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~ Mukopolisacharydozy (MPS) naleza do grupy rzadkich, genetycznie
uwarunkowanych chordb metabolicznych. Czestos¢ wystepowania
mukopolisacharydoz jako grupy szacuje si¢ na 1: 22 000, ale czgstosé wystepowania
poszczegdlnych typow MPS jest duzo nizsza i zalezy od badanej populacji.
Z wyjatkiem MPS II (choroby Huntera) sprzgzonej z chromosomem X, MPSy
dziedzicza sie w sposob autosomalny recesywny.

W ich sktad wchodzi 11 jednostek chorobowych, u podloza ktorych lezy
deficyt aktywnosci jednego z enzymow zlokalizowanych w aparacie lizosomalnym.
Brak aktywnosci danego enzymu skutkuje blokada szlaku degradacji
glikozoaminoglikanow (GAG) i nastgpnie  spichrzaniem tych zwiazkéw w
komérkach, tkankach i narzadach. Akumulacja wielkoczasteczkowych GAG 1 wtorne
gromadzenie innych zwigzkow oraz aktywacja roznych mechanizmow patogennych
prowadza w efekcie do objawow klinicznych.

Pod wzgledem klinicznym MPS stanowia bardzo zréznicowana grupe choréb
o szerokim spectrum objawOw nawet w obrebie jednego typu. Nasilenie objawow
i dynamika przebiegu choroby moze waha¢ si¢ od postaci ciezkich, wrodzonych do
postaci tagodnych, przewlektych. Objawy kliniczne dotycza przede wszystkim
dyzmorfii, zaburzen i deformacji kostnych, powigkszenia organéw wewnetrznych,



zmetnienia rogowki, utraty stuchu, opdznienia rozwoju psycho-ruchowego 1
neurodegradacj.

Proby leczenia MPS za pomoca przeszezepu szpiku kostnego podejmowano
juz w latach 80. ubieglego wieku. Wraz z rozwojem biologii molekularnej 1
biotechnologii opracowano nowe mozliwosci terapii MPS, jak np. enzymatyczna
terapia zastgpcza (ERT), terapia za pPomMoca redukeji syntezy substratu (SRT),
czy - niestety ciagle jeszcze na etapie badan eksperymentalnych - terapia genowa lub
wyciszanie ekspresji genow. Nalezy podkresli¢, ze w przypadku MPS podejmowanie
ktérejkolwiek z terapii ma najlepsze rokowania, gdy objawy kliniczne jeszcze sie nie
pojawily. Powaznym problemem stosowanych terapii MPS jest fakt, ze zwigzki
wielkoczasteczkowe takie, jak np. biatka enzymow nie przenikaja bez ograniczen do
kosci 1 nie przekraczaja bariery krew-mozg.

Ograniczenia te dotycza rowniez innych choréb lizosomalnych. Zauwazono, ze
najlepsze efekty leczenia przynosi polaczenic ERT z innym rodzajem leczenia:
terapia czaperonami (chaperone therapy, CT), SRT, terapig genowa (GT) lub
przeszezepem szpiku kostnego (bone marrow transplantation, BMT). Obecnie stosuje
sie terapie laczone w niektorych przypadkach u pacjentow z choroba Gauchera
(SRT+ERT) oraz choroba Pompego (CT+ERT).

Wybor tematu rozprawy doktorskiej jest bardzo wiasciwy, gdyz wszelkie
badania nad nowymi rodzajami terapii lub nowymi, potencjalnymi lekami wykazuja
nie tylko aspekty poznawcze, lecz rowniez olbrzymie znaczenie praktyczne przede
wszystkim dla pacjentow i ich rodzin oraz lekarzy klinicystow.

Doktorantka postawita sobie nastgpujace cele badawcze:

1) Ocena efektywnosci dziatania genisteiny w dawce 160 mg/kg m.c./dzien jako
czynnika aktywnego w terapii obnizania wydajnosci syntezy substratu w
leczeniu mukopolisacharydozy typu 1 z wykorzystaniem mysiego modelu

choroby.
2) Ocena potencjalu terapeutycznego kemferolu jako czynnika aktywnego w
terapii  obnizania  wydajnosci  syntezy substratu w  leczeniu

mukopolisacharydozy typu I z wykorzystaniem mysiego modelu choroby.

3) Ocena skutecznosci sastosowania laronidazy w dawce 100 U/kg m.c./tydzien
oraz genisteiny w dawce 160 mg/kg m.c./dzien jako terapii faczonej w leczeniu
mukopolisacharydozy typu 1 z wykorzystaniem mysiego modelu choroby.

4) Ocena wptywu dtugoterminowego stosowania laronidazy w dawce 100 U/kg
m.c./tydzien, genisteiny w dawce 160 mg/kg m.c./dzien, kemferolu w dawkach
5. 50, 80, 160 mg/kg m.c./dzien oraz terapii laczonej w postaci laronidazy w
dawce 100 U/kg m.c./tydzien wraz z genisteing w dawce 160 mg/kg m.c./dzien
na parametry behawioralne i kognitywne u myszy MPS T



5) Optymalizacja procedury zakladania i prowadzenia hodowli pierwotne;
hepatocytéw pozyskanych od myszy MPS 1 oraz typu dzikiego oraz ich
charakterystyka fenotypowa.

Doktorantka badata wplyw zastosowania réznych podejs¢ terapeutycznych na
proces spichrzania glikozoaminoglikanow (GAG) w tkankach i ich wydalanie w
moczu oraz na zmiany w behawiorze zwierzat eksperymentalnych. Badaniom
poddawano myszy bedace modelem zwierzecym MPS I (linia B6.129-Idua™*/J z
defektem w genie Idua o tle genetycznym C57BL6), bedace homozygotami dla
mutacji p.W392X. W kazdej grupie badanej znajdowalo si¢ 6 zwierzat. W kazdym

wariancie eksperymentu uwzgledniono grupg kontrolna zwierzat zdrowych.

W pierwszym eksperymencie zwierzgta otrzymywaly przez 12 tygodni:

1) Laronidaze w dawce 100 U/kg m.c./tydzien (j.t. wariant ERT)

2) Genisteing w dawce 160 mg/kg m.c./dzien (j.t. wariant SRT)

3) Laronidazg 1 genisteing razem w odpowiednich dawkach (j.t. wariant terapii

laczonej ERT+SRT).
W punkcie startu, srodka i kofica eksperymentu pobierano probki moczu od badanych
zwierzat. Po 12 tygodniach stosowania roznych wariantow terapii od myszy
pobierano mozg, watrobe, Sledziong, nerki i serce. W moczu i pobranych organach
oznaczano poziom GAG, a ponadto watroba i $ledziona byly wazone.
Doktorantka zauwazyla, ze samce myszy MPS I spichrzaja znamiennie wigce]

GAG w watrobie i $ledzionie niz samice (o ok. 40% wiecej). Biorac pod uwage
efektywno$¢ terapii, oceniang za pomoca ilosci GAG w tkankach watroby, $ledziony
i nerek, najlepsze rezultaty otrzymano stosujac ERT lub terapie laczona ERT+SRT
(widoczne byly rdznice w zaleznoéci od plei). Zaréwno w miegéniu, jak 1 w
zastawkach serca najwickszy spadek ilosci GAG pod wplywem leczenia odnotowano
w wariancie ERT+SRT. Terapia za pomoca wylacznie genisteiny powodowata
spadek ilosci GAG w mozgu, ale tylko u samic. Natomiast wyniki dotyczace spadku
masy watroby obserwowano u samic i samcow po leczeniu ERT. U samic dodatkowo
zmniejszata sie masa $ledziony. Terapia ERT dawata rowniez najlepsze efekty pod
katem oceny wydalania GAG z moczem, widoczne byly réznice w zaleznosci od plei
_ samice wydalaly o ok. 20% wigcej GAG niz samce.

W kolejnym eksperymencie zwierzetom podawano kemferol, ktory jest
zwiazkiem flawonoidowym nalezacym do grupy flawonoli. Kemferol podawano
przez 18 tygodni w dawkach: 5, 50, 80 i 160 mg/kg m.c./dzief. Od tej grupy zwierzat
rowniez pobierano probki moczu na poczatku i koficu eksperymentu oraz organy
wewnetrzne na koncu badania.



Stwierdzono, ze kemferol w dawce 160 mg/kg m.c./dzien wykazuje dzialanie
toksyczne na zwierzeta i ten wariant eksperymentu zostal przerwany. Terapia
kemferolem wplywata na obnizenie ilosci GAG w watrobie i sercu, zwlaszcza u
samic po zastosowaniu wyzszych dawek. Natomiast w nerkach i $ledzionie kemferol
sprzyjat spichrzaniu GAG, szczegdlnie u samcéw (wyniki byly zalezne od dawki).
Spadek ilosci GAG w mozgu obserwowano tylko u samic przy zastosowaniu dawki
50 mg/kg m.c./dzien. Nie stwierdzono wplywu kemferolu na mase¢ watroby 1
Sledziony. Obnizenie wydalania GAG w moczu obserwowano tylko u samic
otrzymujacych dawki 5 1 50 mg/kg m.c./dzien.

Oprocz badan biochemicznych prowadzono rowniez analiz¢ zmian behawioru
myszy pod wplywem zastosowanych terapii. W tym celu postuzono si¢ testem
otwartego pola, testem rozpoznawania nowego przedmiotu (NOR) oraz testem
rozpoznawania zmiany miejsca potozenia przedmiotu (NLR). Analizujac wyniki testu
otwartego pola, najlepsze efekty leczenia otrzymano u myszy, ktérym podawano
wylacznie genisteing (SRT). Wyniki testow u tych zwierzat byly porownywalne z
wynikami osigganymi przez zwierz¢ta zdrowe. Natomiast leczenie laronidaza (ERT)
nie przyniosto zadnych korzystnych rezultatow. Z kolet analiza wynikoéw testow
NOR i NLR wykazala brak roznic w zachowaniu myszy chorych 1 zdrowych pod
wplywem zastosowanych wariantow leczenia laronidaza i/lub genisteina.

Co cieckawe, leczenie kemferolem przyniosto bardzo dobre wyniki testu
otwartego pola po zastosowaniu najnizszej dawki, czyli 5 mg/kg m.c./dziefi. Badano
tylko samice. Polepszeniu ulegly wszystkie oceniane parametry: czas w ruchu,
dlugos¢ przebytej drogi, czesto$é wejs¢ 1 czas przebywania w centrum areny.
Rezultaty u leczonych samic MPS I byly poréwnywalne z wynikami u zdrowych
samic. Podawanie kemferolu nie przyniosto zadnych korzysci pod katem oceny
testow NOR i NLR.

Oddzielny etap pracy stanowita optymalizacja protokotu izolacji oraz
opracowanie warunkéw hodowli hepatocytow mysich, co pozwoli na ich
wykorzystanie jako komorkowego modelu MPS 1 in vitro potencjalnie lepszego od
modeli opierajacych sie na liniach fibroblastow skory. Sposéb oraz warunki hodowli
zaproponowane przez doktorantke pozwolity na uzyskanie linii hepatocytéw od
myszy MPS 1, ktére nie wykazywaly istotnych réznic morfologicznych w
porownaniu z komorkami od myszy zdrowych. Pod wzgledem biochemicznym
stwierdzono wyzszy poziom GAG w hepatocytach od myszy chorych, a najbardziej
widoczne roznice byly obserwowane w 72 godz. od momentu zalozenia hodowli.

Na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen i uzyskanych wynikow mozna
wyciagna¢ ostatecznie nastgpujace ogolne wnioski:



- najlepsze efekty leczenia obserwowane w narzadach wewnetrznych myszy MPS 1
otrzymano po zastosowaniu terapii taczonej (laronidaza+genisteina)

- najbardziej wyrazne pozytywne zmiany w behawiorze chorych myszy stwierdzono
po podaniu wylacznie genisteiny (SRT), chociaz zaden z wariantow leczenia nie
wplywat na zmiany kognitywne

- ze wzgledu na toksyczne dziatanie w wysokiej dawce oraz stymulacje¢ spichrzania
GAG w nerkach i $ledzionie nie mozna zakwalifikowaé¢ kemferolu jako czynnika
terapeutycznego dla MPS 1.

Recenzowana praca liczy 172 strony, sktada si¢ z 8 rozdzialéw, zawiera 42
ryciny, 9 tabel. Lista piSmiennictwa obejmuje 296 pozycji. Cala praca, w tym
prezentacja wynikéw 1 dyskusja sa przedstawione poprawnie. Brakuje jednak
wyodrebnionej czesci pracy z wyciagnigtymi wnioskami.

7 obowiazku recenzenta podaj¢ rowniez uwagi, ktore nasunetly mi si¢ podczas
czytania tej pracy:

1. Poprawne polskie nazwy dwucukréw to N-acetylogalaktozoamina, N-
acetyloglukozoamina itd., a nie N-acetylo glukozamina itd.

2. W podpisie do Ryc.1.1. pojawit si¢ biad literowy: jest .... laficuchem
glikozoaminoklikanowym; powinno byc¢ ... glikozoaminoglikanowym.
Ponadto, na Ryc.1.1. zamianie ulegly nazwy taficuchow GAG (w gornej czegscl
rysunku powinien by¢ siarczan heparanu, a w dolnej — siarczan chondroityny).
Dodatkowo, graficzne przedstawienie N-acetyloglukozoaminy (granatowe

_ szesciokaty) nie zostato umieszczone i podpisane w legendzie do rysunku.

3. W legendzie do Ryc.1.2. brak graficznego przedstawienia receptora MG6P.

4. Uwagi do Ryc. 1.3.:

Enzym deficytowy w MPS II to sulfataza siarczanu iduronianu, a nie sulfataza

iduronianu. Podobnie, enzym deficytowy w MPS TIIA to sulfataza siarczanu

heparanu, a nie sulfataza heparanu. Enzym deficytowy w MPS IIIB to alfa-N-

acetyloglukozoaminidaza, a w MPS IID - sulfataza 6-siarczanu N-

acetyloglukozoaminy.

5. Powyzsze uwagi dotycza rowniez Tabeli 1.2, a ponadto MPS TV to choroba
Morquio (nie Morquiro). Przyczyna MPS IVA jest brak aktywnosci sulfatazy
6-siarczanu N-acetylogalaktozoaminy (nie ...glukozoaminy), a przyczyna
MPS VI — brak sulfatazy 4-siarczanu N-acetylogalaktozoaminy zZwanej
réwniez arylosulfataza B.

6. Testy enzymatyczne wykonuje si¢ w suchych kroplach krwi, nie — w suchych
plamkach krwi (str. 28).

7. W genetyce mowi si¢ raczej o czestosci wystepowania danej choroby. Nie
stosuje sie okreslenia ,,czgstotliwose wystepowania choroby X (str.29).



8. We Wstepie zwraca uwage brak jednolitego zapisu nazw gendéw oraz mutacji
(np. str. 30).

9. W tekécie Rozprawy pojawia si¢ wyraz ,egzon” zamiast ,.ekson” (nazwa
pochodzi od ang. expression on) np. str. 30.

10. Na str.30 doktorantka pisze o czynniku korygujacym Hurlera. Nalezy
pamieta¢, ze MPS I opisala Gertrud Hurler (niemiecka lekarka pediatra),
a wigc czynnik koryguje chorobe Hurler.

11. Na str. 33 autorka pisze, ze aktywno$¢ alfa-iduronidazy okresla si¢ przy
uzyciu  znakowanych fluorescencyjnie  substratéw lub  pochodnych
4-metyloumbelliferonu, ale to wiasnie 4-MU jest zwigzkiem fluorogennym.
Ponadto stosuje sie substraty chromogenne np. b¢dace pochodnymi fenolu.

12. W Tabeli 1.3 proponuje zamieni¢ stowo ,,subkategoria” w odniesieniu do
choroby na stowo ,,podtyp”; ,.czestotliwos¢” na ,,czgsto$¢” oraz ujednolicié
nazewnictwo enzymu hialuronidazy (wczesniej we Wstgpie podano inng
nazwe tego enzymu). Brakuje rowniez odnoénika literaturowego, na podstawie
ktérego tabela zostata opracowana.

13. W Tabeli 1.4 druga od gory grupa zwiazkdéw to flawonole (nie flawanole).

14. Na str. 59 domyslam sig, ze chodzi o izoflawon glicyteing, a nie o glicyne.

15. Na str. 74 jest nieprawidlowe odniesienie do rozdziatu 3.6.

16. Ryc. 4.3. — rozbiezno$¢ w opisie fotografii oraz w rozwinigciu tekstu po tytule
ryciny (MPS i MUT).

17. Proponuje w czesci ,,Metody” w punkcie 4.8. ,,Analiza behawioru zwierzat™
doda¢ informacje, po jakim czasie leczenia badano zmiany zachowania. Ta

~ informacja pojawia si¢ w Wynikach.

18. W tytule czesci 5.2.2. brakuje wyrazu ,,pola”.

19. Na Ryc. 5.17. brak wskazania plci zwierzat.

20. Na Ryc. 5.25. zamiana podpisow ,MPS” 1, WT”.

21. Na str. 142 podano nieprawidlowa nazwe chemiczng miglustatu. Powinno by¢
- N-butylo-deoksynojyrymycina.

22. Poprawy lub uzupelnienia wymagaja odnosniki literaturowe nr [102], [175],
[224], [245] 1 [296].

Ponadto w recenzowanej pracy zauwazylam bledy literowe 1 interpunkcyjne, ktorych
liste moge udostepni¢ doktorantce lub promotorowi.

Musze jednak podkresli¢, ze sa to uwagi, ktore nie moga wplyna¢ na obnizenie

merytorycznej warto$ci recenzowanej pracy.

W podsumowaniu, pragne stwierdzi¢, ze rozprawa mgr Wioletty Nowickiej

stanowi cenny wklad do badan nad opracowaniem nowych terapii dla choréb
rzadkich, jakimi sa mukopolisacharydozy. Osiagnigcie celéw, ktére postawita sobie
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doktorantka wymagalo doskonalego przygotowania = w zakresie  technik
biochemicznych, molekularnych i opanowania pracy ze zwierzetami. Otrzymane
wyniki wnoszg istotne warto$ci poznawcze i posiadaja duze znaczenie praktyczne.
Stanowig podtoze do dalszych badafn nad zastosowaniem terapii ERT 1 SRT
w leczeniu mukopolisacharydoz. Nalezy podkresli¢, ze dotychczas nie podejmowano
prob leczenia MPS 1 za pomoca terapii SRT lub polaczonych terapii SRT 1 ERT.
Wyniki badan przeprowadzonych przez mgr Nowicka maja zatem duze szanse stac
sie przyczynkiem do podjecia takich prob leczenia u ludz.

Niebagatelne znaczenie ma réwniez opracowanie 1 optymalizacja hodowli
pierwotnej hepatocytow, co pozwoli na wykorzystanie tych komorek jako modelu
choroby w dalszych eksperymentach. Recenzowana praca stanowi samodzielny 1
oryginalny dorobek autorki.

Whiosek koncowy

 Przedstawiona mi do recenzji rozprawe doktorska Pani mgr Wioletty
Nowickiej oceniam pozytywnie i uwazam, ze spefnia ona warunki okreslone w Art.
13 Ustawy z dn. 14.03.2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki i uzasadnia nadanie Kandydatce stopnia doktora
nauk biologicznych (Obszar wiedzy: Nauki przyrodnicze; Dziedzina: Nauki
Biologiczne; Dyscyplina: Biologia). Zwracam si¢ zatem z wnioskiem do Wysokiej
Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr
Wioletty Nowickiej do kolejnych etapoéw przewodu doktorskiego.
Zwracam sie rowniez z prosba o wyrdznienie pracy doktorskiej przedstawionej

przez mgr Nowicka.
ir hab. n. med. Agnieszka tugowsKa
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