). Publikacje te stanowig warto$ciowy wktad w
rozwdj dyscypliny. Pozytywnie nalezy oceni¢ réwniez fakt publikowania wynikéw w réznych domach
wydawniczych (Elsevier, MDPI, Springer Nature, IMR Press), co sprzyja budowaniu wiarygodnosci
naukowej, dywersyfikacji zrodet recenzji, wspiera zdrowa konkurencje w $srodowisku wydawniczym i

zwieksza zasieg oraz potencjalny wptyw prezentowanych badan.

Streszczenie pracy obejmuje bardzo dobrze napisany wstep teoretyczny dotyczgcy MPS, ich klasyfikacji,
diagnostyki i terapii, jasno sformutowany cel pracy wraz z uzasadnieniem podjetych badan, logicznie

uporzadkowany opis wynikéw kolejnych publikacji oraz syntetyczne, merytoryczne podsumowanie.
Doktorantka w streszczeniu rozprawy w sposob dojrzaty naukowo prezentuje cigg swoich badan:

e prace przeglagdowa dotyczacg problemdw diagnostycznych w MPS, stanowigcg bardzo dobre

wprowadzenie do problematyki choréb lizosomalnych i ich klasyfikacji;

e nastepnie przedstawia kolejne prace doswiadczalne, obejmujgce transkryptomiczng identyfikacje
genow rdznicujgcych postacie neuropatyczne i nieneuropatyczne, analize zmian ekspresji genéw
zwigzanych z funkcjg organelli komérkowych, poréwnania profili ekspresji miedzy podtypami
MPS IIl oraz MPS Il i IV, identyfikacje markeréw molekularnych (w tym PFN1) i ich zwigzkéw z
poziomem GAG oraz analize akumulacji biatek neurodegeneracyjnych (APP, AB, tau, p-tau, a-

synukleina, TDP-43);

e rozprawe zamyka praca przeglagdowa dotyczaca molekularnych i klinicznych mechanizmoéw

zaburzen behawioralnych i snu w MPS Ill oraz aktualnych mozliwosci leczenia objawowego.

Struktura rozprawy jest spdjna logicznie i napisana poprawnym, dojrzatym jezykiem naukowym.

3. Metodyka badan i wktad wtasny doktorantki

Doktorantka wykazata sie wysokim stopniem samodzielnosci badawczej. Zgodnie z oswiadczeniami
wspoétautoréw samodzielnie prowadzita hodowle ludzkich fibroblastéw pochodzacych z biopsji skory
pacjentéw, wykonywata analizy transkryptomiczne, immunofluorescencyjne i immunoblotting,
oznaczata poziomy GAG oraz analizowata ich zaleznosci funkcjonalne po farmakologicznym obnizeniu.

Uczestniczyta réwniez w badaniach na mysim modelu MPS IIIB.
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Zakres zastosowanych metod nalezy uznaé¢ za nowoczesny, adekwatny do stawianych celdw i

wykonany z duzg kompetencja.

4. Najwazniejsze mocne strony pracy

e Kompleksowa analiza transkryptomiczna

Jednym z kluczowych osiggnie¢ rozprawy jest szeroka i wieloaspektowa analiza transkryptomiczna,
obejmujaca zaréwno wspdlne, jak i specyficzne szlaki sygnatowe w réznych typach MPS. Tak szerokie

poréwnanie stanowi znaczgcy wktad w zrozumienie molekularnej heterogennosci tej grupy choréb.
e Rédznicowanie postaci neuropatycznych i nieneuropatycznych

Szczegdblnie wartosciowy jest watek identyfikacji mechanizmoéw odrdzniajgcych formy neuropatyczne od
nieneuropatycznych. Badania te stanowig realny krok w kierunku zrozumienia, dlaczego okreslone typy

MPS prowadzg do neurodegeneracji, a inne nie.
e Spdjnosc koncepcji badawczej i ciggtosé hipotez

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje bardzo dobra spdjnosé¢ koncepcyjna catego cyklu badawczego.
Przeprowadzone analizy nie majg charakteru zbioru luznych, niezaleznych projektéw, lecz tworzg
logicznie powigzany cigg hipotez i ich weryfikacji. Autorka rozpoczeta badania od analiz
transkryptomicznych, identyfikujgc kluczowe biatka zwigzane z patologig (m.in. PFN1, MFAP5, MMP12),
a nastepnie potwierdzita ich funkcjonalny zwigzek z poziomem GAG poprzez modulacje farmakologiczng
oraz podejscie knockdown PFN1. Logicznym rozwinieciem tej sekwencji byta analiza procesow

zwigzanych z patologig biatek i peptydéw agregujacych (AR, tau, TDP-43).

Taka ciggtos¢ koncepcji badawczej sSwiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki, umiejetnosci
krytycznego planowania eksperymentdéw oraz konsekwentnego budowania modelu mechanistycznego

badanych proceséw.
e Pierwsze badania biatka TDP-43 w kontekscie MPS

Rozprawa prezentuje pierwsze w literaturze dane dotyczgce obecnosci i potencjalnej roli TDP-43 w MPS.
Otwiera to nowg perspektywe badan i moze miec istotne znaczenie dla zrozumienia powigzan miedzy

MPS a neurodegeneracjs.



NENCKI
N

\JﬁL s . .
LapPc i -3’ e ¢ nencki institute
alirecy) 7\ 0f experimental biology

e Powiazanie siarczanu heparanu z neurodegeneracja

Praca w sposob przekonujacy tgczy akumulacje siarczanu heparanu z aktywacjg proceséw typowych dla
choréb neurodegeneracyjnych, w tym patologii amyloidowej i tau. Jest to temat o wysokim potencjale

translacyjnym i stanowi wazne rozszerzenie klasycznego ujecia patogenezy MPS.
o Identyfikacja nowych potencjalnych celéw terapeutycznych i biomarkeréw

Na uwage zastuguje wskazanie nowych kandydatéw na cele terapeutyczne i biomarkery
transkryptomiczne. Dotyczy to zaréwno biatek zwigzanych z metabolizmem GAG, jak i elementéw

regulujgcych homeostaze komdrkowa.
e Oryginalne obserwacje dotyczace profiliny (PFN1)

Bardzo interesujgcy i nowatorski jest watek dotyczacy roli PFN1 jako biatka regulujgcego poziom GAG
oraz organizacje cytoszkieletu aktynowego i transport btonowy. Autorka formutuje tez kreatywng
hipoteze dotyczagcg mozliwego prionopodobnego mechanizmu wptywu PFN1 na toksyczne
przeksztatcenia TDP-43. Hipoteza ta jest bardzo interesujaca, nalezy jednak pamieta¢, ze wykracza poza

bezposrednio wykazang czes¢ eksperymentalna.
e Potencjat translacyjny

Mimo ze badania majg charakter podstawowy, ich wyniki posiadajg czytelny potencjat aplikacyjny, m.in.
w odniesieniu do projektowania strategii terapeutycznych ukierunkowanych na mechanizmy wspdlne
dla MPS i choréb neurodegeneracyjnych. Praca wychodzi poza czysto opisowy charakter i wskazuje

potencjalne nowe kierunki interwencji terapeutycznych i biomarkerdw.

5. Uwagi krytyczne

e Ograniczenia modelu badawczego

Zastosowanie fibroblastéw ludzkich do badan mechanizméw neurodegeneracyjnych jest dobrze
uzasadnione, jednak model ten pozostaje modelem posrednim. W pracy brakuje wyraznego
przedstawienia planowanej walidacji uzyskanych wynikébw w modelach neuronalnych, takich jak
neurony roznicowane z iPSC lub iNeurons uzyskane z reprogramowanych fibroblastéw. Uwzglednienie
takich modeli istotnie wzmocnitoby wnioski pracy. Brak funkcjonalnej walidacji najwazniejszych
obserwacji w modelach neuronalnych jest najistotniejszym ograniczeniem pracy, gdyz ogranicza

mozliwos¢ bezposredniego odnoszenia wynikéw do mechanizméw zachodzacych w neuronach.
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e Precyzja analizy biatek zwigzanych z neurodegeneracja

Relacje pomiedzy poziomem GAG a akumulacjg biatek neurodegeneracyjnych (APP, AB, tau, p-tau, a-
synukleina, TDP-43) sg bardzo interesujace, jednak majg przede wszystkim charakter korelacyjny, bez
pogtebionej analizy form toksycznych i agregatéw. Brakuje szczegétowego okreslenia, ktére formy AR
wykrywaty zastosowane przeciwciata (monomery, oligomery, agregaty), brakuje szczegétowej analizy
wynikow Western blottingu pod katem form oligomerycznych/agregacyjnych, a takie precyzyjnej
charakterystyki badanych epitopoéw tau, zwtaszcza p-taul81 i p-tau217. W przypadku APP pomocna

bytaby analiza produktéw jego amyloidogennego trawienia.
¢ Interpretacja obecnosci biatka tau w fibroblastach

Wykrycie tau w fibroblastach skdry jest zgodne z literaturg, jednak w pracy zabrakto krytycznej refleksji
nad biologicznym znaczeniem tego zjawiska oraz jego ograniczeniami interpretacyjnymi. Nie wyjasniono,
ktore izoformy tau oraz ktdre epitopy fosforylacyjne zostaty zidentyfikowane oraz na ile obserwowane

zmiany mogg odzwierciedla¢ procesy charakterystyczne dla neuronéw.
e Brak integratywnego schematu patogenetycznego

Pomocne bytoby przedstawienie jednego, syntetycznego modelu patogenezy obrazujgcego zaleznosci

pomiedzy GAG, PFN1, autofagia i patologig biatek agregujacych.
e Lokalizacja siarczanu heparanu i jego potencjalne interakcje

W pracy nie doprecyzowano, w jakich przedziatach komérkowych moze dochodzi¢ do interakcji
siarczanu heparanu z tau czy amyloidem. Dane literaturowe wskazuja, ze w tych procesach gtéwna role
odgrywajg proteoglikany heparanosiarkowe obecne na powierzchni komérki i w macierzy
zewnatrzkomorkowej, a takze powigzany z nimi szlak endocytotyczno-lizosomalny. W pracy zabrakto

bardziej szczegdtowej dyskusji na ten temat.
e Brak uwzglednienia ograniczen metod RNA-seq

W pracy zabrakto bardziej krytycznej refleksji nad ograniczeniami analiz transkryptomicznych, w
szczegblnosci odnoszgcymi sie do heterogenicznosci linii komdrkowych i potencjalnych rdznic

wynikajgcych z tta genetycznego pacjentow.
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Podsumowanie

Mimo przedstawionych uwag krytycznych, bardzo wysoko oceniam rozprawe mgr Karoliny Wisniewskie;.
Praca stanowi oryginalne i wartosciowe osiggniecie naukowe, wnosi nowe dane do badan nad

patogenezg MPS i mechanizmami neurodegeneracji oraz wykazuje znaczacy potencjat aplikacyjny.

Lektura rozprawy nie pozostawia watpliwosci, ze Doktorantka zdobyta rozlegta wiedze, wysoki poziom
kompetencji metodologicznych oraz umiejetnosc krytycznej analizy danych, co zapewnia jej swobode w

podejmowaniu wymagajgcych wyzwan naukowych i umozliwia prowadzenie samodzielnych badan.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2018 poz. 1668). W zwigzku z tym
whnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Karoliny
Wisniewskiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i

przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Poniewaz rozprawa stanowi pierwszg tak szeroka prébe uchwycenia wspdlnych i specyficznych osi
patogenetycznych w obrebie wielu podtypéw MPS, wykraczajgcg poza pojedyncze modele choroby,

jednoczesnie wnioskuje o jej wyrdznienie.
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