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Wprowadzenie

Przedmiotem moich zainteresowan naukowych jest pierwotna dyskineza rzesek (PCD), rzadka
choroba genetyczna wystepujgca u 1 na 10 000 do 1 na 20 000 zywych urodzen [4,5]. Przyczyng
PCD jest uposledzenie funkcji rzesek ruchomych, zakonserwowanych ewolucyjnie organelli, ktére
sktadajg sie z ciatka podstawnego zakotwiczonego w btonie komdrkowej oraz wystajgcej poza
obreb komorki, otoczonej btong, aksonemy (1). Rzeski ruchome wystepujg na powierzchni
komadrek obecnych w wielu tkankach organizmu cztowieka, takich jak drogi oddechowe, jajowody,
witki plemnikéw czy wezet zarodkowy, gdzie petnig funkcje motoryczno-transportowe.

Nieprawidtowy ruch lub brak ruchu rzesek ruchomych zwigzany jest z szeregiem objawdw
klinicznych, wystepujgcych  w  PCD. Uposledzone oczyszczanie drog oddechowych z
nagromadzonego $luzu i drobnoustrojéw powoduje nawracajgce infekcje gornych i dolnych drog
oddechowych (ptuc, oskrzeli, zatok, uszu), ktére z biegiem czasu prowadzg do rozstrzeni oskrzeli i
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uposledzenia funkcji oddechowej ptuc, az do koniecznosci transplantacji ptuc wigcznie (4). Defekty
rzesek ruchomych obecnych w jajowodach oraz witkach plemnikéw powodujg odpowiednio
obnizong ptodnosc u kobiet oraz nieptodnosé u mezczyzn (4). Na skutek uposledzenia ruchu rzesek
ruchomych obecnych w we?Zle zarodkowym, okoto 50% pacjentow z PCD posiada odwrdcone
potozenie serca i trzewi (fac. situs inversus). Ten podtyp PCD nosi nazwe zespofu Kartagenera, na
cze$¢ Manesa Kartagenera, ktory po raz pierwszy w 1936 roku opisat specyficzne potgczenie
objawoéw klinicznych: odwrdcenia trzewi, rozstrzeni oskrzeli oraz przewlektego zapalenia zatok
przynosowych (6).

U niektorych pacjentéow PCD mogg wystepowad takze nieprawidtowosci w innych ukfadach
ustroju niz te, w ktorych wystepujg rzeski ruchome (tzw. objawy syndromiczne). Objawy te
zwigzane sg z innym typem rzesek obecnym w organizmie cztowieka, rzeskami pierwotnymi. Rzeski
pierwotne petnia w organizmie przede wszystkim role czuciowg, natomiast podobierstwo
struktury rzesek pierwotnych i ruchomych powoduje, ze niektdére geny sg wazne jednoczesnie dla
funkcjonowania obydwu typow rzesek. Patogenne warianty w takich genach mogg powodowac
syndromiczne przypadki PCD, w ktdrych u pacjentdw oprécz objawodw typowych dla PCD wystepujg
takze np. zwyrodnienie barwnikowe siatkdwki, niepetnosprawnos¢ intelektualna, czy otytosc (4, 7).

Ze wzgledu na niespecyficzne objawy kliniczne oraz brak jednego ,ztotego” testu
diagnostycznego, wiarygodna diagnoza PCD nie jest tatwa. Zwykle PCD rozpoznaje sie przez
potgczenie objawdw klinicznych, specjalistycznych testéw przesiewowych (pomiar stezenia tlenku
azotu w powietrzu wydychanym z nosa, nNO) oraz analize funkcji i struktury rzesek oddechowych
za pomocg jednej lub kilku metod (np. wideomikroskopia w przyspieszonym tempie, high-speed
videomicroscopy, HSVM; transmisyjna mikroskopia elektronowa rzesek, TEM; barwienie
immunofluorescencyjne rzesek, IF) (4). Dopiero pdziniej identyfikuje sie patogenne zmiany w
konkretnych genach, bedgace przyczyng choroby.

Nawet w przypadku pacjentéw z PCD, wszystkie te metody mogg dawac¢ wyniki
niejednoznaczne lub niewskazujgce na PCD (np. w przypadku mutacji gendw DNAH11 i HYDIN,
ultrastruktura rzesek w TEM pozostaje niezmieniona) (8, 9). Dlatego tez, od wyniku pojedynczego
testu diagnostycznego wazniejsza jest zbiezno$¢ pomiedzy wynikami réznych metod (4, 7).
Dodatkowym utrudnieniem w procesie diagnozy PCD jest fakt, ze na niektére metody
diagnostyczne majg wptyw réwniez czynniki Srodowiskowe (np. infekcje, palenie tytoniu czy refluks
zotgdkowo-przetykowy mogg zaburzac ruch rzesek ruchomych i wptywacé na wynik analizy HSVM)
(10). W takich wypadkach zwykle rozwigzaniem jest wykonanie analiz funkcjonalnych i
strukturalnych rzesek na pierwotnych (pobranych od pacjenta) komdrkach nabtonka
oddechowego (airway epithelium, AE) zréznicowanych w hodowli in vitro, w nieobecnosci
czynnikdw powodujgcych wtérne uposledzenie ruchu rzesek (10).

Ze wzgledu na rzadkie wystepowanie PCD, niski stan wiedzy na temat choroby wsrdd lekarzy
oraz wysoce kosztochtonne i specjalistyczne metody diagnostyczne, kompleksowa diagnostyka
PCD jest wyzwaniem dla stuzby zdrowia. Nie wszystkie kraje majg mozliwos¢ catosciowe]j diagnozy
PCD w wyspecjalizowanych laboratoriach, takich jak np. PCD Service w Wielkiej Brytanii (11).
Obecnie w Polsce diagnozowanie PCD mozliwe jest dzieki wspotpracy miedzy osrodkami
klinicznymi (np. Instytut Gruzlicy i Chordob Ptuc w Rabce- Zdroj: klinika, pomiar nNO, HSVM),
o$rodkami wykonujgcymi badania TEM (np. Katedra i Zaktad Patomorfologii Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego) oraz Instytutem Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu (HSVM, hodowla
nabtonka in vitro, barwienia IF, badania genetyczne).

Leczenie PCD polega na zapobieganiu infekcjom oraz stosowaniu codziennej fizjoterapii w celu
usuniecia sluzu z drog oddechowych (12). W przypadku infekcji, dodatkowo stosuje sie takze
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intensywng terapie antybiotykowa. W przypadku problemoéw z nieptodnoscia, u mezczyzn z PCD
mozna zastosowac zaptodnienie in vitro (4, 7).

Uposledzenie funkcji rzesek ruchomych powodujgce PCD jest najczesciej zwigzane
z wystepowaniem patogennych wariantow w genach kodujgcych sktadniki strukturalne rzesek
odpowiedzialne za generacje lub regulacje ruchu.

Podstawowa struktura aksonemy rzesek ruchomych obejmuje 9 dubletéw mikrotubul (MT)
utozonych na obwodzie rzeski wraz z dodatkowga parg MT utozong w centrum rzeski (tzw. uktad
9+2). Obwodowe dublety MT potgczone sg szprychami promienistymi z parg centralng, a dublety
MT sg miedzy sobg potgczone za pomocay biatek kompleksu neksynowo-dyneinowego.

Typowy ruch rzesek sktada sie z fazy pracy, podczas ktorej rzeska porusza sie w pozornie
sztywny sposob w kierunku dziatania sity, oraz z fazy powrotnej, podczas ktérego rzeska ugina sie,
a jej koniec powoli powraca do pozycji poczgtkowej. Na poziomie molekularnym, ruch rzesek jest
generowany przez zewnetrzne ramiona dyneinowe, ktore przesuwajg obwodowe dublety MT
wzgledem siebie a wzdtuz osi rzeski. Inne struktury obecne w rzesce ruchomej, takie jak kompleks
pary centralnej, szprychy promieniste i kompleks neksynowo-dyneinowy regulujg aktywnosé
ramion dyneinowych obecnych na poszczegdlnych dubletach obwodowych, zamieniajgc w ten
sposob ruch posuwisty dubletow MT na ugiecie rzeski (1). Potozenie pary centralnej MT wyznacza
takze kierunek, w ktérym porusza sie (bije) rzeska. Dla skutecznego funkcjonowania rzesek
ruchomych w danej tkance, wazne jest, aby ruch rzesek odbywat sie w podobny kierunku, z
podobng czestotliwoscig, odpowiednio zsynchronizowany.

Obecny stan wiedzy na temat podfoza genetycznego PCD jest doskonatym przyktadem
efektywnosci nowoczesnych technologii sekwencjonowania genomu w identyfikacji przyczyn
chordb genetycznych. O ile sama choroba zostata odkryta na poczatku XX w. przez Manesa
Kartagenera (6), o tyle dopiero 30 lat pdzZniej, w 1967r., Bjorn Afzelius zaproponowat zwigzek
objawoéw klinicznych pacjentéow z nieprawidtowa strukturg rzesek ruchomych (13). Pierwszy gen
odpowiedzialny za PCD zostat zidentyfikowany dopiero w 1999 (14). Do 2009 roku zidentyfikowano
nastepne 9 gendw (2, 8 15-19). Ogromny przetom nastgpit dzieki zastosowaniu technik
wysokoprzepustowego sekwencjonowania nowej generacji, ktdére znacznie przyspieszyty proces
identyfikacji nowych genéw zwigzanych z PCD. Od 2009 roku, dzieki tym technikom, liczba gendow
zwigzanych z patogenezg PCD zwiekszyta sie z 10 do ponad 50 (20-24). W jednej z prac wigczonych
do cyklu habilitacyjnego (rozdziat w ksigzce) przedstawitam postepy w identyfikacji genow
zwigzanych z PCD, ktére dokonaty sie w latach 2009-2016 (3/ Witt i Bukowy-Bierytto 2016,
Kartagener’'s syndrome).

Pomimo tak wysokiej liczby poznanych gendw zwigzanych z patogenezg PCD, u ok. 30%
pacjentow przyczyna PCD wcigz pozostaje niewyjasniona (20, 25). Oznacza to, ze istniejg wcigz
niepoznane geny powodujgce tg chorobe, a badania w tym kierunku sg jak najbardziej
uzasadnione.

Wiekszo$¢ gendw zwigzanych z PCD koduje biatka wchodzgce w sktad makrokompleksow
biatkowych wystepujgcych tylko w rzeskach ruchomych (np. ramiona dyneinowe, szprychy
promieniste, kompleks pary centralnej, kompleks neksynowo-dyneinowy). Poniewaz elementy
rzesek sg syntetyzowane w cytoplazmie komorki, skuteczny transport do- i wewnatrz- rzeskowy
jest niezbedny do stworzenia wtasciwej jej struktury oraz funkcji (1). Dlatego tez czes¢ poznanych
gendw sprawczych w PCD jest zwigzana z transportem elementow strukturalnych rzeski z
cytoplazmy do ciatka podstawnego i wyrastajgcej z niego aksonemy (25). Niewielka liczba sposrod
poznanych gendw zwigzanych z PCD koduje biatka zaangazowane w proces réznicowania rzesek
ruchomych — amplifikacje ciatek podstawnych (multiciliogeneza — MCIDAS, CCNO, FOXJ1),
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kotwiczenie ciatek podstawnych do btony komdérkowej (OFDI1) lub funkcjonowanie rejonu
aksonemy pomiedzy ciatkiem podstawnym a aksonemg, tzw. strefy przejSciowej (transition zone,
gen RPGR) (25, 26). Mutacje OFD1, RPGR wptywajg takze na funkcjonowanie rzesek pierwotnych i
mogg by¢ zwigzane z wystepowaniem dodatkowych syndromicznych objawéw PCD (np.
zwyrodnienie barwnikowe siatkéwki, otytos¢, polidaktylia, niepetnosprawnos¢ intelektualna) (2,
18). W dwoch pracach wtgczonych do cyklu habilitacyjnego podejmuje zagadnienie genetycznej i
fenotypowej charakterystyki pacjentéw PCD z mutacjami w tych genach (1/ Bukowy-Bierytto et al.,
Pediatric Pulmonology 2013; 2/ Bukowy-Bierytto et al., ) Med. Genet 2019).

W diagnostyce PCD wykorzystuje sie takze hodowle komdrek pierwotnych AE zréznicowane w
hodowli in vitro, w nieobecnosci czynnikdw powodujgcych uposledzenie ruchu rzesek [10].
Hodowle in vitro komérek pierwotnych AE cztowieka mogg by¢ takze uzywane do weryfikacji
funkcji nowych gendéw-kandydatéw PCD lub do badania wptywu nowo zidentyfikowanych zmian w
sekwencji DNA w znanych genach (tzw. warianty o nieznanym znaczeniu, variant of unknown
significance, VUS) na przyktad na ekspresje biatka w trakcie rdoznicowania AE. Niestety, brak
doktadnych danych na temat zmiennosci biologicznych proceséw zachodzgcych podczas
réznicowania AE (np. zmian ekspresji poszczegodlnych gendw zwigzanych z PCD lub réznicowaniem
nabtonka w czasie) utrudnia i przedtuza prowadzenie takich badan. W jednej z prac wtgczonych do
cyklu habilitacyjnego podjetam sie charakterystyki czasowych profili ekspresji 14 gendw
zwigzanych z réznicowaniem réznych typdw komaérek AE w jednym z najbardziej znanych typdéw
hodowli komorek AE, hodowli na styku powietrza i cieczy (air-liquid interfacem ALl) (4/ Bukowy-
Bierytto et al., Eur J Cell Biol, 2022).

W zwigzku z dynamicznym rozwojem nowych technologii zwigzanych z modyfikacjg genomu
lub transkryptomu cztowieka (technika CRISPR-Cas9, terapie genowe, stymulacja odczytu
przedwczesnych kodondw stop), intensywnie badana jest mozliwosé zastosowania tych metod do
zmniejszenia lub zniwelowania objawdw wystepujgcych u pacjentéw z chorobami genetycznymi.
Jako ze znaczny odsetek (30%) wszystkich choréb genetycznych cztowieka jest spowodowany
obecnoscig przedwczesnych kodondw STOP (premature termination codons, PTCs), wywotanych
przez mutacje nonsensowne (27), celem wielu z tych technologii jest wyeliminowanie lub
ograniczenie efektow przedwczesnej terminacji translacji biatek.

Poza terapig genowa, jedng z metod umozliwiajacych korekte efektéw PTCs jest zastosowanie
zwigzkoéw stymulujgcych zjawisko translacyjnego odczytu tych kodondw (premature termination
codon readthrough, TC-RT). TC-RT to zjawisko zachodzgce naturalnie w komdérce eukariotycznej;
polega ono na tym, ze pomimo obecnosci PTC w mRNA, do syntetyzowanego peptydu wtgczany
jest tRNA niosgcy aminokwas (zwykle Glu lub Trp) (28, 29). Dzieki temu translacja mRNA
zawierajgcego PTC w ramce odczytu genu jest kontynuowana az do naturalnego kodonu STOP,
powodujgc powstanie biatka petnej dtugosci, z substytucjg pojedynczego (czasem
nieprawidtowego) aminokwasu (27). W celach terapeutycznych, badane sg mozliwosci zwiekszenia
czestosci tego procesu, poprzez zastosowanie zwigzkdw chemicznych stymulujgcych zjawisko TC-
RT, takich jak np. antybiotyki aminoglikozydowe (AAG), ich pochodne i mimetyki. AAG, takie jak
m.in. gentamycyna, paromycyna, amikacyna czy G418, wigzg sie z rybosomem i wptywajg m.in. na
wiernos¢ wigzania kodon-antykodon. Zamiast terminacji translacji, AAG stymulujg przytaczanie sie
tRNA do tworzonego polipeptydu i przejscie przez PTC obecny w mRNA (27). Niestety, staba
przenikalno$¢ do komorek oraz oto- i nefrotoksycznosé AAG ograniczajg mozliwos¢ zastosowania
wyzszych stezen w celu uzyskania wyzszego poziomu stymulacji TC-RT (27).

Tym niemniej, zaréwno na poziomie badan pilotazowych na liniach komadrkowych, modelach
zwierzecych i w prébach przedklinicznych wykazano, ze zastosowanie AAG moze by¢ skuteczng
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metodg terapii w przypadku choréb genetycznych. Wykazano, ze w przypadku pacjentow z
pecherzowym oddzielaniem sie naskorka (epidermolysis bullosa), zastosowanie masci z AAG —
gentamycyng, przyspiesza leczenie ran (30). Stymulacja TC-RT przez AAG jest szczegdlne skuteczna,
gdy nie jest wymagany wysoki poziom ekspresji funkcjonalnego biatka. Wykazano, ze w przypadku
mukowiscydozy (cystic fibrosis, CF), podniesienie poziomu biatka CFTR do 5% naturalnego poziomu
wystarczato do ztagodzenia objawdw chorobowych pacjentow (31). Nie jest do korica wiadome,
jak wysoki poziom biatka byty potrzebny do ztagodzenia objawdw u pacjentéw z PCD.

Niestety, efektywnos¢ podejscia TC-RT zalezy od duzej liczby czynnikow, takich jak np. rodzaj
kodonu stop, sekwencja otaczajgca kodon, zastosowany zwigzek chemiczny, jego stezenie, poziom
czynnikdw degradujgcych transkrypty zawierajgce PTC (NMD, nonsense-mediated decay) w
tkance, czy nawet rodzaj tkanki. W takim wypadku mozliwos$¢ stymulacji TC-RT nalezy rozpatrywac
i testowac indywidualnie dla kazdego badanego PTC. Dlatego tez, w ostatniej pracy z cyklu,
podejmuje zagadnienie wykorzystania stymulacji odczytu przedwczesnych kodondw stop w
odniesieniu do mutacji genéw PCD (5/ Bukowy-Bierytto et al., RNA Biology 2016).

Gtéwne cele podjetych przeze mnie badan w dziedzinie PCD byty nastepujace:

|. Identyfikacja genetycznych podstaw PCD, ze szczegdlnym uwzglednieniem syndromicznych
form PCD w populacji stowianskiej.

Il. Analiza biologicznych podstaw PCD, w tym ekspresji gendw podczas réznicowania nabtonka
oraz mozliwosci terapii poprzez stymulacje translacyjnego odczytu przedwczesnych kodonow
STOP.

Powyzsze problemy badawcze zostaty podjete przeze mnie w serii pieciu prac, ktore
przedstawiam razem jako osiggniecie naukowe zatytutowane:

”Pierwotna dyskineza rzesek (wrodzona dysfunkcja rzesek ruchomych) — podstawy genetyczne,
biologiczne oraz mozliwosci terapii”

stanowigce podstawe do ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego.
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Omowienie prac wigczonych do cyklu
Publikacja 1:

Bukowy-Bierytto Z, Zietkiewicz E, Loges NT, Wittmer M, Geremek M, Olbrich H, Fliegauf M, Voelkel
K, Rutkiewicz E, Rutland J, Morgan L, Pogorzelski A, Martin J, Haan E, Berger W, Omran H*, Witt
M*. RPGR mutations might cause reduced orientation of respiratory cilia. Pediatr Pulmonol. 2013

Apr;48(4):352-63. DOI: 10.1002/ppul.22632. *- wspdlne autorstwo

Pierwszym aspektem badan genetycznego podtoza PCD, w moich badaniach po uzyskaniu
stopnia doktora, byt watek syndromicznych form PCD — przypadkow, w ktorych oprécz objawow
zwigzanych z upos$ledzeniem funkcjonowania rzesek ruchomych, wystepuja takze objawy
uposledzenia funkcjonowania rzesek pierwotnych. Pierwszym analizowanym genem byt RPGR.

RPGR jest potozony w chromosomie X i koduje biatko obecne w strefie przejsciowej aksonemy.
Prawidtowe funkcjonowanie RPGR jest niezbedne dla wtasciwego funkcjonowania siatkéwki oka, a
mutacje RPGR odpowiadajg za 70% przypadkow retinopatii barwnikowej siatkéwki sprzezonej z
chromosomem X (X-linked retinitis pigmentosa, XLRP). Poprzednie badania wykazaty, ze niektore
mutacje RPGR mogg powodowac przypadki syndromiczne, w ktérych oprécz zaniku wzroku,
pojawiajg sie dodatkowe objawy oddechowe typowe dla PCD, a czasem takze uposledzenie stuchu
(18, 32). Wykonana w naszym Zaktadzie analiza tego genu w populacji polskich pacjentéw z PCD
pozwolita na identyfikacje pojedynczej rodziny z mutacjami RPGR. W rodzinie tej wystepowali
mezczyzni z hemizygotyczng mutacjg RPGR, ktorzy cierpieli na XLRP i objawy typowe dla PCD, ale
w przeciwienstwie do wczesniejszych obserwacji (18), nie mieli objawdw zwigzanych z
uposledzeniem stuchu, nie wykazywali tez zmian w strukturze aksonemy. Dzieki wspodtpracy
miedzynarodowej z innymi osrodkami zajmujacymi sie PCD, zidentyfikowalismy takze pacjenta z
Australii z inng hemizygotyczng mutacjg RPGR, ktéry posiadat podobne objawy PCD; rzeski
oddechowe tego pacjenta réwniez nie wykazywaty zmian w strukturze aksonemy.

Wspétpraca z prof. Heymutem Omranem w Universitatsklinikum Munster w Niemczech,
umozliwita przeprowadzenie ciliogenezy in vitro komérek od polskiego pacjenta i cztonkdw jego
rodziny PCD (w tamtym czasie ta technika nie byta jeszcze dostepna w naszym Zaktadzie). Analiza
HSVM wzoru bicia rzesek oddechowych pacjenta i jego krewnych bez objawdéw PCD wykazata, ze
rzeski oddechowe bity w sposéb nieskoordynowany, mimo ze poruszaty sie wtasciwym torem
ruchu i z witasciwg czestotliwoscig. Jako, ze skuteczne funkcjonowanie nabtonka orzesionego
opiera sie na skoordynowanym ruchu rzesek w podobnym kierunku, brak koordynacji ruchu rzesek
mogtby byé przyczyng uposledzenia oczyszczania $luzowo-rzeskowego, a przez to powodowacé
PCD. Wykonana przeze mnie analiza orientacji par centralnych mikrotubul rzesek w obrazach TEM
wykazata dysorientacje sgsiadujgcych ze sobg rzesek oddechowych u pacjenta z mutacjg RPGR, w
porownaniu do oséb cierpigcych na nawracajace infekcje drég oddechowych, ale nie chorujacych
na PCD. Wyniki te sugerowaty, ze biatko RPGR moze rowniez wptywaé na proces oczyszczania
Sluzowo-rzeskowego drog oddechowych, poprzez role w ustanowieniu wtasciwej orientacji rzesek
oddechowych.

Przeprowadzone przeze mnie poréwnanie z piSmiennictwem po raz pierwszy wykazato, ze
mutacje RPGR nie muszg by¢ zwigzane z uposledzeniem stuchu, czy zmianami w strukturze
aksonemy. Nasze obserwacje potwierdzity takze wczesniejsze doniesienia (33), ze o ile mutacje
RPGR zwykle sg zwigzane z wystepowaniem XLRP, o tyle zwigzek RPGR z wystepowaniem objawow
PCD jest bardziej skomplikowany i nie zawsze bezposredni. Podobnie jak we wczesniejszych
badaniach (33), réwniez w badanej przez nas rodzinie wystepowali mezczyzni z hemizygotyczng
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mutacjg RPGR, ktorzy cierpieli na XLRP, ale bez objawoéw PCD. By¢ moze jest to zwigzane z
tkankowo-specyficzng rolg jednej z izoform RPGR (RPGR 119) (34).

Do tej pory ta praca pozostaje jedng z najlepiej cytowanych prac w moim dorobku podoktorskim
(53 cytowania w bazie Web of Science na dzien 12.04.2022).

Publikacja 2:

Bukowy-Bieryllo Z, Rabiasz A*, Dabrowski M*, Pogorzelski A, Wojda A, Dmenska H, Grzela K,
Sroczynski J, Witt M, Zietkiewicz E. Truncating mutations in exons 20 and 21 of OFD1 can cause
primary ciliary dyskinesia without associated syndromic symptoms. ] Med Genet. 2019 Nov;
56(11):769-777. DOI: 10.1136/jmedgenet-2018-105918

*- wspdlne autorstwo

OFD1 byt kolejnym genem powodujgcym syndromiczng forme PCD, ktérego mutacje zostaty

zidentyfikowane w wyniku analizy genetycznej PCD prowadzonej w naszym Zaktadzie.
Podobnie jak RPGR, OFD1 jest takze potozony w chromosomie X, a kodowane przez niego biatko
nie wchodzi bezposrednio w strukture aksonemy, koduje bowiem biatko bedgce sktadnikiem
centrioli oraz ciatek podstawnych rzesek (35). Dane literaturowe wskazujg, ze OFD1, bedac
sktadnikiem ciatek podstawnych, jest niezbedne do tworzenia rzesek pierwotnych: bierze udziat w
kotwiczeniu ciatek podstawnych do btony komdrkowej oraz w tworzeniu tzw. strefy przejSciowej
rzeski, z ktorej nastepnie poprzez wydtuzanie MT powstaje aksonema (36). Patogenne warianty
tego genu sg zwigzane z wystepowaniem kilku zespotéw chorobowych (ciliopatii): zespotu ustno-
twarzowo-palcowego typu 1 (OFDS1), zespotu Jouberta typu 10 (JBS10) oraz zespotu Simpsona-
Golabi-Behmela typu 2 (SGBS2) (2, 37, 38). Wspdlng cechg tych zespotow jest wystepowanie
defektéw w tkankach posiadajgcych rzeski pierwotne (np. uktad szkieletowy lub nerwowy), co
moze prowadzi¢ np. do dysmorfii twarzy, poli — lub brachydaktylii, uposledzonego rozwoju mozgu
lub powaznej niepetnosprawnosci intelektualnej. Nasilenie objawdw chorobowych u pacjentéw w
duzej mierze zalezy jednak od stopnia skrocenia biatka pod wptywem mutacji. Ponadto, u
pacjentow z SGBS2, oprécz powaznych wad neurologicznych i szkieletowych, znaleziono takze
kliniczne objawy uposledzenia funkcjonowania uktadu oddechowego, podobne do tych
obserwowanych w PCD. Doprowadzito to do zaklasyfikowania OFD1 jako jednego z gendw
powodujgcych syndromiczng postaé¢ PCD zwigzang z chromosomem X (2). Praca ta zasugerowata
tez, ze OFD1 bierze rowniez udziat w funkcjonowaniu rzesek ruchomych.

W toku diagnostyki PCD u pacjentdéw z naszego banku DNA, za pomocg sekwencjonowania
catego eksomu (whole exome sequencing, WES), przeanalizowano grupe 120 pacjentow, u ktérych
wczesniejsze badania przesiewowe 80 najczesciej zmutowanych eksonéw w 13 genach
powodujgcych PCD nie zidentyfikowaty zadnych mutacji. U dwoch pacjentéw (581 i 855)
zidentyfikowano dwie dotad nieznane hemizygotyczne mutacje OFDI1. Po potwierdzeniu
zidentyfikowanych mutacji przez sekwencjonowanie metodg Sangera i okresleniu segregacji
wariantow w rodzinach, przeanalizowano reszte badanej grupy pod katem mutacji OFDI,
identyfikujac kolejnych dwdch pacjentdw posiadajgcych kolejne nieznane dotgd mutacje OFD1 w
stanie hemizygotycznym (pacjenci 343 i 961). Wszystkie zidentyfikowane mutacje byty
zlokalizowane w czesci 3’ genu (eksony 20 lub 21 z 23) i wprowadzaty do transkryptéw OFD1
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przedwczesne kodony STOP. Wykazano, ze u dwdch z czterech pacjentéw (961 i 855) transkrypty
OFD1 nie byty degradowane, ale ulegaty ekspresji w skréconej formie. Za pomocg IF potwierdzono
tez obecnosc¢ biatka OFD1 w ciatkach podstawnych rzesek AE.

W toku przeprowadzonej przeze mnie analizy fenotypu klinicznego pacjentow wykazano brak
powaznych objawdw zwigzanych z zespotem OFD1S lub SGBS2, takie jak niepetnosprawnosc
intelektualna czy dysmorfia twarzy. Jedyne objawy kliniczne zwigzane z tymi zespotami ograniczaty
sie do ptaskostopia i zwiekszonego obwodu gtowy (pacjent 855), niepetnosprawnosci
intelektualnej w stopniu lekkim potgczonej z polidaktylig (pacjent 961) lub nieznaczng dysmorfig
twarzy (pacjent 343). Badania metodg rezonansu magnetycznego gtowy wykazaty u pacjentéw
855961 brak sztandarowego dla JBST10 defektu struktury mdzgu, tzw. znaku zeba trzonowego.

Wszyscy pacjenci z zidentyfikowanymi mutacjami OFD1 wykazywali szereg objawéw typowych
dla PCD, takie jak zespdt ostrej niewydolnosci oddechowej w okresie noworodkowym,
nawracajgce infekcje goérnych i dolnych dréog oddechowych, zapalenie ucha wewnetrznego z
postepujgcy utratg stuchu, obturacje oskrzelowo-ptucng czy refluks zotgdkowo-przetykowy. U
pacjenta 855 wystepowato takze odwrdcenie trzewi, sugerujace, ze OFD1 wptywa na ruch rzesek
wezta zarodkowego, odpowiedzialnych za ustalanie symetrii stron ciata. Zaréwno wyniki oceny
objawdéw klinicznych zwigzanych z PCD za pomocg narzedzia PICADAR (39), jak i wyniki pomiaréow
[NNO] wskazywaty na duze prawdopodobieristwo PCD u tych pacjentéw.

Przeprowadzona przeze mnie analiza przyzyciowa ruchu rzesek oddechowych pacjentow 855 i
961 za pomocg HSVM wykazata znaczne uposledzenie ruchu rzesek (rzeski catkowicie lub prawie
nieruchome); widoczny byt takze brak koordynacji ruchu rzesek zlokalizowanych na tych samych
lub sgsiadujgcych komorkach. W niektérych komorkach zaobserwowano takze wyjgtkowo dtugie
rzeski — nawet pieciokrotnie dfuzsze.

Analiza fenotypu rzesek oddechowych za pomocg TEM i IF nie wykazata zmian w
ultrastrukturze aksonemy. Jednakze, szczegétowa analiza preparatéow TEM od pacjenta 581
wykazata radykalnie zmniejszong liczbe rzesek na powierzchni nabtonka oraz nieprawidtowg
lokalizacje ciatek podstawnych rzesek — przewaznie znajdowaty sie w cytoplazmie, zamiast na
btonie komérkowej. Za pomocg IF, rowniez dla pacjenta 855 wykazano akumulacje ciatek
podstawnych w cytoplazmie. Potwierdzito to opisywang w literaturze role OFD1 w kotwiczeniu
ciatek podstawnych rzesek do btony komdrkowej (36).

Pordownanie naszych wynikow z pismiennictwem wykazato 12 innych przypadkdéw pacjentéw
z mutacjami w OFD1, u ktérych oprdocz objawdw zespotdw neurodegeneracyjnych takich jak
OFDS1, SGBS2 czy JBST10, zaobserwowano objawy ze strony uktadu oddechowego zwigzane z
rzeskami ruchomymi. Wszystkie mutacje zidentyfikowane u tych pacjentéw znajdowaty sie w
czesci dystalnej OFD1, w eksonach 16-21, a potowa (6/12) tych przypadkéw posiadata mutacje w
eksonach 20i 21 OFD1, podobnie jak czterech pacjentéw polskich. Obserwacje te sugerowaty, ze
mutacje w C-terminalnej czesci OFD1 moga wptywac na funkcjonowanie rzesek ruchomych, ale
wptyw tych mutacji na funkcjonowanie rzesek pierwotnych moze by¢ ograniczony. Szczegdtowe
porownanie struktury OFD1 oraz lokalizacji mutacji u pacjentéw, u ktérych wystepowaty objawy ze
strony uktadu oddechowego sugeruje takze, ze by¢ moze jedna z obecnych na koricu C biatka OFD1
domen, tzw. rejon wewnetrznie nieustrukturyzowany, ma wptyw na funkcjonowanie rzesek
ruchomych. Ponadto, w zwigzku z obecnoscia objawéw oddechowych
i brakiem silnych objawdéw zwigzanych z rzeskami pierwotnymi u naszych pacjentéw,
uzasadnionym jest, aby eksony 20-21 OFD1 byty wtgczone do puli gendw lub eksondw badanych
podczas poszukiwania przyczyn PCD u pacjentow z klasycznymi objawami PCD.
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Praca opublikowana w Journal of Medical Genetics byta pierwszg obserwacjg, ze mutacje OFD1
mogg powodowac PCD bez objawdw syndromicznych poza uktadem oddechowym. Ponadto, jest
to takze pierwsze doniesienie, ze mutacje OFD1 majg wptyw na dtugosc¢ rzesek pacjentow -
dotychczas opierano sie jedynie na wynikach uzyskanych w modelach komdérkowych i zwierzecych
(36, 40).

Obserwacje te staty sie podstawg do ztozenia wniosku o grant wewnetrzny Instytutu Genetyki
Cztowieka PAN, ktérego bytam kierownikiem (zat. IV, 11.15). Zdobyte w ten sposdb srodki
wykorzystatam do przygotowania komorek HEK zawierajgcych mutacje skracajgce zlokalizowane w
eksonie 14 lub 20 OFD1 przy uzyciu techniki CRISPR-Cas9. Nawigzatam takze wspotprace z prof.
Mariusem Ueffingiem z Uniwersytetu w Tuebingen, ktéry jest znanym autorytetem w dziedzinie
proteomiki rzesek oraz zdobytam srodki na szkolenie w zakresie tej techniki (zat. IV, I1.11). Rezultaty
badan zostaty takze wykorzystane jako wyniki wstepne we wniosku grantowym OPUS pt.
,Charakterystyka interaktoréw biatka OFD1 (oral-facial-digital syndrome type 1) oraz ich roli w
biogenezie rzesek ruchomych”, ztozonym do Narodowego Centrum Nauki w Krakowie w grudniu
2019 roku.

Publikacja 3:

Witt M, Bukowy-Bierytto Z. Primary Ciliary Dyskinesia (Kartagener Syndrome). Rozdziat w: ‘Epstein
Inborn Errors of Development. The Molecular Basis of Clinical Disorders of Morphogenesis” 3rd
Edition, Oxford, UK. Oxford University Press 2016, pp.221-227

Uzupetnieniem cyklu moich prac doswiadczalnych dotyczacych genetyki PCD jest praca
przeglagdowa, w ktérej podsumowano aktualny stan wiedzy dotyczgcy podstaw klinicznych i
genetycznych PCD. Praca ta byfa naturalng konsekwencjg mojej powiekszajgcej sie wiedzy na
temat PCD, jak rowniez intensywnego postepu w tej dziedzinie w ciggu ostatnich lat. Mimo, ze w
latach 2009-2016 zidentyfikowano 27 nowych genéw PCD, intensywny rozwdéj w dziedzinie PCD
obejmowat nie tylko rosngcg wiedze na temat podtoza genetycznego tej choroby. W wyniku kilku
miedzynarodowych programow integrujgcych naukowcédw i klinicystéw pracujacych nad PCD,
takich jak Task Force of the European Respiratory Society, projekty Syscylia czy Bestcilia, Swiatowi
eksperci opracowali szereg zalecen dotyczacych rozpoznawania i leczenia PCD [7, 20, 25, 30].
Zasady te zostaty podsumowane w pracy, wraz z listg mozliwych powiktan, ktére mogg utrudniac i
spowalnia¢ proces diagnostyczny.

Ponadto, w pracy zawarto rowniez opis objawéw klinicznych PCD oraz czestosci ich
wystepowania w okresie niemowlecym, dziecinstwie, okresie dojrzewania oraz dorostosci.
Dokonano takze kompleksowego przeglagdu 32 znanych w tamtym okresie gendw powodujgcych
PCD, opisujac ich funkcje oraz wady struktury lub ruchu rzesek, spowodowane przez ich
uszkodzenia. Poniewaz defekty rzesek wywotane przez uszkodzenia gendw zwigzanych z PCD moga
by¢ wykorzystane do ukierunkowania diagnostyki genetycznej pacjenta, opis ten byt réwniez
przydatny dla diagnostéw.

Praca ta zostata opublikowana przez prestizowe wydawnictwo Oxford University Press, jako
rozdziat 19 w trzecim wydaniu sztandarowego dzieta genetyki medycznej, pt. , Epstein Inborn Errors
of Development. The Molecular Basis of Clinical Disorders of Morphogenesis”, gdzie otwierata dziat
poswiecony chorobom genetycznym zwigzanym z zaburzeniami funkcji rzesek.
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Publikacja 4:

Bukowy-Bierytto Z, Daca-Roszak P, Jurczak J, Przystatowska- Maciota H, Jaksik R, Witt M,
Zietkiewicz E. In vitro differentiation of ciliated cells in ALI-cultured human airway epithelium — The
framework for functional studies on airway differentiation in ciliopathies. Eur J Cell Biol, 2022 Jan,

101 (1): 151189, 13, doi: /10.1016/j.ejcb.2021.151189M

Jedng z najlepiej znanych i przebadanych metod hodowli pierwotnych komorek AE jest
hodowla ALI, w ktérej komorki pierwotne AE réznicuje sie na porowatej membranie. Pozwala to
na uzyskanie hodowli o strukturze bardzo podobnej dla dojrzatego AE drég oddechowych (41).
Dzieki temu podobienstwu, hodowle ALl sg szeroko wykorzystywane w badaniach biologii,
patofizjologii i toksykologii uktadu oddechowego.

Niestety, wykorzystanie hodowli ALl w badaniach genetyki PCD napotyka na kilka ograniczen,
m.in. brak informacji o zmiennosci ekspresji poszczegdlnych gendw charakterystycznych dla
poszczegdlnych typow komorek AE w czasie oraz o skali zmiennosci ekspresji poszczegdlnych
gendw miedzy dawcami. Utrudnia to szybkie poréwnanie stanu zréznicowania nabtonka pomiedzy
pacjentami a osobami zdrowymi, miedzy pacjentami z réznymi mutacjami, a takze ustalenie
wptywu nowych wariantow sekwencji DNA gendw powodujgcych chorobe na dynamike lub
stopien réznicowania nabtonka. Ogranicza to takze wykorzystanie hodowli ALl oraz badan ekspresji
gendw w procesie diagnostyki PCD. Co prawda takie badania mogg by¢ wykonane z uzyciem metod
wysokoprzepustowych (np. sekwencjonowanie transkryptomu, RNAseq), jednak analiza wynikow
takich badan jest czasochtonna i wymaga specjalistycznych umiejetnosci, ktére nie sg dostepne dla
wszystkich laboratoridow.

Dlatego tez celem naszej pracy byfa charakterystyka czasowego profilu ekspresji gendw
zwigzanych z rdéznicowaniem nabtonka oddechowego. Analize przeprowadzono w komodrkach
pierwotnych zdrowych dawcow, utrzymywanych w warunkach hodowli ALl przy uzyciu pozywki
Pneumacult ALl, powszechnie stosowanej w badaniach pierwotnych komdrek AE oraz w
diagnostyce PCD. W badaniach skupiono sie na 14 genach, ktére w rdéznych etapach réznicowania
AE ulegaty ekspresji w odmiennych typach komodrek wystepujgcych w nabtonku drég
oddechowych. Szczegdlng uwage zwrdcono na geny zwigzane z réznicowaniem i funkcjonowaniem
komorek rzeskowych. Do badania wybrano: 2 geny zaangazowane w indukcje procesu ciliogenezy
i namnazanie ciatek podstawnych rzesek (FOXJ1 i CCP110), 3 geny biorgce udziat w sktadaniu
elementéw strukturalnych rzesek ruchomych (DYX1C1, SPAG1, CFAP300) oraz 4 geny kodujace
elementy strukturalne rzesek (DNAH5, DNALI1, CCDC40, RSPH4A). Za wyjatkiem CCP110, dla
wszystkich gendw z tej grupy udowodniono zwigzek z patogenezg PCD. Ponadto, aby lepiej ocenic
stan zréznicowania hodowli, przeanalizowano takze ekspresje gendw specyficznych dla innych
typow komorek AE, takich jak 2 geny charakterystyczne dla komorek macierzystych AE (MKI67 i
KRT5), zwigzanych z regeneracjg nabtonka po uszkodzeniu. Przebadano takze ekspresje kilku
genow zwigzanych z réznicowaniem w kierunku innego typu komdrek AE: komadrek kolumnowych
(columnar cells) lub komorek kubkowych (SCGB1IA1, MUC5AC oraz CFTR), produkujgcych $luz.
Poziom mRNA dla poszczegdlnych gendw w rdznych dniach hodowli ALl pochodzgcych od 4
dawcéw analizowano przy uzyciu specjalnie zaprojektowanych macierzy TLDA (TagMan Low-
Density Array), opartych o metode gqRT-PCR. Profile czasowe ekspresji wszystkich analizowanych
genow uzyskane metodg TLDA nastepnie porownywano z danymi uzyskanymi metodg RNAseq dla
tego samego dawcy. W celu poréwnania poziomu transkryptéw z poziomem odpowiedniego biatka
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(badZ biatka petnigcego taka samg funkcje) wykonano takze barwienie IF krioskrawkdw uzyskanych
z poszczegodlnych hodowli.

Badania umozliwity okreslenie czasowych profili w tym punktéw maksymalnej ekspres;ji
badanych 14 genéw powigzanych z poszczegdlnymi typami komorek AE. Przeprowadzenie analizy
TLDA w hodowlach ALl pochodzgcych od kilku dawcéow umozliwito takze zbadanie
miedzyosobniczych réznic w poziomach ekspresji. Dzieki analizie wspdtczynnika zmiennosci
(coefficient of variation, CV), statystycznej miary rozproszenia punktéw danych ekspresji dla
wszystkich dawcoéw wokét sredniej wykazano, ze poziom ekspresji niektérych gendw, bardziej niz
innych, réznit sie miedzy dawcami. Najwieksze rdznice miedzy dawcami zaobserwowano dla
jednego z gendw specyficznych dla komorek rzeskowych, CCDC40 (usredniona wartos¢ CV dla
wszystkich analizowanych punktéw czasowych wynosita ~112%). Wysokie réznice miedzy dawcami
wykazywaty réwniez dwa geny zwigzane z komoérkami kolumnowymi i kubkowymi, SCGB1AI i
MUCS5AC (Srednie CV dla tych gendw wynosity odpowiednio 106% i 89%). Zgodnie z poprzednimi
doniesieniami (42), bardzo niska zmiennos$¢ poziomu ekspresji miedzy dawcami zaobserwowano
dla genu CCP110 zwigzanego z namnazaniem ciatek podstawnych rzesek (Srednie CV dla wszystkich
punktow czasowych wynosito tylko 10%). Nowg obserwacjg byta stosunkowo niska zmiennosc
ekspresji trzech gendw zwigzanych z komdrkami rzeskowymi: DNALIZ, CFTR i DYX1C1. Srednie CV
dla tych gendw wynosito ponizej 30% (odpowiednio 28, 28 lub 30%). Sugeruje to, ze podobnie jak
w przypadku CCP110, poziomy transkryptéw tych trzech gendéw takze mogg by¢ w jakis sposéb
regulowane. Analiza jako$ciowa preparatéw IF pochodzacych z hodowli ALl od réznych dawcow
pozwolita wysnuc¢ wniosek, ze obserwowane miedzyosobnicze rdznice w poziomach ekspresji
obserwowane w TLDA mogg by¢ spowodowane rdznicami w sktadzie powstatego AE (np. w ilosci
komodrek kubkowych lub rzeskowych). Jako, ze takie jakosciowe roznice byty juz wczesdniej
obserwowane w AE pochodzgcym od pacjentéw w réznych stanach zdrowia (43, 44), nasze wyniki
potwierdzajg, ze czynniki zewnetrzne (np. infekcje) moga wptywacé na potencjat do réznicowania
komdrek macierzystych w kierunku réznych typéw komorek AE.

Szczegdtowe czasowe profile ekspresji 14 gendw uzyskane za pomocg TLDA byty bardzo
podobne do profili czasowych uzyskanych metodg sekwencjonowania transkryptomu RNAseq dla
probek tego samego zdrowego dawcy. Wskazywato to, ze metoda TLDA jest wiarygodng metoda
badania ekspresji genéw podczas roznicowania nabtonka w hodowli ALI. Ponadto, zaobserwowano
dobrg korelacje pomiedzy zmianami intensywnosci sygnatéw biatek w IF, a zmianami ilosci
transkryptow analizowanych metodg TLDA, co potwierdzito zasadnos$¢ uzycia macierzy TLDA do
badan transkryptéw.

Uzyskane w czasie badan profile czasowe ekspresji transkryptéw badanych gendw pozwolity na
identyfikacje najlepszych punktow czasowych dla ewentualnych przysztych analiz ekspresji gendw
AE z uzyciem hodowli ALl i pozywki Pneumacult. Wyniki te mogg mie¢ zastosowanie do badan
biologicznych podstaw PCD np. do potwierdzenia funkcji nowych gendw-kandydatéw PCD lub do
analizy wptywu wariantéw VUS w sekwencji DNA na ekspresje biatka w trakcie réznicowania AE.
Ze wzgledu na wysoka popularnos¢ hodowli ALl w innych dziedzinach, uzyskane profile czasowe
moga stanowi¢ takze uzyteczne odniesienie dla badan funkcjonalnych nabtonka oddechowego w
innych chorobach uktadu oddechowego, np. w patofizjologii mukowiscydozy (CF) czy przewlektej
obturacyjnej choroby ptuc (COPD).

Podsumowujgc, uzyskana w badaniu wysoka korelacja wynikow TLDA i RNAseq, poparta analizg
IF biatek ulegajgcych ekspresji wykazata, ze test TLDA jest wiarygodnym i nie wymagajgcym
dtugotrwatej bioinformatycznej obrébki, podejsciem do analizy ekspresji wybranych gendw
zaangazowanych w réznicowanie AE.
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Uzyskane dane dotyczgce profili ekspresji gendw zostang w wykorzystanie w badaniach
prowadzonych w Zaktadzie, m.in. do analizy ekspresji alternatywnych izoform biatek (projekt
doktorski Joanny Jurczak), a takze do analizy réznicowania nabtonka w komdrkach z

wprowadzonymi VUS (weryfikacja gendw-kandydatéw PCD oraz badania mutacji biatka OFD1).

Publikacja 5:

Bukowy-Bieryllo Z*, Dabrowski M*, Witt M, Zietkiewicz E. Aminoglycoside-stimulated readthrough
of premature termination codons in selected genes involved in primary ciliary dyskinesia. RNA Biol.
2016 Oct 2;13(10):1041-1050. DOI: 10.1080/15476286.2016.1219832

*- wspdlne pierwsze autorstwo

Ostatnia z prac dotyczy nurtu zwigzanego z biologicznymi podstawami PCD, a w szczegdlnosci
oceny mozliwosci terapii poprzez stymulacje translacyjnego odczytu przedwczesnych kodondw
STOP. Badania te prowadzitam wspodlnie z doktorantem, mgr Maciejem Dgbrowskim (bytam jego
promotorem pomocniczym), w ramach realizacji grantu nr NCN, 2011/01/B/NZ4/04840, ktérego
bytam gtdwnym wykonawcg (zat. IV, pkt.11.9).

Do badan wybrano 16 PTC obecnych w 5 genach PCD (DNAHS5, DNAH11, RSPH4A, CCDC40,
SPAG1), ktore zostaty zidentyfikowane podczas naszych badan polskich pacjentéw PCD. Geny te
zostaty tak dobrane, aby ich mutacje powodowaty wyrazny defekt funkcji rzesek, a ewentualne
efekty TC-RT byty tatwe do obserwacji.

Wstawki z sekwencjami 16 mutacji wraz z ich otoczeniem sekwencyjnym (min. 8 nt w kazdym
kierunku) wklonowano do wektora pDluc (dar dr J. Atkinsa, University of Utah, USA). Wektor ten
koduje dwa geny lucyferaz o roznej specyficznosci substratowej (lucyferaza rluc z meduzy oraz fluc
ze Swietlika). Sekwencje DNA obejmujgce przedwczesny kodon STOP wraz z ich sekwencjami
otaczajgcymi wklonowano w ramce odczytu do polilinkera znajdujgcego sie pomiedzy lucyferazami
rluc i fluc. Taka lokalizacja sekwencji powodowata, ze w obecnosci PTC we wstawce, translacja
biatka konczyta sie po lucyferazie rluc, co powodowato powstanie krétkiego biatka, wykazujgcego
luminescencje tylko po podaniu substratu dla lucyferazy rluc. W przypadku stymulacji procesu TC-
RT, powstawato dtuzsze biatko, ktére wykazywato luminescencje po podaniu substratu dla
lucyferazy rluc oraz fluc.

Dla kazdej z 16 wstawek zawierajgcych PTC przygotowano takze wektor kontrolny z sekwencjg
typu dzikiego. Przygotowane pary wektoréw (z PTC oraz z sekwencjg typu dzikiego) przetestowano
nastepnie w dwodch uktadach: in vitro transkrypcji i translacji oraz ex vivo w przejsciowo
transfekowanej linii komdérkowej nabtonka nerki. Do badan wykorzystano 4 AAG o potwierdzonym
dziataniu stymulujgcym TC-RT: gentamycyne, genetycyne (G418), paromomycyne i amikacyne.

Analizy poziomu TC-RT w badaniach in vitro wykazaty, ze z 16 par wektordow, 5 z nich poddawato
sie stymulacji TC-RT. Z zastosowanych AAG, najwyzszy poziom stymulacji uzyskano w obecnosci
G418, nastepnie gentamycyny lub paromomycyny. Amikacyna nie wykazywata stymulacji TC-RT,
dlatego zostata wykluczona z dalszych badan.

Pie¢ wektorow wykazujgcych najwyzszy poziom TC-RT in vitro (DNAH5 ex.32; DNAH5 ex.49;
RSPH4a ex.3a oraz ex.3b; SPAGI1 ex.16 i DNAH5 ex.20) analizowano nastepnie ex vivo w
przejsciowo transfekowanej linii komorkowej HEK, w celu oceny efektywnosci TC-RT w komadrkach
w obecnosci maksymalnych mozliwych (nie powodujgcych nefrotoksycznosci) stezen AAG.
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Zaobserwowano, ze poziom stymulacji PTC dla testowanych wektoréw w zastosowanym
modelu komdrkowym byt znacznie nizszy (3-5 razy) w stosunku do wartosci uzyskanych w
badaniach in vitro, nawet jesli ex vivo zastosowano stezenia AAG, ktdére byty o 2 rzedy wielkosci
wyzsze. Oznacza to, ze o ile system in vitro jest wystarczajacy do zbadania wrazliwosci PTC na
stymulacje, o tyle nie wystarcza do badan poziomu stymulacji TC-RT w zywych komdrkach.

W celu zbadania wptywu AAG na nabtonek oddechowy i jego rdznicowanie, przeanalizowano
takze dziatanie AAG w hodowlach komdrek pierwotnych AE zdrowych dawcéw hodowanych w
kierunku ciliogenezy. Wykazano, ze za wyjatkiem G418, wiekszos¢ badanych zwigzkdw w ich
najwyzszych stezeniach nie zaktdcata procesu ciliogenezy w hodowlach.

Analiza sekwencji DNA dla PTC, ktére poddawaty sie procesowi TC-RT sugerowata, ze PTC
zawierajgce kodony UGA byty bardziej podatne na stymulacje za pomocg AAG niz PTC zawierajgce
kodony UAG. Nie zaobserwowano odczytu zadnego PTC zawierajacego kodon UAA. Analiza
nukleotydu nastepujacego po PTC (tzw. nt +4) nie wykazata jasnej korelacji miedzy rodzajem
nukleotydu a stopniem podatnosci na TC-RT. Brak byto rowniez jasnej korelacji miedzy rodzajem
uzytego AAG, a efektywnoscig stymulacji TC-RT. Po raz kolejny wskazuje to na fakt, ze kazdy PTC
musi by¢ indywidualnie testowany w zakresie zwigzkow, ktére mogg stymulowaé TC-RT.

Plakat opisujgcy postepy projektu zaprezentowany na IV Kongresie Genetyki w 2013 roku w
Poznaniu otrzymat nagrode Ztotej Helisy za najlepszy plakat w sekcji Wybrane choroby genetyczne
w pediatrii, internie, neurologii i psychiatrii”. Kolejny plakat na temat projektu p.t. Translational
suppression of premature termination codons in selected genes involved in primary ciliary
dyskinesia , Dabrowski M, Bukowy-Bierytto Z, Zietkiewicz E. otrzymat nagrode sponsora za
najlepszy plakat na 1° Training School/ 2" Young Researchers’ Meeting of BEAT-PCD w 2016 roku
w Paryzu. Praca uzyskata takze wyrdznienie Poznanskiego Oddziatu Polskiej Akademii Nauk za
najlepszg publikacje oryginalng opublikowang w 2016 roku, z mtodym naukowcem jako pierwszym
autorem (M. Dagbrowski). Praca ta stanowi takze pierwsze i jak dotad, jedyne opublikowane
badanie dotyczgce mozliwosci zastosowania TC-RT w PCD.

Rozpoczete badania byty kontynuowane w postaci dwoch wnioskéw grantowych ztozonych
przez mgr. Macieja Dgbrowskiego: w konkursie NCN Etiuda (Stymulowany zwigzkami chemicznymi
translacyjny odczyt przedwczesnych kodonow STOP w wybranych genach zaangazowanych w
patogeneze pierwotnej dyskinezy rzesek (PCD) oraz w konkursie NCN Preludium (Translacyjny
odczyt przedwczesnych kodondw STOP (PTC readthrough) w genach zaangazowanych w
patogeneze pierwotnej dyskinezy rzesek- stymulacja zwigzkami nieaminoglikozydowymi jako
alternatywa dla antybiotykdw aminoglikozydowych
(https://projekty.ncn.gov.pl/index.php?s=11840 oraz
https://projekty.ncn.gov.pl/index.php?s=13686)
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Najwazniejsze wyniki uzyskane podczas opisanych badan oraz ich mozliwe zastosowanie:

Charakterystyka roli biatka RPGR u pacjentéw PCD ze wspétistniejgcym zwyrodnieniem
barwnikowym siatkdwki:

e Charakterystyka alternatywnego fenotypu syndromicznego PCD zwigzanego z
mutacjami RPGR, obejmujgcego uposledzenie wzroku, bez uposledzenia stuchu.

e |dentyfikacja roli biatka RPGR obecnego w ciatku podstawnym rzesek w ustanowieniu
wiasciwej orientacji rzesek nabtonka oddechowego.

Informacja ta moze zostac¢ wykorzystana podczas diagnostyki genetycznych podstaw
zwyrodnienia barwnikowego siatkdwki ze wspdtistniejgcymi objawami oddechowymi.

Charakterystyka mutacji korica C biatka OFD1:

o |dentyfikacja mutacji skracajgcych potozonych w eksonach 20-21 OFD1 jako przyczyny
PCD bez silnych objawéw syndromicznych.

Mozliwos¢ wykorzystania podczas diagnostyki genetycznych przyczyn PCD u pacjentow
Z klasycznymi objawami PCD.

Ocena mozliwosci terapii PCD poprzez stymulacje translacyjnego odczytu przedwczesnych
kodonow STOP:

e Charakterystyka wptywu AAG na stymulacje translacyjnego odczytu PTC w odniesieniu
do mutacji zwigzanych z PCD.

Koniecznos¢ wykorzystania w terapii PCD zwigzkow innych niz AA G.

. Analiza ekspresji gendw zwigzanych z réznicowaniem nabtonka oddechowego w hodowli
ALI:

e Charakterystyka czasowych profili ekspresji dla klas genédw powigzanych z
poszczegdlnymi typami komérek AE zdrowych dawcéw.

Mozliwos¢ wykorzystania profili jako odniesienia podczas weryfikacji nowych genéw PCD
lub analizy wptywu wariantéw VUS w znanych genach PCD.

tgczny Impact Factor prac wchodzqcych w sktad

osiggniecia naukowego wg bazy JCR wynosi 15,632.

Suma punktéw wedtug list MNiSW/MEiN wynosi tqcznie 305.
Wedtug bazy Web of Science, prace te byty cytowane 87 razy.
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INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA ALBO
ARTYSTYCZNA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCJI NAUKOWE)
LUB INSTYTUCIJI KULTURY, W SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNE].

Pozostate kierunki prowadzonych przez mnie badan, poza osiggnieciem wynikajagcym z
w art. 219 ust. 1 pkt. 2 lit. b 1 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), obejmujg lub obejmowaty nastepujace gtdwne obszary
zainteresowan:

Poszukiwanie markeréw zasocjowanych z ryzykiem wystepowania nowotworow

Moje wczesne zainteresowania naukowe koncentrowaty sie wokét zagadnien zwigzanych z
nowotworami, w szczegdlnosci poszukiwania markeréw zasocjowanych z ryzykiem ich
wystepowania. Badania te prowadzitam na Uniwersytecie Aarhus w Danii, gdzie w ramach
wymiany studenckiej Erasmus realizowatam badania do pracy magisterskiej, obronionej pdzniej
na Uniwersytecie Slagskim w Katowicach. Celem badan bylo poszukiwanie markeréw
genetycznych w rejonie 19q13.2-3 zlokalizowanych w dtugim ramieniu chromosomu 19, ktére
umozliwityby okreslenie ryzyka wystgpienia nowotwordéw rdznego typu, a takze pozwolityby na
zaklasyfikowanie pacjentek do grup ryzyka.

Badania, w ktdre bytam zaangazowana wykazaty, ze kilka polimorfizmdéw pojedynczych
nukleotyddéw (single nucleotide polymorphism, SNP) potozonych w poblizu genu RAI (RelA
Associated  Inhibitor)  jest  silnie  sprzezonych z  ryzykiem  wystgpienia raka
podstawnokomorkowego skory, a takze nowotwordw piersi oraz ptuc (Publikacje 1-3). W ramach
pracy magisterskiej przeprowadzitam badania SNP znajdujgcych sie w rejonie promotorowym
RAI. Badania te pozwolity na identyfikacje 4-nukleotydowej delecji w sgsiadujgcym z nim genem
XPD-d1 (dbSNP#3916791), ktdra znacznie czesciej wystepowata w grupie kobiet z rakiem piersi
niz w grupie oséb zdrowych (p=0,0048), co sugerowato, ze SNP ten jest silnie sprzezony z
chorobotwdrczg mutacja. Potgczenie XPD-d1 z jednym z 3 SNP wykazujgcym najwyzszg asocjacje
z chorobg (RAIi1, ASElel lub ERCC1e4) istotnie zwiekszato iloraz szans wystgpienia raka piersi u
kobiet przed 55 rokiem zycia (maksymalne OR=2,4, 95% Cl: 1,297-4,461). Wyniki prowadzonych
przeze mnie badan zostaly wykorzystane w dalszych poszukiwaniach mutacji sprawczej
zwiekszajgcej ryzyko zachorowania na raka piersi (Publikacja 4). W pracy tej wykazano, ze
specyficzna kombinacja 9 SNP ponad 6-krotnie zwiekszata wzgledne ryzyko zachorowania na raka
piersi przed 55 rokiem zycia (RR = 6.25 (1.72 — 20), p(trend) = 0.005). Zaleznos¢ ta pozwolita na
wykorzystanie kombinacji SNPdo stworzenia testu diagnostycznego pozwalajgcego na okreslanie
poziomu ryzyka zapadalnosci na raka piersi. Test zostat opatentowany w kilku krajach (zat. 4, pkt
11.3).

Wyniki zostaty opublikowane w pracach:

1. Rockenbauer E, Bendixen MH, Bukowy Z, Yin J, Jacobsen NR, Hedayati M, Vogel U, Grossman L,

Bolund L, Nexg BA. Association of chromosome 19g13.2-3 haplotypes with basal cell carcinoma:

tentative delineation of an involved region using data for single nucleotide polymorphisms in two

cohorts. Carcinogenesis, 2002 Jul;23(7):1149-53.

2. Nexp BA, Vogel U, Olsen A, Ketelsen T, Bukowy Z, Thomsen BL, Wallin H, Overvad K, Tjgnneland A.

A specific haplotype of single nucleotide polymorphisms on chromosome 19q13.2-3 encompassing the

gene RAI is indicative of post-menopausal breast cancer before age 55. Carcinogenesis, 2003
May;24(5):899-904.
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3. Vogel U, Laros |, Jacobsen NR, Thomsen BL, Bak H, Olsen A, Bukowy Z, Wallin H, Overvad K,
Tignneland A, Nexg BA, Raaschou-Nielsen O. Two regions in chromosome 19q13.2-3 are associated
with risk of lung cancer. Mutat Res, 2004 Feb 26;546(1-2):65-74.

4. Nexp BA, Vogel U, Olsen A, Nyegaard M, Bukowy Z, Rockenbauer E, Zhang X, Koca C, Mains M,
Hansen B, Hedemand A, Kjeldgaard A, Laska MJ, Raaschou-Nielsen O, Cold S, Overvad K, Tjgnneland
A, Bolund L, Bgrglum AD. Linkage disequilibrium mapping of a breast cancer susceptibility locus near
RAI/PPP1R13L/iASPP. BMC Med Genet, 2008 Jun 27;9:56. doi: 10.1186/1471-2350-9-56.

Badanie wptywu stresu oksydacyjnego na aktywnosci enzymatyczne biatka WRN

Kolejnym watkiem badawczym, w ktéry bytam zaangazowana, byt wptyw stresu
oksydacyjnego na starzenie, a w szczegdlnosci na aktywnosci enzymatyczne biatka WRN. Biatko
WRN jest helikazg i 3’-5’ egzonukleazg nalezgcg do konserwatywnej rodziny helikaz RecQ, a jego
brak powoduje zesp6t przedwczesnego starzenia, znany jako zesp6t Wernera (Werner Syndrome,
WS). Poprzednie badania wykazaty, ze egzonukleaza biatka WRN jest hamowana przez pewne
uszkodzenia DNA (m.in. 8-oksoguanine oraz 8-oksoadenine), bezposrednio wywotywane w
zasadach DNA przez reaktywne formy tlenu (RFT). Uszkodzenia te hamowaty egzonukleaze WRN,
gdy byty zlokalizowane w nici substratu trawionej przez egzonukleaze WRN. Inhibicja ta byta
zniesiona w obecnosci biatek Ku, heterodimeru biorgcego udziat w naprawie podwaéjnoniciowych
peknie¢ DNA.

Podczas pierwszej czesci studiow doktorskich, realizowanej na Uniwersytecie Aarhus w Danii
pod kierunkiem promotora zagranicznego, prof. Tinny Stevnsner, wykazatam, ze szereg innych
uszkodzen zasad DNA ma takze zdolno$s¢ hamowania egzonukleazy WRN. Inhibicja ta miata
miejsce, gdy uszkodzenia byly zlokalizowane w nici trawionej substratu, a biatka Ku mogty
rowniez stymulowaé egzonukleaze WRN do przejScia przez te uszkodzenia. Ponadto,
udowodnitam tez, ze niektére uszkodzenia zasad DNA mogg hamowa¢é egzonukleaze WRN takze,
kiedy sg potozone w nici substratu nietrawionej przez egzonukleaze WRN, jednakze w takim
wypadku, biatka Ku nie mogty znies¢ blokady egzonukleazy WRN. Badania te byty finansowane z
programu Unii Europejskiej Research Training Network, a wyniki badan zostaty opublikowane w
Nucleic Acids Research (Publikacja 1).

Podczas drugiej czesci studidéw doktorskich, realizowanej w Instytucie Biochemii i Biofizyki
PAN w Warszawie pod kierunkiem prof. Barbary Tudek, badatam takze zmiany aktywnosci biatka
WRN pod wptywem trans-4-hydroksy-2-nonenalu (HNE), jednego z produktéow peroksydacji
lipidéw. HNE jest wysoce reaktywnym produktem powstajgcym w komérce pod wptywem stresu
oksydacyjnego, ma zdolnos$¢ reagowania z kwasami nukleinowymi i biatkami, wptywajac na ich
funkcje. Podobnie jak inne produkty peroksydac;ji lipidéw, poprzez swojg reaktywnos¢, potagczong
ze stosunkowo dtugim okresem podttrwania, HNE moze by¢ ‘nosnikiem’ stresu oksydacyjnego w
komorce.

W trakcie swoich badan wykazatam, ze komadrki ze zmniejszong ekspresjg biatka WRN maja
opdzniong naprawe uszkodzen HNE-DNA oraz zwiekszony poziom adduktéw HNE do biatek.
Zaobserwowatam takze in vitro, ze HNE moze wptywac na aktywnos¢ helikazy WRN, co sugeruje,
ze zwiekszona peroksydacja lipidéw moze mie¢ wptyw na aktywnosci enzymatyczne biatka WRN
oraz innych helikaz RecQ, a co za tym idzie, mie¢ zwigzek z procesem starzenia. Badania te byty
finansowane z grantu promotorskiego Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, a ich wyniki
staty sie podstawg kolejnych dwdch prac (Publikacje 2-3). Uzyskane wyniki staty sie takze
podstawg mojej pracy doktorskiej, wyrdznionej przez Rade Naukowg Instytutu Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie nagrodg za najlepszg prace doktorska w roku 2009.

17



dr Zuzanna Bukowy-Bierytto ZAt. 3. AUTOREFERAT

1. Bukowy Z, Harrigan JA, Ramsden DA, Tudek B, Bohr VA, Stevnsner T. WRN Exonuclease activity is
blocked by specific oxidatively induced base lesions positioned in either DNA strand. Nucleic Acids
Res, 2008 Sep;36(15):4975-87

2. Maddukuri L., Speina E., Christiansen M., Dudziiska D., Zaim J., Obtutowicz T., Kabaczyk S.,
Komisarski M., Bukowy Z., Szczegielniak J., Wéjcik A., Kusmierek J.T., Stevnsner T., Bohr V.A., Tudek
B. - Cockayne syndrome group B protein is engaged in procesing of DNA adducts of lipid peroxidation
product trans-4-hydroxy-2-nonenal. Mutation Res, 2009, 666 (1-2): 23-31.

3. Czerwinska J, Poznanski J, Debski J, Bukowy Z, Bohr VA, Tudek B, Speina E. Catalytic activities of
Werner protein are affected by adduction with 4-hydroxy-2-nonenal. Nucleic Acids Res,
2014;42(17):11119-35.

Podstawy genetyczne PCD

Po obronie doktoratu w 2009 roku, rozpoczetam prace w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN
w Poznaniu. W poczatkowym okresie mojej pracy przeprowadzitam genotypowanie mutacji
sprawczych w kilku genach zwigzanych z rozwojem PCD, m.in. DNAI/1.

Badania dotyczgce genu DNAI1 zostaty wykonane w grupie 185 pacjentdw PCD z rodzin
polskich i stowackich. Za pomocg techniki SSCP (single strand conformation polymorphism) oraz
sekwencjonowania Sangera w 12 rodzinach wykryto w sumie 5 mutacji typu zmiany sensu DNAI1,
w tym trzy poprzednio opublikowane (IVS1+2-3insT, L513P i A538T) oraz dwie, dotad nieznane,
substytucje (C388Y i G515S). Przeprowadzono analize haplotypowg SNP, ktéra wykazata, ze dwie
najczesciej spotykane mutacje, IVS1+2-3insT oraz A538T, posiadaty wspdlne pochodzenie
ewolucyjne. Ustalono takze, ze najczestsza w polskiej grupie badanej mutacja 1VS1+2-3insT,
wystepowata takze najczesciej wsrdd pacjentéw PCD na swiecie (54% wszystkich mutacji). Z kolei
mutacja A538T, druga najczestsza w grupie stowianskiej mutacja sprawcza, znacznie czesciej
wystepowata wséréd Stowian, niz u innych pacjentéw (36% analizowanych chromosomoéw w
populacji stowianskiej, 1% na swiecie). Co ciekawe, w naszej grupie badanej, mutacja ta byta
czestsza w grupie pacjentdw z odwrdceniem trzewi.

Wyniki tych badan zaowocowaty publikacjg w Respiratory Research (Publikacja 1). Znajomosé
konkretnych mutacji DNAI1 i ich lokalizacji w populacji stowianskiej pozwolita takze na
opracowanie szybszej metody diagnostyki mutacji DNA/1, dzieki skupieniu wiekszosci mutacji
DNAI1 jedynie w 4 fragmentach tego genu - intronie 1 oraz eksonach 13, 16, oraz 17. Wiedza ta
do tej pory jest wykorzystywana podczas diagnostyki genetycznych przyczyn PCD u pacjentow
polskich prowadzonej w naszym Zaktadzie.

W nastepnej kolejnosci bytam zaangazowana w badania dotyczgce genéw kodujgcych biatka
szprych promienistych rzesek. Podstawowym celem tych badan byfa ocena czestosci mutacji
gendw RSPH4A i RSPH9 u pacjentéw PCD w populacji stowianskiej oraz porownanie defektéw
ultrastrukturalnych rzesek oddechowych wystepujgcych u polskich pacjentdow, do pacjentéw z
Europy Zachodniej i USA. Uzyskane dane dotyczace czestosci mutacji sugerowaty, ze mutacje w
genie RSPH4A, a nie RSPH9, mogag stanowi¢ do$é czestg przyczyne PCD w populacji
wschodnioeuropejskiej — w grupie pacjentéw z defektami utozenia MT odpowiadaty nawet za
12% przypadkdéw. Ponadto, w pracy tej wykazano, ze wszystkie zidentyfikowane mutacje skupiaty
sie w okolicy eksonédw 1 i 3 RSPH4A, co miato duze znaczenie w przyspieszeniu procesu
identyfikacji mutacji tego genu u pacjentéw. Dane te zostaty od razu wykorzystane w schemacie
diagnostyki PCD stosowanym w naszym Zespole, umozliwiajgc lepsze dostosowanie procesu
diagnostycznego do fenotypu pacjentdéw i przyspieszenie diagnostyki PCD u pacjentow bez
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odwrécenia trzewi, ktérych rzeski oddechowe wykazywaty w TEM defekty utozenia dubletéw
obwodowych MT.

Wyniki badania zostaty opublikowane w Mutations in radial spoke head genes and
ultrastructural cilia defects in East-European cohort of primary ciliary dyskinesia patients, w PloS
One (Publikacja 2). Publikacja ta stanowita pierwsze tak duze badanie mutacji gendw RSPH4A i
RSPH9 w populacji wschodnioeuropejskiej. Praca ta do tej pory pozostaje jedng z najlepiej
cytowanych prac w moim dorobku podoktorskim.

Kolejnym genem zwigzanym z PCD, w ktérego badanie bytam zaangazowana, byt gen
CFAP300. Podobnie jak w przypadku OFD1, mutacje CFAP300 zidentyfikowano podczas
sekwencjonowania WES prowadzonego w naszym Zakfadzie na grupie 120 polskich pacjentow
PCD bez zidentyfikowanych znanych mutacji. Analiza WES pozwolita na identyfikacje kilku
pacjentéw PCD z mutacjg skracajacg c.[198 200delTTTinsCC] zlokalizowang w eksonie 3
CFAP300. Podczas analizy CFAP300 u reszty pacjentéw PCD bez zidentyfikowanych mutacji w
znanych genach PCD (ok. 80 o0séb), znaleziono kolejnych 10 pacjentéw z tg mutacja,
zidentyfikowano takze 2 nowe mutacje tego genu. Ogétem mutacje CFAP300 wystepowaty u 3,6%
polskich pacjentéow PCD.

Wczesniejsze badania na organizmach modelowych wskazywaty, ze CFAP300 jest
odpowiedzialny za transport komplekséw biatkowych ramion dyneinowych zewnetrznych oraz
wewnetrznych do rzesek ruchomych podczas ich tworzenia. Wykonane przez nas badania
strukturalne rzesek oddechowych pacjentow PCD z mutacjami CFAP300 potwierdzity te
obserwacje. Rzeski oddechowe pacjentéw wykazywaty w TEM lub IF brak lub niewtasciwg
lokalizacje biatek markerowych obydwu ramion dyneinowych, co jest typowym defektem
struktury rzesek wynikajgcym z niewtasciwego funkcjonowania gendéw transportujgcych
kompleksy ramion dyneinowych. Ponadto, w modelu zwierzecym ptazinca Schmidtea
mediterranea wykazano, ze obecnos¢ CFAP300 jest niezbedna dla wtasciwego funkcjonowania
rzesek ruchomych, ktére stuzg robakowi do poruszania sie po podtozu. W ten posredni sposéb
potwierdzono, ze mutacje nonsensowne/wprowadzajgce przedwczesng terminacje translacji
CFAP300 obecne u naszych pacjentéw, mogg byé przyczyng PCD. Nasz Zespdt byt jedng z dwéch
grup badawczych na Swiecie, ktore pierwsze potwierdzity udziat tego genu w patogenezie PCD u
ludzi (46).

Wyniki naszych badan zostaty zaprezentowane przez Prof. Ewe Zietkiewicz (kierownik grantu)
na spotkaniu projektu COST Beat-PCD w 2018 roku w Lizbonie. Praca opisujgca wyniki tych badan
zostata opublikowana w American Journal of Molecular and Cell Biology (Publikacja 3).

1. Zietkiewicz, E; Nitka, B; Voelkel, K; Skrzypczak U; Bukowy Z, Rutkiewicz E; Huminska K;
Przystalowska, H; Pogorzelski A; Witt M. Population specificity of the DNAI1 gene mutation spectrum
in primary ciliary dyskinesia (PCD). Respiratory Res. 2010, 11 (1):174, doi: 10.1186/1465-9921-11-174
2. Zietkiewicz E, Bukowy-Bierytto Z, Voelkel K, Klimek B, Dmenska H, Pogorzelski A, Sulikowska-
Rowinska A, Rutkiewicz E, Witt M. Mutations in radial spoke head genes and ultrastructural cilia
defects in East-European cohort of primary ciliary dyskinesia patients. PloS One. 2012;7(3):e33667.
DOI: 10.1371/journal.pone.0033667.

3. Zietkiewicz E; Bukowy-Bieryllo Z; Rabiasz A; Daca-Roszak P; Wojda A; Voelkel K; Rutkiewicz E;
Pogorzelski A; Rasteiro M; Witt M. CFAP300: Mutations in Slavic Patients with Primary Ciliary
Dyskinesia and a Role in Ciliary Dynein Arms Trafficking. Am J Respir Cell Mol Biol. 2019
Oct;61(4):440-449. doi: 10.1165/rcmb.2018-02600C
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Modele komdrkowe uzywane do badan nabtonka oddechowego

Réwnolegle z badaniami genetycznych podstaw PCD w populacji polskiej, po rozpoczeciu
mojej pracy w ZGMIK, rozwijatam takze watek modeli komérkowych uzywanych do badan AE.

Wiadomo, ze czynniki Srodowiskowe, takie jak bakterie lub wirusy, oraz czynniki zwigzane ze
stylem Zzycia, takie jak palenie tytoniu, majg istotny wptyw na strukture i ruchliwos¢ rzesek
oddechowych. Takie nabyte zmiany w ruchliwosci rzesek, obserwowane w prébkach pobranych
od pacjentéw, moga zaktécac lub uniemozliwia¢ prawidtowe rozpoznanie wrodzonych zmian w
funkcjonowaniu rzesek (10). W takim przypadku, jedynym rozwigzaniem pozwalajgcym na
wiarygodnag analize ruchu rzesek u chorych z PCD, ktérzy czesto cierpig z powodu infekcji drég
oddechowych, jest analiza ruchliwosci rzesek w pierwotnych komdrkach AE, ktére zostaty
poddane rdéznicowaniu in vitro. Takie zréznicowane in vitro komérki AE moga by¢ réwniez
wykorzystane w badaniach procesu réznicowania nabtonka, mechanizméw wnikania patogenéw
oddechowych, rozwoju infekcji czy toksykologii.

Duzym ograniczeniem hodowli in vitro komérek AE jest brak mozliwosci wyprowadzenia linii
komérkowych, ze wzgledu na utrate zdolnosci komédrek pierwotnych do tworzenia rzesek
ruchomych po unie$miertelnieniu (47). Niestety, nawet bez uniesmiertelnienia, komorki
pierwotne AE tracg zdolnos¢ do tworzenia rzesek, jesli byty pasazowane wiecej niz 6-8 razy (48).
Dlatego tez ten typ hodowli jest dos¢ trudny, a sukces hodowli zalezy od wielu czynnikéw, m.in.
od jakosci i ilosci materiatu wyjsciowego, sktadu i swiezosci uzytych pozywek itp. Tym niemniej,
przy uzyciu odpowiednich metod, nawet z wymazu z nosa mozna w celach diagnostycznych
wyprowadzi¢ pierwotne hodowle komdrkowe w kierunku ciliogenezy (48).

Jedna z metod hodowli komdrek AE w kierunku ciliogenezy, znana jako metoda sekwencyjna,
zostata przeze mnie wprowadzona do laboratorium ZGMIK juz w potowie 2010 roku.
Doswiadczenia zdobyte podczas wprowadzania tej metody do repertuaru technik Zaktadu
umozliwity mi napisanie artykutu przeglagdowego dotyczgcego dostepnych metod hodowli
komodrek AE w kierunku ciliogenezy z punktu widzenia praktyki laboratoryjnej; artykut ten zostat
opublikowany w Journal of Applied Genetics (Publikacja 1).

Dzieki zatrudnieniu w ramach 7. Programu Ramowego Unii Europejskiej (program HealthProt,
wiecej w Sekcji VII), podczas pracy w ZGMIK miatam okazje odby¢ dwa wyjazdy szkoleniowe do
laboratorium prof.Heymuta Omrana w Klinice Dzieci i Mtodziezy Uniwersytetu w Minster w
Niemczech. Profesor Omran, ktéry od wielu lat wspdtpracuje z zespotem ZGMIK, jest cenionym
autorytetem w dziedzinie szeroko pojetej diagnostyki PCD (takze molekularnej) oraz organizacji
dtugotrwatej opieki nad pacjentami z PCD.

Dzieki pierwszemu pobytowi w laboratorium prof. Omrana (od 09.2010 do 03.2011, zat. IV,
[1.L11) zoptymalizowatam warunki sekwencyjnej hodowli komérek nabtonkowych drég
oddechowych do celéw ciliogenezy in vitro, metody, ktérg juz wczesniej wprowadzitam do
laboratorium ZGMIK. Poznatam réwniez nowe techniki diagnostyki PCD, ktére wprowadzitam do
repertuaru technik Zaktadu (analiza ruchu rzesek przez HSVM, barwienie IF w komoérkach z
hodowli oraz wymazdw z nosa). Uczestniczytam réwniez w projekcie badawczym dotyczgcym roli
genu RPGR w patogenezie PCD, ktdrego efektem byta publikacja Bukowy-Bierytto i in., Pediatr
Pulmonol 2013 (cykl prac, Publikacja nr 1).

Drugi, krétszy wyjazd do laboratorium prof. Omrana w Minster (01.2012 to 03.2012, zat. IV,
11.11), poswiecitam na projekt poréwnujgcy éwczesnie istniejgce metody réznicowania in vitro
komdrek AE metodg ALI. Dzieki prowadzonym przeze mnie doswiadczeniom, zardwno zespot prof.
Omrana, jak i nasz Zaktad wprowadzity metode hodowli ALl do swojego repertuaru technik.
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Zdobyte w czasie mojej pracy w ZGMIK oraz podczas stazu w Minster doswiadczenie w
hodowli komérek pierwotnych AE stato sie takze podstawg do uzyskania przeze mnie projektu
grantowego SONATA p.t. , Wptyw czynnikdw zewnetrznych na dynamike réznicowania nabtonka
oddechowego w kontekscie wykorzystania metod ciliogenezy in vitro w badaniach pierwotnej
dyskinezy rzesek” (NCN 2013/09/D/NZ4/01692, zat. IV, pkt 11.9). W ramach tego projektu,
wprowadzono do laboratorium m.in. metody mikroskopii elektronowej (SEM, TEM), ktére
pozwolity oceni¢ stan réznicowania nabtonka réznicowanego w hodowli metodg sekwencyjng
oraz metodg ALI.

Nasze badania wykazaty, ze metoda hodowli sekwencyjnej, mimo ze uzyteczna w celu
diagnostyki np. PCD, nie jest odpowiednia do badan ekspresji gendw, ze wzgledu na mato
homogenny proces inicjacji réznicowania nabtonka. Wyniki wstepne grantu SONATA zostaty
zaprezentowane w postaci plakatu na Kongresie Genetyki/ Zjezdzie PTGC w Bydgoszczy (zat. 4,
pkt 1.7, pkt 3). Ponadto, wprowadzone do laboratorium metody podsumowatam w pracy
przeglgdowej dotyczacej prac badawczych realizowanych w ZGMIK, opublikowanej w raporcie
Polskiej Akademii PAN w 2017 r (Publikacja 2).

Ze wzgledu na ograniczenia hodowli sekwencyjnej oraz tradycyjnej metody ALl,
zainteresowatfam sie alternatywnymi metodami uzyskania orzesionego AE (np. z indukowanych
pluripotencjalnych komdrek macierzystych, iPSC) oraz metodami hodowli komérek nabtonka
zwiekszajgcymi mozliwosci podziatu niezréznicowanych komérek AE za pomocg chemicznego
reprogramowania (tzw. metoda CRC, conditionally reprogrammed cells). W ramach tej tematyki,
w 2021 roku opublikowatam prace przegladowa dotyczgcg dtugoterminowych hodowli
warunkowo reprogramowanego nabtonka oddechowego cztowieka (CRC-HAEs). Praca ukazata sie
w Cell Communication and Signalling (Publikacja nr 3). Metode CRC wprowadzono do repertuaru
technik Zakfadu, jest ona obecnie stosowana do realizacji projektu doktorskiego doktorantki mgr
Joanny Jurczak.

1. Bukowy Z, Zietkiewicz E, Witt M: In vitro culturing of ciliary respiratory cells —a model for studies
of genetic diseases. J Appl Genet. 2011, 52 (1): 39-51

2. Bukowy-Bierytto Z, Voelkel K, Dgbrowski M, Rutkiewicz E, Daca-Roszak P, Wojda A, Witt M,
Zietkiewicz E. Primary ciliary dyskinesia in the Polish population — from understanding the genetics
basis to introduction of personalized therapy. Polish Academy of Sciences, Annual Report, 2017, 66-68
3. Bukowy-BieryHto Z. Long-term differentiating primary human airway epithelial cell cultures: how
far are we? Cell Commun Signal. 2021 May 27;19(1):63. doi: 10.1186/s12964-021-00740-z.

Metodyka diagnostyki PCD

Opracz bezposredniego udziatu w diagnozowaniu PCD za pomocg réznych metod (np. HSVM
czy IF), aktywnie zaangazowatam sie takze w prace miedzynarodowego projektu COST BEAT-PCD
(BM1407 - Translational research in primary ciliary dyskinesia - bench, bedside, and population
perspectives, BEAT-PCD), ktérego celem byto m.in. doskonalenie standardéw diagnostyki i
leczenia tej choroby oraz wymiana informacji na ten temat (wiecej w czesci VIl Autoreferatu pt.
Inne informacje dotyczqce kariery zawodowej kandydata).

W ramach tej tematyki, bratam udziat m.in. w przygotowaniu publikacji opisujgcych przebieg
corocznych Konferencji projektu BEAT-PCD, ktére odbywaty sie odpowiednio w 2017 r. w
Walencji (2. Konferencja BEAT-PCD) oraz w 2018 roku w Lizbonie (3. Konferencja BEAT-PCD).
Publikacje te podsumowywaty postepy kazdej z 4 tematycznych grup roboczych projektu BEAT-
PCD oraz efekty prowadzonego w projekcie programu krétkich wyjazdéw badawczych (Short
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Term Scientific Mission, STSM). W publikacjach przedstawiono takze kilkadziesigt szkolen
i warsztatéw zorganizowanych podczas obydwu konferencji projektu. Efektem wspdlnej pracy
zespotu autoréw sg publikacje w BMC Proceedings (Publikacje 1-2).

Ponadto zaangazowatam sie takze w opracowanie wspdlnego stanowiska ekspertow na temat
sposobu raportowania wynikéw diagnostyki PCD za pomocg TEM. Wspodtpraca miedzy 18
osrodkami w 14 krajach prowadzgcymi diagnostyke PCD za pomocg TEM umozliwita uzgodnienie
terminologii i definicji dla defektdw strukturalnych rzesek klasy 1, ktdre sg diagnostyczne dla PCD,
oraz definicji defektow rzesek klasy 2, ktédre mogg wskazywac na rozpoznanie PCD, ale tylko w
potaczeniu z wynikami innych badan. W badaniach zdefiniowano takze, jakie cechy powinna mie¢
prébka nabtonka o jakosci wystarczajacej do analizy TEM oraz jakie informacje powinny by¢
zawarte w raporcie TEM, aby byly pomocne w diagnozie PCD za pomocg innych metod
diagnostycznych. Plakat podsumowujgcy wyniki tych badan zostat zaprezentowany na
prestizowym Kongresie Europejskiego Towarzystwa Pulmonologicznego (ERS) w 2019 roku, a jego
streszczenie opublikowano w suplemencie do European Respiratory Journal (zatacznik 4, 11.7, pkt
1). Petna wersja publikacji zostata opublikowana w regularnym wydaniu European Respiratory
Journal (Publikacja 3). Praca do tej pory uzyskata 21 cytowan.

Ponadto, w 2021 roku razem z prof. Michatem Wittem oraz prof. Ewa Zietkiewicz
wspotredagowatam wydanie specjalne czasopisma International Journal of Molecular Sciences
(Wydawnictwo MDPI) zatytutowane Primary Ciliary Dyskinesia: Genetics, Molecular Mechanisms,
Diagnostic and Therapeutic Perspectives. W ramach wydania specjalnego opublikowano 8 prac
ekspertéow PCD z catego swiata na temat genetyki, diagnostyki lub terapii PCD. Razem ze
wspotredaktorami przygotowalismy takze artykut wstepny (Publikacja 4).

1. Halbeisen F, Hogg C, Alanin MC, Bukowy-Bieryllo Z, Dasi F, Duncan J, Friend A, Goutaki M,
Jackson C, Keenan V, Harris A, Hirst RA, Latzin P, Marsh G, Nielsen K, Norris D, Pellicer D, Reula A,
Rubbo B, Rumman N, Shoemark A, Walker WT, et al.. Proceedings of the 2nd BEAT-PCD conference
and 3rd PCD training school: part 1. BMC Proc. 2018). BMC Proceedings, 2018, 12 (Suppl 2):e1\ doi:
10.1186/s12919-018-0098-9

2. Farley H, Rubbo B, Bukowy-Bieryllo Z, Fassad M, Goutaki M, Harman K, Hogg C, Kuehni CE, Lopes
S, Nielsen KG, Norris DP, Reula A, Rumman N, Shoemark A, Wilkins H, Wisse A, Lucas JS and Marthin
JK., Proceedings of the 3rd BEAT-PCD Conference and 4th PCD Training School. BMC Proceedings
2018, 12, (Suppl 16):64. https://. doi: 10.1186/s12919-018-0161-6

3. Shoemark A, Boon M, Brochhausen C, Bukowy-Bieryllo Z, De Santi M, Goggin P, Griffin P, Hegele
RG, Hirst RA, Leigh MW, Lupton A, MacKenney K, Omran H, Pache JC, Pinto A, Reinholt FP, Schroeder
J, Yiallouros P, Escudier E. International consensus guideline for reporting transmission electron
microscopy results in the diagnosis of Primary Ciliary Dyskinesia (BEAT PCD TEM Criteria). Eur Respir
J. 2020 Feb 14. doi: 10.1183/13993003.00725-2019

4. Bukowy-Bieryllo Z, Witt M, Zietkiewicz E. Perspectives for Primary Ciliary Dyskinesia.
International Journal of Molecular Sciences. 2022; 23(8):4122. doi.org/10.3390/ijms23084122

Molekularne podstawy translacyjnego odczytu PTC

Zapoczatkowane przeze mnie w ZGMIK badania mozliwosci wykorzystania zwigzkow
stymulujacych TC-RT do terapii pacjentéw PCD (cykl prac, Publikacja nr 5), zaowocowaty takze
przygotowaniem dwéch prac przeglagdowych na temat molekularnych podstaw tego procesu.

W pierwsze]j (Publikacja 1), podsumowano badania opisujgce zalezno$ci miedzy poziomem
translacyjnego odczytu PTC a sekwencjg mRNA, takie jak typ PTC, wptyw sekwencji okalajgcej
PTC, tkankowo-specyficzny poziom transkrypcji danego genu czy poziom czynnika terminacji
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transkrypcji w tkance oraz mozliwe mechanizmy wyjasniajace te zaleznosci. Druga praca
przegladowa (Publikacja 2) opisywata szerzej proces stymulacji translacyjnego odczytu PTC przez
zwigzki chemiczne, skupiajgc sie na mozliwosci ich zastosowania w terapii choréb genetycznych.
W ramach tej pracy, opisano mozliwosci stymulacji TC-RT przez szereg znanych antybiotykow,
takich jak antybiotyki aminoglikozydowe, dipeptydowe (negamycyna) czy makrolidy (np.
tylozyna). Podsumowano takze mozliwosci stymulacji TC-RT przez zwigzki, ktére nie posiadajg
wtasciwosci antybiotykdw, np. PTC124 (ataluren) czy pochodne AAG. Szczegdtowo opisano takze
problemy zwigzane z zastosowaniem terapii tymi zwigzkami oraz problemy zwigzane z biologia
procesu TC-RT.

Prace te, ktérych pierwszym autorem byt prowadzony przeze mnie i prof. Ewe Zietkiewicz
doktorant, mgr Maciej Dgbrowski, zostaty opublikowane w RNA Biology oraz Molecular Medicine.
Do tej pory pozostajg jednymi z lepiej cytowanych prac w moim dorobku (odpowiednio 83 i 59
cytowan wg bazy Web of Science z dnia 12.04.2022).

Kontynuacjg zapoczatkowanych przeze mnie badan byta takze praca oryginalna na temat
wykorzystania zwigzkéw nieaminoglikozydowych (NAAG) do stymulacji przedwczesnych
kodondw STOP wystepujgcych u polskich pacjentdw PCD opublikowana w 2021 w International
Journal of Molecular Sciences (Publikacja nr 3). Praca ta byta efektem projektéw Preludium i
Etiuda, ktérych kierownikiem byt doktorant mgr Maciej Dabrowski. W pracy zbadano
szczegbtowo wptyw szeregu NAAG na zywotnos¢ i czestotliwo$é bicia rzesek w AE zdrowych
dawcow, poréwnano takze skuteczno$é PTC-RT stymulowanego NAAG z uprzednio stosowanymi
AAG. Pomimo zmniejszonego toksycznego wptywu na nabtonek, wykazano nizszy poziom
stymulacji translacyjnego odczytu PTC przez NAAG, w poréwnaniu do uprzednio stosowanych
AAG.

1. Dagbrowski M., Bukowy-Bieryllo Z., Zietkiewicz E. Translational readthrough potential of natural

termination codons in eucaryotes - The impact of RNA sequence. RNA Biology, 2015, 12 (9): 950-958

2. Dabrowski M, Bukowy-Bierytto Z, Zietkiewicz E. Advances in therapeutic use of a drug-stimulated

translational readthrough of premature termination codons. Mol Medicine, 2018, 24:e25,

doi.org/10.1186/s10020-0180024-7

3. Dagbrowski M, Bukowy-Bierytto Z, Jackson CL, Zietkiewicz E. Properties of Non- Aminoglycoside
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Naukowe zastosowania algorytmow komputerowych (analiza obrazu i analiza danych)

Wiekszos¢ moich badan prowadzona jest z wykorzystaniem barwien IF. Reczna analiza
licznych barwien IF przeprowadzanych w ZGMIK wzbudzita moje zainteresowanie tematem
komputerowego przetwarzania obrazéw w rdzinych preparatach (np. sferoidy hodowane w
zawiesinie lub komaorki z wymazu z nosa). W zwigzku z tym nawigzatam wspotprace z Politechnikg
Poznanska i Instytutem Chemii Bioorganicznej PAN, w celu opracowania metody automatycznego
liczenia jader komérek w preparatach 3D (sferoidy z hodowli adherentno-zawiesinowej). Metoda
ta zostata opracowana w oparciu o znane funkcje przetwarzania obrazu, nastepnie metoda
zostata poréwnana ze znanymi wtyczkami w niekomercyjnym programie Imagel (np. 3D Object
Count, 3DOC). Opracowana przez nas metoda bytfa bardziej precyzyjna w zliczaniu jgder komarek
niz wtyczka 3DOC w programie Imagel. Niestety, ograniczeniem metody byto to, ze jadra
potozone zbyt blisko siebie nie byty rozpoznawane jako oddzielne obiekty. Ze wzgledu na to,
opracowana przez nas metoda nie zostata wykorzystana w dalszych badaniach. Plakaty
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prezentujgce nasze wyniki zostaty jednak zaprezentowane na konferencjach krajowych i
miedzynarodowych (Zatacznik 4, 1.7 pkt. 5 i 8).

Zdobyte dzieki tej wspdtpracy doswiadczenie w zakresie metod analizy obrazu pozwolito mi
na uzyskanie grantu podréznego na udziat w projekcie EU NEUBIAS School of Image Analysis (6.
Szkota Analizy Obrazu NEUBIAS Training School in Image Analysis, Szeged, Wegry). Szkofa
poszerzyta moje umiejetnosci w zakresie analizy obrazu za pomocga Imagel i jezyka Image) Macro
oraz innych dostepnych programoéw do analizy obrazu, np. Icy, Imaris itp. (Zatacznik 4, 11.14 pkt.
4).

Moje zainteresowania komputerowg analizg obrazéw poszerzyty sie takze o analize danych.
W zwigzku z tym dotgczytam do konsorcjum RELISH (Relevant Literature Search) i jako jeden z
ekspertéw konsorcjum uczestniczytam w opracowaniu efektywnych algorytméw wyszukiwania w
bazach danych publikacji podobnych tematycznie. W ramach tej wspdtpracy, dla szeregu
publikacji zwigzanych z PCD, zweryfikowatam skuteczno$é opracowanych algorytmdw. Praca ta
zaowocowata publikacjg w jednym z najbardziej znanych czasopism informatycznych, Database
(Publikacja 1).

1. Peter Brown, RELISH Consortium*, Yaoqi Zhou. “Large expert-curated database for benchmarking

document similarity detection in biomedical literature search.” Database 2019

*- Z. Bukowy-Bierytto byta cztonkiem konsorcjum

Nowe kierunki:

Obecnie kontynuuje badania nad biatkiem OFD1 rozpoczete po ukoriczeniu publikacji
poswieconej jego genowi (cykl prac, Publikacja nr 3 ), oczekujac na wyniki wniosku o przyznanie
grantu OPUS na temat proteomicznego badania partneréw biatkowych OFD1, w ktorym
wykorzystatam wyniki przygotowane w ramach grantu wewnetrznego IGC PAN otrzymanego w
2019 roku (zat. IV, 11.15). Wniosek ten ztozytam powtdrnie do Narodowego Centrum Nauki w
grudniu 2021 roku.

Kontynuuje takze watek sekwencjonowania wysokoprzepustowego zapoczgtkowany w
publikacji In vitro differentiation of ciliated cells in ALI-cultured human airway epithelium — The
framework for functional studies on airway differentiation in ciliopathies (cykl prac, Publikacja nr
4). Wspdlnie z prof. Ewg Zietkiewicz oraz doktorantkg, mgr Joanng Jurczak, prowadzimy badania
alternatywnych izoform biatek rzeskowych obecnych w trakcie réznicowania komérek AE (projekt
OPUS, kierownik: prof. E. Zietkiewicz, Zatgcznik 4, 11.9). Jako przygotowanie do dalszych projektéw
wykorzystujgcych metody sekwencjonowania nowej generacji do regulacji ekspresji gendw w AE,
razem z mgr J. Jurczak odwiedzitySmy w lutym 2022 laboratorium prof. Anke van den Berg w
Uniwersyteckim Centrum Medycznym w Groningen (Niderlandy), w celu poszerzenia naszej
wiedzy o projektowaniu i analizie badan miRNA. Wyjazd zostat sfinansowany z projektu
europejskiego NEXT LEVEL (Horyzont2020) realizowanego w naszym Instytucie.

Poniewaz barwienia IF nabtonka oddechowego pacjentdw pozostajg waznym elementem
badan prowadzonych w naszym Zaktadzie, w przysztosci planuje wdrozyé projekt dotyczacy
wptywu warunkéw przechowywania preparatéw nabtonkowych na specyficzno$é barwien IF.
Realizacja tego projektu bedzie wymagata dalszego pogtebienia mojej wiedzy na temat technik
analizy obrazu i metod ich automatyzacji. Dlatego w maju 2022 planuje krétkoterminowy wyjazd
szkoleniowy w Uniwersytecie w Southampton, Wielka Brytania. Podczas tego wyjazdu bede miata
okazje wzigé udziat w praktycznym szkoleniu z obstugi mikroskopu konfokalnego oraz metod
zautomatyzowanego zbierania i analizy obrazéow. Uzyskatam juz srodki na ten wyjazd w ramach
programu Erasmus + naszego Instytutu.
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Podsumowanie dorobku naukoweqo:

Jestem autorka 26 prac naukowych, w ktérych sktad wchodzi 17 prac oryginalnych (wszystkie
z Impact Factor), 5 prac przeglagdowych (w tym jedna bez Impact Factor), jeden rozdziat w ksigzce,
dwa sprawozdania z przebiegu konferencji oraz jeden artykut wstepny. W 8 z moich prac jestem
pierwszg autorka, a drugg - w kolejnych 5. Bytam promotorem jednej pracy magisterskiej
i licencjackiej, a takze promotorem pomocniczym jednej pracy doktorskiej. W trakcie stazu
podoktorskiego bytam zaangazowana w realizacje 2 grantéw instytucjonalnych, 4 grantow
krajowych oraz 3 grantéw europejskich (szczegétowy opis znajduje sie w Zataczniku 4).

INFORMACIJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH, ORGANIZACYJNYCH ORAZ
POPULARYZUJACYCH NAUKE LUB SZTUKE.

OSIAGNIECIA DYDAKTYCZNE

Oprécz udziatu w konferencjach naukowych, regularnie prezentuje swoje wyniki na
seminariach Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu, prowadzitam takze wyktady
szkoleniowe dla uczestnikéw studium doktoranckiego przy Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu (2018, 2019). Od 2016 r. wspdlnie z pracownikami Uniwersytetu SWPS oraz innymi
naukowcami z Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu, prowadze zajecia dydaktyczne na
Uniwersytecie SWPS w Poznaniu w ramach interdyscyplinarnego przedmiotu ,,Biologiczne zrédta
zachowania” dla studentéw dziennych i zaocznych na kierunku psychologia.

Moje osiggniecia dydaktyczne obejmujg takze opieke nad studentami. W trakcie stazu
podoktorskiego bytam opiekunem pieciorga praktykantéw, magistrantki i licencjuszki. W latach
2013-2018 bytam takze opiekunem i promotorem pomocniczym doktoranta, mgr. Macieja
Dabrowskiego, prowadzgc razem z nim badania dotyczace zastosowania translacyjnego odczytu
przedwczesnych kodonéw STOP w PCD. Praca doktorska mgr. Dabrowskiego Stymulowany
aminoglikozydami translacyjny odczyt przedwczesnych kodonow STOP w wybranych genach
zaangazowanych w patogeneze pierwotnej dyskinezy rzesek (PCD) zostata obroniona w czerwcu
2018 i otrzymata wyrdéznienie Rady Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu. Od
marca 2020 jestem promotorem pomocniczym doktorantki, mgr Joanny Jurczak.

OSIAGNIECIA ORGANIZACYINE

W trakcie mojego stazu podoktorskiego bytam organizatorem trzech konferencji naukowych
poswieconych PCD, a takze pierwszej w Polsce konferencji dla pacjentéw z PCD.

W ramach projektu europejskiego HEALT-PROT wspétorganizowatam sympozjum naukowe
Genetyczne zaburzenia funkcji rzesek oddechowych, ktére odbyto sie w dniach 25-26.11.2011 w
Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komdrkowej w Warszawie. Pierwszy dzien
z tego dwudniowego spotkania byt skierowany do naukowcéw i personelu medycznego réznego
szczebla (lekarze, fizjoterapeuci, pielegniarki, w sumie 48 oséb). Tematy poruszane w ciggu tego
dnia obejmowaty typowe i nietypowe objawy PCD, metody uzywane w diagnostyce i leczeniu
pacjentéw, a takze nowoczesne metody wykorzystywane w badaniach naukowych rzesek. Drugi
dzien sympozjum byt skierowany przede wszystkim do polskich pacjentéw PCD i ich rodzin:
przekazano podstawowe informacje na temat przyczyn i objawow PCD, poza tym odbyty sie takze
praktyczne szkolenia na temat zycia z PCD. Na spotkaniu dla pacjentdw stawito sie 67 oséb z catej
Polski, co byto pierwszym i od razu tak duzym, spotkaniem pacjentdw PCD w kraju. W trakcie tego
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spotkania zostato zatozone stowarzyszenie pacjentéw z PCD, Polskie Towarzystwo Dyskinezy
Rzesek (http://ptdr.org.pl/).

W trakcie kolejnego projektu europejskiego, BESTCILIA, zdalnie zorganizowatam
miedzynarodowg konferencje naukowo-szkoleniowg Primary Ciliary Dyskinesia (PCD) — modern
diagnostic approaches w dniach 20-21.10.2014 w Krakowie. W trakcie konferencji odbyty sie
wyktady miedzynarodowych specjalistéw z dziedziny PCD oraz unikalne praktyczne warsztaty
szkoleniowe dla lekarzy dotyczgce najwazniejszych i najbardziej aktualnych metod diagnostyki
PCD. W konferencji i warsztatach uczestniczyto 65 oséb z Europy i USA, w tym 35 lekarzy z Polski.

Ostatnig konferencjg, ktérg wspdtorganizowatam jako tzw. ,local host”, byfa
miedzynarodowa konferencja naukowo-szkoleniowa ,4th BEAT-PCD Conference and 5th PCD
Training School”, ktéra odbyfa sie w Poznaniu w dniach 22-26.03.2019. Konferencja ta
podsumowywata 4 lata dziatalnosci projektu BEAT-PCD; réwnolegle do konferencji, zostata takze
zorganizowana szkota treningowa na temat PCD (5th PCD Training School) skierowana do
naukowcow i lekarzy na wczesnych szczeblach kariery naukowej. W konferencji uczestniczyli
Swiatowe] stawy eksperci w zakresie diagnostyki i leczenia PCD, byta to takze pierwsza na taka
skale okazja do zaprezentowania wynikéw badan polskich naukowcow w tej dziedzinie. W
konferencji uczestniczyto 146 oséb z 27 krajow $wiata, w tym 123 gosci z zagranicy, takze spoza
Europy (Australia, Arabia Saudyjska, Japonia, Palestyna, Stany Zjednoczone, Turcja, Potudniowa
Afryka). Byto to pierwsze, tak duze, odbywajace sie w Polsce, wydarzenie dotyczgce PCD. O
randze tego wydarzenia mogg swiadczy¢ uzyskane honorowe patronaty Prezesa Polskiej
Akademii Nauk, Marszatka Wojewdédztwa Wielkopolskiego oraz Prezydenta Miasta Poznania.

OSIAGNIECIA W ZAKRESIE POPULARYZACII NAUKI

W trakcie stazu podoktorskiego, przede wszystkim w ramach projektu BESTCILIA, miatam
mozliwos¢ popularyzowania wiedzy o PCD - zarowno wsrdd specjalistéw, pacjentéw PCD jak i
szerokiej publicznosci.

Moje dziatania szerzgce wiedze o PCD wsrdd specjalistow polegaty m.in. na organizacji
miedzynarodowej konferencji naukowo-szkoleniowej w Krakowie (szczegéty powyzej, w
podpunkcie Osiggniecia organizacyjne), a takze na szerzeniu wsrod lekarzy z Poznania informacji
na temat mozliwosci zastosowania efektéw programu BESTCILIA w diagnostyce PCD. W ramach
tych obowigzkéw, w czerwcu 2014 roku przeprowadzitam m.in. wyktad szkoleniowy Efekty
programu BESTCILIA: standardowe procedury operacyjne w diagnostyce PCD dla lekarzy réznych
specjalnosci (pneumolodzy, alergolodzy, laryngolodzy) z poznanskich szpitali.

Ponadto, w ramach pakietu roboczego 7 (WP7) projektu BESTCILIA, koordynowatam takze
przygotowanie (ttumaczenie i dostosowanie do wymagan kulturowych) materiatéw
informacyjnych dla pacjentéw na temat PCD. Broszura zostata przettumaczona na 6 jezykéw i
zaadaptowana do realidw 9 réznych krajéw europejskich (Niemcy, Austria, Szwajcaria, Wielka
Brytania, Holandia, Belgia, Grecja, Cypr, Dania, Polska) (http://bestcilia.eu/what-is-pcd/). Miatam
rowniez okazje by¢ wspdtautorem polskiej wersji tej broszury, pierwszej tego typu publikacji w
kraju; broszura ta zostata umieszczona na stronie stowarzyszenia polskich pacjentéow z PCD
(Polskie Towarzystwo Dyskinezy Rzesek, http://ptdr.org.pl/wp-content/uploads/Broszura-
PCD.pdf).

Ponadto, w ramach projektu BESTCILIA, miatam réwniez okazje promowac¢ tematyke PCD
i projektu BESTCILIA wsréd szerokiej publicznosci, uczestniczac w przygotowaniu w sumie 75
doniesien na temat osiggnie¢ projektu, organizowanych warsztatéw i konferencji czy publikacji
projektu dotyczgcych PCD. Doniesienia te byly nastepnie publikowane na stronie projektu
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(http://bestcilia.eu/news/index.html) lub przez krajowe i S$wiatowe portale prasowe
(AlphaGalileo, EurekAlert, Medical News Today itp.).

Moje doswiadczenia w popularyzacji nauki wykorzystuje obecnie w trakcie zaje¢ dla
szerokiej publicznosci organizowanych przez Stowarzyszenie Popularyzacji Nauki Gen-i-juz przy
Instytucie Genetyki Cztowieka PAN, ktérego jestem cztonkiem od 2017 roku. W ramach
Stowarzyszenia wspétorganizowatam m.in. zajecia w ramach Nocy Biologéw, Poznanskiego
Festiwalu Nauki i Sztuki czy Nocy Naukowcdéw. Prowadzitam takze warsztaty dla senioréw z
wnuczkami finansowane ze $Srodkéw Urzedu Miasta Poznania.

INNE INFORMACIJE DOTYCZACE KARIERY ZAWODOWEJ KANDYDATA

W trakcie studiow doktorskich uzyskatam stypendium Studium Medycyny Molekularnej w
Warszawie i uczestniczytam w organizowanych przez SMM szkoleniach. Jestem laureatem
czterech grantédw podréznych z projektéw unijnych typu COST, a takze zostatam wybrana przez
Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej na uczestnika trzech szkolen z umiejetnosci miekkich,
finansowanych z projektu europejskiego SKILLS. W trakcie swojej kariery zawodowej,
uczestniczytam takze w kilku europejskich projektach dotyczacych PCD.

W ramach europejskiego projektu HEALTH-PROT finansowanego z 5 Funduszu Ramowego EU
dwukrotnie przebywatam na dwdch stazach zagranicznych w laboratorium prof. Heymuta
Omrana w Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin - Allgemeine Padiatrie, Universitat Minster,
Minster, Niemcy (odpowiednio 6 i 3 miesigce). Wyjazdy te zaowocowaty wprowadzeniem do
Zaktadu nowych technik diagnostyki PCD, miatam takze okazje wykazac¢ sie organizacyjnie oraz
szerzy¢ wiedze na temat PCD wsréd personelu medycznego i pacjentéw z PCD (wiecej w
podpunkcie VI autoreferatu, czesé¢ Osiggniecia w zakresie popularyzacji nauki).

Kolejnym projektem europejskim, w ktéry bytam zaangazowana w trakcie stazu
podoktorskiego, byt projekt BESTCILIA (Better Experimental Screening and Treatment for Primary
Ciliary Dyskinesia, nr 305404), finansowany z 7. Programu Ramowego UE. Gtéwnym celem tego
miedzynarodowego projektu byto podniesienie jakosci diagnostyki i leczenia pacjentéw PCD w
Europie. Realizacja tego celu odbywata sie m.in. poprzez ustanowienie miedzynarodowego
rejestru pacjentow PCD czy pordwnanie informacji epidemiologicznych na temat fenotypu
klinicznego PCD i przebiegu choroby w réznych krajach Europy. Z punktu widzenia Polski,
najwazniejszym elementem tego projektu byto wprowadzenie znormalizowanych metod
diagnostyki PCD w trzech krajach europejskich, w ktérych nie byty one w tamtym czasie dostepne
(w Grecji, Polsce i na Cyprze). W zwigzku z tym, niezbednym elementem byta takze popularyzacja
wiedzy na temat PCD, dostepnych badan diagnostycznych tej choroby oraz wiasciwego sposobu
ich przeprowadzania. Te elementy popularyzacyjne nalezaty do pakietu roboczego 7, ktérego
bytam gtdwnym wykonawcg (szczegdéty w podpunkcie VI. Informacja o osiggnieciach
dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych nauke lub sztuke).

Ostatnim projektem europejskim, w ktérego realizacji uczestniczytam, byt projekt BEAT-PCD
(Translational research in primary ciliary dyskinesia - bench, bedside, and population perspectives,
BEAT-PCD, projekt COST BM1407, finansowany z funduszy Horyzont 2020). Ten europejski
projekt typu COST zrzeszat specjalistow z réznych dziedzin (naukowcéw, lekarzy, pracownikow
stuzby zdrowia) oraz przedstawicieli pacjentow, celem opracowania nowych metod diagnostyki
oraz leczenia PCD, a takze podniesienia wiedzy na temat tej choroby. Uczestnicy projektu
pochodzili z 22 panstw europejskich (w tym m.in. Wielka Brytania, Szwecja, Niemcy, Holandia,
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Polska, Francja, Portugalia, Hiszpania, Czechy), a takze z kilku krajéow spoza Europy (USA,
Palestyna, lzrael), a spotkania uczestnikdéw odbywaty sie w Paryzu, Lizbonie, Walencji,
Southampton i Poznaniu. Dzieki wspdlnemu dziataniu osrodkéw PCD z réznych krajéw swiata,
mozliwe byto poréwnywanie obserwacji na temat przebiegu klinicznego PCD, czy tez
opracowywanie wspolnych opinii eksperckich (consensus statements) na temat diagnostyki i
leczenia tej choroby.

Oproécz aktywnego udziatu w konferencjach projektu (plakaty, prezentacje) oraz w szkotach
treningowych, uczestniczytam takze w grupie ekspertéw tworzacych consensus statement w
zakresie raportowania wynikdw TEM rzesek (publikacja Shoemark et al., 2020 z zatgcznika IV, cz.ll,
ppkt. 4). Dwa lata z rzedu bytam takze cztonkiem zespotu tworzacego recenzowane sprawozdania
z konferencji (proceedings, publikacje Halbeisen et al., 2018 oraz Farley et al., 2018 z zatacznika
IV, cz.Il, ppkt. 4). Bytam takze organizatorem lokalnym (local host) koricowej konferencji projektu
odbywajgcej sie w 2019 roku w Poznaniu (szczegdty w podpunkcie VI). Otrzymatam takze
stypendium BEAT-PCD Short Term Scientific Mission, w ramach ktérego w lutym 2019 wyjechatam
na krétki wyjazd szkoleniowy w zakresie proteomiki rzesek do laboratorium prof. Mariusa
Ueffinga w Tybindze (Niemcy). Nawigzana przeze mnie wspotpraca do tej pory jest
kontynuowana, a prof. Marius Ueffing i jego zesp6t sg wspotpracownikami wnioskéw grantowych
OPUS dotyczacych OFD1 sktadanych przeze mnie do NCN.

Poza wspétpracami zwigzanymi z udziatem w projektach europejskich, w trakcie stazu
podoktorskiego nawigzatam takze zagraniczne wspdtprace naukowe w ramach realizowanych
krajowych projektéw badawczych. Wspétpraca z prof. J. Atkinsem z University of Utah (USA)
umozliwita realizacje grantu OPUS pt. Analiza wptywu wybranych zwigzkdw chemicznych na
translacyjny odczyt przedwczesnych kodondw STOP (PTC readthrough) w genach
zaangazowanych w patogeneze pierwotnej dyskinezy rzesek (NCN, 2011/01/B/NZ4/04840, 2011-
2014, PI prof. E. Zietkiewicz), ktérego bytam gtéwnym wykonawcga. Ponadto, nawigzatam takze
wspotprace z dr. Tomem Changiem z Utah State University w USA, dzieki czemu byto mozliwe
skorzystanie z mozliwosci przetestowania stworzonego przez niego nowatorskiego zwigzku
TCO07 stymulujgcego TC-RT, w odniesieniu do mutacji gendw zwigzanych z patogenezg PCD.
Badania tego zwigzku byty elementem realizowanego w naszym Zaktadzie grantu Preludium,
ktérego kierownikiem byt dr Maciej Dgbrowski; zaowocowaty one publikacjg oryginalng w
International Journal of Molecular Sciences.

Oprécz wspdtprac zagranicznych, w ramach diagnostyki PCD polskich pacjentow,
wspotpracuje takze z lekarzami z krajowych osrodkéw pediatrycznych, np. Instytutu Gruilicy i
Choréb Ptuc, Oddziat Terenowy w Rabce-Zdréj, Katedrg Patomorfologii Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego czy Szpitalem Klinicznym im. Karola Jonschera w Poznaniu.
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