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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Alicji Matgorzaty Rabiasz

Tytut rozprawy:
Analiza funkcjonalna wybranych genéw zaangazowanych w patogeneze pierwotnej dyskinezy
rzesek przy uzyciu organizmu modelowego Schmidtea mediterranea

Rozprawa doktorska przygotowana w Instytucie Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk
Promotor: prof. dr hab. Ewa Zietkiewicz

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Alicji Rabiasz zostata przygotowana
pod kierunkiem promotor Prof. dr hab. Ewy Zietkiewicz w Zakfadzie Genetyki Molekularnej i
Klinicznej Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu. Praca poswiecona jest badaniom
patogenezy pierwotnej dyskinezy rzesek (PCD), a jej celami byty poszukiwanie nowych wariatnéow
patogennych w znanych genach zwigzanych z PCD, identyfikacja kolejnych gendw przyczynowych
dla PCD, jak réwniez ocena przydatnosci modelu ptazinca (planarii) Schmidtea mediterranea do
badan funkcjonalnych, potwierdzajgcych zwigzek defektéw genetycznych z zaburzeniami
rzeskowymi. Badanie nad poszukiwaniem nowych przyczyn dyskinezy rzesek u pacjentéw sg
niezmiernie potrzebne, poniewaz nadal pomimo zastosowania wysokoprzepustowych technik
sekwencjonowania DNA (w tym paneli NGS i WES) u ok. 1/3 pacjentéw podtoze genetyczne
pozostaje niewyjasnione. Ocena chorobotwdrczosci (patogennosci) nowych prawdodopobonie
patogennych (LP) zmian genetycznych i wariantdw o niepewnym znaczeniu klicznym (VUS),
ktorych w coraz wiekszej ilosci dostarczajg badania NGS, wymaga zastosowania analiz
funkcjonalnych, ktére pozwolg rozstrzygnaé, ktére ze zmian majg rzeczywiste implikacje
biologiczne. Zdecydowanie niewystarczajgce sg tu badania rodzinnej segregacji wariantéw, jak i
predykcje in silico, totez opracowanie szybkich i tanich modeli testowania in vivo, pozwalajgcych
odwzorowa¢ fenotypy zmian genetycznych w komodrkach zwierzecych, sg nieodzowne we
wspotczesnych badaniach genetycznych. Zakfad Genetyki Molekularnej i Klinicznej Instytutu
Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu jest znany w srodowisku medycznym z wysokiej jakosci badan
naukowych, zmierzajgcych do identyfikacji nowych przyczyn genetycznych PCD oraz gromadzenia
i coraz doktadniejszego charakteryzowania molekularnego kohorty polskich pacjentéw z PCD.
Wszystkie laboratoria diagnostyczne i naukowe, ktére identyfikujg rzadkie warianty genetyczne, z
ktorych duzg czesé stanowig VUSy, borykaja sie z problemem klasyfikacji zmian i ostatecznego
potwierdzania patogennosci wariantdow. Konieczne sg szybkie i tanie testy funkcjonalne, ktérych
wykonanie bedzie pozwalato rozstrzygac trudnosci interpretacyjne. Dlatego uwazam za stuszne
podjecie przez Autorke badan nad okresleniem przydatnosci modelu S. mediterranea w
odwzorowywaniu ciliopatii. Podobnie, wybdr choroby do badan naukowych, polegajgcych na
znalezieniu nowych przyczyn PCD jest uzasadniony ze wzgledu na dostepnos¢ duzej grupy
pacjentoéw z ciliopatiami w miejscu realizacji pracy. Jest tez uzasadniony wzgledami poznawczymi,
wynikajgcymi z faktu, ze blisko 1/3 chorych nadal ma niepoznang na poziomie molekularnym
przyczyne zaburzen.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata zaprezentowana w formie
hybrydowej i zawiera zbiér czterech opublikowanych, recenzowanych artykutdw powigzanych ze
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sobg tematycznie. Praca ma typowy dla tej formy uktad redakcyjny, zawiera 163 strony
maszynopisu (strone tytutowg, spis publikacji sktadajgcych sie na dysertacje doktorska, wzmianke
o zrédfach finansowania, spis pozostatych publikacji, liste doniesied zjazdowych i wystgpien
konferencyjnych, liste nagrdd i stypendidw, spis tresci i spis skrétow). Nastepnie zgodnie z
przyjetym sposobem prezentacji wynikow, nastepuje podziat na: wstep, cele pracy, zwiezte
omowienie opublikowanych artykutéw wraz z petnotekstowymi kopiami prac, wnioski. Po
gtéwnym tekscie rozprawy nastepujg kolejno: streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
pismiennictwo i oswiadczenia wspoétautoréow pracy o wktadzie poszczegdlnych oséb w publikacje.

Rozprawe doktorsky otwiera spis tresci, po ktédrym zamieszczono wykaz stosowanych w
pracy skrétéw i nazw gendw. We wstepie Doktorantka wprowadza czytelnika w $wiat ciliopatii,
czyli tematyke, ktérg postanowita sie zajg¢ w swoich badaniach doktorskich. Po krotce omoéwita
budowe i podziat rzesek (tac. lub ang. cilia), a nastepnie bardziej szczegdétowo opisata morfologie
rzesek ruchowych oraz pierwotng dyskineze rzesek (PCD, ang. primary ciliary dyskinesia), ktérg to
chorobg w gtéwnej mierze zajeta sie w trakcie realizacji pracy. Nastepnie syntetycznie opisata
molekularne podstawy zaburzen funkcjonowania rzesek ruchowych u pacjentéw z PCD, by przejs¢
na koniec wstepu do zagadnien analizy funkcjonalnej gendw zwigzanych z PCD w modelach
komadrkowych, w tym zwierzecych. W przypadku identyfikacji rzadkich wariantéw genetycznych w
znanych genach lub genach kandydujgcych, konieczne jest przeprowadzenie badan
funkcjonalnych, bez ktérych nie mozna uzsykac¢ ostatecznego dowodu na zwigzek przyczynowo-
skutkowy zmiany genetycznej z fenotypem. Dlatego waznym elementem badan Doktorantki byto
wybranie odpowiedniego modelu do badan funkcjonalnych, ktérym zostat ptaziniec Schmidtea
mediterranea (S. mediterranea), a nastepnie przetestowanie go in vivo do potwierdzania udziatu
badanych genéw w patogenezie PCD. Lektura wstepu, wyksztatcenie Pani mgr Alicji Rabiasz oraz
lista osiggnieé naukowych, w tym wystgpien konferencyjnch Doktorantki, dowodzg, ze Autorka ma
bardzo dobre przygotowanie do realizacji badan molekularnych przyczyn PCD u ludzi oraz
modelowania funkcjonalnego choroby in vivo.

W kolejnej czesci pracy Autorka sformutowata dwa gtéwne cele rozprawy doktorskiej,

ktérymi byty: 1) poszukiwanie nowych patogennych wariantow i identyfikacja kolejnych ,,nowych”
gendw zwigzanych z pierwotng dyskinezg rzesek, w celu uzyskania lepszego obrazu genetycznego
i molekularnego PCD; oraz 2) zoptymalizowanie i praktyczne zastosowanie S. mediterranea jako
organizmu modelowego do potwierdzania zwigzku wybranych gendéw z zaburzeniami funkcji
rzesek ruchowych i patogenezg PCD. W mojej ocenie cele zostaty sformutowane logicznie i
poprawnie, w zgodzie z przedstawionym wstepem teoretycznym i publikacjami naukowymi,
sktadajgcymi sie na dysertacje doktorska.

W kolejnej czesci rozprawy Doktorantka dokonata oméwienia poszczegdlnch publikacji
wchodzacych w sktad cyklu prac, stanowigcych rozprawe doktorska. Artykut nr 1 pt. ”Schmidtea
mediterranea as a Model Organism to Study the Molecular Background of Human Motile
Ciliopathies” to praca pogladowa, przestawiajgca aktualny stan wiedzy na temat genetyczego
podtoza PCD i roli organizméw modelowych w zrozumieniu funkcji gendw zaangazowanych w
patogeneze PCD. Praca ta stanowi niezwykle cenny i wnikliwy przeglad aktualnego pismiennictwa
nt. rzesek, ciliopatii i PCD oraz opisuje ptazifica z gatunku Schmidtea mediterranea, jako organizmu
modelowego do badan patologii molekularnej rzesek w chorobach ludzkich. Ostatnia cze$¢ pracy
poswiecona jest szerszemu wykorzystaniu S. mediterranea jako tatwo dostepnego, wzglednie
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taniego modelu funkcjonalnego odwzorowywania uszkodzen genetycznch w chorobach
monogenowych cztowieka. Artykut nr 1 zostat opublikowany w dobrze punktowanym czasopismie
International Journal of Molecular Sciences w 2023 roku (IF=4,9 ; MNiSW=140), z pierwszym
autorstwem Doktorantki i seniorskim autorstwem Pani Promotr prof. Ewy Zietkiewicz. Obecnos¢
wytgcznie dwoéch Wspodtautorek pracy przegladowej jednoznacznie $wiadczy o tym, ze
Doktorantka wzieta na siebie gtéwny ciezar przygotowania tej publikacji, co przemawia za Jej
dojrzatoscig i samodzielnoscig naukowa.

Drugi artykut sktadajacy sie na cykl prac pt. ,,CFAP300: Mutations in Slavic Patients with
Primary Ciliary Dyskinesia and a Role in Ciliary Dynein Arms Trafficking” zostat opublikowany w
2019 roku w American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology (IF=5,373 , MNiSW=100).
Publikacja jest efektem wieloletnich prac prowadzonych w Zakfadzie Genetyki Molekularnej i
Klinicznej, w toku ktérych przeprowadzono sekwencjonowanie eksomu (WES) u 120 rodzin
polskich pacjentéw z PCD. Badania WES pozwolity na identyfikacje gendw-kandydatéw,
potencjalnie zaangazowanych w powstawanie ciliopatii. Jednym z takich genéw byt CFAP300, w
ktédrym u 7 niespokrewnionych probandéw zidentyfikowano homozygotyczny wariant skracajacy
typu frameshift w eksonie 3. Dalsze analizy genu CFAP300 metodg Sangera, przepowadzone wsréd
kolejnych probandéw z PCD, umozliwity wykrycie 10 kolejnych przypadkéw chorych z
obuallelicznymi zmianami w genie. W celu lepszego zrozumienia udziatu ww. genu w
funkcjonowaniu rzesek przeprowadzono analize poréwnawczg profilu ekspresji CFAP300
wzgledem innych wybranych gendéw zwigzanych z formowaniem rzesek ruchowych. W badaniach
stwierdzono, ze profil ekspresji CFAP300 (wzrost ekspresji miedzy 3 a 11 dniem ciliogenezy) byt
zblizony do profilu ekspresji kilku innych gendw rzeskowych. Ostatnig czescia badan byto
potwierdzenie roli genu CFAP300 w funkcjonowaniu rzesek ruchowych z wykorzystaniem modelu
S. mediterranea. Potwierdzono metodg interferencji RNA, ze wyciszenie homologa CFAP300
(Smed-cfap300) skutkuje zaburzeniem funkcji rzesek i zmniejszeniem lokomocji robakéw.
Przygotowana ze wspoétudziatem Doktorantki praca jest wazna z kilku powoddw. Po pierwsze,
opisane w niej badania pozwolity na identyfikacje wzglednie czestej w populacji stowianskiej
przyczyny PCD, ktéra nie byta dotad opisana. Po drugie, wyniki badan umozliwity poprawe
diagnostyki molekularnej i interpretacji wynikéw badan genetycznych u wiekszego odsetka
pacjentéw z PCD. Po trzecie, w pracy wykorzystano po raz pierwszy w Zaktadzie oraz Insytutcie
Genetyki cztowieka planarie S. mediterranea, jako modelowy organizm dla badania patogenezy
molekularnej choréb cztowieka in vivo. Uruchomienie i optymalizacja takiego wdrozenia zastuguje
na duze uznanie, a jak to wynika z opisu, odbyto sie to przy gtdwnym udziale Autorki rozprawy.

Artykut nr 3 zatytutowany , A novel pathogenic variant of CFAP221 is a cause of a mild
form of primary ciliary dyskinesia” ukazat sie w Biochimica et Biophysica Acta (BBA) Molecular
Basis of Disease (IF=4,2 ; MNiSW=140), a Doktorantka jest w nim pierwszym autorem. Celem
niniejszej pracy byto potwierdzenie roli genu CFAP221 w patogenezie pierwotnej dyskinezy rzesek.
W badaniu WES, u jednego z pacjentdw z tagodng formg PCD z badanej kohorty, zostat
zidentyfikowany obualleliczny wariant skracajgcy w CFAP221. Doniesienia o zwigzku wariantow w
tym genie z PCD byly juz sugerowane w bazach danych (ClinGen). Autorka postanowita
przeprowadzi¢ eksperymenty, ktére udowodnig zwigzek pomiedzy uszkodzeniem genu a
nieprawidtowg funkcjg rzesek ruchowych. W tym celu przeprowadzone zostaty badania przy
uzyciu hodowli komdrkowych z nabtonka oddechowego pacjenta oraz zdrowych kontroli.



Udokumentowano 5-krotnie nizszg predkos¢ transportu kuleczek przez komodrki nabtonka
oddechowego pacjenta w stosunku do zdrowej kontroli. W ostatnim etapie badan uzyto organizm
modelowy S. mediterranea. Wyciszenie homologu ludzkiego CFAP221 u ptazinca (tj. genu Smed-
cfap221) spowodowato istotne statystycznie o 34% spowolnienie lokomocji robaka oraz
wolniejsze i niesynchroniczne poruszanie sie czesci rzesek. Praca stanowi kolejny dowdd na
praktyczne opanowanie przez Doktorantke warsztatu badan funkcjonalnych z wykorzystaniem S.
mediterranea do modelowania funkcji genéw zwigzanych z PCD.

Ostatni artykut — nr 4 — zatytutowany ,,The lack of homozygotes with a large deletion
encompassing SPAG1 and POLR2K in primary ciliary dyskinesia patients suggests the lethal effect
of the loss of POLR2K protein”, sktadajgcy sie na cykl publikacji, Doktorantka opublikowata w
Genes & Diseases (w opisie podane IF=6,9, a obecnie 9,4; MNiSW=140), jako pierwszy autor. Praca
stanowi cenne spostrzezenie, ze pomimo dos$é¢ czestego wystepowania w rodzinach z PCD
nosicielstwa haplotypu z delecjami obejmujacymi geny SPAG1 i POLR2K, nie obserwuje sie
homozygot z utratg POLR2K. Sugeruje to letalnos¢ obuallelicznej utraty POLR2K, tym bardziej, ze
utrata obu kopii genu SPAG1 jest dos¢ czestg przyczyng PCD, ale zawsze drugi wariant patogenny
jest zlokalizowany wewnatrz drugiej kopii SPAG1. Doktorantka postanowita zbadac przyczyne
braku homozygot z delecjami SPAG1 i POLR2K wykorzystujgc ptazinca S. mediterranea i
udowodnita letalnos¢ wyciszenia funkcji genu POLR2K dla oragnizmu robaka. Dodatkowo,
wyciszenie POLR2K w hodowli ludzkiej linii komorkowej (HEK293T) pozwolito na potwierdzenie
kluczowej funkcji genu dla przezycia komdrek. Przy tej okazji, chciatbym zapytac¢ czy wiadomo
cokolwiek na temat udziatu homozygotycznych delecji lub innych zmian typu utraty funkcji POLR2K
w poronieniach lub obumarciach zarodkéw ludzkich. Czy znane sg prace na ten temat i
ewentualnie w ktérym momencie rozwoju embrionalnego mogtoby nastgpi¢ zahamowanie i
obumarcie cigzy?

Podsumowujgc, oceniana rozprawa doktorska stanowi zbiér czterech prac, w ktérych
zweryfikowano mozliwos¢ uzycia ptazinca (S. mediterranea) do badania gendéw zaangazowanch w
patogeneze PCD. Pierwsza publikacja, beda pracg przegladowa, ukazuje aktualny na 2023 rok stan
wiedzy dot. mozliwosci zastosowania ptazinca do badan rzesek ruchowych i nt. ciliopatii. Pozostate
trzy publikacje to prace oryginalne, ktérych celem byto potwierdzenie roli zidentyfikowanych
patogennych wariantéw w genach CFAP300 i CFAP221 w patogenezie PCD oraz zmian genu
POLR2K, ktérego homozygotyczne delecje okazujg sie by¢ letalne. Nalezy podkresli¢, ze wszystkie
przedstawione prace zostaty opublikowane w recenzowanych czasopismach z listy filadelfijskiej,
ze wspotczynnikiem oddziatywania (IF) powyzej 4 i punktacja MNiSW 100 lub 140. W trzech
pracach Doktorantka jest pierwszg autorka, co poswiadcza Jej wiodgcg role w przeprowadzonych
eksperymentach i pisaniu manuskryptéw. W jedenj z prac, powstatej w 2019 roku, Doktorantka
jest trzecim autorem, ale jest to zrozumiate, zwazywszy na prawdopodobny poczgtkowy okres Jej
zaangazowania w tematyke badawczg poswiecong PCD. Publikacje stanowig przemyslany i spdjny
tematycznie cykl artykutéw naukowych, z naddatkiem wypetniajgcy wymogi stawiane rozprawom
doktorskim, prezentowanym w tej formie. Doktorantka w realizacji badan wykorzystata szeroki
wachlarz metod i podejs¢ badawczych, z ktérych niektdre uruchomita po raz pierwszy w
laboratorium Instytutu. W dyskusjach swoich prac Autorka wykazata ostroznos¢ i duzg doze
krytycyzmu w interpretacji wynikdw, co dodatkowo swiadczy o Jej dojrzatosci naukowej i
gotowosci do podjecia dalszych badan. Nie mam zadnych uwag krytycznych w stosunku do



przedstawionych artykutéw, tym bardziej, ze wszystkie opublikowane zostaty w
wysokopunktowanych i recenzowanych czasopismach. Miatbym jedynie drobng uwage dotyczaca
ostatniego manuskryptu (artykut nr 4), ktérego tematyka w czesci publikowanych wynikéw w
mniejszym stopniu dotyczy PCD, a w wiekszym funkcji genu POLR2K, czesciowo wydeletowanego
w haplotypie z genem SPAG1, ktory jest jednym z gendw przyczynowych dla PCD. Publikacja ta
opisuje bardzo istotne spostrzezenie dot. braku homozygot z duzg delecjg SPAG1 i POLR2K u
pacjentéw z PCD, chociaz w swej czesci funkcjonalnej, bardziej skupia sie na funkcji POLR2K i
letalnosci obuallelicznych defektéw tego genu.

Whioski pracy zostaty sformutowane poprawnie i w petni odpowiadajg celom, ktérych
realizacje Doktorantka zatozyta. Autorka zauwaza we wnioskach, ze Schmidtea mediterranea
stanowi obiecujgcy model do analizy funkcjonalnej zakonserwowanych ewolucyjnie genéw
zwigzanych z patogenezg PCD, potwierdza istotng role ludzkich genéw CFAP300 i CFAP221 w
funkcjonowaniu rzesek, a tym samym patogenezie PCD, oraz ze homozygotyczne delecje SPAG1
nie wystepujg u chorych z PCD ze wzgledu na brak przynajmniej jednej funkcjonalnej kopii POLR2K,
ktdrej obecnos¢ jest niezbedna do przezycia komorki.

Ogdlny opis artykutéw Doktorantka odniosta do bogatego, trafnie dobranego, aktualnego
pismiennictwa, obejmujgcego tacznie 65 pozycji. Ponadto w kazdym z opublikowanych 4
artykutéw, cytowanych byto facznie kilkaset aktualnych publikacji. Rozprawa zostata napisana
poprawng, precyzyjng polszczyzng, co sprawia, ze bardzo dobrze sie jg czyta. Catg prace
Doktorantka przygotowata niezwykle starannie pod wzgledem redakcyjnym, edytorskim i
graficznym. Musze przyzna¢, ze recenzja pracy byfta duzg przyjemnoscig ze wzgledu na jakosc
publikacji oraz dbato$¢ o szczegoty przy przygotowaniu opisu artykutow (pot. ,zszywki”).

W podsumowaniu stwierdzam, ze zgodnie z art. 187 ust. 1-3 Ustawy Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym i Nauce (Dz. U. z 2024 r. poza 1571 z pdzn. zm.), przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska Pani mgr Alicji Rabiasz spetnia wszelkie wymogi stawiane tego typu rozprawom i
zwracam sie do Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Alicji
Rabiasz do dalszych etapdéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Majac na uwadze wysoka warto$é naukowg i poznawczg catej rozprawy oraz stanowiacych
ja poszczegdlnych artykutéw naukowych, zwracam sie do wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu z wnioskiem o wyrdznienie niniejszej pracy doktorskiej.
Uzasadniam to wysoka jakoscig naukowa prac, popartg wysokimi parametrami naukometrycznymi
(sumaryczny IF publikacji = 21,373, punktacja MNiSW = 520).

Poznan, 31.07.2025

Prof. dr hab. n. med. Aleksander Jamsheer
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