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rozprawy doktorskiej na stopien naukowy doktora
w dziedzinie nauk Scislych i przyrodniczych
w dyscyplinie nauki biologiczne
Pani magister Magdaleny Wesierskiej
na temat
»Terapia obnizenia wydajnosci syntezy substratu z zastosowaniem flawonoidow
w mysim modelu mukopolisacharydozy typu I”,
(,»Substrate reduction therapy with flavonoids as a treatment for
mucopolysaccharidosis type I in murine model”).
Promotor: Prof. UG, dr hab. Joanna Jakobkiewicz-Banecka

Mukopolisacharydozy (MPS) naleza do grupy rzadkich, genetycznie
uwarunkowanych choréb metabolicznych. Czestosc wystepowania
mukopolisacharydoz jako grupy szacuje si¢ na 1: 22 000, ale czgstos¢ wystgpowania
poszczegdlnych typéw MPS jest duzo nizsza 1 zalezy od badane] populacji.
Z wyjatkiem MPS II (choroby Huntera) sprz¢zonej z chromosomem X, MPSy
dziedzicza sie w sposob autosomalny recesywny.

W ich sktad wchodzi 12 jednostek chorobowych, u podtoza ktoérych lezy
deficyt aktywnosci jednego z enzymow zlokalizowanych w aparacie lizosomalnym.
Brak aktywnosci danego enzymu skutkuje blokadg szlaku degradacji
glikozoaminoglikanow (GAG) 1 nastepnie spichrzaniem tych zwiazkéw
w komorkach, tkankach i narzadach. Akumulacja wielkoczasteczkowych GAG
i wtorne gromadzenie innych zwiazkow oraz aktywacja réznych mechanizméw
patogennych prowadza w efekcie do objawow klinicznych.

Pod wzgledem klinicznym MPS stanowia bardzo zréznicowana grupe chorob
o szerokim spectrum objawdéw nawet w obrebie jednego typu. Nasilenie objawow
i dynamika przebiegu choroby moze waha¢ sie od postaci ciezkich, wrodzonych
do postaci tagodnych, przewlektych. Objawy kliniczne dotycza przede wszystkim
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dyzmorfii, zaburzen i1 deformacji kostnych, powiekszenia organdw wewnetrznych,
zmetnienia rogowki, utraty stuchu, opoZnienia rozwoju psycho-ruchowego
1 neurodegradacji.

Proby leczenia MPS za pomoca przeszczepu szpiku kostnego podejmowano
juz w latach 80. ubieglego wieku. Wraz z rozwojem biologii molekularne;
1 biotechnologii opracowano nowe mozliwosci terapii MPS, jak np. enzymatyczna
terapia zastepcza (ERT), czy - niestety ciggle jeszcze na etapie badan
eksperymentalnych - terapia za pomocg redukcji syntezy substratu (SRT) oraz terapia
genowa lub wyciszanie ekspresji genow. Nalezy podkresli¢, ze w przypadku MPS
podejmowanie ktorejkolwiek z terapii ma najlepsze rokowania, gdy objawy kliniczne
jeszcze sie nie pojawity. Powaznym problemem stosowanych terapii MPS jest fakt,
ze zwiazki wielkoczasteczkowe takie, jak np. bialka enzymow nie przenikajg bez
ograniczen do kosci i nie przekraczaja bariery krew-mozg.

Ograniczenia te dotycza rowniez innych chordb lizosomalnych. Zauwazono,
ze najlepsze efekty leczenia przynosi polaczenie ERT z innym rodzajem leczenia:
terapig farmakologicznymi czaperonami (pharmacological chaperone therapy, PCT),
SRT, terapia genowa (GT) lub przeszczepem szpiku kostnego (bone marrow
transplantation, BMT).

Wczesdniejsze badania pozwolity ustalié, ze zwiazki niskoczasteczkowe,
stosowane w PCT 1 SRT, a wsrod nich flawonoidy, przekraczajg bariere krew-mozg
i penetrujg do kosci, co sugeruje potencjalne wykorzystanie ich w szerokim zakresie
w leczeniu chordb lizosomalnych.

Wybor tematu rozprawy doktorskiej jest bardzo trafny, gdyz wszelkie badania
nad nowymi rodzajami terapii lub nowymi, potencjalnymi lekami wykazuja nie tylko
aspekty poznawcze, lecz rdwniez olbrzymie znaczenie praktyczne przede wszystkim
dla pacjentow 1 ich rodzin oraz lekarzy klinicystow.

Doktorantka postawila sobie nastepujace cele badawcze:

1) scharakteryzowanie wybranych mieszanin genisteiny z kemferolem, genisteiny
z biochaning A, kemferolu z biochaning A pod wzgledem cytotoksycznosci,
wplywu na aktywnosc metaboliczng komorek, wlasciwosci
antyproliferacyjnych, efektywnosci zmniejszania wydajnosci procesu syntezy
glikozoaminoglikanéw oraz rodzaju interakcji zachodzacych miedzy tymi
zwigzkami,

2) ocena mozliwosci uzycia wybranych mieszanin genisteiny z kemferolem
w terapii obnizania wydajnosci procesu syntezy substratu z wykorzystaniem
mysiego modelu mukopolisacharydozy typu I;

3) ocena bezpieczenstwa stosowania i skutecznosci dziatania biochaniny A jako
czynnika aktywnego w terapii obnizania wydajnosci procesu syntezy substratu
w mysim modelu mukopolisacharydozy typu I.



Doktorantka badala wptyw zastosowania dwusktadnikowych mieszanin
genisteiny, kemferolu i biochaniny A 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 1 (linia B6.129-Idua™“%/J; Idua”), bedace homozygotami dla mutacji
p.W392X, heterozygoty Idua’™ oraz myszy typu dzikiego C57BL/6J; Idua™".
W eksperymentach in vivo braly udzial zwierzeta przyporzadkowane do grup
samcow typu dzikiego, samcéw MPS I, samic typu dzikiego i samic MPS I. Kazda
grupa liczyta w poczatkowym etapie po 6 osobnikdw.

W pierwszej czesci eksperymentow zostaly zbadane in vitro dwusktadnikowe
mieszaniny genisteiny, kemferolu i biochaniny A pod wzgledem cytotoksycznosci,
wplywu na aktywnos¢ metaboliczng fibroblastdéw mysich pozyskanych ze skory
ogona, wlasciwosci antyproliferacyjnych, efektywnosci obnizania wydajnosci
procesu syntezy GAG oraz rodzaju interakcji zachodzacych miedzy skladnikami
mieszanin.

Doktorantka zauwazyla, ze genisteina, kemferol 1 biochanina A w zakresie stezen
15-120 uM i w roznych proporcjach wzgledem siebie nie wykazywaly efektu
cytotoksycznego wobec fibroblastéw mysich podczas 72-godzinnej ekspozycji.

Wptyw badanych flawonoidéw na aktywnos¢ metaboliczng fibroblastow
okreslano za pomoca testu z MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-
difenylotetrazoliowy). = Wartosci ~ wspdtczynnikéw  interakcji, CI, miedzy
komponentami mieszanin wskazywaly, ze genisteina 1 kemferol dzialajg
synergistycznie tylko w najnizszym stezeniu (30 uM) 1 w proporcji 4:1. Genisteina
i biochanina A oraz biochanina A i kemferol dzialajg synergistycznie w stezeniu
najwyzszym (tzn. 120 uM) oprocz proporcji 4:1, przy ktorej charakter oddziatywan
byt addycyjny lub anatagonistyczny. Flawonoidy zastosowane oddzielnie
wykazywaly nastepujacy wptyw na metabolizm komorek:

- Genisteina istotnie statystycznie obnizata aktywnos$¢ metaboliczng fibroblastow
mysich w kazdym z badanych stezen.

- Biochanina A w najwyzszym testowanym stezeniu znaczaco hamowata aktywnos¢
metaboliczng tych komorek.

- Kemferol, w badanym zakresie stezen, nie wplywat na analizowany proces.

Za pomocg testu z BrdU (5-bromo-2’-deoksyurydyny) wykazano, ze najlepszy
efekt antyproliferacyjny otrzymano w przypadku mieszanin biochaniny A
z kemferolem przy stezeniu 60 pM i 120 uM i w réznych proporcjach. Osobno,
genisteina wykazywata istotne dzialanie antyproliferacyje we wszystkich badanych
stezeniach. Natomiast kemferol i biochanina A znaczaco hamowaly proliferacje
fibroblastoéw mysich po zastosowaniu stezen 60 pM 1 120 pM.

Doktorantka postuzyta sie pomiarem ilosci inkorporowanej do lancuchow
GAG [*H]-glukozoaminy w celu oceny wplywu mieszanin flawonoidéw na kinetyke
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syntezy GAG. Stwierdzila, ze najwyzsze dziatlanie hamujace wykazywaty flawonoidy
w stezeniach 60 1 120 pM niezaleznie od proporcji. Najskuteczniejsze byty
mieszaniny genisteiny z kemferolem i1 genisteiny z biochaning A w réznych
proporcjach. Mieszanina biochaniny A z kemferolem dziatata inhibujaco przy
stezeniu 120 pM w niektérych proporcjach. Stopien zaobserwowanej inhibicji byt
na tyle wysoki, ze prowadzit do co najmniej 80% spadku wydajnosci procesu
biosyntezy GAG.

W drugiej czesci eksperymentow oceniano mozliwosé zastosowania badanych
flawonoidow w terapii SRT in vivo z wykorzystaniem mysiego modelu MPS 1.
Zwierzetom podawano genisteine z kemferolem w dawce catkowitej] 80 mg/kg masy
ciata/dzien, w proporcjach 4:1, 3:2, 2:3. Zauwazono, ze zastosowanie mieszaniny
genisteiny z kemferolem w dawce catkowitej 80 mg/kg masy ciata/dzien w proporcji
2:3 od 8. tygodnia terapii prowadzito do zwigkszenia aktywnosci samcow MPS 1
przebywajacych w klatkach domowych. Poziom aktywnosci tych myszy byt
porownywalny do poziomu aktywnosci samcow typu dzikiego.

Zastosowanie mieszanin genisteiny z kemferolem:

- obnizato ilos¢ GAG w watrobie i §ledzionie chorych myszy (samcow i samic)

- obnizato ilos¢ GAG w komorach serca u samcoéw MPS I w proporcji 4:1

- prowadzito do wzrostu GAG w mozgu samic MPS I w proporcji 3:2

- obnizato ilos¢ GAG w zastawkach, przedsionkach i komorach serca w proporcji 2:3

- normalizowato wydalanie GAG z moczem po 8 tyg. terapii w proporcji 3:2 bez
utrzymania efektu w kolejnych tygodniach leczenia u obu pici; u samcéw po 16 tyg.
leczenia nastgpowato obnizenie wydalania GAG z moczem po zastosowaniu
proporcji 4:1

- nie wykazywato wigkszego wplywu na ilo§¢ GAG w nerkach.

Oproécz badan biochemicznych prowadzono réwniez analize zmian behawioru
myszy pod wplywem zastosowanych terapii. W tym celu postuzono si¢ testem
otwartego pola. Wyniki wskazywaty, ze samce MPS 1 leczone mieszaning
w proporcji 2:3 istotnie rzadziej eksplorowaty centrum areny w poréwnaniu do
samcow nieleczonych. Terapia genisteing i kemferolem, niezaleznie od proporcji
mieszanin, nie zaburzyla normalizacji aktywnosci eksploracyjnej chorych samcow
w drugiej fazie testu otwartego pola. U chorych samic najlepsze efekty przyniosto
leczenie mieszaninami genisteiny i kemferolu w proporcjach 4:1 1 2:3.

Zastosowanie biochaniny A w dawce 5 mg/kg masy ciala/dzien oraz 15 mg/kg
masy ciata/dzien wplywalo korzystnie na wzrost aktywnosci samcow MPS 1
przebywajacych w klatkach domowych, ktére czesciej wykonywaty czynnosci
pielegnacyjne, wspinaly si¢ po kratkach klatki i wykazywaty zwigkszong zdolnos¢ do
utrzymania si¢ na nich.



Po 16 tygodniach terapii biochaning A odnotowano:
- spadek poziomu GAG w §ledzionie, watrobie i czgsci serca obejmujacej komory
u samcow MPS I
- brak wplywu na poziom GAG w mozgu, nerkach i czesci serca obejmujacej
przedsionki 1 zastawki u samcow MPS I
- brak wptywu na poziom GAG spichrzanych w zadnej z badanych tkanek samic
MPS I po podaniu biochaniny A w dawce 5 mg/kg masy ciala/dzien
- znaczacy spadek poziomu GAG w watrobie i czesci serca obejmujace]j przedsionki
i zastawki u chorych samic po dlugoterminowej terapii dawka 15 mg/kg masy
ciata/dzien
- brak wplywu na poziom GAG w modzgu, sledzionie, nerkach oraz czesci serca
obejmujacej komory u samic MPS I
- brak normalizacji poziomu GAG wydalanych wraz z moczem myszy MPS I obojga
ptei.

Terapia biochaning A spowodowala spadek aktywnosci lokomotoryczne]
chorych samcow w fazie habituacji podczas testu otwartego pola. Podobnie
zachowywaty sie chore samice po terapii, ktore ponadto pokonywaly istotnie krotszy
dystans i byly mniej ruchliwe 1 istotnie rzadziej wchodzily do centrum areny niz
osobniki MPS I z grupy kontrolne;.

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen i uzyskanych wynikow mozna
wyciaggna¢ ostatecznie nastepujace ogolne wnioski:

- genisteina, kemferol i biochanina A nie wykazuja wlasciwosci cytotoksycznych
wobec badanych komorek,

- wptyw badanych flawonoidow na aktywnos$é metaboliczng fibroblastow, kinetyke
syntezy GAG oraz aktywno$¢ antyproliferacyjna byl zréznicowany i zalezatl od
stezenia koficowego, proporcji oraz tego, czy zwigzki byly badane w mieszaninach,
czy osobno,

- w niektorych przypadkach (mieszaniny genisteiny z kemferolem) synergizm miedzy
flawonoidami w mieszaninie wptywatl na stopien zaobserwowanej inhibicji syntezy
GAG w tak wysokim stopniu, ze prowadzit do co najmniej 80% spadku wydajnosci
procesu biosyntezy GAG, co pozwala na obnizenie stosowanych stezen
pojedynczych sktadnikow

- zastosowanie mieszanin genisteiny i kemferolu zwigksza szanse na uzyskanie
efektu terapeutycznego w tkankach, w ktorych terapie pojedynczymi zwiazkami byly
nieskuteczne

- niektore mieszaniny genisteiny z kemferolem moga wywota¢ niekorzystne efekty,
np. wzrost poziomu glikozoaminoglikanow w méozgu

- roznice miedzy plciami wplywajace na metabolizm flawonoidow moga wymagac
zastosowania roznego sktadu, dawki lub schematu dawkowania mieszanin podczas
potencjalnej terapii u kobiet i mezczyzn



- biochanina A wykazywata zréznicowane dzialanie u samic 1 samcow chorych
myszy w odniesieniu do GAG spichrzanych w badanych tkankach. Zaréwno
u samcow, jak 1 samic MPS I biochanina A wplywata na obnizenie aktywnosci
lokomotorycznej w tescie otwartego pola w fazie habituacji.

Recenzowana praca liczy 167 stron, sktada sie z 8 rozdziatéw, zawiera 32
ryciny, 16 tabel. Lista piSmiennictwa obejmuje 166 pozycji. Cata praca, w tym
prezentacja wynikow 1 dyskusja sg przedstawione poprawnie 1 starannie.

Z obowiazku recenzenta podaje rowniez uwagi, ktore nasunety mi si¢ podczas
czytania tej pracy:

1) uwagi do Tabeli 1:

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

1duronianu. Podobnie, enzym deficytowy w MPS IIIA to sulfataza siarczanu

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

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

acetyloglukozoaminy. Ponadto, przyczyng MPS IVA jest brak aktywnosci
sulfatazy 6-siarczanu N-acetylogalaktozoaminy (nie brak aktywnosci
galaktozo-6-sulfatazy).

2) W tekscie rozprawy pojawia si¢ wyraz ,egzon’ zamiast ,.ekson” (nazwa
pochodzi od ang. expression on) np. str. 21.

3) Nalezy ujednolici¢ zapis nazw gangliozydow, poniewaz obecnie na str. 21 jest
GM2 1 GM3, a dalej na str. 24 jest GM; 1 GMs.

4) W rozwinieciu nazwy MTT jest btad literowy.

5) Poprawne polskie nazwy dwucukréw to N-acetylogalaktozoamina,
N-acetyloglukozoamina itd., a nie N-acetyloglukozamina itd. (np. na str. 28).

6) Na str. 67. Doktorantka opisuje proces trawienia homogenatow mozgu, serca
1 nerek od zwierzat eksperymentalnych. Domyslam sie, ze uzywata nadsgczu
(supernatantu) otrzymanego po wirowaniu homogenatu wspomnianych
organow, a nie homogenatu, jak to jest w tekscie.

7) W ,Metodach” w czesci ,,3.2. Genotypowanie” brak jest informacji, jaka
mutacja byta poszukiwana za pomoca ASO-PCR.

8) Brak jest komplementarno$ci miedzy zatozonymi celami, a wyciggnietymi
wnioskami. Doktorantka nie umieszcza wnioskoOw odnosnie trzeciego celu,
zwigzanego z biochaning A.

Musze jednak podkresli¢, ze sa to uwagi, ktore nie moga wplynaé na obnizenie
merytorycznej wartosci recenzowanej pracy.
W podsumowaniu, pragne stwierdzié¢, ze rozprawa mgr Magdaleny Wesierskie;
stanowi cenny wklad do badan nad opracowaniem nowych terapii dla choréb
rzadkich, jakimi sa mukopolisacharydozy. Osiagniecie celow, ktére postawila sobie
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doktorantka wymagato doskonatego przygotowania w zakresie technik
biochemicznych, molekularnych i opanowania pracy ze zwierzetami. Otrzymane
wyniki wnoszg istotne wartosci poznawcze i posiadajg duze znaczenie praktyczne.
Stanowig podtoze do dalszych badan nad zastosowaniem terapii w leczeniu
mukopolisacharydoz. Nalezy podkresli¢, ze dotychczas nie podejmowano prob
leczenia MPS 1 za pomocg terapii SRT lub potaczonych terapii SRT i ERT. Wyniki
badan przeprowadzonych przez mgr Wesierska maja zatem duze szanse stacC sig¢
przyczynkiem do podjecia takich prob leczenia u ludzi.

Recenzowana praca stanowi samodzielny i oryginalny dorobek autorki.

Whiosek koncowy

Przedstawiong mi do recenzji rozprawe doktorska Pani mgr Magdaleny
Wesierskiej oceniam pozytywnie i uwazam, ze spelnia ona wymogi okreslone
w Art. 13 Ustawy z dn. 14.03.2003r. o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595 z pozn. zm.)
w zw. z Art.179. Ustawy z dn. 3 lipca 2018r. przepisy wprowadzajace ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz.1669 z podzn. zm.)
1 uzasadnia nadanie Kandydatce stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych
i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk biologicznych. Zwracam si¢ zatem
z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego
o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Wesierskiej do kolejnych etapow przewodu
doktorskiego.

Zwracam si¢ rowniez z prosba o wyroznienie pracy doktorskiej przedstawione]
przez mgr Wesierska ze wzgledu na:
- innowacyjne podejscie do zastosowania flawonoidow w terapii obnizania
wydajnosci syntezy substratu w odniesieniu do mukopolisacharydozy typu I,
- stwierdzenie, ze dwuskladnikowe mieszaniny flawonoidow nie zawsze wykazuja
lepszy efekt biologiczny, niz pojedynczy zwiazek,
- obserwacje, ze synergia miedzy niektorymi flawonoidami wzmacnia -efekt
terapeutyczny i umozliwia obnizenie dawek poszczegdlnych czynnikéw aktywnych
oraz minimalizacj¢ skutkoOw ubocznych,
- obserwacje, ze w przypadku niektorych flawonoidéw zastosowanie mieszanin
w odpowiednich proporcjach dawato efekt pozytywny w tkankach niewrazliwych
na terapie pojedynczymi zwigzkami oraz Ze flawonoidy wykazuja zréznicowane
dziatanie w zaleznosci od pici.
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