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Pierwotna dyskineza rzesek (Primary Ciliary Dyskinesia-PCD) to choroba dziedziczna
zazwyczaj o autosomalnym recesywnym toku dziedziczenia. Nalezy do ciliopatii, czyli chordb,
ktérych przyczyng jest dysfunkcja rzesek i wici. Jest stosunkowo rzadko wystepujaca choroba
przede wszystkim ukladu oddechowego a czestosé jej wystepowania ocenia si¢ na 1:16 000
zywo urodzonych, choé w opinii wielu badaczy czestos¢ ta jest zdecydowanie zanizona. W
znacznej czesci przypadkéw przewleklym zmianom obturacyinym ukladu oddechowego
towarzysza zaburzenia lateralizacji narzadéw wewnetrznych i nieptodnoéé¢ bedaca skutkiem
zaburzonej ruchomosci rzesek i wici plemnikéw. Charakterystycznej dla tej choroby zmiennosci
objawéw klinicznych towarzyszy ogromna heterogenno$é¢ genetyczna zwiazana z duza liczba
biatek zaangazowanych w wytworzenie prawidtowej struktury rzesek. Mutacje w ponad 20
poznanych do chwili obecnej ,,genach PCD” wyjasniaja molekularne podtoze choroby jedynie w
nieco ponad potowie przypadkéw. Znamienna jest takze czesto$¢ mutacji w poszczegdlnych
genach w réznych populacjach. Jak najwczesniejsze ustalenie rozpoznania choroby u pacjenta
ma istotne znaczenie dla rokowania oraz ustalenia wlasciwego postepowania terapeutycznego,
majacego na celu jak najdtuzsze utrzymanie prawidtowej funkeji ptuc.

Badania majace na celu wyjasnienie podioza molekularnego choroby, analiza mutacji w
poznanych juz genach jak tez poszukiwanie i identyfikacja nowych gendéw determinujacych
chorobe maja wiec nie tylko warto$¢ poznawcza. Z klinicznego punktu widzenia stwarzaja
szanse jak najwczesniejszego ustalenia rozpoznania choroby u pacjenta.. Nalezy mie¢ nadzieje,
graniczaca z pewnoscia, ze zastosowanie nowych technik badawczych, a przede wszystkim
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) zapewne szybko uzupetni nasza wiedze w tym
zakresie.

W kontekécie powyzszych stwierdzeri wybdr tematu pracy doktorskiej Pani mgr
Malgorzaty Kurkowiak nalezy uznac za bardzo interesujacy i wazny, zarowno z poznawczego,

jak i z praktycznego punktu widzenia. Jest dowodem mozliwosci wykorzystania nowoczesnego



warsztatu badawczego do podjecia préby analizy mutacji nowo poznanych gendéw
determinujacych pierwotna dyskineze rzesek w kontekscie ich roli w regulacji biatek ciliomu
(bedacego kompleksem kilkuset biatek) oraz ich wptywu na funkcjonowanie rzesek. Okazuje sie,
ze mutacja kazdego z genéw kodujacych jeden z komponentéw ultrastruktury rzesek moze by¢
przyczyna PCD a dwie trzecie pacjentéw jest nosicielami mutacji genowej skutkujacej defektem
w obrebie zewnetrznych ramion dyneinowych (ODA - Outer Dynein Arm). Zlozonos¢
etiopatogenezy choroby okresla miedzy innymi fakt, ze mutacje w réznych genach moga
skutkowaé podobnym defektem strukturalnym.

Sformutowany przez Doktorantke cel pracy zawierajacy zaréwno prébe poznania
nowych genéw jak tez analize funkcjonalna ich mutacji nalezy uzna¢ za ambitny i wpisujacy sie
we wspdlczesny nurt badar nad podiozem molekularnym choréb dziedzicznych. Warunkiem
realizacji tak sformutowanego celu byt dostep do odpowiednio licznego materiatu badawczego a
w tym przypadku prébek DNA i nablonka oddechowego pacjentéw z PCD. Spetnienie tego
warunku zapewnita mozliwo$é realizacji badan w Zakladzie Genetyki Molekularnej i Klinicznej
Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu oraz w Laboratorium Kliniki i Polikliniki Choréb
Dzieci i Miodziezy w Miinster, w ktérych przechowywane sa w/w prébki pacjentow z
rozpoznaniem klinicznym pierwotnej dyskinezy rzesek. Nalezy w tym miejscu podkredli¢ to, ze
Zaklad kierowany przez Pana Prof. Michala Witta, zajmujacy sie badaniami nad molekularnym
podtozem choréb dziedzicznych ukladu oddechowego od lat prowadzi tez badania nad
molekularnym podlozem ciliopatii, majac w tej dziedzinie znaczace i udokumentowane
publikacjami dokonania naukowe. Oba osrodki, w ktérych doktorantka prowadzita badania
zapewnily, poza materialem badawczym, takze nowoczesny warsztat laboratoryjny, ktéry
umozliwit realizacje zalozonych celéw.

Przedstawiona mi do ceny praca ma typowy dla rozpraw doktorskich uktad redakcyjny.
Napisana jest w jezyku angielskim natomiast w jezyku polskim przygotowane jest do$¢ obszerne
streszczenie. Praca zawiera 131 stron maszynopisu, sklada sie z 8 rozdzialéw i zawiera 8 tabel,
18 rycin a takze 8 dodatkowych tabel, zamieszczonych na koricu rozprawy, zawierajacych spis
stosowanych odczynnikéw, sprzetu, wykorzystywanych starteréw oraz przeciwcial a takze
inicjaly badanych pacjentéw wraz z wybranymi, w kontekscie zidentyfikowanych mutacj,
danymi klinicznymi. Pi$miennictwo zawiera zestaw okoto 195 nie numerowanych tytutéw
publikacji utozonych alfabetycznie. Rozprawe poprzedza szereg informacji, m.in. dotyczacych
zrédet wspétfinansowania badan: ze $rodkéw Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej i Unii
Europejskiej. Niektére wyniki badan uzyskane w trakcie realizacji projektu doktorskiego zostaly
opublikowane w 2 artykutach zamieszczonych w American Journal of Human Genetics (2013,
2014) oraz w Cilia (2012), w ktérych doktorantka jest wspdtautorem. Autorka podaje takze
tytuly 7 prezentacji posterowych dotyczacych tematyki rozprawy doktorskiej (w ktérych byta
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pierwszym autorem) prezentowanych na zjazdach i konferencjach naukowych w kraju i
zagranica.

We wprowadzeniu Autorka omawia wyczerpujaco istote budowy i zréznicowania
zaréwno struktury jak i funkcji organelli komoérkowych, jakimi sa rzeski, w organizmach
jednokomoérkowych jak i u naczelnych oraz czlowieka. Szeroki przeglad wiedzy o budowie i
funkcji rzesek dokumentuje wynikami badani na réznych organizmach modelowych,
podkreslajac istote genetycznego uwarunkowania kompleksu ponad 1000 biatek tworzacych
strukture rzesek. Analiza struktury i budowy rzesek, uwzgledniajaca najnowsze wyniki badan i
obserwacji uzupelniona bardzo dobrymi rycinami sprawia, ze ta czes¢ doktoratu staje sie
dobrym kompendium wspétczesnej wiedzy dotyczacej tak morfologii jak i funkcji rzesek. Takze
podrozdzialy po$wiecone patogenezie i symptomatologii klinicznej pierwotnej dyskinezy rzesek
opracowane sa dostatecznie wyczerpujaco. Autorka stusznie wiele uwagi poswieca metodom
stosowanym w diagnostyce Klinicznej tej zréznicowanej fenotypowo choroby. Nie wszystkie one
bowiem maja jednakowa czutosé i specyficznosé w diagnostyce réznicowej. W tym kontekscie
szczegdlnie wazne staja sie badania molekularne genéw determinujacych funkcje rzesek.
Genetyczna heterogennosé¢ PCD zmusza do poszukiwania mutacji w znanych juz genach a
takze poszukiwanie nowych mutacji o innej lokalizacji genowej. Znane dotychczas mutacje 29
genéw umozliwiaja weczesne potwierdzenie choroby jedynie w okoto 50-60% przypadkéw.
Heterogennosé¢ efektéw fenotypowych mutacji tych genéw odnosnie do struktury rzesek u
chorych z PCD Autorka omawia szczegétowo dokumentujgc wyniki tych rozwazan w tabeli 7.

Podsumowujac ta czes$é doktoratu mozna stwierdzi¢, ze stanowi ona nie tylko dobre
wprowadzenie czytelnika w istote, tlo genetyczne jak i problematyke kliniczna pierwotnej
dyskinezy rzesek lecz takze spelnia zamierzenie Autorki majace na celu udokumentowanie
zasadnosci podjecia tej tematyki badawczej. Takze zalozenia pracy jak i sformulowany cel
badawczy sa logicznie i dobrze uzasadnione. Ogélnym celem projektu doktorskiego byto wiec
podijecie badani nad genetycznym uwarunkowaniem pierwotnej dyskinezy rzesek zas celem
szczegdlowym — poszukiwanie nowych genéw determinujacych chorobe oraz analiza
funkcjonalna zidentyfikowanych w nich mutacji. Materialem do badari byly probki DNA i
nabtonka oddechowego pacjentéw z PCD zgromadzone i przechowywane w Laboratorium
Kliniki i Polikliniki Chordb Dzieci i Miodziezy w Miinster (1587 rodzin) oraz Instytucie Genetyki
Czlowieka PAN w Poznaniu (172 rodzin), w ktérych dotychczasowe badania nie wykazaty
obecnoéci mutacji warunkujacej PCD. Badania przeprowadzono po uprzednim uzyskaniu
swiadomej zgody badanych pacjentéw oraz akceptacji badan przez wilasciwe  Komisje
Bioetyczne w Niemczech i Polsce.

W rozdziale Metody Autorka omawia szczegétowo i w sposéb bardzo kompetentny

poszczegdlne etapy analizy molekularnej oraz stosowane techniki badawcze. Dzigki
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bioinformatycznej analizie in  silico obejmujacej analize sprzezen 1 mapowanie
homozygotycznosci  Autorka mogla wytypowac regiony, w obrebie ktérych mozna byto sie
spodziewaé mutacji w genach kandydatach PCD. Inne ze stosowanych w pracy metod
badawczych to m.in. wysokorozdzielcza analiza krzywej topnienia produktu PCR (jako metoda
przesiewowa w poszukiwaniu mutacji w genie ZMYNDI 0), analiza danych z transmisyjnego
mikroskopu elektronowego umozliwiajaca ocene przekroju rzeski z preparatéw tkanki nabtonka
oddechowego pacjentéw a takze barwienie immunofluorescencyjne preparatéw z uzyciem
specyficznych przeciwcial umozliwiajace lokalizacje badanego biatka w obrebie komorki
rzeskowej. Badania, jak wspomniatem, wykonywane byly zaréwno w ZGMiK Instytutu Genetyki
Czlowieka PAN w Poznaniu jak tez w laboratorium prof. Heymuta Omrana w Munster.

W wyniku podjetych w ramach projektu badari mgr Malgorzata Kurkowiak
przeprowadzita analize 24 genéw kandydatéw identyfikujac tacznie 10 mutacji w trzech nowych
genach zaangazowanych w patogeneze PCD a mianowicie: LRRC6, ZMYNDI0 oraz
CCDC151. W genie LRRC6 zidentyfikowata siedem nowych mutacji, sposréd ktérych istnienie
dwéch, u pacjentéw z PCD, potwierdzili takze inni badacze. Najczesciej stwierdzana mutacja
buta delecja dwéch nukleotydéw w eksonie 5 genu prowadzaca do przedwczesnej terminacji
translacji. Natomiast w genie ZMYNDI10 liczba znanych dotad mutacji zwiekszyla sie do 15
dzieki zidentyfikowaniu przez doktorantke kolejnej nowej mutacji polegajacej na delecii
eksonéw 7-12. Ponadto zidentyfikowata takze (u dwéch niespokrewnionych ze soba pacjentéw)
nowa mutacje (c.367delC) wystepujaca u chorych z PCD w populaciji stowianiskiej. Natomiast w
genie CCDC151 zidentyfikowala u jednego pacjenta mutacje STOP (c925G>T, p.E 308%).

Uzycie technik barwienia immunofluorescencyjnego oraz analiza przekroju
poprzecznego rzeski w transmisyjnym mikroskopie elektronowym wykazaty brak zewnetrznych i
wewnetrznych ramion dyneinowych u wszystkich pacjentéw nosicieli mutacji tych 3 gendw.
Poréwnujac uzyskane dane z wynikami badan na organizmach modelowych doktorantka
wnioskuje, ze biatka kodowane przez te geny pehia istotng role w procesie skladania ramion
dyneinowych. U wszystkich pacjentéw nosicieli mutacji w tych genach obserwowano defekt
zaréwno zewnetrznych jak i wewnetrznych ramion dyneinowych. Jest on zreszta najczesciej
wystepujaca wada ultrastruktury rzeski u chorych z pierwotng dyskineza rzesek. Kazdy z nowo
zidentyfikowanych genéw koduje biatko cytoplazmatyczne, nieobecne w aksonemie. Jako
biatka cytoplazmatyczne, a wiec fizycznie bardziej dostepne, moga w opinii Autorki stanowi¢
potencjalny cel dla opracowywania nowych terapii w tej chorobie.

Rozdzial poswiecony dyskusji zawiera obszerne i bardzo szczegdlowe omoéwienie
uzyskanych  wynikéw w  kontekscie wspdiczesnych  mozliwosci  wykorzystania  analiz
proteomicznych i bioinformatycznych w  poszukiwaniu nowych mutacji - determinujacych

zaburzenie struktury i funkcji rzesek. Analizujac zidentyfikowane mutacje w genach LRRC6,
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CCDC151 i ZMYNDI10 doktorantka prezentuje szeroka wiedze dotyczaca ich skutkow
fenotypowych u innych organizméw a takze charakterystyke i czestosci wystepowania mutacji
genowych zidentyfikowanych przez innych autoréw. Rozwazania Autorki zaréwno dotyczace
molekularnego podtoza dysfunkciji rzesek jak tez ztozonego procesu tworzenia i budowy ramion
dyneinowych dokumentuja doglebna wiedze w zakresie podjetej problematyki badawczej jak tez
szeroka znajomo$¢ literatury przedmiotu oraz umiejetnosé¢ adekwatnego wykorzystania w swych
rozwazaniach nad etiopatogeneza choroby wynikéw badan uzyskanych i opublikowanych przez
innych badaczy.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mgr Malgorzata Kurkowiak sformutowata cztery
wnioski zawarte w VII rozdziale rozprawy.

Przedstawiona mi do oceny rozprawe oceniam bardzo dobrze. Jest ona dowodem
ogromnej pracy badawczej, dobrze przemyslanej i zorganizowanej zarowno w wymiarze
koncepciji jak i realizacji badan. Pani mgr Malgorzata Kurkowiak udokumentowata duza wiedze
teoretyczng, dotyczaca aspektéw biologicznych i klinicznych pierwotnej dyskinezy rzesek, jak
tez profesjonalizm w zakresie stosowania nowoczesnego spektrum metod i technik biologii
molekularnej w badaniach nad patologia molekularna dysfunkcji rzesek. Bogate pismiennictwo,
cytowane w rozprawie wlasciwie, zawiera tez publikacje autoréw polskich. Autorka w pracy
zastosowata typowy, kliniczno-kontrolny model analizy stosowanej czesto w badaniach
genetycznych, ktére maja na celu wykazanie oraz charakterystyke zmian molekularnych
determinujacych okreslone efekty fenotypowe. Autorka zatozony cel pracy zrealizowala,
dokumentujac  zaréwno znajomo$é metod analizy bioinformatycznej, molekularnej i
immunohistochemicznej a takze stosowny krytycyzm w interpretacji uzyskanych wynikéw.
Praca ma niezaprzeczalna warto$¢ poznawcza, wpisujac sie na trwate w literature przedmiotu.
Uzyskane wyniki niewatpliwie wzbogacaja wiedze potrzebna do lepszego zrozumienia procesu
skladania ramion dyneinowych w rzeskach. Natomiast ich praktyczna warto$¢ polega na tym,
ze zidentyfikowane mutacje poszerzaja panel molekularnych testéw diagnostycznych oferowany
pacjentom z podejrzeniem PCD umozliwiajac wigkszej liczbie chorych wczesne ustalenie
rozpoznania choroby i podjecie wlasciwego leczenia juz we wczesnym dziecinstwie. Godne
podkreslenia jest to, ze Pani mgr Malgorzata Kurkowiak jest wspdtautorka trzech publikacji z
zakresu tematyki badawczej rozprawy doktorskiej, w czasopismach o wysokim standardzie
recenzenckim, z ktérych dwie zamieszczone zostaly w czasopismie z listy filadelfijskiej.

Jak juz wspomnialem wcze$niej, oceniana rozprawa doktorska swiadczy dobrze
zaréwno o warsztacie laboratoryinym doktorantki jak i Jej potencjale naukowym. Nie sposéb
jednak nie podkredli¢ znaczenia warunkéw, jakie zostaly stworzone poprzez mozliwosé
korzystania z zaplecza badawczego obu osrodkow naukowych w Poznaniu i Minster, jak tez

wykorzystania materialu badawczego reprezentujacego unikalna pod wzgledem liczby kohorte
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rodzin pacjentéw z PCD. Jest oczywiste, ze w tego typu projektach badawczych tylko
dostatecznie duza liczba przypadkéw moze zapewnic¢ sukces badawczy w postaci wiarygodnych
wynikéw umozliwiajacych ich analize i wnioskowanie.

Nie mam w zasadzie istotnych uwag i zastrzezen. Praca jest modelowa i zawiera
wszystkie elementy projektu badawczego w zakresie genetyki medycznej. Sformutowane
wnioski sa zasadne i adekwatne do uzyskanych przez doktorantke wynikéw. Na szczegdlne
podkreslenie zastuguje staranna szata edytorska pracy a przede wszystkim bardzo dobra
dokumentacja graficzna. Nie podzielam jednak sceptycznej opinii Doktorantki, co do roli
sekwencjonowania nastepnej generacji w identyfikacji nowych genéw i mutacji genowych
determinujacych chorobe. Koszty badania z wykorzystaniem tej metody sa coraz nizsze i nie jest
ona ,zarezerwowana dla badan podstawowych. Niewatpliwie ,waskim gardlem” metody sa
problemy w interpretacji uzyskiwanych wynikéw a swiadomoéé tego problemu u bioinformatyka
jest catkowicie zrozumiata. Nie jest tez wykluczone, ze zaréwno calogenomowe jak tez
eksomowe sekwencjonowanie ujawni¢ moze nowe problemy istotne dla heterogennosci
genetycznej choroby bedace np. wynikiem zmiennosci sekwencji powtérzonych? Wiele uwagi
doktorantka w swych rozwazaniach poswiecita heterogennosci genetycznej pierwotnej
dyskinezy rzesek. Choroba moze byé bowiem modelowym przykladem wystepowania
heterogennosci dotyczacej locus. Czy takze allelicznej? PCD dziedziczy sie przede wszystkim
jako cecha autosomalna recesywna (a nie dominujaca) i jak wiadomo defekt molekularny
determinujacy objawy kliniczne zlokalizowany jest w réznych regionach genomu. W pracy nie
znalaztem informaciji dotyczacej chromosomalnej lokalizacji nowych gendéw, w ktérych Autorka
zidentyfikowata mutacje. Natomiast z Kklinicznego punktu widzenia bytbym wdzieczny za
informacje, u ilu pacjentéw nosicieli zidentyfikowanych mutacji stwierdzano odwrécenie trzew,
jako czesty objaw towarzyszacy pierwotnej dyskinezie rzesek.

Reasumujac, przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Malgorzaty
Kurkowiak zastuguje, w moijej opinii, na wysoka i pozytywna ocene. Jak juz wspominatem, jest
przykltadem dobrze przemyslanego, o klarownej kompleksowej koncepcji projektu badawczego
uwzgledniajacego z jednej strony okreslony fenotypowo model Kkliniczny z drugiej zas potrzebe
identyfikacji defektéw molekularnych o znaczeniu patogennym. Rozprawa jest oryginalnym i
samodzielnym dorobkiem naukowym doktorantki, $wiadczacym tez o umiejetnosci
wykorzystywania stworzonych jej szans realizacji zamierzeri naukowych oraz zdolnosci do
wspdtpracy z réznymi zespotami. Praca uzasadnia tez wysoka ocene Autorki jako pracownika
naukowego dysponujgcego profesjonalnym warsztatem badawczym w zakresie genetyki

molekularne;j.



Biorac powyzsze pod uwage stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca mgr
Malgorzaty Kurkowiak odpowiada wymogom stawianym rozprawom na stopieri doktora
okreglonych w ustawie o Tytutach naukowych i stopniach naukowych z dnia 14 marca 2003

roku.

Zwracam sie zatem do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Genetyki Czlowieka Polskiej
Akademii Nauk w Poznaniu z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Malgorzaty Kurkowiak do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr. hab. n. med. Tadeusz Mazurczak

Warszawa, dnia 18.09.2014 r.



