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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Lidii Gaffke
pt.
Zmiany w procesach komdrkowych jako nowy aspekt patogenezy mukopolisacharydoz:
badania transkryptomiczne

Przedstawiona do oceny praca doktorska poswigcona jest okresleniu zmian w ekspresji
gen6w zaangazowanych w poszczegodlne procesy komorkowe w komérkach pochodzacych od
chorych na mukopolisacharydozy. Praca wykonana zostata w Katedrze Biologii Molekularnej
Uniwersytetu Gdanskiego pod znakomitym promotorskim okiem prof. dr. hab. Grzegorza
Wegrzyna.

Choroby rzadkie, zwane tez chorobami sierocymi, to problem zdrowotny dotyczacy
parudziesigciu milionéw ludzi na catym $wiecie. Wg definicji WHO to choroby pojawiajace
sie rzadziej niz 1:2.000 zywych urodzen. Znaczna ich wigkszo$é to choroby uwarunkowane
genetycznie, polowg chorych na choroby rzadkie stanowia dzieci, w sumie liczbe chorych
ocenia sie na ok. 60 mln w skali swiata. Dla olbrzymiej wiekszosci tych choréb nie znamy
dokladnej przyczyny, a metody leczenia opracowane zostaly zaledwie dla 4% z nich. Mnie]
wiecej Y chorych umiera przed osiaggnigciem 5 roku zycia. Obraz kliniczny chorob jest bardzo
zréznicowany, objawy mogg wystepowac w réznym nasileniu, wystepujac z reguly w postaci
zaburzen wielonarzadowych. Wielu z tych choréb nie udato si¢ dotad pozna¢ wystarczajaco dla
opracowania jasnych kryteriow diagnostycznych, stad ich rozpoznanie czgsto nastrecza
olbrzymie trudnosci, co prowadzi do czgsto wieloletnich wedréwek rodzin od lekarza do
lekarza, z niejasnym efektem. Ze wzgledu na zlozong patogenezg, dla wigkszosci z choréb
rzadkich zadne leczenie celowane nie istnieje — o ile w sensie naukowym choroby rzadkie
stanowia atrakcyjny obiekt badawczy, o tyle prowadzenie prob lekowych nie spelnia
wymaganych miniméw opfacalnosci, co w zdehumanizowanej medycynie czasow obecnych
daje mate szanse na szybki postep w tej dziedzinie.

Znane mi sa dobrze badania prowadzone od lat w pracowni prof. Wegrzyna, ktore
m.in. doprowadzity do opracowania, a nastepnie szczegbtowego rozpracowania genisteiny jako
potencjalnego $rodka leczniczego w mukopolisacharydozie Sanfilippo. Sam pomyst redukcji
substratu byt wynikiem kombinacji intelektualnej, ktéra doprowadzita do bardzo obiecujacego

wyniku. W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej p. Lidii Gaffke mamy do czynienia z
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sytuacjg w pewnym sensie analogiczng, cho¢ dotyczaca zupelnie innego aspektu tej grupy
choréb. Podobienstwo polega na postawieniu pytania na pozor prostego i oczywistego, jednak
dopiero szeroko$¢ uzyskanej odpowiedzi pozwala doceni¢ jego celnos¢. W grupie prof.
Wegrzyna zwrdcono uwage, ze réznorodnos¢ uszkodzen wielonarzadowych sugeruje, ze
powodowane one sg nie tylko samym spichrzaniem glikozaminoglikan6w, ale moga powstawa¢
w efekcie dziatania takze innych mechanizméw biologicznych, ktére wcale nie musza by¢
traktowane jako wtorne, ale moga stanowi¢ réwnoprawny element patomechanizmu
mukopolisacharydoz. Po to zeby je zidentyfikowac i scharakteryzowa¢, analiza transkryptomu
komérek pochodzacych od o0sob chorych na mukopolisacharydozy stala sig, stusznie,
podejsciem pierwszego wyboru.

Na rozprawe doktorska mgr Gaffke sktada si¢ 5 publikacji poprzedzonych zwigztym
streszczeniem, ktore krotko podsumowuje cel oraz calos¢ dokonan badawczych bedacych
przedmiotem projektu doktorskiego. Opisuja one logiczny i konsekwentny cigg myslowy,
najpierw uzasadniajacy przyjeta filozofie badawcza, a potem opisujacy jej rozwinigcie i
uzyskane wyniki. Cel swej rozprawy doktorskiej Doktorantka sformutowala jako okreslenie
zmian w ekspresji genéw zaangazowanych w poszczego6lne procesy komoérkowe w komorkach

pochodzacych od chorych na MPS.

Znakomite wprowadzenie do czesci badawczej rozprawy stanowiag dwie prace
przegladowe. Pierwsza z nich, ,,How close are we to therapies for Sanfilippo disease?”, Metab
Brain Dis (2018), daje szerokie tlo =zagadnien zwigzanych z patomechanizmami
mukopolisacharydoz, lokujac na tym tle MPS typ III (Sanfilippo). Artykul, po krotkim opisie
tego typu choroby, opisuje szczegétowo rozwdj eksperymentalnych strategii terapeutycznych,
bazujagc na najnowszej literaturze tematu (z ostatnich trzech lat), zwracajac uwage na
réznorodno$¢ objawdw klinicznych oraz znaczng rzadkos¢ tej choroby, co stanowi istotne
utrudnienie w tej kwestii. Autorka uwzglednia tu terapi¢ enzymatyczna, terapi¢ poprzez
redukcje substratu oraz terapie bazujace na uzyciu zwigzkoéw niskoczasteczkowych (koenzym
Q10, glukozamina, modyfikowane Ul snRNA, aminoglikozydy oraz nieaminoglikozydowe
zwigzki umozliwiajgce translacyjny odczyt przedwczesnych kodonow STOP). Wiele miejsca
poswiecilta rowniez opisowi prob terapeutycznych na modelach zwierzgcych, wienczac t¢ prace
szczegblowym opisem prowadzonych obecnie prob klinicznych, w wigkszosci nie dajacych jak

dotad spektakularnie pozytywnych rezultatow.

Kolejna praca, tym razem w formacie mini-review, ,,Changes in cellular processes

occuring in mucopolysaccharidoses as underestimated pathomechanisms of these diseases™,
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Cell Biol Int 2019, poswiecona jest ztozonemu patomechanizmowi poszczegdlnych typow
mukopolisacharydoz, prowadzacym do mnogosci objawow dla nich charakterystycznych.
Autorzy pracy wyszli z przywolanego juz wczesniej zatozenia, ze to nie tylko akumulacja GAG
w lizosomach powoduje chorobg, ale wiele innych réznorodnych proceséw komoérkowych
ulega tutaj zaburzeniu. W pracy przedstawili aktualne podsumowanie poszukiwan
literaturowych w tej kwestii. Takie ujecie problemu patomechanizméw MPS ma istotne
przelozenie na planowanie potencjalnych podejs¢ terapeutycznych, thumaczac jednoczesnie
nikty efekt kliniczny terapii skupiajacych si¢ wylacznie na zmniejszeniu depozytow GAG w
lizosomach. W pracy przedstawiono dane dotyczace zmian dotyczacych funkcji cytoszkieletu,
zaburzenia transportu wakuolarnego (zmieniona ekspresja genéw bialek wakuolarnych,
zaburzenia strukturalno-funkcjonalne aparatu Golgiego i retikulum endoplazmatycznego),
zaburzenia cyklu komorkowego (blok na etapie G1/S), zaburzenie funkcji mitochondriow
(zmiana morfologii, obnizenie transportu jonéw Cat+, obnizenie potencjalu blonowego),
intensyfikacja apoptozy, zaburzenia autofagii. Autorzy stawiajg tezg, ze ten zestaw glebokich
zaburzen funkcji komorkowych nie powinien by¢ traktowany jako dodatkowy, ale zasadniczy

czynnik patogenetyczny w MPS.

Kolejna praca ‘Underestimated aspect of mucopolysaccharidosis pathogenesis: global
changes in cellular processes revealed by transciptomic studies”, Int J Mol Sci 2020, stanowi
zasadniczy wklad doswiadczalny do przedstawionej do oceny rozprawy. Podazajac za tropem
wylozonym w poprzednim artykule przegladowym, postugujac si¢ klasycznym podejsciem
transkryptomicznym (RNAseq, RT-qPCR) i badajac fibroblasty od chorych na r6zne typy MPS,
wykazali zaskakujaco (jak sami zauwazaja) duze zmiany ilosciowe w ekspresji wielu réznych
gendw zwigzanych z roznymi procesami komorkowymi. Stwierdzono, ze zmiany te
spowodowane s3 zaburzeniami w regulacji ekspresji genow, ktére prowadza zaréwno do
wspolnych cech strukturalno-funkcjonalnych komoérek MPS, jak i do cech réznicujgcych
badane rézne typy MPS. Rzuca to nowe $wiatto na patomechanizm MPS i choréb genetycznych
w ogole, wskazujac jak mutacja jednego genu, w wyniku zaburzenia sieci interakcji
wewnatrzkomorkowych, moze uruchamiaé ztozony patomechanizm prowadzacy na poziomie
klinicznym do wielorakich objawow. Autorzy stusznie zwracajg uwage na istotne implikacje
terapeutyczne: przyjmujac taki obraz patogenezy MPS, konieczne staje si¢ wdrazenie terapii
zlozonych, redukujacych nie tylko spichrzanie GAG, ale takze korygujacych inne procesy
komoérkowe zaburzone w MPS. Uzycie w tych badaniach fibroblastow, uzasadnione wzgledami

ekonomiczno-praktycznymi, oczywiscie moze by¢ kwestionowane, gdyz nie s3 to komorki

Strona3 z5



akurat w MPS najbardziej narazone na zmiany patologiczne i wynikajgce stad konsekwencje
kliniczne. Jednakze pamietaé trzeba, ze przebadanie 11 réznych linii komoérkowych, kazdej
pochodzacej od innego typu MPS, jest pierwszym takim badaniem znanym w literaturze
tematu. Wsrod wielu genéw dla ktérych znaleziono istotne zmiany w ekspresji, utworzono
takze liste genow, ktorych zmieniona ekspresja wykryta zostata w kilku réznych typach MPS -
moze to oznaczaé, ze ich zaburzona ekspresja odpowiedzialna jest za osiowe objawy choroby

bez wzgledu na to, w jakim typie MPS wystepuja.

O ile poprzednia praca daje ogélne spojrzenie na cala transkryptomike fibroblastow w
MPS, kolejna praca ,,Changes in expression of genes involved in the regulation of cellular
processes in mucopolysaccharidoses as assessed by fibroblast culture-based transcriptomic
analyses”, Metab Brain Dis 2020, zawgza grupe badanych genéw do genow kodujacych biatka
regulatorowe odpowiadajace specyficznie za regulacj¢ procesdw komoérkowych. Przyjmujac
podobny schemat badawczy jak poprzednio autorzy wykazali, ze ekspresja 10 genow
regulatorowych jest w istotny sposéb zmieniona (dodatnio lub ujemnie) w fibroblastach 9
typow/podtypéow MPS (z 11 badanych): IER3IPI, SARIA, TMEM38B, PLCB4, SIN3B,
ABHDS, SH3BP5, CAPG, PCOLCE2, MNI. Ewidentnie wskazuje to na fakt, ze ekspresja
catych grup genéw regulatorowych jest podobnie zmieniona w réznych typach MPS, wskazujac
ze cate grupy proceséw komoérkowych ulegaja podobnemu zaburzeniu w wigkszosci MPS. Jest
to niezwykle oryginalne i nowatorskie osiagnigcie, dajace nowy poglad na patomechanizmy
prowadzace do zaburzen wielonarzadowych w MPS, co skutkuje réwniez zmiang widzenia
dogmatu chor6b jednogenowych i zastapienie go terminem chor6b ,.formalnie jednogenowych™

— co przewija si¢ kilkakrotnie w tekstach publikacji i wprowadzenia do rozprawy.

Nawigzanie do najbardziej aktualnego problemu medycznego w skali $wiata stanowi
ostatnia praca w przedstawionym cyklu . Transcriptomic analyses suggest that
mucopolysaccharidosis patients may be less susceptible to COVID-197, FEBS Lett 2020. Z
wynikéw analizy transkryptomicznej 6 genéw kodujacych biatka majace wplyw na interakcje
wirusa z komorkami gospodarza, autorzy wyciagaja do$¢ zaskakujacy wniosek, ze komorki
chorych na MPS s3 mniej podatne na zakazenie SARS-CoV-2 od komorek oséb zdrowych.
Niestety bardzo niska ekspresja genéw dwoch zasadniczych bialek uczestniczacych we
wnikaniu wirusa do komorki gospodarza ACE2 i TMPRSS?2 nie pozwolita uwzgledni¢ ich w tej
analizie, pokazujac pewne niedostatki badawcze modelu fibroblasta w tym aspekcie. Pamigta¢

trzeba, ze faktyczna podatnos¢ na infekcje pacjentow wynika z catosciowego stanu klinicznego
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i statusu immunologicznego, ktore swa zlozonoscig i wieloczynnikowoscia daleko wykraczajg

poza poziom do$wiadczalnie ocenianej ulatwionej lub utrudnionej interakcji molekularnej.

Musze przyznaé, ze jestem pod glebokim wrazeniem jakosci naukowej przedstawionej
rozprawy doktorskiej mgr Lidii Gaffke. Dwie z prac doswiadczalnych (Int J Mol Sci, Metab
Brain Dis) uznaé trzeba za znakomite, wnoszace wiele nowego do naszego powszechnego, a
jak sie okazuje do$¢ naiwnie mylnego, rozumienia podstawowych poje¢ w genetyce cziowieka.
Kolejna praca doswiadczalna (FEBS Lett) jest ich wartosciowym uzupetnieniem.
Poprzedzajace dwie prace przegladowe, w szczegblnosci Cell Biol Int, stanowig Swietne
kompendium wiedzy o molekularnych aspektach zlozonosci biochemicznej komoérek od
chorych na MPS. Buduja tez skutecznie filozofig naukowa, ktéra w jasny sposdb
ukierunkowuje nastepujacy po nich cykl badawczy.

Rozprawa doktorska w postaci cyklu publikacji stanowi bez watpienia optymalny model
rozprawy doktorskiej, preferowany w naukach biologicznych. We wszystkich pigciu
publikacjach p. Gaffke jest pierwszym autorem, a dofaczone o$wiadczenia wspotautorow, nie
pozostawiajag watpliwosci co do istotnego wkiadu merytorycznego Doktorantki w ich
powstanie.

Doda¢ tutaj nalezy, ze mgr Lidia Gaffke jest wspotautorka w sumie 22 publikacji
naukowych, z czego 5 stanowi material niniejszej rozprawy doktorskiej, oraz jednego rozdzialu
w monografii ksigzkowej. Jest rowniez kierownikiem dwoch grantow dla Mtodych
Naukowcéw uzyskanych przez Wydzial Biologii Uniwersytetu Gdanskiego oraz grantu
Preludium 15 z Narodowego Centrum Nauki. Na tym etapie kariery naukowej jest to dorobek
imponujacy.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Lidii Gaffke spelnia
wszelkie warunki okreslone przepisami Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668). W zwiazku z powyzszym wnoszg do Wysokiej
Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Lidii
Gaffke do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, ze wzgledu na wybitny

poziom naukowy przedstawionej rozprawy, z peinym przekonaniem i prawdziwg
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przyjemnoscig wnoszg o jej wyréznienie.
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