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Recenzja pracy doktorskiej mgr Alicji Rabiasz zatytulowanej:
»Analiza funkcjonalna wybranych genow zaangazowanych w patogeneze pierwotnej dyskinezy

rzesek przy uzyciu organizmu modelowego Schmidtea mediterranea”™

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Alicji Rabiasz zostata wykonana pod
kierunkiem Pani prof. dr. hab. Ewy Zietkiewicz w Instytucie Genetyki Czlowieka, Polskiej Akademii
Nauk w Poznaniu. Wpisuje si¢ ona w nurt badan zespotu Pani Profesor dotyczacy ciliopatii, czyli chorob
rzeskowych o podlozu genetycznym, ktorych przyczyna jest dysfunkcja rzesek.

Praca Pani mgr Alicji Rabiasz dotyczy badan nad pierwotna dyskineza rzeskowa, PCD (ang.
Primary ciliary dyskinesia), ktora nalezy do chorob rzadkich dotykajacych okoto 1:10 000 — 1:20 000
0s0b. Poprzez swoja heterogennosc choroba PCD jest trudna do diagnozowania, ktore moze trwaé nawet
kilkanascie lat. Dlatego tez kazde badanie nowego podioza genetycznego dotyczacego patogenezy PCD
przyczynia si¢ do szybszej i trafniejszej diagnozy. Zakres i nasilenie objawow pierwotnej dyskinezy
rzgskowej zalezy od zmutowanego genu i wplywu dysfunkcyjnego biatka na strukture i/lub funkcje
rzgsek. Nadal u okoto 30% chorych podioze genetyczne PCD nie jest poznane, stad wyniki badan Pani
mgr Alicji Rabiasz stanowiace rozprawg doktorska sa merytorycznie wazne. Do tej pory wykazano, ze
w patogenezie PCD bierze udzial okoto 50 genéw dla biatek zaangazowanych w strukture i funkcje
ruchomych rzgsek. Wktad badan Doktorantki potwierdza udzial wybranych genéw w patogenezie PCD

dobrze wpisuje si¢ w zapotrzebowanie udoskonalania testow diagnostycznych tej rzadkiej choroby.

Przedstawiona do oceny praca doktorska sktada si¢ z czterech opublikowanych artykulow, trzy
z nich to prace oryginalne oraz jedna praca przegladowa, catos¢ o tacznym IF 21,373 i 520 punktach

MNiSW

ul. Uniwersytetu Poznanskiego 6. 61-614 Poznan

tel. +48 61 829 55 53
CU'{ biologia@amu.edu.pl
unmmn

BADAWCZA oy EPACUR biologia.amu.edu.pl




Prace oryginalne sa wieloautorskie, w dwoch z nich Doktorantka jest pierwszym autorem i rowniez
autorem korespondujacym. Dodatkowo Doktorantka jest autorka dwaoch publikacji, ktore nie sg ujete w
rozprawie doktorskiej. Tak wigc dorobek publikacyjny Pani mgr Alicji Rabiasz jest bardzo dobry.
Praca doktorska obejmuje 163 strony, rozpoczyna si¢ wykazem skrotéw i obszernym wykazem
nazw genow. We wstegpie Autorka wprowadza czytelnika w najwazniejsze zagadnienia, ktore podejmuje
w pracy doktorskiej. Cel pracy jest jasno postawiony i podzielony jest na cztery zadania badawcze.
Kolejne strony zawieraja cztery opublikowane artykuly wraz z materialami uzupetniajacymi, kazdy
artykut jest poprzedzony kilkustronicowym wprowadzeniem w jezyku polskim streszczajacym glowne
zatozenia pracy i osiagnicte wyniki. Rozprawe doktorska koncza wnioski, streszczenia w jezyku

polskim i jezyku angielskim oraz bibliografia. Prace zamykaja oswiadczenia wspétautoréw publikacji.

Pierwszym omawianym artykulem jest obszerna praca przegladowa, ktéra w wyczerpujacy,

doglebny sposob wprowadza w problematyke choréb o podlozu zaburzen rzeskowych. Gldwny nacisk
pracy potozony jest na przedstawienie organizmu modelowego - robaka ptaskiego/ptazifica Schmidtea
mediterranea. Brzuszna strona plazinca pokryta jest rzeskami, ktorych skoordynowany ruch pozwala
na przemieszczanie si¢ planarii. Organizmy te $wietnie nadaja sie do badan chordb rzeskowych.
Warto podkresli¢, ze praca przegladowa powstata w oparciu 0 246 pozycji literaturowych i $wiadczy to
o doskonalej znajomosci tematu przez Autorke. Chcialabym tu zapyitaé jakie sq niedoskonalosci,
ograniczenia tego modelu badawczego, na ktére nalezy zwrdcic¢ uwage interpretujgc otrzymane wyniki?
Czy plazince nadajq si¢ do badan nad innymi chorobami niz ciliopatie?

We wszystkich pracach doswiadczalnych Doktorantka z sukcesem wykorzystala modelowy
organizm plazinca. Po analizie in silico gendéw S. mediterranea, mimo duzej odleglosci ewolucyjnej
Autorka potrafita zidentyfikowaé geny ortologiczne do genéw czlowieka, ktére potencjalnie sg
zaangazowane w strukture i funkcjonalnos¢ rzgsek. Udziat ortologicznych gendw planiarii, u cztowieka
odpowiedzialnych na patogenez¢ PCD, Doktorantka analizowata poprzez wyciszenie danego genu przy
pomocy RNAI, co prowadzito do zaburzenia ruchu plazifica. Fenotypy takie byly fatwo zauwazalne i
mierzalne. W ten sposéb Doktorantka wykorzystywata modelowy organizm plazinca do badania
nowych wariantow gendw majacych udziat w patogenezie PCD. Model ten nadaje sie rowniez do analiz
tzw. genow kandydujacych potencjalnie bioracych udziat w biogenezie i funkcji rzesek.

Dwie pierwsze prace doswiadczalne opisuja wykorzystanie modelowego organizmu plazinca
do potwierdzenia mozliwosci zaangazowania wariantow genéow CFAP300 i CFAP221 oraz ich
biatkowych produktow w patologie rzesek prowadzaca do PCD.

Wariant genu CFAP300 wybrany przez Doktorantke do analiz wykryty byl w badaniach
przesiewowych populacji stowianskiej, zawieral mutacje powodujaca skrécenie genu w eksonie 3
CFAP300. Wprowadza ona przedwczesny kodon stop (p.F67Pfs*10), ktéry powoduje powazne
skrocenie przewidywanego biatka.

Doktorantka wykorzystata zaawansowane techniki biologii molekularnej, komérkowej i mikroskopii,
aby wykaza¢ wplyw efektu wyciszenia ortologa CFAP300 u plazinca na zaburzone poruszanie sie.

Potwierdzifa wigc, ze mutacje w tym genie moga by¢ podiozem genetycznym ciliopatii.
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Wysoka czestos¢ wystepowania c.[198 200 delTTTinsCC] wsrdd pacjentdw stowianskich z PCD
sugeruje, ze moze to by¢ skutkiem stowianskiego efektu zatozyciela. Czy moglaby Pani podaé przykiady
wariantow PCD, ktore wystepujg w innych populacjach niz slowiaviska? Czy znane sq przyklady
ciliopatii powigzanych z efektem zalozyciela? Jaka jest réznica pomiedzy genami homologicznymi a
ortologicznymi? Zauwazylam, ze w publikacjach uzywa Pani okreslenia ,, geny ortologiczne ", natomiast
w rozprawie doktorskiej ,, geny homologiczne ™.

Drugi analizowany gen, ktorego funkcjonalnos¢ badata Doktorantka przy pomocy wyciszenia
ekspresji u plazinca to CFAP221. Zostat on pierwotnie zidentyfikowany przez analizy eksomowe WES
(whole exome sequencing), ktore ujawnity homozygotyczny wariant przesunigcia ramki odczytu w
eksonie 16 CFAP221 (PCDP1). Efektem tej mutacji byt catkowity brak mRNA, jak i biatka CFAP221.
Wyciszajagc poziom Smed-cfap221 u plazinca Doktorantka analizowata parametry ruchu rzesek np. CBF
(Ciliary beat frequency), potwierdzita role tego genu w ruchu rzgsek i dostarczyta kolejnych dowodéow
na to, ze CFAP221 jest genem wywolujacym PCD u pacjentow.

W ostatniej przedstawionej pracy oryginalnej Doktorantka analizowala, przy pomocy
modelowego organizmu plazinca, udzial duzej delecji obejmujacej fragmenty gendw SPAG1 i POLR2K
w tworzeniu patogennego fenotypu PCD u pacjentow. Udzial wariantow genu SPAG1 byt znany w
patologii rzgsek, natomiast biatko POLR2K stanowigce jedna z podjednostek polimeraz RNA nie byto
taczone z dysfunkcja rzgsek. Intrygujacym faktem tego podloza genetycznego PCD byl brak homozygot
z podwdjng delecja eksondw genow SPAGI i POLR2K. Ponownie wykorzystujac model plazinca
Doktorantka poprzez wyciszenia po kolei pojedynczych gendow wykazata, ze przy obnizeniu poziomu
ortologa Smed-spag robak poruszat sig trzy razy wolniej niz kontrola i byl to ruch z wykorzystaniem
migsni a nie rzesek (inchworming). Natomiast wyciszenie genu Smed-polr2r nie miato wplywu na
poruszanie si¢ plazinca. Zamiast tego, doprowadzalo ono do powaznych zmian w ciele plazifca,
zaburzalo proces regeneracji i prowadzilo do Smierci. Funkcje tego biatka okazaty sie niezbedne dla
organizmu i powodowaly letalno$¢ przy jego braku. Doktorantka kontynuowata badania nad genem
POLR2K w ludzkiej linii komorkowej HEK293T wykazujac, ze wyciszenie genu POLR2K
powodowato wzrost liczby komorek apoptotycznych i obnizato tempo proliferacji. Biatko to odgrywato
istotng role w utrzymaniu homeostazy komorek i catego organizmu, stad tez brak homozygot z delecja
obejmujaca fragment genu POLR2K w obu allelach. Zatem za fenotyp PCD odpowiadata wytacznie
delecja fragmentu genu SPAGI.

W swojej pracy Doktorantka wykazata, ze modelowy organizm plazifica jest nie tylko odpowiedni do
badan nad chorobami rzgskowymi, ale rowniez nadaje si¢ do badan réznych wariantéw genow
niezbednych do zycia, ktérych wyciszenie powoduje znaczne zmiany, prowadzace do smieré. Nawet

niezwykle skuteczne zdolnosci regeneracyjne plazinca nie sa w stanie tego naprawic.

Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej jednoznacznie dowodza, ze Pani mgr Alicja
Rabiasz w pefni zrealizowala wszystkie zalozone cele badawcze. Badania zostaly dobrze przemyslane,

starannie przygotowane, zawieraja odpowiednie kontrole pozwalajace na wycigganie poprawnych



wnioskow. Dobrze przedstawiona metodyka, klarowne przedstawienie wynikow i wyciagnigte z nich

wnioski swiadcza o umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez Doktorantke.

Autorka poshuguje si¢ szerokim wachlarzem metod badawczych. Na podstawie analiz
bioinformatycznych, in silico, przesledzita zakonserwowanie ewolucyjne wybranych genow pomiedzy
plazincami i cztowiekiem. Pozwolito to na znalezienie u robakéw ortologow genow. Doktorantka byta
gléwna i jedyna osoba odpowiedzialng za ustawienie hodowli plazincow i za wykorzystanie ich do
analiz funkcjonalnych wybranych genoéw zaangazowanych w patogeneze pierwotnej dyskinezy rzesek.
Umiejetnos¢ postugiwania si¢ réznorodnymi, zaawansowanymi technikami biologii molekularnej i
komorkowej pozwolito Doktorantce na wszechstronne podejscie do realizacji zalozonych celow pracy

doktorskiej.

Warto podkresli¢ dojrzalos¢ naukowa Doktorantki réwniez od strony zakonczonego sukcesem
ubiegania si¢ o srodki finansowe na badania. Pani mgr Alicja Rabiasz byla kierownikiem Grantu
PRELUDIUM z Narodowego Centrum Nauki oraz Minigrantu Instytutu Genetyki Czlowieka.

W trakcie realizacji pracy doktorskiej Doktorantka miata okazje poszerza¢ swoja wiedze i umiejetnosci
laboratoryjne podczas stazow w laboratoriach w Portugalii. Wyniki badaf Doktorantka przedstawiata

w postaci posterow i ustnych prezentacji na konferencjach krajowych i miedzynarodowych.

Whiosek koncowy:

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Alicji Rabiasz zawiera oryginalne
rozwigzania probleméw naukowych, wiedza teoretyczna Doktorantki w przedstawionym temacie jest
rzetelna, szeroki warsztat metodyczny prowadzi do uzyskiwania waznych wynikow, wilasciwa ich
interpretacja i wyciaganie wnioskdw swiadcza o umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy
naukowe;j.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska calkowicie spelnia warunki okreslone w
art. 187 ust. 1-3 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r. 1571 z p6zn. zm.).
W zwiazku z tym wnosz¢ o dopuszczenie Pani mgr Alicji Rabiasz do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Ponadto wnioskuje o wyroznienie pracy doktorskiej pani Alicji Rabiasz ze wzgledu na
wprowadzenie nowego modelowego organizmu do badan ciliopatii w Zakladzie Genetyki
Molekularnej i Klinicznej, ktory z sukcesem wykorzystala w swoich badaniach doktorskich, a

takze za zdobycie funduszy na finansowanie czesci badan.
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