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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. tukasza Pawliniskiego pt. Epigenetic mechanisms of gene function
control in patients with Gaucher disease” (“Epigenetyczne mechanizmy kontroli funkcji genéw u
pacjentéw z chorobg Gauchera”) przygotowana na podstawie decyzji Rady Dyscypliny Nauki
Medyczne Uniwersytetu Jagielloriskiego.

Promotor pracy: Prof. dr hab. n. med. Beata Kie¢-Wilk

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska dotyczy rzadko wystepujacej, genetycznie
uwarunkowanej, lizosomalnej choroby spichrzeniowej — choroby Gauchera (GD). Spowodowana jest ona
obecnosciag mutacji w genie GBA, co skutkuje brakiem lub obnizong aktywnoscig glukocerebrozydazy
kodowanej przez ten gen. Efektem tego jest akumulacja glukocerebrozydéw w lizosomach, giéwnie
makrofagdw. Komérki te (okres$lane mianem komérek Gauchera) znajdowane sg w szpiku, $ledzionie,
watrobie, ptucach, weztach chionnych i innych narzadach pacjentéw. Nagromadzenie
glukocerebrozydéw zaburza przebieg proceséw komodrkowych, jak réwniez moze powodowaé
wystgpienie wtérnej odpowiedzi zapalnej i immunologicznej, czego efektem jest wystgpienie objawdéw
klinicznych charakterystycznych dla choroby Gauchera, w tym objawdéw neurologicznych.

Praca doktorska stanowi cykl trzech publikacji, w ktdrych Doktorant jest pierwszym wspotautorem, a
jego wkiad w powstanie publikacji byt znaczacy, o0 czym $wiadczg zalgczone oswiadczenia wspétautorow
prac. Zaréwno publikacje, jak i cze$¢ opisowa pracy doktorskiej, oparte sg o aktualne pismiennictwo
(gtéwnie anglojezyczne) dotyczace choroby Gauchera oraz proceséw fizjologicznych, ktérych zaburzenia
stanowig przyczyne zaburzer ohserwowanych u pacjentow.

Badania wykonane w ramach pracy doktorskiej byty finansowane w ramach wewnetrznych srodkéw
Uniwersytetu Jagielloriskiego dla promotora pracy doktorskiej Pani Prof. dr hab. n. med. Beaty Kie¢-Wilk
(N41/DBS/000069), jak réwniez odbyly sie zgodnie ze standardami etycznymi Uniwersytetu
Jagielloniskiego (zgoda Komisji Bioetycznej, KBET: 122.6120.90.2015).

Cykl publikacji poprzedza wstep, w ktérym omoéwiona zostala patogeneza choroby Gauchera, jej podtypy
kliniczne oraz podtoze molekularne. Poruszony zostat takze problem zmiennosci klinicznej choroby oraz
probleméw zwigzanych z okresleniem korelacji pomiedzy genotypem a fenotypem pacjentow,
monitorowaniem choroby i oceng skutecznosci jej leczenia. Dotychczas stosowane markery (aktywno$é
chitotriozydazy) sa niespecyficzne, co sprawia, ze podejmowane sg prace badawcze majgce na celu
dokiadne poznanie podtoza molekularnego choroby oraz identyfikacje nowych markeréw
prognostycznych, ktérych ocena umozliwi bardziej precyzyjne okreslenie rokowari co do przebiegu
choroby. Prowadzone dotychczas badania obejmowaty analizy metabolomiczne (glukozylosfingozyna),
jak réwniez badania na poziomie ekspresji genéw (transkryptomika) lub biatek (proteomika).
Interesujgcy kierunek badann stanowig takie analizy epigenetyczne — badania mechanizméw
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odpowiedzialnych ze regulacje ekspresji okreslonych genéw. Nalezy tutaj wspomnieé, ze epigenetyka /
epigenomika skupia sie gtéwnie na analizie metylacji DNA, modyfikacji kowalencyjnych biatek
histonowych (przede wszystkim metylacji i acetylacji), oddziatywan pomiedzy okreslonymi biatkami np.
represorowymi a DNA, czy badaniem samej struktury chromatyny pod katem lokalizacji domen
topologicznych. Do mechanizméw regulujacych poziom ekspresji okreslonych gendw zalicza sie takie
aktywnos¢ niekodujacych czasteczek RNA np. mikroRNA. Ich aktywnos$¢ jednak nie wptywa bezposrednio
na sam proces transkrypcji, tylko poprzez oddzialywanie na poziomie czgsteczki RNA, na poziom
transkryptu okreslonego genu, co przektada sig na poziom okreslonych biatek w komérce.

Analiza zmienno$ci w oparciu o podejécia omiczne w chwili obecnej stanowi gtéwny nurt badan podtoia
molekularnego choréb rzadkich i cywilizacyjnych i stanowi uzyteczne narzedzie w poszukiwaniu nowych
markeréw prognostycznych dla przebiegu wielu schorzen. Taki byt rdwniez cel prowadzonych przez
Doktoranta badan — ocena zwigzku pomiedzy poziomem ekspresji wybranych genéw, w tym mikroRNA,
oraz biatek a obrazem choroby Gauchera z oceng mozliwosci ich klinicznego zastosowania w diagnostyce
i monitorowaniu choroby. Rozwinieciem celu gtéwnego prowadzonych badan sg trzy cele szczegétowe,
odpowiadajgce zawartosci poszczegdlnych prac wchodzgcych w sktad doktoratu. By¢é moie cele
szczegotowe sformutowatabym nieco inaczej nie ktadac nacisku na zakres analizy, a raczej na jej moiliwe
wykorzystanie np. ocena przydatnosci analizy jakosciowej i ilosciowej wybranych biatek jako
biomarkeréw do monitorowania stanu zdrowia pacjentow z GD.

Prace wchodzace w skiad pracy doktorskiej zostaty opublikowane w recenzowanych czasopismach o
facznym IF 10.59 (punktacja MENISW 240 punktow). We wszystkich pracach Doktorant skupia sie na
analizie ekspresji okreslonych gendw i biatek u pacjentéw z choroba Gauchera i odpowiednio dobranych
grupach kontrolnych w celu identyfikacji potencjalnych markeréw prognostycznych. Materiat do badan
poréwnawczych zostat pozyskany od pacjentéw Kliniki Choréb Metabolicznych Szpitala
Uniwersyteckiego Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie oraz w przypadku grupy kontrolnej od
zdrowych wolontariuszy odpowiednio dobranych pod wzgledem wieku, wagi, wzrostu oraz BMI.

Pierwsza z prac ,,Proteomic biomarkers in Gaucher disease” dotyczy analizy ilosciowej wybranych biatek
w surowicy z wykorzystaniem metody izobarycznego znakowania peptyddéw (iTRAQ). Wykazano, ie
ekspresja 31 biatek zaangazowanych w regulacje stanu zapainego oraz homeostazy komoérkowej jest
znaczgco zmieniona u pacjentéw z choroba Gauchera. Wykazano takze, ze w przypadku niektdrych
biatek: S100-A8 i biatka zwigzanego z cyklaza adenylowg 1 (CAP1), zmianie ulega réwniez poziom
ekspresji specyficznych RNA. Autorzy sugeruja, ze wysoki poziom ekspresji biatek S100-A8/A9 stymuluje
stan zapalny i moze zwieksza¢ ryzyko wstgpienia u pacjentéw z chorobg Gauchera szpiczaka mnogiego,
ostrej biataczki szpikowej lub zwapnienia aorty. Wniosek ten zostat oparty na wynikach innych badan
wskazujgcych na udziat biatek S100-A8 i S100-A9 w rdznicowaniu komdrek szpikowych w przebiegu
biataczki i szpiczaka mnogiego. Potwierdzenie tej zaleznosci u pacjentdw z chorobg Gauchera byto
jednak niemozliwe ze wzgledu na matg liczebnoié¢ badanej grupy. Badanie proteomiczne u pacjentéw z
chorobg Gauchera byto prowadzone po raz pierwszy, za$§ uzyskane wyniki wskazuja na mozliwosé
wykorzystania wybranych markeréw biatkowych w monitorowaniu przebiegu choroby.

Druga praca z cyklu publikacji ,miRNA expression in patients with Gaucher disease treated with enzyme
replacement therapy” miata na celu ocene poziomu ekspresji czasteczek mikroRNA i moZliwosci ich
wykorzystania jako potencjalnych markerdw przebiegu choroby lub miejsc dziatania lekow
spersonalizowanych. Badanie miato charakter obserwacyjno-poréwnawczy. W jego pierwszym etapie
wykorzystano niskorozdzielcze mikromacierze TagMan do wytpowania czasteczek mikroRNA, ktérych
ekspresja byta znaczgco inna w grupie pacjentow z choroba Gauchera niz w grupie kontrolnej. W sumie
wytypowano okoto 30 czgsteczek mikroRNA, ktére wykazywaly silny zwigzek z okreslonymi szlakami
transdukcji sygnatu w komoérce (szlak TGF-beta, szlak AKT), metabolizmem i syntezg kwasow
ttuszczowych czy regulowaty oddziatywania pomiedzy macierzg zewnatrzkomérkowa a receptorami. Z
opisu zawartego w artykule nie jest dla mnie do korca jasne, dla jakiej grupy oséb oraz dla ktérych
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mikroRNA prowadzone byty badania z wykorzystaniem metody qRT-PCR, jak réwniez czy wyniki analiz z
pierwszego etapu znalazly odzwierciedlenie w badaniach pozostatej kohorty pacjentéw. Dyskusja
wynikéw przeprowadzona jest w odniesieniu do aktualnej literatury, chociaz zabrakio mi komentarza
dotyczacego ekspresji miR-127-5p, ktorg zespot M. Siegert i wsp. powigzat z obnizeniem aktywnosci
LIMP2 i glukocerebrozydazy. Sama praca jest przywotana w tekscie w kontekscie ekspresji dwdch innych
mMiRNA miR-16-5p i miR-195-5p, ktérych ekspresja w znaczacy sposéb byta zmieniona u badanych
pacjentéw. Zabraklio mi takie odniesienia do przynajmniej dwdch publikacji dotyczacych ekspresji
miRNA w madelach zwierzecych (Dasgupta N i wsp. Hum Mol Genet, 2015, 24:7031-48, Watson L i wsp.
Neurobiol Dis. 2019, 127: 563-569). Tym niemniej pozostata cze$¢ dyskusji prowadzona jest w sposéb
poprawny w odniesieniu do mozliwosci wystapienia réznych powiktan w przebiegu choroby Gauchera
(zmiany kostne, objawy choroby Parkinsona, nowotwory), jak réwniez znanych juz mechanizmdéw,
ktorych zaburzenia zostaty opisane w kontekscie GD (stan zapalny, migracja komorek, oddziatywanie z
macierzg zewnatrzkomérkowa).

Trzecia praca ,Gene expression with corresponding pathways analysis in Gaucher disease” jest takie
podsumowaniem badani obserwacyjno-poréwnawczych opartych o analize transkryptomu. Podobnie jak
w poprzedniej pracy, w mniejszej grupie wykonano analize z wykorzystaniem mikromacierzy
ekspresyjnych, a nastepnie przeprowadzono analize replikacyjng wybranych RNA z wykorzystaniem
metody qRT-PCR. Jest to pierwsza praca, w ktérej pojawita sie informacja o mutacjach, ktére stanowia
przyczyne wystgpienia choroby Gauchera w badanej grupie pacjentéw. Niejako z obowigzku recenzenta
musze zwrdci¢ uwage na fakt, ze zapis genotypow w tabeli 2 nie jest zgodny z wytycznymi Human
Genome Variation Society (HGVS) — nalezatoby przyja¢ jednorodng taktyke nazewnictwa mutacji (na
poziomie DNA i biatka). Brakuje takze odniesienia do numeru sekwencji referencyjnej (NM_000157.3,
NP_000148.2), a zapis niektérych wariantéw oparty jest o nazwy zwyczajowe, co wymagatoby
wyjasnienia. Przyktadowo w przypadku zapisu 84GG powinien zostal zastosowany zapis c¢.84dupG
{p.Leu29AlafsTer18). W przypadku wariantu RecNcil zapis zgodny z HGVS jest utrudniony (w literaturze
spotkatam sie z zapisem c.[1448T>C;1483G>C;1497G>C]} (p.(Leud83Pro;Ala495Pro;Vald99Vval), tym
niemniej zastosowane nazewnictwo jest jasne jedynie dla 0s6éb zajmujacych sie chorobg Gauchera.

Przeprowadzone analizy wykazaty znaczgce zmiany w ekspresji gendw, ktérych produkty biatkowe
zaangazowane sg w procesy odpowiedzi immunologicznej, indukcji stanu zapalnego, endocytozy i
autofagii oraz rozwdj komodrek nerwowych, procesy neurodegeneracji i apoptoze (w tekscie znajduje sie
odnosnik do tabeli 2, w ktérej umieszczona jest informacja o genotypach pacjentdw). Dyskusja wynikéw
jest szczegbétowa, autorzy pracy odnoszg sie do licznych publikacji omawiajgcych role poszczegéinych
biatek w odpowiednich procesach biologicznych, z ktérych zaburzeniami mamy do czynienia w
przypadku pacjentéw z chorobg Gauchera.

Cykl prac stanowi jednorodna grupe publikacji — wszystkie miaty na celu identyfikacje potencjalnych
markerdw, ktére w przysztoéci mogtyby mie¢ znaczenie prognostyczne dla przebiegu choroby Gauchera.
Ze wzgledu na matg liczebnos¢ grupy uzyskane wyniki wymagaja oczywiscie weryfikacji na wiekszych
kohortach pacjentéw, tak aby moizliwe byto ich powigzanie ze zmiennoscig obrazu klinicznego i
przebiegu choroby. Tym niemniej stanowig one dobry punkt wyjscia do dalszych celowanych analiz.
Choroba Gauchera nalezy jednak do grupy choréb rzadkich, zatem zebranie duzej grupy pacjentéw moze
by¢ problematyczne. Na podkreslenie zatem zastuguje fakt, ze badaniami zostata objeta duia czes¢
(50%) grupy polskich pacjentéw z chorobg Gauchera leczonych enzymatyczng terapia zastepczg. W tym
miejscu pojawia sie pytanie, czy ewentualne stosowanie terapii moze mie¢ wplyw na poziom ekspresji
poszczegllnych czasteczek RNA i biatek i czy w przysztoéci nie nalezatoby zaplanowa¢ badan
prospektywnych, do ktérych prébki do analiz pozyskiwane bytyby przed rozpoczeciem leczenia.

Cykl publikacji uzupetniony jest o podsumowanie, w ktérym omdwione sa wyniki z poszczegélnych
publikacji oraz 4 wnioski, ktére odpowiadaja celom postawionym w pracy. To czego mi zabrakto to préba
wzajemnego powigzania uzyskanych wynikoéw. Czy zmiany w ekspresji poszczegélnych mikroRNA mogly
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sie przetozy¢ na zmiane ekspresji mRNA i biatek, ktérych zaburzony poziom byt obserwowany u
badanych pacjentéw? Biorgc pod uwage tytut pracy doktorskiej chyba wiasnie tego bym oczekiwata w
podsumowaniu wynikow, a wykorzystujac dostepne bazy danych (miRDB, miRBase, TargetScanHuman)
wydaje sie to do$¢ proste do przeprowadzenia. Przyznam rowniez, ze widzac tytut pracy doktorskiej
spodziewatam sie wynikéw badan dotyczacych analiz typowo epigenetycznych, takich jak analiza
metylacji DNA czy modyfikacji biatek histonowych. W zasadzie tylko jedna publikacja (nr 2) dotyczy
aspektow epigenetycznych. Oczywidcie ekspresja poszczegéinych gendw na poziomie transkryptu i
biatka stanowi odzwierciedlenie dziatania mechanizmdw epigenetycznych, jednak wydaje mi sig, Ze tytut
pracy nie do konca oddaje zawartos¢ cyklu prac. Jesli chodzi o wnioski powinny mie¢ one bardziej ogélny
charakter, a nie stanowi¢ omdwienie uzyskanych wynikdw. Doktorant nie uniknat w nich potknie¢
stylistycznych, nie sg do korica jasne dla mnie sformutowania , potencjalne szlaki uszkodzert neuronéw”
lub ,,szlaki genetyczne”.

Tym niemniej zawartos¢ przekazanej mi do recenzji pracy doktorskiej w zupetnosci mnie satysfakcjonuje.
Doktorant opart swoje prace o nowoczesne techniki molekularne, wprowadzajgc do swoich badan
element analiz omicznych, co zastuguje na uznanie. Tego typu podejicia sprawdzajg sie w chorobach
cywilizacyjnych, ale jak wida¢ moga by¢ takie przydatne w chorobach rzadkich. Nalezy podkresli¢, ze w
przypadku choroby Gauchera tego typu badania sg pionierskie i po weryfikacji na wiekszych grupach
pacjentdw, majg szanse przetozy¢ sie na identyfikacje nowych markeréw przebiegu choroby czy
monitorowania leczenia. Dodatkowym praktycznym aspektem prowadzonych badai moze byc
identyfikacja potencjalnych celéw terapeutycznych, co w przysztosci moze przetozy¢ sie na opracowanie
nowych, skuteczniejszych lekéw zapobiegajacych np. procesom neurodegeneracyjnym.

Na uznanie zastuguje takze fakt, ze doktorant jest lekarzem, a zaprezentowany cykl prac dotyczy przede
wszystkim funkcjonalnych badan molekularnych, co $wiadczy o jego otwartoéci na nowe technologie i
checi poszukiwania zwigzku pomiedzy obrazem klinicznym choroby, a zmianami na poziomie
komoérkowym czy biochemicznym. W bazie Pubmed doktorant figuruje jako wspétautor 12 publikacji
naukowych, w wiekszosci dotyczacych choréb metabolicznych, w tym choroby Gauchera i cukrzycy typu
I. Zgodnie z bazg Web of science, publikacji jest 13 i byly one cytowane 61 razy (58 bez autocytowan).
Indeks H doktoranta wynosi 5, co jest wynikiem dobrym.

W podsumowaniu chciatam podkresli¢, ze mimo uwag ktdre zamiescitam powyzej, praca doktorska Pana
tukasza Pawliriskiego stanowi rzeczywisty wktad w rozwdj wiedzy dotyczacej choroby Gauchera i mam
nadzieje, ze podobne badania zostang podjete dla wigkszych grup pacjentéw, co przefozy sie na
opracowanie listy markerdw, ktére specyficznie umozliwig monitorowanie przebiegu i leczenia choroby.

W mojej ocenie rozprawa doktorska Pana lek. tukasza Pawlinskiego spetnia wymogi stawiane tego typu
rozprawom okreslone w art. 13 Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 poza 1789 ze zm.), w zwigzku z art.
179 ust.1 Ustawy z dn. 3 lipca 2018 r. — Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669 ze zm.). W zwiazku z tym zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Jagiellorfiskiego o dopuszczenie Pana lek. tukasza Pawliniskiego do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Jednoczes$nie w zwigzku z faktem, ze praca ma znaczng warto$¢ naukowa, za$
sumaryczna punktacja publikacji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej wg listy MENISW jest
wyzsza niz 200, sktadam wniosek o jej wyrdZnienie.

dr hab. Monika Gos, Prof. IMiD
Zakiad Genetyki Medycznej
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