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wy doktora
dyscyplinie nauki

Ocena formalna
Rozprawe doktorskg Pani mgr Joanny Brokowskiej tworzy cykl artykutow

spojnych tematycznie, gdyz dotyczg one badaf zwigzanych z poznawaniem
podstaw patomechanizmu mukopolisacharydoz. Na rozprawe skladaja sig
artykuty opublikowane w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym (3 prace).
Stwierdzam, wiec, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska speinia
wymogi okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2003 nr 65 poz. 595 z p6zn. zm.), w zw. z art. 179 Ustawy z dnia 3 lipca
2018r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2018 poz. 1669 z p6zn. zm.).
Dotgczone do rozprawy doktorskie] o$wiadczenia wspotautorow
g poPrawnie sformutowane i pozwalajg oceni¢ wktad doktorantki oraz innych
Zutorow w powstanie powyzszych artykutow; konkretnie: wktad pracy
el(()i(;:;;nml:l g vso:;iz;;ie 1;2; planowaniu. 'i realizacji | prze'prf)wadzonych
A yskanych wynikéw, opracowaniu rycin i materiatow



nzupelniajgeych  oraz  uczestnictwic  w przygotowaniu — manuskryptow
i ich ostatecznych wers)l,
Stwierdzam, ze dostarczona rozprawa doktorska spetnia wymogi formalne.

Recenzja rozprawy doktorskiej

Rozprawe doktorska Pani mgr Joanny Brokowskiej pod tytulem ,,Nowe
aspekty patogenerzy mukopolisacharydoz — molekulamne mechanizmy zmian
w przebicgn evklu komdrkowego oraz apoptozy™ stanowi zbior trzech publikacii
zaliczanych do  kategorii  artykutu  oryginalnego. Przedstawione prace
58 tematycznie spaine, a ich tredé jest adekwatna do tytutu rozprawy. Artykuty,
skladajace sie na rozprawe doktorska ukazaly si¢ w czasopismach naukowych
o zasi¢gu miedzyvnarodowyvm: Experimental Biology and Medicine, Cell Biedogy
International oraz International Jowrnal of Molecular Sciences. Doktorantka jest
pierwsza autorka wszystkich prac. Dolktorantka nie byta autorkg korespondujgcy
w zadnej pracy. Wszystkie czasopisma o zasiggu migdzynarodowym maja
przypisany wskaznik cvtowan ezyli impact factor (11 tacznie 13.873).

Recenzowana rozprawa doktorska sklada sig 7e streszezenia w jez. polskim
i angielskim, zalaczonego zbioru artykulow, odwiadezen autordw artykutdw oraz
dorobku naukowego.

Doktorantka postawilta sobie nastepujace cele badaweze:
- Cel glowny: zbadanie molekulamego mechanizmu  zmian  w  cyklu
komorkowym i apoptozie we wszystkich typach i podtypach mukopolisacharydoz
(MPS).
- Cele szczegotowe:
a) zbadanie poviomu ekspresjl gendw kodujacych biatka uczestmiczgee w cykiu
komarkowyim oraz apoplozic,
b) okredlenie molekularnego mechanizmu zmian przebiegu cyklu komérkowego
I apoplozy,
¢) badanie wpdywu genisteiny (potencjalnego leku) oraz terapii enzymatycznej
na zmiany w przebiegu cyvklu komorkowego.

Wiérdd rzadkich, genetycznie uwarunkowanych chorob metabolicznyveh
wyrdznia  sig  grupg  lizosomalnych  chordb  spichrzeniowych  (LSD).
58 one spowodowane niedoborem aklywnodci hydrolazy lizosomalng
lub brakiem funkcjonalnego biatka blony lizosomalne], transportera, aktywatora
lu}z mnych biatek. Rolg enzymow lizosomalnych jest degradacja zwiazkow
wielkoczgsteczkowych, co umozliwia homeostaze metaboliczng. LSD sg zatem
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iki zaburzonej funkeji  aparatu lizosomalnego, OdPOWiele.al rm.a,tgo
wyni l‘r%m ol asteczkowych zwiazkow chemicznych w komorce i $cisle
za degradacje wielkoczaste lnvm

. : systemem endosomalnym, retrosomalny
wspotpracujacego ‘ .y : . sowany w metabolizm
i autofagosomalnym. Aparat lizosomalny jest wige zaangazowany owveh
komérkowy i staly obrot zwigzkow chemicznych, tzn. syntezg nowy
' acie starszych czasteczek. . )
1degrijiszidzem; apfratu lizosomalnego stymulujle _ wiele proces’ovsf
kompensacyjnych, po wyezerpaniu ktorych ztozona funkcja 1 sfruktur::i komarki
ulega zniszezeniu prowadzgc do nieodwracalnych zmian w komorkach i tkankach
chorego organizmu, co przekiada sig na fenotyp kliniczny. ‘ o

W patomechanizmie chorob lizosomalnych kluczowe znaczenie majg nie
tylko mechaniczne skutki akumulacji zwigzkow wielkoczqsteczkowch,
jak wezesniej sadzono, ale réwniez inne czgsciowo tylko poznane mechanizmy
i szlaki komorkowe.

Dotychczasowe wyniki badan naukowych wskazuja, ze w poszczegolnych
chorobach lizosomalnych aktywowane sa procesy autofagii 1 apoptozy.
Wykazano toksyczne dzialanie lizo- pochodnych zwiazkow lipidowych,
zaburzenie wewnatrzkomodrkowej homeostazy jonéw Ca®f, wtérne spichrzanie
zwiazkow  wielkoczasteczkowych, aktywacje ~ przekaznictwa  sygnatow
i proceséw zapalnych, deficyt zwiazkow posrednich oraz wiele innych.

Wsrod chorob lizosomalnych wyréznia sie grupe mukopolisacharydoz
(MPS), ktorych czgsto§¢ wystgpowania ogotem szacuje si¢ na 1: 22 000,
ale czgstos¢ wystgpowania poszezegolnych typow MPS jest duzo nizsza 1 zalezy
od badane] populacji. Z wyjatkiem MPS II (choroby Huntera) sprzezonej
z chromosomem X, MPSy dziedzicza si¢ w sposob autosomalny recesywny.,

W ich skiad wchodzi 14 jednostek chorobowych: MPS I — X, u podtoza
ktorych lezy deficyt aktywnosci jednego z enzyméw zlokalizowanych w aparacie
lizosomalnym oraz zespét MPS-Plus (MPS-Plus syndrome, MPSPS), bedacy
wynikiem mutacji w genie VPS33A. Brak aktywnosci danego enzymu skutkuje
blokadg szlaku degradacji glikozoaminoglikanéw (GAG) i nastepnie
spichrzaniem tych zwigzkow w komérkach, tkankach i narzgdach. Akumulacja
wielkoczgsteczkowych GAG i wtérne gromadzenie innych zwigzkéw oraz

ak'tywacja réznych mechanizmow patogennych prowadza w efekcie do objawow
klinicznych.

Pod wzgledem kliniczny

m MPS stanowi HZni
chordb o szerkin spectrun, nowig bardzo zréznicowana grupe

objawow nawet w obrebie i ileni
ol ; i : gbie jednego typu. Nasilenie
Jawow 1 dynamika przebicgu choroby moze waha¢ si¢ od postaci cigzkich,



dnych, przewleklych. Objawy kliniczne dotyczg
arzen i deformacji kostnych, powigkszenia
a rogowki, utraty stuchu, op6Znienia rozZwoju

wrodzonych do postaci fago
przede wszystkim dyzmorfii, zab
organow wewnetrznych, zmetnieni
psycho-ruchowego i neurodegradacji.

Jak wezedniej wspomniano, wiedza
lizosomalnych, a wsrod nich rowniez mukopolisa
Tym bardziej podjgcie tematu rozprawy doktorskiej mgr B

na temat patomechanizmu chordb
charydoz, jest fragmentaryczna.
rokowskiej jest trafione

i uzasadnione.
W ramach badan transkryptomicznych zanalizowan

poziomu ekspresji genow zaangazowanych w procesy cyklu komorkowego oraz
apoptozy za pomoca techniki RNAseq w materiale od pacjentow z 11 typami
i podtypami MPS oraz osoby kontrolnej (postuzono si¢ liniami fibroblastow
skory).

Wyniki opisane w artykule nr 1, opublikowanym w Exp Biol Med. 2022,
wykazaly, ze ekspresja relatywnie wielu genow, kodujacych biatka
zaangazowane w cykl komérkowy, byla zmieniona. W linii komarkowe] kazdego
_typu MPS obserwowano zmiany w ekspresji — 2zarowno wzmozenie,
jak i hamowanie. Nalezy tu odnotowaé, ze zmiany mialy jednak taki sam
charakter we wszystkich badanych typach MPS w przypadku danego genu
co pozxiv'ala przypuszczaé istnienie wspolnego mechanizmu tych zmian w;
wszystkich typach MPS. W przypadku MPS IX, MPS IIID i MPS VII liczba
transkryptéw gendw o zmienionej ekspresji byta szczegoélnie wysoka.

Wyioniono 18 gendw, ktérych transkrypty wykazywaly zaburzon
ekspres.]’q w przynajmniej 6 spoérdd 11 badanych typéw MPS. Wsrdd nic]?
22152;1;0.\7\; [;32 ekspresji zmienionej w najwigkszej liczbie linii komdrkowych
(wzmst‘.; (wzrost), DYNCILII (spadek), MAP2K1 (spadek) oraz TADA3

W kolejnym etapie ot
komoarek w fanig G{)/GI; w:iﬂzz}zilfj?;};;;jir;[;?lerdz'mm' precszene frake)
VII oraz zmniejszenie frakcji komérek w fazi éw}’Jﬂtkiem VIS IVBTMPS
ze w komorkach wszystkich typéw MPS ° G2M. Te wyniki wskazujz,
sg opdznione w pordwnaniu z komérkami kontf Iﬁlmges}.{ cyklu komérkowego
naprawie po ograniczeniu spichrzania GAG olnymi. Zaburzenia te ulegaty
reduction therapy) lub alfa-iduronid Suac gemisteing (substrate

uronidazg albo sulfatazg siarczanu iduronianu

W przypadku odpowiednio - :
e nio - komérek MPS 1 [ub MPS 11 (enzyme replacement

o zréznicowanie



rowniez poziom cyklin D1, E1, A2 i Bl za pomocg
komorkowych wszystkich typow MPS,
role w regulacji cyklu komorkowego.
liny D1 byt WYZSZY W pnréwnaniu
liny D1 byt Zmieniony w poréwnaniu
sa zaburzenia w regulacji

Doktorantka zbadata
techniki Western-blotting w liniach
poniewaz zwi azki te odgrywaja kluczowd
W wiekszosci komdrek MPS poziom cyk
do kontroli. Ponadto czas pojawiania sig cyk
2 komorkami kontrolnymi, c0 dodatkowo potwierd
cyklu komérkowego w MPS.
W artykutach nr 211 3 (opublikowanych odpowiednio w Cell Biol Int 2021
oraz Int ] Mol Sci 2023) mgr Brokowska skupita sig na badaniach ekspresji genow

rentéw z roznymi typami MPS,

zwiazanych z apoptoza W komorkach od pac)
ejszych prac innych autorow wskazywaty, Ze jest

to proces o zaburzonej regulacji w komorkach LSD, w tym rowniez MPS.
Zastosowata, podobnie jak wezedniej, technike RNAseq, a materiatem do badan
byly hodowane fibroblasty skory od pacjentow z roznymi typami i podtypami
MPS. Zidentyfikowane zostaty rozne transkrypty zwigzane z apoptoza w kazdym
typie MPS o wzmocnionej lub zahamowanej ekspresji. Najwigce] zmienionych
transkryptow wykazano w MPS IVB (73 ), a najmniej w MPS VI1(19). Otrzymane
wyniki wskazuja, ze ekspresja wielu genow zwiazanych z apoptoza jest zaburzona
w komérkach MPS w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi, a konkretnie
procesy kontrolne apoptozy byly najbardziej uszkodzone. Najwiekszg liczbe
genéw ze zmieniong ekspresja zakwalifikowano do nastgpujacych kategorii
wg bazy QuickGO: '
- szlak sygnalowy apoptozy
- negatywna regulacja apoptozy
- pozytywna regulacja apoptozy
- regulacja procesu apoptozy
- zmiany apoptotyczne w mitochondriach.
Wyrdzniono 6 genow o zaklocone) ekspresji w komorkach przynajmniej

- ) : ynajmniej
;d;?:ml;ila;ypow MPS BNIP3, CID, CLU, GPER1, KREMEN1 i PRKCD.
WO ¢ zwroclly zwlaszeza geny CLU (o w iones =
i KREMENI (o obnizonej ekspresji), ktd | Zm.UGmGHEJ Sepres)
smieniona w komérkach MBS < I:)réjl » Ktorych EkSp'reS]a byla najbardzie;
obserwowano w nejwieksze 2 _wnamu,do kontroli (log,FC>2.0) i zmiany

_ ) liczbie komorek O7 ;
potwierdza praypusaczenie. 2o reoulac z 1:0211}*‘1‘[11 MPS. Fakt ten
d zmiany majg podobny cha,rakter vi& ws:]zays:i;iti)zy 1) caco zaburzons,
ypach MPS.

Gen CLU koduje bj
apoptozy przez aktyw:g% Elaa:;?zyk;ué teryny, ktéra promuje zapoczatkowanie
1 cytochromu ¢. Natomiast '
' gen KREMEN

poniewaz wyniki wezesni

(]



| o funkcjach pro—apoptotycz.nych. Niski poziom 'fego
bicji ckspresji genu) moze negatywnie wplywaé na jego
i ime ji wczek. Dimery kremen 1 moga
i 4 -owadzac do dimeryzacj! czastecze
multimeryzacj¢ pt ' A
e komorkach MPS IVAi MPS
przynajmniej w niektorych

koduje biatko kremen
biatka (na skutek inhi

Dodatkowo wzrost a 08

[X przemawia za stalym pobudzeniem apoptozy

typach MPS.
Dokladniejsze badania nad procesem apoptozy W przypadku MPS IVA

i MPS IVB przedstawiono w publikacji nr 3 (opublikcw?,nej w Int“J Mol Sci
2023). Analiza transkryptomiczna potwierdzita zaburzenia regulacji apopto’zy
w liniach komoérek od pacjentow z MPS IVA i MPS IVB.' Do geﬂow
o najwyzszych wartodciach FC (Fold change; krotnos¢ zmiany) zaliczaty sig:

- geny 0 wzmocnionej ekspresji: CLU, CRIP1, MAX, NLRP1, TOP2A, XIAP

- geny o zahamowane] ekspresji: CDKNI1A, GPERI, IGFBP3, KPNBI,

KREMENI, PDK1.
W kolejnym etapie eksperymentow doktorantka poddawata hodowane

komorki fibroblastow skory dzialaniu staurosporyny, ktora indukuje apoptozg.
Uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw bylo bardziej nasilone w komorkach
MPS IVA i IVB niz w komoérkach kontrolnych zarébwno w warunkach
standardowych (podstawowy poziom apoptozy), jak i po podaniu staurosporyny.
Spostrzezenie to znalazto rowniez potwierdzenie W Wyzszym poziomie kaspazy
3,6, 7 i bialka PARP w komérkach MPS IV niz w komorkach kontrolnych.
Na podstawie powyzszych wynikow doktorantka wyciaga wniosek, ze apoptoza
jest wzmozona w komoérkach MPS IVA 11VB, a zwlaszcza etap wykonawczy
tego procesu jest bardziej wydajny w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi.

7 obowigzku recenzenta podaje réowniez uwagi, kiére nasunety mi sig
podczas czytania streszczenia: na str. 6 — prawidtowa nazwa enzymu, ktorego
deficyt warunkuje MPS 1I to sulfataza siarczanu iduronianu (a nie sulfataza
iduronianu); ponadto wystgpito kilka bledéw literowych w odniesieniu do nazwy
biatka PARP.

Muszg jednak podkredli¢, ze sg to tylko uwagi edytorskie.

W podsumowaniu, pragne stwierdzi¢, ze rozprawa mgr Joanny
Brokﬂws.kiej stanowi cenny wkiad do badah nad patomechanizmem
H;‘:kﬂpfﬂ_lsac'*}lﬂfydflz- flkrtyku}y tworzgce rozprawe doktorskg mgr Brokowskiej
Em;‘;::::iac ‘;ESEE;SOZIOH? I'{leryt?rycnly I stanowig oryginalne rozwiazanie

g0, jakim jest pytanie o patomechanizm chorob



lizosomalnych, a zwlaszczam ukopolisacharydoz. Kandydatka f:lala dowod S\:VO_].EJ
olebokiej wiedzy zarowno teoretycznej, jak | praktyc.z:nej (lafborat?ryjne_]).
Omawiane artykuly oraz wkiad autorki w ich powstanie swiadcza, ze posiada ona
umiejetnoé¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;. R.ece.nzows;ma praj.ca
stanowi samodzielny i oryginalny dorobek autorki. Osiagnigcie celow, ktm_‘e
postawita sobie doktorantka wymagato doskonatego przygotowa?ia w zakresie
technik genetyki molekularnej, bioinformatyki oraz biochemil. Otrzymanff
wyniki wnoszg istotne wartosci poznaweze i stanowig podtoze do dalszych bada.nf
nad patogeneza chorob lizosomalnych oraz opracowaniem nowych terapii
w leczeniu mukopolisacharydoz z uwzglednieniem uszkodzenia regulacji procesu
apoptozy. Nalezy podkredlic, ze dotychczasowe doniesienia na temat
molekularnych i komérkowych  przyczyn MPS byly fragmentaryczne
i nie uwzglednialy wykorzystania w badaniach poréwnawczych komorek
od wszystkich typow MPS.

Whiosek konicowy

Przedstawiong mi do recenzjl rozprawg doktorska Pani mgr Joanny
Brokowskiej oceniam celujaco i uwazam, ze spetnia ona wymogi okreslone w art.
13 Ustawy z dn. 14.03.2003r. o stopniach naukowych i 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 wprowadzajgce ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz.U. 2018 poz.1669 z pézn. zm.)
i uzasadnia nadanie Kandydatce stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk biologicznych. Zwracam sig zatem
z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego
o dopuszczenie Pani mgr Joanny Brokowskiej do kolejnych etapow przewodu
doktorskiego.

Zwracam si¢ rowniez z prosbg o wyroéznienie pracy doktorskie]
przedstawionej przez mgr Brokowska ze wzgledu na:

- innowacyjne zastosowanie techniki RNAseq w badaniach nad
patomechanizmem mukopolisacharydoz

- réwnoczesne wykorzystanie do badan poréwnawczych linii
komérkowych wszystkich typow i podtypéw MPS
- stwierdzenie, ze jednym z proceséw ttumaczacych patomechanizm MPS

jest zaburzona regulacja apoptozy, a szczegolnie je] etap wykonawczy oraz
zaburzenia cyklu komérkowego.
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