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Recenzja

Rozprawy doktorskiej mgr Lidii Gaffke
»Zmiany w procesach komérkowych jako nowy aspekt patogenezy
mukopolisacharydoz: badania trankryptomiczne.”

Mukopolisacharydozy to genetyczne choroby spichrzeniowe pojawiajace sie na skutek mutacji w
genach kodujacych enzymy katalizujgce w lizosomach rozktad glikozoaminoglikanéw (GAG). S3 to
choroby rzadkie, wystgpujace raz na sto tysiecy urodzen lub rzadziej, dajgce jednak zte rokowania i
skazujgce chorych na diugotrwate cierpienie i przedwczesng $mieré. Badania nad nimi rzucaja
takze swiatfo na catosciowy obraz regulacji metabolizmu komarki i pokazuja, ze zaden ze szlakéw
reakcji biochemicznych w organizmie zywym nie moze by¢ analizowany w oderwaniu od catosci
proceséw metabolicznych i regulacyjnych zachodzacych wokét niego. Te wiasénie droge studiow
nad mukopolisacharydozami obrata magister Lidia Gaffke w przedstawionej mi do recenzji
rozprawie.

Magister Lidia Gaffke zdecydowata si¢ przedtozy¢ swojg rozprawe doktorska w formie zestawu
opublikowanych prac, poprzedzonego krétkim streszczeniem w jezyku polskim oraz angielskim.
Streszczenie stanowi tak naprawde wprowadzenie do zestawu i jest niezbedne do powigzania
catosci, jako ze kazda z prac tworzacych rozprawe stanowi przeciez osobng, zamknietg catosc.
Wprowadzenie to jest napisane bardzo sprawnie i czyta sie je doskonale. Spetnia swa rolg, choé
pozostawia czytelnika z pewnym niedosytem, zwtaszcza jesli zapoznamy sie z nim po wnikliwym
przestudiowaniu zataczonych prac.

Nie ulega watpliwosci, ze dorobek przedstawiony przez doktorantke jest imponujacy. Juz samych
pig¢ prac w impaktowanych czasopismach, ktore stanowig podstawe rozprawy, jest co najmniej
przyzwoitym wynikiem. Magister Lidia Gaffke jest jednak takze wspétautorem imponujacej liczby
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siedemnastu innych prac opublikowanych w czasopismach i wspotautorem monografii ksigzkowej.
Doktorantka kierowata réwniez dwoma projektami finansowanymi przez Uniwersytet Gdanski w
ramach wsparcia prac miodych naukowcdéw i co bardziej istotne, byta kierownikiem projektu
Preludium, finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.

Zestaw prac stanowigcych podstawe rozprawy jest zaiste imponujgcy. Cztery prace z pierwszym
autorstwem doktorantki, wszystkie w przyzwoitych czasopismach miedzynarodowych, pochodzg z
ostatnich trzech lat. Tym bardziej godny zauwazenia jest fakt, ze zostaty one juz zacytowane
dwadziesdcia osiem razy! Zestaw otwierajg dwie prace przeglagdowe, stanowigce doskonaty wstep
do tematu. Pierwsza z nich, ,How close are we to therapies for Sanfilippo disease?” opublikowana
w Metabolic Brain Disease w roku 2018, IF 2,726 (18 cytowan), skupia sie na analizie problemoéw
pojawiajgcych sie podczas prob leczenia zespotu Sanfilippo, jednej z lizosomalnych choréb
spichrzeniowych o podifozu genetycznym, ktorej towarzyszy gromadzenie sie siarczanu heparanu w
lizosomach. Choroba ma powaine objawy neurologiczne i psychiatryczne, wskazujgce na
postepujgce uszkodzenie centralnego uktadu nerwowego. Pierwsze objawy pojawiajg sie miedzy
drugim a szdstym rokiem zycia a wiekszosé pacjentdw umiera przed dwudziestym rokiem zycia.
Magister Lidia Gaffke przedstawia aktualny stan prac nad prébami ulzenia pacjentom dotknietym
zespotem Sanfilippo. Dzieli je systematycznie na typy i po kolei opisuje zaréwno zasady
testowanych terapii jak i problemy powstajgce przy ich wdrazaniu. Jako, ze zespdt Sanfilippo
dotyka centralny osrodek nerwowy, wiele terapii, skutecznych w innych lizosomalnych chorobach
spichrzeniowych zawodzi. Dzieje sie tak ze wzgledu na istnienie bariery krew-mozg, utrudniajacej
docieranie lekdw do dotknietych chorobg komdrek. Doktorantka wychodzi od powszechnego
zatozenia, ze przyczyng choroby jest gromadzenie sie siarczanu heparanu w lizosomach
dotknigtych nig komorek i po kolei opisuje stosowane dzi$é podejscia terapeutyczne. Terapia
polegajacg na dostarczeniu wadliwego enzymu trawigcego siarczan heparanu okazuje sie
nieskuteczna ze wzgledu na stabe przenikanie biatek z krwi do mdzgu. Doktorantka opisuje tu
préby takiej modyfikacji czasteczek enzymoéw by byty one przez te bariere przepuszczane. Podobny
problem trapi bedgce na wczesnym etapie rozwoju proby zastosowania terapii genowych: nawet
gdyby udato sie¢ rozwigza¢ problemy z przywréceniem ekspresji prawidfowych enzyméw w
komorkach pacjentéw, to bardzo trudno dotrzec z taka terapia do komérek potozonych wewnatrz
centralnego uktadu nerwowego a proby podawania wiruséw niosacych prawidtowe geny do ptynu
mozgowego-rdzeniowo wydajg sie nieskuteczne. Doktorantka omawia rowniez proby terapii
polegajacej na zmniejszeniu stezenia substratu wadliwego enzymu. Jako, ze zastosowanie siRNA
powodujacego zmniejszenie stezenia glikozaminoglikandw wydaje sie obiecujgce w innych
chorobach spichrzeniowych, podobng strategie podjeto w przypadku choroby Sanfilippo, niestety
bez powodzenia. Doktorantka do$¢ szeroko opisuje proby uzycia genisteiny, izoflawonu z ziaren
soi, ktory jak zaobserwowano, obniza poziom glikozaminoglikanéw. Doktorantka powotuje sie tu
na trwajace badanie kliniczne, ktore w miedzyczasie sie zakonczyto dosé¢ zaskakujacym wynikiem:
poziom siarczanu heparanu w ptynie mézgowo-rdzeniowym rost zamiast spada¢ a wynik byt
znaczacy statystycznie. Nasuwa sie tu pytanie, czy proby hamowania syntezy glikozaminoglikanéw
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sa obojetne dla innych funkcji organizmu i nie powodujg prob kompensacji. Na zakorczenie
przegladu podejéé terapeutycznych, magister Lidia Gaffke dochodzi do konstatacji, ze nawet
ograniczenie gromadzenia sig siarczanu heparanu w lizosomach ma tylko czesciowy skutek i nie
zapobiega rozwojowi choroby, co prowadzi ja logicznie do drugiej pracy przegladowej,
zatytutowanej ,Changes in cellular processes occurring in mucopolysaccharidoses as
underestimated pathomechanisms of these diseases” i opublikowanej w Cell Biology International
w w roku 2019, IF 2,571 (5 cytowan). To mini-review stanowi przeglad procesow
subkomarkowych, ktére ulegajg zakioéceniu w rozwoju mukopolisacharydoz. Obserwowane zmiany
wybiegajg daleko poza funkcje lizosomow i doktorantka oraz wspotautorzy stwierdzajg, na
podstawie gruntownego przegladu literatury, ze choroby te ,powodujg znacznie szersze spektrum
defektéw  niz dotychczas przypuszczano”. Cytowane prace opisujg zaktdcenia struktury
cytoszkieletu i transportu pecherzykowego, zmiany w cyklu komérkowym, uposledzona funkcje i
strukture mitochondriéw, zmiany spoczynkowego stezenia wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie i
siateczce $rodplazmatycznej a takze znaczng utrate zdolnosci do autofagii. Wszystkie te zmiany
wykraczajg dalece poza proste skutki gromadzenia sie ztogédw w lizosomach. W takiej sytuacji
doktorantka podjefa prébe analizy porownawczej ekspresji genéw w komodrkach fibroblastow
pochodzacych od chorych na mukopolisacharyd ozy i efektem tego projektu sg kolejne trzy prace
doéwiadczalne, oparte o sekwencje RNA z fibroblastéw pacjentéw chorych na mukopolisacharyd
ozy, zdeponowane w Sequence Read Archive (SRA) prowadzonej przez NCBI pod sygnatura
PRINAS62649. Zestaw danych zawiera sekwencje transkryptomu dla jednej linii fibroblastow
pobranej od pacjenta z kazdej sposréd grup na ktére dzieli sie klinicznie mukopolisacharyd ozy (I,
I1, 1A, 1B, 1IC, HID, IVA, IVB, VI, VIl i IX) oraz fibroblastow zdrowego cztowieka jako referencje.

Pierwszg z nich jest praca pod tytutem ,Underestimated Aspect of Mucopolysaccharidosis
Pathogenesis: Global Changes in Cellular Processes Revealed by Transcriptomic Studies”,
opublikowana w bierzagcym roku w International Journal Of Molecular Sciences, IF 4,556 (4
cytowania). Zawiera ona bardzo szeroka analize pozyskanych danych, pogrupowanych w
kategoriach Gene Ontology. Praca zostata poswiecona kategorii GO ,Procesy komorkowe”. Dla
kazdego genu, analizowanego w czterech powtdrzeniach biologicznych sprawdzano istotno$c
statystycznag rdznicy poziomu tran skryptu w stosunku do fibroblastéw kontrolnych. Do dalszej
analizy wyselekcjonowano te geny, ktorych ekspresje uznano za istotnie zmieniona. Grupy genéw
z wyraznie zmieniong ekspresja koreluja z opisanymi w pracach przegladowych defektami
funkcjonowania komorek. Istotny tez jest fakt, ze nawet jesli w danej grupie choroba dotyczy
wtasciwie wytacznie centralnego ukifadu nerwowego, to efekty sa wyraznie widoczne w
transkryptomie fibroblastow. Wsrod szczegolnie silnie dotknietych gendw jest tu gen kodujacy
taricuch a kolagenu typu VIIl. Swoja droga ciekawe jest, dlaczego na krétkiej liscie genow, ktérych
ekspresje doktorantka zdecydowata sie dodatkowo sprawdzi¢ metoda Real-time PCR gen kodujacy
tancuch a kolagenu typu V. Kontynuacjg tej pracy jest drugi artykut, zatytutowany ,Changes in
expressions of genes involved in the regulation of cellular processes in mucopolysaccharidoses as
assessed by fibroblast culture-based transcriptomic analyses”, opublikowany w tym samym roku w
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Metabolic Brain Disease, IF 2,726 (1 cytowanie). Praca jest podobna do poprzedniej, poswiecona
jest jednak innej kategorii Gene Ontology a mianowicie ,Regulacji Procesow Komarkowych”.
Obserwowane zmiany sg bardzo podobne do tych, opisanych w poprzedniej pracy. Wséréd genow
szczegolnie zmieniajacych swa ekspresje pod wptywem choroby znajdujg sie tu niezwykle wazne
regulatory aktywnosci komorki. Z mojego punktu widzenia niezwykle interesujgcym genem jest
ten kodujacy fosfolipaze C, enzym odpowiedzialny za powstawanie trisfosforanu inozytolu,
wtoérnego przekainika wywotujgcego wyrzut wapnia z siateczki srédplazmatycznej. Trudne
wydarzenia biezgcego roku sktonity doktorantke i jej wspotpracownikéw do siegniecia po
zgromadzone dane transkryptomiczne i wykonania jeszcze jednej kwerendy baz danych. Autorzy
publikacji “Transcriptomic analyses suggest that mucopolysaccharidosis patients may be less
susceptible to COVID-19”, opublikowanej latem tego roku w FEBS Letters, IF 3,057, przeprowadzili
analize transkrypcji genow istotnych do namnazania sie wiruséw SARS-CoV-2. Autorzy postuzyli sie
tu mapg interakcji pomiedzy biatkami cztowieka a SARS-CoV-2 opublikowang przez Gordona et al.
w Nature w biezacym roku. Wnioski wynikajgce z analizy sa obiecujace i wskazujg na zmniejszenie
ekspresji wiekszosci z tych gendw u chorych na mukopolisacharydozy. Takie wyniki sugeruja, ze
mukopolisacharydozy nie nalezg do choréb towarzyszacych, zwigkszajgcych ryzyko przy zakazeniu
COVID-19.

Przedstawione prace pokazujg bardzo gtebokie zmiany w biologii komédrek organizméw
dotknietych mukopolisacharydozami. Zmiany, ktére trudno bedzie sprowadzi¢ do prostego skutku
powstawania zfogow we frakcji lizosomalnej komdrki. To jest bardzo powaziny wniosek jak na
rezultat pracy doktorskiej, majgcej wszakze na celu zdobycie umiejgtnosci samodzielnej pracy
naukowej. Nie pomniejszajagc znaczenia i jakosci przedstawionej mi rozprawy, chciatbym
korzystajac z wyjgtkowych uprawnien recenzenta, zada¢ doktorantce kilka pytan, istotnych moim
zdaniem dla przedstawionej rozprawy. Po pierwsze, dla samego zespotu Sanfilippo, znamy ponad
350 mutacji powodujacych rozwdj choroby. Doktorantka w pracach transkryptomicznych
przyznaje, ze decyzja o badaniu tylko jednej linii fibroblastow dla kaidego z typéw
systematycznych mukopolisacharydoz byta kompromisem. Nasuwa sie jednak pytanie, jakie byty
kryteria wyboru tych konkretnych mutacji jako materiatu poréwnawczego? Po drugie, nawet jesli
w przypadku wielu mukopolisacharydoz, terapie polegajace na podaniu aktywnego enzymu
stanowig problem, to nie powinno to mie¢ miejsca w przypadku hodowli fibroblastéw. Tu nasuwa
sig kolejne pytanie, czy takie fibroblasty miatyby rownie zmieniony krajobraz transkrypcyjny jak
komorki chore? Po trzecie wreszcie, doktorantka wzbudzita moja ciekawo$¢ wzmianka o badaniach
klinicznych z uzyciem genisteiny jako srodka obnizajacego dostepnosé glikozoaminoglikandow.
Wzmianka ta pozostata bez ciggu dalszego, niemniej jednak nie spowodowato to zawieszenia
badan i ich wyniki pojawily sie w bazie danych Europejskiej Agencji Lekéw, cytowanej przez
doktorantke. Poziom siarczanu heparanu w ptynie mézgowo-rdzeniowym systematycznie i istotnie
statystycznie rost pod wplywem genisteiny. To niespodziewany wynik, wart chyba co najmniej
krotkiego komentarza. Wszystkie te pytania nie umniejszajg w najmniejszym stopniu oceny
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przedstawionej mi rozprawy, ktérg uwazam za doskonatg i wynikajg raczej z wrodzonej wszystkim
naukowcom ciekawosci niz z potrzeby zaznaczenia stabych stron rozprawy doktorskiej.

Stwierdzam, ze przediozona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okre$lone w
artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki z pézniejszymi zmianami (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789 ze zm.).
Mam zatem zaszczyt przedstawi¢ Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego
wniosek o dopuszczenie magister Lidii Gaffke do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, biorgc pod uwage charakter i jakos¢ przedstawionej mi rozprawy, wnosze o jej
wyrdznienie przez Rade.
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