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pt. ,Epigenetic mechanisms of gene function control in patients with Gaucher

disease”

Choroby rzadkie i ultrarzadkie stanowig narastajace wyzwanie naukowe,
diagnostyczne i terapeutyczne dla systeméw opieki zdrowotnej i socjalnej krajow
rozwinigtych. Obecnie znanych jest okolo 8000 chordb rzadkich (w ponad 80%
uwarunkowanych genetycznie), ktére ciagle powoduja trudnosei w diagnostyce klinicznej i
laboratoryjnej oraz w prowadzeniu odpowiedniego leczenia. Nalezy przy tym zaznaczyé, ze
tylko zakrojone na szeroka skale badania nad etiologia i patogeneza choréb rzadkich moga
doprowadzi¢ do znaczgcego postepu diagnostycznego i terapeutycznego.

W ostatnich latach, choroby rzadkie staly obiektem szczegdlnego zainteresowania
europejskich i krajowych ustawodawcéw oraz systeméw ochrony zdrowia. Juz w 1999 roku
w rozporzadzeniu Parlamentu Europejskiego wskazano, ze pacjent cierpigcy na rzadkie stany
chorobowe powinien by¢ uprawniony do takiej samej jakosci i dostepnosci do diagnostyki i
leczenia, jak inni pacjenci. Kolejnym rozporzadzeniem z 2007 roku Parlament Europejski
zalecil, aby pafstwa cztonkowskie Unii Europejskiej opracowaly plany dotyczace chordb
rzadkich w ramach wiasnych . systeméw zdrowotnych i socjalnych. Z wieloletnim
opdznieniem, zaowocowato to w Polsce Uchwala Rady Ministrow z dnia 24 sterpnia 2021 w
sprawie przyjecia dokumentu Plan dla Choréb Rzadkich oraz powolaniem przez Ministra
Zdrowia w dniu 27 maja 2022 Rady ds. Choréb Rzadkich.

Jedng z takich chorob, jest choroba Gauchera, bedaca rzadkg chorobg metaboliczng z
grupy lizosomalnych choréb spichrzeniowych, wystepujaca na $wiecie z czestoscig okoto 1
na 50 000 urodzen. Mozna przy tym oczekiwaé, ze w populacji polskiej jej czestos¢é moze by¢
wyzsza, W zwigzku ze sporg pulg genow aszkenazyjskich (wsréd Zydow Aszkenazyjskich
choroba wystepuje nawet u 1 na 800 0séb), cho¢ zapewne jest znacznie niedoszacowana.

Wchodzgce w sklad rozprawy doktorskiej lek. F.ukasza Pawlinskiego badania nad
proteomem i epigenetyczng regulacjg ekspresji genéw oraz analiza ich wplywu na procesy
patogenetyczne u pacjentow z chorobg Gauchera, wpisuja si¢ w §wiatowy nurt nowoczesnych

badan podstawowych nad chorobami rzadkimi.



Przedlozona rozprawa doktorska oparta jest na monotematycznym cyklu trzech
publikacji, opublikowanych w jezyku angielskim w latach 2020-2021, opatrzonych wspdlnym
tytulem ,,Epigenetic mechanisms of gene function control in patients with Gaucher disease”.
Publikacje te ukazaty si¢ w dobrych czasopismach o zasiegu $wiatowym, takich jak: Journal
of Clinical Pathology, Life czy Experimental and Molecular Pathology. 1.aczny Impact Factor
publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej wynosi 10,590, zas taczna punktacja
MNiSW wynosi 170 pkt, co z nadmiarem spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim.
We wszystkich publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem, a wszyscy wspolautorzy
ztozyli odpowiednie o$wiadczenia dotyczace ich udziatu i zgody na wykorzystanie publikacji
w rozprawie doktorskie;j.

Jedynym problemem dotyczacym bibliometrii jest fakt, ze publikacja nr 2
opublikowana w czasopi$mie Life (Basel) kontrowersyjnego wydawnictwa MDPI nie
znajduje si¢ na liscie punktowanych czasopism Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego,
co sprawia, ze przedlozony cykl trzech publikacji oryginalnych nie speilnia rekomendacji
Rady Dyscypliny Nauki Medyczne UJ obowigzujacych w postepowaniach o nadanie stopnia
doktora (cyt. ,,co najmniej 3 oryginalne prace powigzane tematycznie opublikowane w
czasopismach z listy MNiSW” lub ,.cykl sktadajacy si¢ z 2 prac oryginalnych, o ile taczna
warto$¢ punktacji wg MNiSW wynosi co najmniej 200 punktow”). Tym niemniej, w mojej
ocenie, przy tak wysokiej punktacji IF, nie nalezy kierowa¢ si¢ arbitralnie ustalong i oparta na
niejasnych kryteriach punktacjg MNiSW. Wnosze zatem o uznanie, ze przedtozona mi do
recenzji rozprawa doktorska spetnia niezbedne kryteria formalne.

Kontynuujgc uwagi ogélne, pragne stwierdzi¢, ze tytul rozprawy odnoszacy sie
jedynie do epigenetycznej kontroli ekspresji genow nie oddaje w pelni istoty i szerokiego
zakresu przeprowadzonych badan, ktore dotyczyly analizy transkryptomu, epigenomu i
proteomu u pacjentéw z chorobg Gauchera. Warto byloby tez dodaé, ze wszystkie badania
obejmuja wylacznie pacjentdéw dorostych z niencuronopatycznym typem choroby, leczonych
przy pomocy enzymatycznej terapii zastepczej, gdyz zarowno wiek pacjentow, jak i fakt
leczenia przyczynowego w znaczacy sposob wplywaja na wszystkie uzyskane wyniki.

Przechodzac do uwag szczegdtowych, stwierdzam co nastepuje:

Publikacja nr 1 pt. ,,Proteomic biomarkers in Gaucher disease” (J.Clin.Pathol. 2021;
74: 25-29) obejmuje analizg proteomiczng metodg iTRAQ oraz analize transkryptomiczng z
wykorzystaniem mikromacierzy eckspresyjnych. Wykonane badania pozwolity na
identyfikacje zmiany ekspresji kilku bialek zaangazowanych w regulacje hemostazy oraz

proceséw zapalnych (co ciekawe zardéwno pro-, jak i antyzapalnych). Jedynym istotnym
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ograniczeniem tej pracy jest wykonanie jej na bardzo malej grupie pacjentéw (6 osdb) i tak
samo malolicznej grupie kontrolnej, co zastanawia, zwtaszcza wobec faktu, ze w pozostatych
dwoch pracach badana jest grupa 20 chorych. Nalezy zatem postawi¢ pytanie, skad takie
ograniczenie liczby 0s6b badanych?

Publikacja nr 2 pt. ,MiRNA expression in patients with Gaucher disease treated with
enzyme replacement therapy” (Life 2020; 11(1): 2-25) to niezwykle obszerne opracowanie
dotyczace ekspresji czasteczek mikroRNA metoda mikromacierzy TLDA oraz qRT-PCR.
Wykonane badania pozwolity na identyfikacje istotnie zmienionej u chorych ekspresji 30
czasteczek miRNA, zas bioinformatyczna analiza szlakow przez nie kontrolowanych
wskazala na rozwdj tkanki kostnej, proceséw zapalnych, przekaznictwa aksonalnego
powiazanego z choroba Parkinsona i adhezji migdzykomoérkowe;j.

W publikacji nr 3 pt. ,,Gene expression with corresponding pathways analysis in
Gaucher disease” (Exp. Mol. Pathol. 2021; 123: 104679) dokonano analizy profilu ekspresji
gendw uzywajac mikromacierzy ekspresyjnej i metody qRT-PCR. Wykazano, Ze u pacjentow
z chorobg Gauchera wystepuje podwyzszona ekspresja genéw zwigzanych ze szlakiem
sygnalowym NFkB, apoptoza, degradacja proteasoméw i transportem pecherzykowym oraz
obnizona ekspresja genéw chemokin i ich receptoréw, a takze zwigzanych z przezywalnoscia
neuronéw.

Wszystkie powyzsze publikacje oparte sa na badaniach wykorzystujacych
najnowoczesniejsza metodyke szerokoskalowej biologii molekularnej oraz bioinformatyki.
Uzyskane wyniki stanowia oryginalny wktad Doktoranta i wspolpracujacego z nim zespoltu w
poznanie patogenezy choroby Gauchera. Szczegélnie cenne wydajg sig¢ wyniki wskazujace, ze
réwniez w typie nieneuronopatycznym choroby obserwuje si¢ zmiany prowadzace do
. patologii ukfadu nerwowego. Ponadto, wskazanie istotnej roli konkretnych czasteczek
miRNA w kontroli ekspresji konkretnych grup genéw daje szans¢ na wykorzystanie tej
wiedzy w opracowaniu nowych metod leczenia choroby,

Jedynym dostrzezonym przeze mnie i wspominanym juz wczesniej niedostatkiem
dotyczacym wszystkich trzech publikacji jest ograniczenie badan do oséb dorostych
leczonych enzymatyczng terapig zastepcza. Powoduje to, Ze uzyskane wyniki odnosza sig
tylko do tej grupy chorych i nie muszg mieé analogii (przynajmniej w pelnym zakresie) w
odniesieniu do dzieci i pacjentéw nieleczonych. Ogromna szkoda, ze do badar nie udalo sie
wigezy¢ takiej grupy pacjentow, ale z pewnoscia w przysztosci Doktorant bedzie mogt
poréwna¢ wyniki podobnych badan u pacjentow ze $wiezo rozpoznang, nieleczong chorobg z

badanymi dotad dorostymi pacjentami poddawanymi leczeniu.
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Podsumowujgc, pragne stwierdzié, ze w mojej opinii, pomimo powyzszych uwag,
praca zasluguje na wysoka 1 pozytywna oceng. Umiejetnos¢ formulowania celéw
badawczych, sposob ich realizacji oraz umiejgtnosé krytycznej analizy uzyskanych wynikéw,
a takze udokumentowana rozlegla wiedza i praktyczne umiejetnosci Doktoranta w zakresie
problematyki badawczej, pozwalaja wyrazi¢ przekonanie, ze bedzie On w przysziosel
umiejetnie lgczyé rzetelnosé badawczg z wrazliwoscia lekarza, umiejacego dostrzegac i
rozwigzywac trudne problemy swoich pacjentow.

Majac powyzsze na wzgledzie, stwierdzam, Zze przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie trudnych probleméw badawczych 1 odpowiada
wymogom Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dnia 20.07.2018 roku,
stawianym rozprawom na stopien naukowy doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu.
Pozwalam sobie zatem przedtozyé Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie wniosek o dopuszczenie lek. Pukasza
Pawlifiskiego do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, ze wzgledu na
wysoki poziom naukowy rozprawy, z przyjemno$cig wnioskuje o wyroznienie rozprawy,
cho¢ ponownie zdaj¢ sobie sprawe, ze z powodu wspomnianych wyzej przyczyn nie spelnia
ona wewnetrznych kryteriow wyrdznienia obowigzujgecych w prowadzonych przez Radg

postepowaniach o nadanie stopnia doktora.
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