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Wykaz skr·t·w 

ALI  granica faz ciecz-powietrze (air-liquid interface) 

ASCs dorosğe kom·rki macierzyste (adult stem cells) 

ATP adenozyno-5ǋ-trifosforan (adenozyno-5ǋ-trifosforan) 

CBF czňstotliwoŜĺ bicia rzňsek (ciliary beat frequency)  

cDNA komplementarny RNA (complementary RNA) 

dsRNA dwuniciowy RNA (double-stranded RNA) 

eGFP biağko wzmocnionej zielonej fluorescencji (enhanced green fluorescent 

protein) 

FGF czynnik wzrostu fibroblast·w (fibroblast growth factor) 

HAE ludzki nabğonek oddechowy (human airway epithelium) 

HSVM mikroskopia szybkoklatkowa (high-speed videomicroscopy) 

IDA wewnňtrzne ramiona dyneinowe (inner dynein arm) 

IF immunofluorescencja (immunofluorescence) 

IFT transport wewnŃtrzrzňskowy (intraflagellar transport) 

N-DRC regulatorowe kompleksy neksynowo-dyneinowe (nexin-dynein 

regulatory complexes) 

NGS sekwencjonowanie nowej generacji (next-generation sequencing) 

NIH Narodowe Instytuty Zdrowia (National Institutes of Health) 

NMD rozpad mRNA wywoğany obecnoŜciŃ przedwczesnego kodonu 

nonsensownego (nonsense mediated mRNA decay) 

mRNA matrycowy RNA (messenger RNA) 

ODA zewnňtrzne ramiona dyneinowe (outer dynein arm) 

PCD pierwotna dyskineza rzňsek (primary ciliary dyskinesia) 

PCR ğaŒcuchowa reakcja polimerazy (polymerase chain reaction) 
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PDGFRŬ czynnik wzrostu alfa uwalniany z pğytek krwi (platelet-derived growth 

factor receptor-alpha) 

qRT-PCR iloŜciowa ğaŒcuchowa reakcja polimerazy z odwrotnŃ transkrypcjŃ 

(quantitative reverse transcription polymerase chain reaction) 

RNAi interferencja RNA (RNA interference) 

RS szprychy promieniste (radial spokes) 

RT-PCR ğaŒcuchowa reakcja polimerazy z odwrotnŃ transkrypcjŃ (reverse 

transcription polymerase chain reaction) 

siRNA mağy interferujŃcy RNA (small interfering RNA) 

SSCP polimorfizm konformacji jednoniciowych fragment·w (single-strand 

conformation polymorphism) 

TEM transmisyjny mikroskop elektronowy (transmission electron microscope) 

WES sekwencjonowanie cağoeksomowe (whole-exome sequencing) 

WHO światowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization) 
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Wykaz nazw gen·w 

C11orf70 chromosome 11 open reading frame 70 

CCDC39 coiled-coil domain containing 39 

CCDC40 coiled-coil domain containing 40 

CCDC151 coiled-coil domain containing 151 

CFAP45 cilia and flagella associated protein 45 

CFAP52 cilia and flagella associated protein 52 

CFAP221 cilia and flagella associated protein 221 

CFAP298 cilia and flagella associated protein 298 

CFAP300 cilia and flagella associated protein 300 

CFAP45 cilia and flagella associated protein 45 

CFAP52 cilia and flagella associated protein 52 

DAW1 dynein assembly factor with WD repeats 1 

DNAAF11 dynein axonemal assembly factor 11 

DNAH5 dynein axonemal heavy chain 5 

DNAI1 dynein axonemal intermediate chain 1 

DNAI2 dynein axonemal intermediate chain 1 

DNALI1 dynein axonemal light intermediate chain 1 

DYX1C1 dyslexia susceptibility 1 candidate gene 1 

FOXJ1 forkhead box protein J1 

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GAS8 growth arrest specific 8 

LRRC6 leucine rich repeat containing 6 

PCDP1 primary ciliary dyskinesia protein 1 
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POLR2K RNA polymerase II, I and III subunit K 

RSPH4A radial spoke head component 4A 

SPAG1 sperm-associated antigen 1 

SPEF2 sperm flagellar 2 

STK36 serine/threonine-protein kinase 36 

TTC25 tetratricopeptide repeat protein 25 
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Wstňp 

 Rzňski sŃ ewolucyjnie zakonserwowanymi organellami, kt·re tworzŃ wypustki na 

powierzchni wielu kom·rek eukariotycznych. Gğ·wnym elementem tych organelli jest 

wystajŃca ponad powierzchniň kom·rki aksonema, zakotwiczona w bğonie kom·rkowej za 

poŜrednictwem ciağka podstawnego1. Ze wzglňdu na r·Ũnice w budowie i funkcji, rzňski 

moŨna tradycyjnie podzieliĺ na dwa rodzaje: rzňski ruchowe (i dğuŨsze od nich wici) oraz 

pozbawione zdolnoŜci ruchu rzňski pierwotne (czuciowe); dokğadna klasyfikacja rzňsek jest 

bardziej skomplikowana2,3.  

  Rzňski ruchowe mogŃ wystňpowaĺ na kom·rce w liczbie od jednej do kilkuset4. Na 

wczesnym etapie ewolucji, obecnoŜĺ tych organelli kom·rkowych zapewniağa moŨliwoŜĺ 

przemieszczania siň organizm·w jednokom·rkowych w Ŝrodowisku wodnym.  

U organizm·w bardziej zaawansowanych ewolucyjnie (zwierzŃt wielokom·rkowych) rzňski 

zostağy zaadaptowane do peğnienia szeregu funkcji wymagajŃcych przemieszczania pğyn·w 

zewnŃtrzkom·rkowych5. Skoordynowany ruch licznych rzňsek obecnych na apikalnej 

powierzchni kom·rek nabğonka odpowiada za oczyszczanie g·rnych dr·g oddechowych 

poprzez transport Ŝluzowo-rzňskowy, a takŨe za przepğyw pğynu m·zgowo-rdzeniowego 

oraz transport oocyt·w w jajowodach6. Pojedyncze rzňski ruchowe kom·rek wňzğa 

zarodkowego ssak·w (i podobnych struktur niekt·rych krňgowc·w) regulujŃ kierunkowy 

przepğyw morfogen·w wymaganych do ustanowienia w zarodku wzorca symetrii osi ciağa 

Ălewo-prawoò; pojedyncza wiĺ plemnika (witka) odpowiada za ruchliwoŜĺ mňskiej 

gamety5,7. ChociaŨ funkcja rzňsek ruchowych i wici jest gğ·wnie zwiŃzana z ich zdolnoŜciŃ 

do ruchu, mogŃ teŨ one peğniĺ funkcje sensoryczne2,8,9.  

Drugi rodzaj rzňsek to rzňski pierwotne, wystňpujŃce pojedynczo na powierzchni 

wiňkszoŜci kom·rek eukariotycznych. Ich gğ·wnŃ rolŃ jest odbieranie i przekazywanie 

sygnağ·w biorŃcych udziağ w regulacji proces·w kom·rkowych w trakcie rozwoju oraz 

utrzymaniu homeostazy tkanek10. Rzňski pierwotne sŃ zaangaŨowane w koordynacjň wielu 

ŜcieŨek sygnalizacyjnych, np. regulowanych przez Hedgehog (Hh), wingless (WNT), 

czynnik wzrostu fibroblast·w (fibroblast growth factor, FGF), czy czynnik wzrostu alfa 

uwalniany z pğytek krwi (platelet-derived growth factor receptor-alpha, PDGFRŬ); ponadto 

odgrywajŃ istotnŃ rolň w regulacji wewnŃtrzkom·rkowego poziomu wapnia11. 

Istotna rola rzňsek w wielu procesach biologicznych sprawia, Ũe genetycznie 

uwarunkowane zmiany w ich strukturze lub funkcji prowadzŃ do rozwoju szeregu chor·b 
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genetycznych zwanych ciliopatiami. WiňkszoŜĺ tych chor·b wynika z dysfunkcji rzňsek 

pierwotnych7,12. SŃ to zwykle choroby syndromiczne, do kt·rych moŨna zaliczyĺ: zesp·ğ 

Bardet-Biedla, zesp·ğ policystycznych nerek, zesp·ğ Jouberta i inne13. Zaburzenia dotyczŃce 

rzňsek ruchowych sŃ podğoŨem heterogennej genetycznie choroby znanej jako pierwotna 

dyskineza rzňsek (primary ciliary dyskinesia, PCD)7. NaleŨy podkreŜliĺ, Ũe sğowo 

Ăpierwotnaò w nazwie choroby nie odnosi siň do rzňsek pierwotnych. OkreŜlenie to 

podkreŜla mechanizm patogenezy wynikajŃcy z genetycznie uwarunkowanej dysfunkcji 

rzňsek ruchowych, w odr·Ũnieniu od przyczyn wt·rnej dyskinezy rzňsek, kt·ra jest chorobŃ 

niedziedzicznŃ i wynika z dziağania czynnik·w Ŝrodowiskowych. 

 Ze wzglňdu na tematykň rozprawy doktorskiej w dalszej czňŜci opisu skupiono siň 

na rzňskach ruchowych oraz pierwotnej dyskinezie rzňsek.  

Rzňski ruchowe 

 Aksonemň typowych rzňsek ruchowych charakteryzuje wysoce uporzŃdkowana 

podstawowa struktura skğadajŃca siň z dziewiňciu peryferyjnie uğoŨonych dublet·w 

mikrotubul typu A i B, kt·re otaczajŃ jednŃ parň centralnŃ mikrotubul (wz·r na przekroju 

rzňski 9x2 +2)1,5 [Rycina 1]. W pracy przeglŃdowej (Artykuğ 1) stanowiŃcej element 

niniejszej rozprawy doktorskiej przedstawiono odstňpstwa w budowie rzňsek ruchowych 

r·Ũnych typ·w. Wielobiağkowe kompleksy, do kt·rych naleŨŃ zewnňtrzne i wewnňtrzne 

ramiona dyneinowe (odpowiednio: outer dynein arm, ODA; inner dynein arms, IDA), 

kompleksy dokujŃce ODA, szprychy promieniste (radial spokes, RS) i regulatorowe 

kompleksy neksynowo-dyneinowe (nexin-dynein regulatory complexes, N-DRC), zwiŃzane 

sŃ z peryferyjnie uğoŨonymi mikrotubulami typu A i rozmieszczone na cağej ich dğugoŜci1,5. 

Ruch rzňsek moŨliwy jest dziňki aktywacji biağek dyneinowych wchodzŃcych w skğad 

kompleks·w ODA i IDA, kt·re wykazujŃ aktywnoŜĺ adenozynotrifosfatazy (ATPazy)14,15. 

Hydroliza adenozynotrifosforanu (adenozyno-5ǋ-trifosforan, ATP) uwalnia energiň 

niezbňdnŃ do wzajemnego ruchu mikrotubul wzglňdem siebie16. ODA i IDA poruszajŃ siň 

w spos·b synchroniczny wzdğuŨ mikrotubuli B sŃsiedniego dubletu, a powstağe w ten spos·b 

wzajemne przesuwanie siň dublet·w jest ograniczone przez N-DRC ğŃczŃce sŃsiadujŃce 

dublety, co ostatecznie prowadzi do zgiňcia rzňski17. Ponadto ruch rzňsek jest regulowany 

przez RSy, kt·re tworzŃ strukturalne poğŃczenie miňdzy centralnŃ parŃ mikrotubul  

a mikrotubulami peryferyjnymi14,18.  
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Rycina 1. Schemat przedstawiajŃcy przekr·j podğuŨny przez typowŃ rzňskň ruchowŃ. Po 

prawej stronie: przekr·j poprzeczny rzňski. 

  

Skğadanie i wzrost rzňsek sŃ moŨliwe dziňki obecnoŜci specjalnego 

dwukierunkowego systemu transportujŃcego elementy skğadowe struktury rzňsek wzdğuŨ 

mikrotubul, zwanego transportem wewnŃtrzrzňskowym (intraflagellar transport, IFT). IFT 

jest niezbňdny do wzrostu rzňsek poprzez transport biağek strukturalnych lub ich 

kompleks·w, z wnňtrza kom·rki do apikalnej czňŜci rzňski; odpowiada r·wnieŨ za transport 

w przeciwnym kierunku19. Transport do i z rzňski jest kontrolowany poprzez zlokalizowanŃ 

u podstawy aksonemy rzňski strefň przejŜciowŃ, kt·ra tworzy selektywnŃ barierň dla 

transportowanych element·w20.  

 Badania proteomiczne z wykorzystaniem dwuwiciowego organizmu modelowego 

Chlamydomonas reinhardtii, wykazağy, Ũe istnieje okoğo 360-650 biağek strukturalnych 

rzňsek i wici21. P·Ŧniejsze badania z wykorzystaniem innych organizm·w modelowych oraz 

kom·rek ludzkiego nabğonka oddechowego dowiodğy, Ũe gen·w kodujŃcych biağka 

strukturalne oraz biağka cytoplazmatyczne zaangaŨowane w biogenezň rzňsek moŨe byĺ 

prawie tysiŃc22,23. Patogenne warianty w czňŜci tych gen·w stanowiŃ molekularne podğoŨe 

pierwotnej dyskinezy rzňsek. 
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Pierwotna dyskineza rzňsek (primary ciliary dyskinesia, PCD) 

 Pierwotna dyskineza rzňsek (OMIM244400) jest rzadkŃ, genetycznie heterogennŃ 

chorobŃ naleŨŃcŃ do grupy ciliopatii zwiŃzanych z dysfunkcjŃ rzňsek ruchowych. PCD jest 

chorobŃ dziedziczonŃ najczňŜciej autosomalnie w spos·b recesywny, ale w rzadkich 

przypadkach moŨe byĺ przekazywana wraz z chromosomem X lub autosomalnie w spos·b 

dominujŃcy24. CzňstoŜĺ wystňpowania PCD w populacji oceniana jest najczňŜciej jako  

1:10 000-1:20 000 Ũywych urodzeŒ, jednak ze wzglňdu na heterogennoŜĺ objaw·w 

klinicznych, zğoŨonoŜĺ diagnostyki oraz w zaleŨnoŜci od analizowanej populacji, 

rzeczywista czňstoŜĺ wystňpowania PCD moŨe byĺ wyŨsza7,25. 

 Objawy PCD odzwierciedlajŃ funkcje rzňsek ruchowych w organizmie czğowieka. 

Dysfunkcja rzňsek kom·rek nabğonka oddechowego prowadzi do upoŜledzenia transportu 

Ŝluzowo-rzňskowego, co zazwyczaj wiŃŨe siň z niewydolnoŜciŃ oddechowŃ u noworodk·w, 

a nastňpnie objawia siň nawracajŃcymi infekcjami dolnych i g·rnych dr·g oddechowych, 

zapaleniem zatok przynosowych oraz wysiňkowym zapaleniem ucha Ŝrodkowego26. 

KonsekwencjŃ czňstych infekcji mogŃ byĺ rozstrzenia oskrzeli oraz upoŜledzenie funkcji 

pğuc, w najciňŨszych przypadkach wymagajŃce wdroŨenia tlenoterapii lub przeszczepu 

pğuc27. Dysfunkcja rzňsek ruchowych w jajowodach moŨe wpğywaĺ niekorzystnie na 

transport kom·rek jajowych, a defekty witek plemnik·w na ich ruch, co moŨe skutkowaĺ 

obniŨeniem pğodnoŜci u kobiet i mňŨczyzn. Dysfunkcja pojedynczych rzňsek w wňŦle 

zarodkowym na wczesnym etapie embriogenezy zaburza gradient morfogen·w, co moŨe 

powodowaĺ odwr·cenie osi symetrii ciağa, obserwowane u okoğo 50% pacjent·w z PCD 

(tzw. syndrom Kartagenera)7,28. Niezwykle rzadko obserwuje siň teŨ wodogğowie 

spowodowane dysfunkcjŃ rzňsek ruchowych nabğonka wyŜcieğajŃcego komory m·zgu, kt·re 

odpowiadajŃ za transport pğynu m·zgowo-rdzeniowego7.  

 Ze wzglňdu na niespecyficzne objawy, trudnoŜci w rozpoznaniu choroby oraz brak 

specjalistycznych oŜrodk·w w niekt·rych krajach, PCD jest czňsto diagnozowana 

p·Ŧno7,29,30. WielooŜrodkowa analiza dotyczŃca diagnostyki PCD w 18 krajach wykazağa, 

Ũe tylko u 17% spoŜr·d 3013 analizowanych pacjent·w, PCD zostağa zdiagnozowana  

w pierwszych latach Ũycia (0-9 lat); najwiňcej pacjent·w (38%) otrzymağo diagnozň w wieku 

10-19 lat31. Intensywne badania naukowe oraz wsp·ğpraca miňdzynarodowa w ciŃgu 

ostatnich lat pozwoliğy na lepsze zrozumienie zar·wno klasycznych, jak i nietypowych 

objaw·w PCD, zaobserwowanie korelacji miňdzy obserwowanym fenotypem a genotypem 
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oraz okreŜlenie regionalnych r·Ũnic w czňstoŜci wystňpowania choroby30,32. Mimo 

opracowania nowych standard·w diagnostycznych, PCD pozostaje trudna do 

zdiagnozowania ze wzglňdu na heterogenny obraz kliniczny choroby oraz zğoŨonoŜĺ 

podstaw molekularnych i genetycznych. PCD nie moŨna potwierdziĺ ani wykluczyĺ za 

pomocŃ jednego testu diagnostycznego. Przykğadowo, chociaŨ analiza struktury rzňsek przy 

uŨyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego (transmission electron microscope, 

TEM) od lat stanowi jeden ze standard·w diagnostycznych PCD, nie zawsze pozwala ona 

na jednoznaczne potwierdzenie lub wykluczenie PCD; u okoğo 30% pacjent·w ultrastruktura 

rzňsek analizowana tŃ metodŃ jest bowiem prawidğowa, podczas gdy u zdrowych os·b 

naraŨonych na czynniki Ŝrodowiskowe lub po infekcji struktura rzňsek moŨe ulec wt·rnym, 

odwracalnym zmianom33,34. Doskonalenie diagnostyki wymaga dalszej wsp·ğpracy miňdzy 

klinicystami, genetykami i biologami, poğŃczonej z analizŃ funkcjonalnŃ i strukturalnŃ 

rzňsek oraz skutecznym wykrywaniem patogennych wariant·w genetycznych35. 

Molekularne podstawy zaburzenia funkcjonowania rzňsek ruchowych u pacjent·w  

 z PCD 

 Ze wzglňdu na znaczny wzrost wiedzy na temat molekularnego i genetycznego 

podğoŨa PCD, coraz wiňksze znaczenie w diagnostyce tej choroby zyskujŃ testy genetyczne. 

Aktualnie znanych jest ponad 50 gen·w zaangaŨowanych w patogenezň PCD, kt·rych 

patogenne warianty pozwalajŃ na wyjaŜnienie podstawy zaburzeŒ struktury lub funkcji 

rzňsek ruchowych obserwowanych u pacjent·w32. 

W wiňkszoŜci przypadk·w upoŜledzenie ruchu rzňsek jest spowodowane zmianami 

w ultrastrukturze tych organelli, takimi jak: brak lub skr·cenie ODA, IDA lub obu ramion 

dyneinowych (ODA+IDA), czy nieprawidğowoŜci w liczbie oraz lokalizacji mikrotubul1,7,36. 

Zaburzenia ultrastruktury rzňsek mogŃ wynikaĺ z obecnoŜci patogennych wariant·w  

w genach kodujŃcych biağka strukturalne rzňsek, jak r·wnieŨ genach kodujŃcych biağka 

cytoplazmatyczne zaangaŨowane w biogenezň rzňsek (tzw. ciliogenezň). Te drugie, mimo iŨ 

nie sŃ fizycznie czňŜciŃ rzňsek, odgrywajŃ istotnŃ rolň w montaŨu oraz transporcie 

element·w budujŃcych aksonemň37, a wynikajŃce z ich braku lub dysfunkcji wady 

ultrastruktury rzňsek sŃ czňsto nie do odr·Ũnienia od wad wywoğanych przez zaburzenia lub 

brak biağek strukturalnych1,7. Patogenne warianty innych gen·w (kodujŃcych czynniki 

transkrypcyjne istotne w procesie ciliogenezy) nie powodujŃ wprawdzie istotnych zmian  

w strukturze, ale poprzez redukcjň liczby rzňsek w kom·rkach wielorzňskowych zaburzajŃ 
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ich prawidğowe funkcjonowanie38. Z drugiej strony, patogenne warianty w niekt·rych 

genach kodujŃcych biağka strukturalne, nie prowadzŃ do ğatwo obserwowalnych zmian 

liczby czy struktury rzňsek kom·rek nabğonka oddechowego, ale mogŃ powodowaĺ 

subtelne, a przez to trudno zauwaŨalne zmiany we wzorze ich ruchu39,40. 

 Mimo, iŨ zastosowanie technik sekwencjonowania nowej generacji (next-generation 

sequencing, NGS) pozwoliğo na identyfikacjň wielu patogennych wariant·w w genach PCD, 

u okoğo 1/3 pacjent·w genetyczne podğoŨe PCD pozostaje niewyjaŜnione34,41. W celu 

lepszego zrozumienia tej heterogennej genetycznie choroby i zwiňkszenia efektywnoŜci 

diagnostyki PCD, konieczne jest poszukiwanie nowych patogennych wariant·w w znanych 

genach PCD lub identyfikacja kolejnych gen·w potencjalnie zaangaŨowanych w patogenezň 

tej choroby (tzw. gen·w kandydat·w). Udowodnienie wpğywu nowo zidentyfikowanych 

gen·w kandydat·w na funkcjonowanie rzňsek ruchowych wymaga przeprowadzenia analizy 

funkcjonalnej tych gen·w przy uŨyciu organizm·w modelowych lub hodowli kom·rkowych 

in vitro.  

Analiza funkcjonalna gen·w kandydat·w potencjalnie zaangaŨowanych w patogenezň 

PCD  

 DuŨym ograniczeniem badaŒ majŃcych na celu wyjaŜnienie roli gen·w potencjalnie 

zaangaŨowanych w ciliopatie zwiŃzane z dysfunkcjŃ rzňsek ruchowych jest brak 

komercyjnie dostňpnych linii kom·rkowych, kt·re reprezentowağyby zr·Ũnicowane 

kom·rki ludzkiego nabğonka oddechowego (human airway epithelium, HAE)42. 

Alternatywnym rozwiŃzaniem jest zastosowanie pierwotnych kom·rek nabğonka 

oddechowego dostňpnych komercyjnie lub uzyskanych od pacjent·w lub zdrowych 

dawc·w43,44. Hodowle kom·rek HAE sŃ jednak stosunkowo drogie, czasochğonne, wykazujŃ 

ograniczone zdolnoŜci proliferacyjne, a modyfikacje genetyczne tych kom·rek stanowiŃ 

wyzwanie badawcze42. Dopiero stosunkowo niedawno opisano uŨycie zmodyfikowanych 

kom·rek HAE w celu wyjaŜnienia roli nowo zidentyfikowanego genu w patogenezie PCD45.  

 Znaczny wzrost wiedzy na temat biologii rzňsek oraz roli gen·w zwiŃzanych  

z rzňskami w patogenezie chor·b czğowieka jest wynikiem badaŒ z uŨyciem organizm·w 

modelowych, moŨliwych dziňki wysokiemu poziomowi ewolucyjnego zakonserwowania 

tych organelli21,46,47. Identyfikacja pierwszego genu zaangaŨowanego w patogenezň PCD ï 

DNAI1 (Dynein Axonemal Intermediate Chain 1) ï byğa poparta badaniami  

z wykorzystaniem jednokom·rkowej dwuwiciowej zielonej algi, Chlamydomonas 
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reinhardtii48. Do badania rzňsek ruchowych wykorzystywane sŃ r·wnieŨ inne organizmy: 

jednokom·rkowe np. Paramecium tetraurelia49, Trypanosoma brucei50; bezkrňgowe jak 

muszka owocowa (Drosophila melanogaster)51, czy pğaziniec z gatunku Schmidtea 

mediterranea52; oraz zaawansowane modele krňgowc·w, np. Ũaba (Xenopus laevis)53, ryba 

ï danio prňgowane (Danio rerio)54, mysz (Mus musculus)55, czy pies (Canis lupus 

familiaris)56. 

S. mediterranea jest wolnoŨyjŃcym, sğodkowodnym pğaziŒcem, kt·ry sğynie  

z ogromnych zdolnoŜci regeneracyjnych zwiŃzanych z obecnoŜciŃ licznej grupy dorosğych 

kom·rek macierzystych (adult stem cells, ASCs) zwanych neoblastami57,58. Pociňcie 

robak·w na kilka fragment·w skutkuje odtworzeniem brakujŃcych czňŜci ciağa, co jest 

moŨliwe dziňki proliferacji neoblast·w i wytworzeniu tzw. blastemy, w kt·rej mogŃ 

r·Ũnicowaĺ siň brakujŃce tkanki59,60. Cecha ta sprawiğa, Ũe S. mediterranea jest chňtnie 

wykorzystywana jako organizm modelowy do badania procesu regeneracji i kom·rek 

macierzystych. ZnajomoŜĺ sekwencji genomu i transkryptomu61, dane z sekwencjonowania 

pojedynczych kom·rek62, protokoğy opisujŃce moŨliwoŜci uŨycia r·Ũnych technik biologii 

molekularnej do badaŒ z uŨyciem robak·w63, stosunkowo ğatwa i niedroga hodowla64, 

stwarzajŃ warunki do wykorzystania planarii jako organizmu modelowego w wielu 

obszarach badawczych.  

Pod kŃtem wykorzystania planarii do badania rzňsek ruchowych istotne jest, Ũe ruch 

robak·w zaleŨy od pokrywajŃcego brzusznŃ stronň ich ciağa nabğonka skğadajŃcego siň  

z wielorzňskowych kom·rek, kt·ry w znacznym stopniu odzwierciedla zğoŨonoŜĺ nabğonka 

oddechowego u ludzi. Dodatkowo, wpğyw wyciszenia gen·w rzňskowych na 

funkcjonowanie rzňsek ruchowych moŨe byĺ ğatwo monitorowany poprzez analizň ruchu 

robak·w65. Mimo to, dotychczas stosunkowo mağo uwagi poŜwiňcono moŨliwoŜci 

wykorzystania S. mediterranea jako organizmu modelowego do badania gen·w zwiŃzanych 

z patogenezŃ pierwotnej dyskinezy rzňsek. Aktualny stan wiedzy na temat moŨliwoŜci 

wykorzystania S. mediterranea do badania rzňsek ruchowych i ciliopatii przedstawiono  

w pracy przeglŃdowej (Artykuğ 1) stanowiŃcej element niniejszej rozprawy doktorskiej. Jak 

podkreŜlono w tej pracy, mimo wielu danych literaturowych na temat wykorzystania 

pğaziŒca z gatunku S. mediterranea jako organizmu modelowego do badania niekt·rych 

aspekt·w zwiŃzanych z rzňskami (np. ewolucji rzňsek, skğadania element·w rzňsek), 

niewiele jest doniesieŒ naukowych opisujŃcych uŨycie tego gatunku jako modelu in vivo do 

potwierdzenia roli badanych gen·w w patogenezie PCD. 
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Cel rozprawy doktorskiej 

 Uzyskanie peğnego obrazu genetycznego i molekularnego podğoŨa pierwotnej 

dyskinezy rzňsek wymaga poszukiwania nowych patogennych wariant·w i identyfikacji 

kolejnych gen·w zwiŃzanych z patogenezŃ PCD.  

 PierwszŃ hipotezŃ badawczŃ byğo zağoŨenie, Ũe potencjalnie patogenne warianty 

gen·w CFAP300 i CFAP221, wykryte w badaniach przesiewowych u chorych na PCD, leŨŃ 

u podğoŨa patogenezy PCD, natomiast delecja czňŜci genu POLR2K wystňpujŃca razem  

z delecjŃ czňŜci znanego genu PCD, SPAG1, nie jest bezpoŜredniŃ przyczynŃ choroby. 

Druga hipoteza postawiona w niniejszej rozprawie doktorskiej zakğadağa, Ũe wykorzystanie 

prostego, taniego i ğatwo dostňpnego modelu planarii z gatunku S. mediterranea pozwala na 

efektywne potwierdzenie zaangaŨowania badanych gen·w w dysfunkcjň rzňsek ruchowych 

leŨŃcŃ u podğoŨa patogenezy PCD.  

 W zwiŃzku z powyŨszym, celem niniejszej rozprawy doktorskiej byğo 

zoptymalizowanie i praktyczne zastosowanie S. mediterranea jako organizmu modelowego 

do potwierdzenia zwiŃzku wybranych gen·w z zaburzeniami funkcji rzňsek ruchowych  

i patogenezŃ PCD. 

 

 Cel ten zostağ zrealizowany poprzez realizacjň poszczeg·lnych zadaŒ badawczych: 

1. Analiza danych literaturowych pod kŃtem wykorzystania S. mediterranea do badania 

gen·w leŨŃcych u podğoŨa ciliopatii zwiŃzanych z dysfunkcjŃ rzňsek ruchowych 

2. Analiza in silico ewolucyjnego zakonserwowania wybranych gen·w  

z wykorzystaniem baz danych dedykowanych S. mediterranea 

3. Optymalizacja uŨycia planarii jako organizmu modelowego do badania gen·w 

zwiŃzanych z funkcjonowaniem rzňsek ruchowych 

4. Analiza funkcjonalna wybranych gen·w zaangaŨowanych lub potencjalnie 

zaangaŨowanych w patogenezň PCD oraz ocena zwiŃzku miňdzy wpğywem ich 

wyciszenia na fenotyp planarii a wpğywem patogennych wariant·w na funkcjň 

nabğonka oddechowego u pacjent·w. 
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Om·wienie publikacji wchodzŃcych w skğad cyklu prac stanowiŃcych 

rozprawň doktorskŃ 

 

Artykuğ 1 

Schmidtea mediterranea as a Model Organism to Study the Molecular Background  

of Human Motile Ciliopathies 

Alicja Rabiasz, Ewa Ziňtkiewicz 

Int J Mol Sci. 2023 Feb 24;24(5):4472. 

 

 Wykorzystanie organizm·w modelowych do badania homolog·w gen·w 

rzňskowych przyczyniğo siň do lepszego zrozumienia molekularnych podstaw chor·b 

zwiŃzanych z dysfunkcjŃ rzňsek ruchowych, a w szczeg·lnoŜci pierwotnej dyskinezy rzňsek. 

Wyr·Ũniĺ moŨna dwa podejŜcia stosowane w badaniach z uŨyciem organizm·w 

modelowych: (1) wykorzystanie opublikowanych juŨ informacji na temat homolog·w 

gen·w rzňskowych zidentyfikowanych u organizm·w modelowych w celu lepszego 

zrozumienia molekularnych i genetycznych podstaw chor·b czğowieka lub (2) 

wykorzystanie organizm·w modelowych do przeprowadzenia analizy funkcjonalnej gen·w 

o nieznanej lub niepewnej roli w funkcjonowaniu rzňsek ruchowych oraz patogenezie 

ciliopatii zwiŃzanej z dysfunkcjŃ rzňsek ruchowych. Dziňki rozwojowi technik 

wysokoprzepustowych liczba patogennych wariant·w znanych gen·w PCD oraz gen·w 

potencjalnie zaangaŨowanych w ciliopatie stale roŜnie, a potwierdzenie ich statusu jako 

gen·w PCD stanowi wciŃŨ aktualne wyzwanie badawcze.  

W niniejszej publikacji przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat genetycznych 

podstaw PCD, roli organizm·w modelowych w zrozumieniu funkcji gen·w 

zaangaŨowanych w patogenezň tej choroby oraz skupiono siň na moŨliwoŜci wykorzystania 

S. mediterranea jako organizmu modelowego do badania gen·w zaangaŨowanych w tň 

chorobň. Ponadto w pracy uwzglňdniono przykğady gen·w o niepewnej roli w patogenezie 

PCD lub gen·w powodujŃcych choroby ze spektrum PCD. W ramach omawianej pracy 

dokonano przeglŃdu 245 pozycji literaturowych, na podstawie kt·rych wyodrňbniono trzy 

gğ·wne rozdziağy. W rozdziale pierwszym, kt·ry stanowi wstňp do dalszej czňŜci pracy, 

opisano rzňski oraz ciliopatie, skupiajŃc siň gğ·wnie na rzňskach ruchowych, kt·rych 
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dotyczy omawiana praca. Nastňpnie om·wiono pierwotnŃ dyskinezň rzňsek; w formie 

dw·ch tabeli przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat gen·w PCD, przykğad·w gen·w 

o niepewnej roli w patogenezie PCD oraz gen·w zaangaŨowanych w rozw·j chor·b ze 

spektrum PCD. Ze wzglňdu na tematykň rozprawy doktorskiej, w przedstawionych tabelach 

uwzglňdniono zar·wno organizmy modelowe, kt·re zostağy uŨyte do potwierdzenia roli 

badanych gen·w w patogenezie PCD i innych ciliopatii zwiŃzanych z dysfunkcjŃ rzňsek 

ruchowych, jak i organizmy, kt·re nie zostağy uŨyte lub zacytowane w tych pracach, ale 

przyczyniğy siň do lepszego zrozumienia roli wymienionych gen·w w strukturze lub funkcji 

rzňsek ruchowych. PodkreŜlono takŨe koniecznoŜĺ potwierdzenia udziağu gen·w 

kandydat·w w patogenezie PCD i chor·b ze spektrum PCD przy uŨyciu organizm·w 

modelowych.  

Rozdziağ drugi zostağ poŜwiňcony opisowi pğaziŒca z gatunku Schmidtea 

mediterranea ï jego klasyfikacji systematycznej, ogromnym zdolnoŜciom regeneracyjnym 

oraz budowie anatomicznej. Przedstawiono zalety planarii jako organizmu modelowego, 

m.in. poprzez zwr·cenie uwagi na obecnoŜĺ wielu homolog·w gen·w ludzkich, ğatwoŜĺ 

hodowli tego organizmu oraz dostňpnoŜĺ roŨnych protokoğ·w opisujŃcych techniki biologii 

molekularnej, kt·re moŨna wykorzystaĺ do badaŒ z uŨyciem tego organizmu. ZaletŃ planarii 

jest moŨliwoŜĺ wykonania wyciszenia badanych gen·w poprzez zastosowane metody 

interferencji RNA (RNA interference, RNAi) z wykorzystaniem dwuniciowych RNA 

(double-stranded RNA, dsRNA). IstniejŃ r·Ũne strategie wprowadzania dsRNA do 

organizmu planarii: poprzez mikroiniekcjň, z pokarmem (w postaci bakterii zdolnych do 

ekspresji zaprojektowanego dsRNA lub jako wczeŜniej przygotowane dsRNA). Nastňpnie 

om·wiono model S. mediterranea w kontekŜcie badania rzňsek (np. ewolucji rzňsek, roli 

rzňsek w ŜcieŨkach sygnalizacyjnych), uwzglňdniajŃc aktualny stan wiedzy na temat rzňsek 

ruchowych obecnych u planarii. Ruch planarii (tzw. gliding movement) zaleŨy od 

synchronicznego ruchu rzňsek (wystňpujŃcych w liczbie okoğo 80 rzňsek na kom·rkň) 

zlokalizowanych w nabğonku po brzusznej stronie ich ciağa; w zwiŃzku z tym, wyciszenie 

gen·w rzňskowych skutkuje zaburzeniem ruchu planarii, kt·re objawia siň jako 

spowolnienie i zmiana wzorca przemieszczania siň robak·w (tzw. inchworming movement). 

Ponadto w pracy om·wiono metody badawcze, kt·ra moŨna zastosowaĺ w celu analizy 

wpğywu wyciszenia badanych gen·w na ruch robak·w oraz rzňski ruchowe planarii. 

UŨywajŃc stereoskopu z kamerŃ moŨna w ğatwy spos·b dokumentowaĺ zmiany ruchu 

robak·w, a nastňpnie stosujŃc darmowy, og·lnodostňpny program ImageJ moŨna 
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por·wnywaĺ dystans jaki w okreŜlonej jednostce czasu pokonağy robaki kontrolne i robaki 

z wyciszonym genem. Ponadto, podobnie jak przypadku ludzkich kom·rek nabğonka 

oddechowego, moŨna dokonaĺ analizy funkcji lub struktury rzňsek poprzez uŨycie: 

mikroskopii szybkoklatkowej (high-speed videomicroscopy, HSVM), immunofluorescencji 

(immunofluorescence, IF) lub transmisyjnego mikroskopu elektronowego.  

Na koŒcu rozdziağu drugiego przedstawiono opis modelu pğaziŒca w kontekŜcie 

badania PCD oraz innych ciliopatii przypominajŃcych PCD. PrzeglŃd danych literaturowych 

wykazağ, Ũe chociaŨ pğaziniec z gatunku S. mediterranea bywa wykorzystywany do 

wyjaŜnienia roli r·Ũnych gen·w w funkcjonowaniu rzňsek ruchowych, to niewiele jest prac 

opisujŃcych bezpoŜrednie zastosowanie tego organizmu w badaniach patogenezy ciliopatii. 

W przypadku prac opisujŃcych patogenne warianty r·Ũnych gen·w, pğaziniec ten byğ 

wykorzystany do badania roli dw·ch gen·w zwiŃzanych z patogenezŃ ciliopatii jak dotŃd 

niezaklasyfikowanej jako PCD (CFAP45 i CFAP52) oraz trzech gen·w o potwierdzonym 

zwiŃzku z patogenezŃ PCD (CFAP298, CCDC151 i CFAP300); badanie genu CFAP300 

opisano w Artykule 2  wchodzŃcym w skğad niniejszej rozprawy doktorskiej. W pracy 

przeglŃdowej zwr·cono r·wnieŨ uwagň na geny, kt·re w momencie badania  

z wykorzystaniem S. mediterranea nie byğy opisywane jako geny PCD (np. FOXJ1, DAW1), 

ale po znalezieniu patogennych wariant·w tych gen·w u ludzi, w oparciu o dane kliniczne 

pacjent·w oraz inne wyniki badaŒ, zostağy zaklasyfikowane jako geny zaangaŨowane  

w patogenezň tej choroby.  

W rozdziale trzecim przedstawiono perspektywy dotyczŃce wykorzystania  

S. mediterranea jako organizmu modelowego. Ze wzglňdu na rosnŃcŃ liczbň naukowc·w 

zajmujŃcych siň badaniem planarii, wiedza na temat robak·w, liczba danych genomowych, 

transkryptomicznych, fenotypowych, filogenetycznych, a w konsekwencji liczba narzňdzi 

oraz baz danych dedykowanych S. mediterranea nieustannie roŜnie, czyniŃc ten organizm 

bardziej dostňpnym i atrakcyjnym dla Ŝrodowiska naukowego.  

Podsumowanie: 

Przedstawione w pracy przeglŃdowej dane dotyczŃce S. mediterranea jako modelu 

do badania gen·w zwiŃzanych z funkcjonowaniem rzňsek ruchowych oraz gen·w 

zaangaŨowanych w PCD i inne ciliopatie rzňsek ruchowych, pozwoliğy na wysuniňcie 

wniosku, Ũe organizm ten moŨe byĺ efektywnym i niedrogim modelem do przeprowadzenia 

wstňpnej analizy funkcjonalnej gen·w zwiŃzanych z rzňskami ruchowymi, w tym gen·w 
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potencjalnie zaangaŨowanych w PCD. PokrywajŃcy brzusznŃ czňŜĺ ciağa planarii nabğonek, 

kt·rego kom·rki na swej apikalnej czňŜci posiadajŃ liczne rzňski ruchowe, w zadowalajŃcym 

stopniu odzwierciedla zğoŨonoŜĺ ludzkiego nabğonka oddechowego, czyniŃc ten organizm 

bardziej atrakcyjnym od popularnych modeli jednokomorowych (np. C. reinhardtii,  

P. tetraureli). R·wnoczeŜnie, ze wzglňdu na prostotň, niskie koszty, planarie sŃ modelem 

ğatwiej dostňpnym niŨ bardziej zaawansowane modele krňgowc·w (np. ryby, myszy).  

 

M·j wkğad w powstanie publikacji :  

¶ ustalenie koncepcji i planu pracy 

¶ przeglŃd i wyb·r prac om·wionych w publikacji 

¶ pisanie oryginalnej wersji publikacji 

¶ opracowanie rycin i tabel. 

 

Publikacja jest dostňpna pod nastňpujŃcym adresem internetowym:  

https://doi.org/10.3390/ijms24054472 
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Artykuğ 2 

CFAP300: Mutations in Slavic Patients with Primary Ciliary Dyskinesia and a Role in 

Ciliary Dynein Arms Trafficking  

Ewa Ziňtkiewicz, Zuzanna Bukowy-Bieryğğo, Alicja Rabiasz, Patrycja Daca-Roszak, Alina 

Wojda, Katarzyna Voelkel, Ewa Rutkiewicz, Andrzej Pogorzelski, Margarida Rasteiro, 

Michağ Witt 

Am J Respir Cell Mol Biol. 2019 Oct;61(4):440-449. 

 

Wieloletnie badania prowadzone w Zakğadzie Genetyki Molekularnej i Klinicznej 

IGC pozwoliğy na wyjaŜnienie genetycznego podğoŨa PCD u okoğo 50% rodzin pochodzenia 

sğowiaŒskiego (grupa badawcza: 398 Polak·w i 16 Sğowak·w). W celu lepszego 

zrozumienia podğoŨa PCD, przeprowadzono sekwencjonowanie cağoeksomowe (whole-

exome sequencing, WES) u 120 polskich pacjent·w z PCD o niezidentyfikowanym dotŃd 

podğoŨu tej choroby. Analiza WES pozwoliğa na identyfikacjň nowych patogennych 

wariant·w w znanych genach PCD, jak r·wnieŨ gen·w kandydat·w, potencjalnie 

zaangaŨowanych w patogenezň tej ciliopatii. Jednym z takich gen·w byğ zlokalizowany  

w chromosomie 11 CFAP300 (cilia and flagella associated protein 300; alias C11orf70),  

w kt·rym u siedmiu niespokrewnionych pacjent·w (homozygot) zidentyfikowano 

potencjalnie patogenny wariant c.[198_200 delTTTinsCC] (p.Phe67ProfsTer10) w eksonie 

3. 

 W momencie projektowania, jak i realizacji badaŒ do publikacji nie byğo danych na 

temat zwiŃzku genu CFAP300 z patogenezŃ PCD, w zwiŃzku z czym zostağ on 

zaklasyfikowany jako gen kandydat potencjalnie zaangaŨowany w PCD. Celem omawianej 

pracy byğo potwierdzenie roli CFAP300 w patogenezie PCD i okreŜlenie wpğywu badanego 

genu na strukturň i funkcjň rzňsek ruchowych. 

Przy uŨyciu sekwencjonowania Sangera w rodzinach pacjent·w potwierdzono 

recesywny spos·b dziedziczenia wariantu c.[198_200 delTTTinsCC]. Dodatkowa analiza 

materiağu od pozostağych (okoğo 80) pacjent·w, oparta o metodň polimorfizmu konformacji 

jednoniciowych fragment·w (single-strand conformation polymorphism, SSCP) 

i sekwencjonowanie Sangera, pozwoliğa na identyfikacjň tego wariantu u kolejnych 

dziesiňciu niespokrewnionych chorych: siedmiu homozygot, dw·ch zğoŨonych heterozygot 
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(u jednego pacjenta drugi patogenny wariant w eksonie 4 c.353A>G (p.Asp188Gly);  

u drugiego w intronie 6: c.675+3_delAAGT) i jednego nosiciela, u kt·rego w toku dalszych 

badaŒ zidentyfikowano homozygotyczny patogenny wariant w innym genie PCD, TTC25. 

Analiza in silico wykazağa potencjalnie patogenny charakter wariantu c.[198_200 

delTTTinsCC], kt·rego obecnoŜĺ moŨe prowadziĺ do wprowadzenia przedwczesnego 

kodonu STOP i tym samym powstania skr·conego biağka CFAP300. DostňpnoŜĺ materiağu 

(cDNA uzyskanego z RNA wyizolowanego z kom·rek nabğonka oddechowego pacjenta) 

umoŨliwiğa sprawdzenie wpğywu obecnoŜci homozygotycznego wariantu c.[198_200 

delTTTinsCC] na poziom ekspresji mRNA CFAP300 poniŨej (3ô) i powyŨej (5ô) 

patogennego wariantu w odniesieniu do kontroli (zdrowego dawcy). Analiza RT-PCR 

wykazağa brak fragmentu transkryptu CFAP300 poniŨej (3ô) eksonu 3 u pacjenta, przy 

jednoczeŜnie niezmienionym poziomie ekspresji r·wnolegle analizowanych gen·w (gen·w 

kodujŃcych biağka strukturalne rzňsek: DNAH5, RSPH4A oraz genu referencyjnego: 

GAPDH). Poziom ekspresji fragmentu transkryptu powyŨej (5ô) eksonu 3 byğ znacznie 

obniŨony (do okoğo 10% w odniesieniu do kontroli). Obserwacje te sugerujŃ degradacjň 

nieprawidğowego mRNA CFAP300 na drodze NMD (nonsense mediated mRNA decay), 

kt·ry polega na wykryciu i eliminacji czŃsteczek mRNA zawierajŃcych przedwczesny 

kodon STOP. Analiza in silico pozostağych wariant·w CFAP300 (c.353A>G oraz 

c.675+3_6delAAGT) wskazağa na ich potencjalny udziağ w skğadaniu (splicingu) 

transkryptu kodowanego przez CFAP300, co r·wnieŨ moŨe mieĺ charakter patogenny. Ze 

wzglňdu na brak materiağu od pacjent·w, nie zostağo to potwierdzone eksperymentalnie.  

Analiza danych klinicznych pacjent·w z patogennymi wariantami w genie CFAP300 

wykazağa, Ũe wszyscy pacjenci mieli typowe objawy PCD; odwr·cenie narzŃd·w (situs 

inversus totalis) byğo obserwowane u dziewiňciu (na 19) pacjent·w, zaŜ dane dostňpne dla 

piňciu pacjent·w wykazağy, Ũe zmiany w badanym genie prowadzŃ do znacznego obniŨenia 

poziomu tlenku azotu w odniesieniu do wartoŜci referencyjnej. Dostňpne dla piňciu 

pacjent·w filmy z HSVM wykazağy cağkowity brak ruchu rzňsek kom·rek nabğonka 

oddechowego, zaŜ analiza archiwalnych zdjňĺ przekroju rzňsek kom·rek nabğonka 

oddechowego (dla dw·ch pacjent·w) wskazağa na zaburzenia w strukturze rzňsek: brak 

ODA i IDA, przy jednoczesnym zachowaniu wzorca ukğadu mikrotubul aksonemy (9x2 + 

2). W celu lepszego zrozumienia wpğywu c.[198_200 delTTTinsCC] na ultrastrukturň 

rzňsek, przeprowadzono analizň immunofluorescencyjnŃ kom·rek nabğonka oddechowego 

pacjenta w odniesieniu do kontroli z uŨyciem przeciwciağ skierowanych na r·Ũne elementy 
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strukturalne rzňsek. Podczas gdy GAS8, CCDC39 i RSPH4A wykazywağy prawidğowŃ 

lokalizacjň w aksonemie (wskazanej przez markerowe przeciwciağo, acetylowanŃ alfa-

tubulinň), stwierdzono brak obecnych w kontroli marker·w ODA (DNAH5 i DNAI2) oraz 

IDA (DNALI1), co potwierdziğo obserwacje z TEM. ChociaŨ biağka te nie wystňpowağy  

w aksonemie rzňsek, w wiňkszoŜci kom·rek zaobserwowano ich obecnoŜĺ w apikalnej 

czňŜci cytoplazmy. Co ciekawe, sygnağ DNALI1 zlokalizowany byğ bardziej dystalnie niŨ 

marker ciağek podstawnych (centryna), podczas gdy sygnağ DNAH5 nie przechodziğ  

z cytoplazmy poza ciağko podstawne.  

W celu lepszego zrozumienia profilu ekspresji CFAP300 wzglňdem wybranych 

gen·w reprezentujŃcych r·Ũne elementy rzňsek ruchowych (FOXJ1, DNAH5, DNAI1, 

CCDC40, RSPH4A, DYX1C1), przeprowadzono kompleksowŃ analizň wzglňdnej ekspresji 

badanych gen·w w trakcie r·Ũnicowania hodowli kom·rek nabğonka oddechowego 

pochodzŃcych z polip·w zdrowych dawc·w. Profil ekspresji CFAP300 (wzrost ekspresji 

miňdzy dniem 3 a 11 ciliogenezy, nastňpnie stopniowe efekt plateau lub delikatny spadek 

ekspresji) byğ podobny do profilu ekspresji innych gen·w rzňskowych: DYX1C1, kt·ry jest 

zaangaŨowany w skğadanie ramion dyneinowych, gen·w kodujŃcych biağka strukturalne 

ramion dyneinowych (DNAH5, DNAI1) oraz genu kodujŃcego biağko kompleksu N-DRC 

(CCDC40).  

Kolejnym etapem byğa analiza ewolucyjnego zakonserwowania CFAP300 miňdzy 

czğowiekiem a organizmami modelowymi, Danio rerio oraz S. mediterranea. Analiza in 

silico struktury genu wykazağa, Ũe gen ryby, podobnie jak czğowieka, skğada siň z siedmiu 

ekson·w, podczas gdy gen S. mediterranea z piňciu. Por·wnanie sekwencji biağkowej 

CFAP300 pozwoliğo na stwierdzenie, Ũe najwyŨszy stopieŒ zakonserwowania (>43% 

identycznoŜci) we wszystkich trzech organizmach dotyczy sekwencji biağkowej 

opowiadajŃcej eksonowi drugiemu oraz piŃtemu genu czğowieka.  

Ostatnim etapem badaŒ byğo potwierdzenie ewolucyjnego zakonserwowania roli 

genu CFAP300 w funkcjonowaniu rzňsek ruchowych przy uŨyciu metody interferencji RNA 

(RNA interference, RNAi) z wykorzystaniem dwuniciowych RNA (double-stranded RNA, 

dsRNA) podawanych w poŨywieniu organizmowi modelowemu, S. mediterranea. 

EfektywnoŜĺ wyciszenia potwierdzono na poziomie mRNA S. mediterranea. DzieŒ po 

ostatnim karmieniu robaki ciňto w celu stymulacji procesu regeneracji, w tym tworzenia 

nowych kom·rek nabğonka i procesu ciliogenezy. Po upğywie 6-7 dni od ciňcia robak·w 
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obserwowano wpğyw wyciszenia homologa CFAP300 (Smed-cfap300) na lokomocjň 

robak·w (wz·r i prňdkoŜĺ ruchu). Robaki z wyciszonym Smed-cfap300 poruszağy siň  

w charakterystyczny spos·b spowodowany zaburzeniem funkcji rzňsek ruchowych, 

wykazujŃc ruch typowy dla funkcji aparatu miňŜniowego (tzw. inchworming movement). 

Przemieszczanie siň robak·w byğo okoğo 5 razy wolniejsze w por·wnaniu do robak·w 

kontrolnych karmionych wŃtr·bkŃ z dsRNA skierowanym przeciwko biağku zielonej 

fluorescencji (enhanced Green Fluorescent Protein, eGFP) (robaki z wyciszonym Smed-

cfap300: 0.29 Ñ 0.04 mm/s; robaki kontrolne: 1.47 Ñ 0.21 mm/s). Analiza ruchu rzňsek 

planarii przy uŨyciu HSVM potwierdziğa wpğyw wyciszenia na funkcjň rzňsek ruchowych 

robak·w; w odr·Ũnieniu od robak·w kontrolnych, rzňski robak·w z wyciszonym Smed-

cfap300 poruszağy siň bez zachowania koordynacji ruchowej.   

Om·wiona praca pozwoliğa na potwierdzenie roli CFAP300 w patogenezie PCD. Ze 

wzglňdu na stosunkowo duŨŃ czňstoŜĺ obecnoŜci patogennego wariantu 

CFAP300:c.[198_200 delTTTinsCC] w analizowanej grupie pacjent·w pochodzenia 

sğowiaŒskiego, stwierdzono, Ũe testy diagnostyczne w polskiej populacji powinny zostaĺ 

rozszerzone o analizň tego genu. Analiza materiağu od pacjent·w wykazağa, Ũe patogenne 

warianty genu CFAP300 majŃ zwiŃzek z zaburzeniem ruchu rzňsek (cağkowity brak ruchu) 

oraz zaburzeniami ultrastruktury rzňsek (brak zewnňtrznych i wewnňtrznych ramion 

dyneinowych). Uzyskane wyniki z IF i analiza profilu ekspresji mRNA CFAP300 oraz 

innych gen·w rzňskowych, wraz z analizŃ dostňpnych danych literaturowych (Dyskusja 

pracy) wskazujŃ na rolň CFAP300 w cytoplazmatycznym skğadaniu ramion dyneinowych 

oraz ich transporcie. Ponadto potwierdzono ewolucyjnie zakonserwowanŃ rolň CFAP300  

w funkcjonowaniu rzňsek ruchowych; wyciszenie Smed-cfap300 spowodowağo zaburzenie 

funkcji rzňsek ruchowych w organizmie modelowym, S. mediterranea. 

Wykorzystanie S. mediterranea jako organizmu modelowego w omawianej pracy 

byğo poprzedzone optymalizacjŃ uŨycia tego organizmu do badania gen·w zwiŃzanych  

z funkcjonowaniem rzňsek ruchowych. Organizm ten nie byğ wczeŜniej wykorzystywany  

w Zakğadzie, ani Instytucie, w kt·rym realizowana byğa rozprawa doktorska; jego 

wprowadzenie i optymalizacja uŨycia stanowiğy istotny element przedğoŨonej rozprawy 

doktorskiej. 
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M·j wkğad w powstanie publikacji : 

¶ udziağ w ustaleniu koncepcji i metodologii badaŒ  

¶ analiza wpğywu obecnoŜci patogennego wariantu na poziom ekspresji wybranych 

gen·w (RT-PCR na archiwalnym materiale pacjenta) 

¶ udziağ w hodowli kom·rek nabğonka oddechowego  

¶ analiza in silico ewolucyjnego zakonserwowania CFAP300 miňdzy organizmami 

¶ zaprojektowanie, wykonanie i interpretacja doŜwiadczeŒ z wykorzystaniem  

S. mediterranea: wyciszenie homologa genu CFAP300 (w tym zaprojektowanie  

i synteza dsRNA przy uŨyciu transkrypcji in vitro), potwierdzenie efektywnoŜci 

wyciszenia na poziomie mRNA (izolacja RNA, synteza cDNA, qRT-PCR), analiza 

wpğywu wyciszenia na funkcjonowanie rzňsek ruchowych planarii (analiza 

lokomocji robak·w i ruchu rzňsek) 

¶ udziağ w przygotowaniu rycin i tabel 

¶ udziağ w pisaniu oryginalnej wersji manuskryptu i krytyczny przeglŃd ostatecznej 

wersji manuskryptu. 

 

 

Publikacja oraz informacje dodatkowe (zağŃczniki) sŃ dostňpne pod nastňpujŃcym adresem 

internetowym: 

https://doi.org/10.1165/rcmb.2018-0260OC 
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Figure E1 

 

 

 

 

 

Figure E2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 
 

Figure E3 
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Artykuğ 3 

A novel pathogenic variant of CFAP221 is a cause of a mild form of primary ciliary 

dyskinesia  

Alicja Rabiasz, Zuzanna Bukowy-Bieryğğo, Patrycja KaŦmierczak, Hanna Przystağowska-

Macioğa, Marcin MikoŜ, Irena Wojsyk-Banaszak, Ewa Ziňtkiewicz 

Biochim Biophys Acta Mol Basis Dis. 2025 Apr 16;1871(6):167855. 

 

 W odpowiedzi na stale rosnŃcŃ liczbň gen·w raportowanych jako nowe geny 

zaangaŨowane w r·Ũne jednostki chorobowe powstağa baza danych ClinGen (Clinical 

Genome Resourse) dziağajŃca przy Narodowych Instytutach Zdrowia (National Institutes  

of Health, NIH), kt·ra sğuŨy jako narzňdzie do zdefiniowania znaczenia raportowanych 

patogennych wariant·w i gen·w w r·Ũnych chorobach czğowieka. Zgodnie z zasadami tej 

bazy, aby gen otrzymağ status genu definitywnie zaangaŨowanego w patogenezň danej 

choroby, jego zwiŃzek z okreŜlonŃ chorobŃ powinien zostaĺ zgğoszony kilka razy. CFAP221 

(cilia and flagella associated protein 221; alias PCDP1) zlokalizowany w chromosomie 2, 

jest jednym z gen·w PCD, kt·ry zdaniem grupy ekspert·w ClinGen wymaga pilnego 

potwierdzenia poprzez opublikowanie dodatkowych przypadk·w pacjent·w z patogennymi 

w wariantami w tym genie, co pozwoli na okreŜlenie spektrum wariant·w powodujŃcych 

chorobň oraz cech klinicznych zwiŃzanych z tym genem a chorobŃ. Celem omawianej pracy 

byğo potwierdzenie roli genu CFAP221 w patogenezie pierwotnej dyskinezy rzňsek.  

 Analiza genetyczna DNA pacjenta o lŨejszym przebiegu PCD z dominujŃcymi 

objawami laryngologicznymi, brakiem rozstrzeni oskrzeli, prawidğowŃ funkcjŃ pğuc  

w wieku 18 lat, brakiem odwr·cenia narzŃd·w, wadŃ serca w wywiadzie oraz obniŨonym 

poziomem tlenku azotu, wykazağa obecnoŜĺ patogennego wariantu 

(NM_012472.6:c.436G>C (p.Asp146His)) w znanym genie PCD, LRRC6 (leucine rich 

repeat containing 6; alias DNAAF11). Ze wzglňdu na niezidentyfikowanie patogennego 

wariantu na drugim allelu, przeprowadzono analizň WES. Analiza ta r·wnieŨ nie wykazağa 

zmian na drugim allelu genu LRRC6 u pacjenta, natomiast pozwoliğa na identyfikacjň 

nowego patogennego wariantu, NM_001271049.2_c.1641dup (p.Asn548GlnfsTer6)  

w eksonie 16 genu CFAP221 na obu allelach. Sekwencjonowanie Sangera u pacjenta  

i rodzic·w potwierdziğo recesywny spos·b dziedziczenia tego wariantu. Podczas gdy 

patogenny wariant LRRC6:c.436G>C byğ obecny tylko u pacjenta oraz jego matki, 
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nosicielstwo CFAP221:c.1641dup stwierdzono u obojga rodzic·w oraz u zdrowego brata 

pacjenta. Analiza in silico wskazağa na potencjalnie silny patogenny wpğyw 

zidentyfikowanego wariantu, kt·rego pojawienie siň moŨe prowadziĺ do wprowadzenia 

przedwczesnego kodonu STOP. W celu okreŜlenia wpğywu patogennego wariantu na 

poziom ekspresji CFAP221 przeprowadzono analizň poziomu transkryptu oraz biağka  

w odniesieniu do genu referencyjnego, GAPDH. Analiza RT-PCR dla ekson·w 

zlokalizowanych powyŨej (5ô), pomiňdzy oraz poniŨej (3ô) miejsca wystňpowania wariantu 

(odpowiednio, eksony 3-4, 8-9, 14-15, eksony 15-17 oraz eksony 18-19, 23-24),  

w odniesieniu do genu referencyjnego, wykazağa cağkowity brak produktu PCR  

w por·wnaniu do kontroli (zdrowego dawcy); obserwacja ta zostağa potwierdzona na 

poziomie biağkowym. Uzyskane wyniki sugerujŃ degradacjň nieprawidğowego mRNA 

CFAP221 na skutek szlaku NMD. 

 W celu scharakteryzowania wpğywu patogennego wariantu CFAP221:c.1641dup 

(powodujŃcego brak biağka CFAP221) na funkcjonowanie rzňsek ruchowych 

przeprowadzono analizň struktury i funkcji rzňsek kom·rek nabğonka oddechowego  

u pacjenta w por·wnaniu do kontroli. Analiza IF z uŨyciem przeciwciağ skierowanych 

przeciwko biağkom DNAI1, RSPH4A, GAS8, acetylowanej alfa-tubulinie wskazağa na brak 

wpğywu patogennego wariantu CFAP221 na gğ·wne elementy ultrastruktury aksonemy 

(ODA, RS, N-DRC); sygnağ IF z uŨyciem przeciwciağ dla biağek pary centralnej (STK36  

i SPEF2) byğ natomiast nieznacznie zmieniony. U kontroli oba przeciwciağa specyficznie 

barwiğy rzňski; u pacjenta sygnağ anti-SPEF2, chociaŨ obecny w rzňskach, dominowağ  

w cytoplazmie, natomiast sygnağ anti-STK36 w czňŜci kom·rek (31%) wystňpowağ  

w rzňskach, a w pozostağych (69%) zar·wno w rzňskach jak i w cytoplazmie. Kolejna 

analiza, badanie ruchu rzňsek przy uŨyciu HSVM, wykazağa, Ũe rzňski pacjenta poruszağy 

siň niesynchronicznie, w spos·b okrňŨny. Aby wykluczyĺ wpğyw czynnik·w 

Ŝrodowiskowych na ruch rzňsek, wyprowadzono hodowlň kom·rek pierwotnych nabğonka 

oddechowego pacjenta oraz kontroli, kt·re nastňpnie byğy r·Ũnicowane w hodowli na 

granicy faz ciecz-powietrze (air-liquid interface, ALI) w kierunku ciliogenezy. Ruch rzňsek 

pacjenta po ciliogenezie pozostağ niesynchroniczny i okrňŨny; Ŝrednia czňstotliwoŜĺ bicia 

rzňsek (ciliary beat frequency, CBF) kom·rek pacjenta wynosiğa 6.91 Ñ 0.91, a u kontroli 

8.14 Ñ 1.36 Hz (p<0.001). W celu okreŜlenia wpğywu okrňŨnego ruchu rzňsek na transport 

Ŝluzowo-rzňskowy przeprowadzono eksperyment z uŨyciem kulek fluorescencyjnych 

(sferyczne/kuliste czŃstki o Ŝrednicy 0.5 Õm). PrňdkoŜĺ transportu kuleczek przez w peğni 
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zr·Ũnicowane kom·rki nabğonka oddechowego byğa ponad 5 razy niŨsza u pacjenta  

w por·wnaniu do zdrowej kontroli (13.63 Ñ5.95 i 69.95 Ñ5.74 Õm/s, odpowiednio; p<0.001). 

Uzyskanie materiağu (pr·bka nasienia) od pacjenta umoŨliwiğo analizň wpğywu badanego 

wariantu na funkcjň witek plemnik·w. Znaczna wiňkszoŜĺ plemnik·w miağa normalnŃ 

witkň, a analiza ruchu oraz morfologii plemnik·w nie odbiegağa od norm przyjňtych przez 

światowŃ Organizacjň Zdrowia (World Health Organization, WHO). 

 Ostatnim etapem badaŒ byğo potwierdzenie roli CFAP221 w funkcjonowaniu rzňsek 

ruchowych przy uŨyciu organizmu modelowego S. mediterranea. W celu wyciszenia 

badanego genu robakom podawano dsRNA skierowane przeciwko homologowi ludzkiego 

CFAP221 ï Smed-cfap221 (jako kontrolň uŨyto robaki traktowane dsRNA przeciwko 

eGFP); efektywnoŜĺ wyciszenia potwierdzono przy uŨyciu qRT-PCR. Wpğyw wyciszenia 

badanego genu na fenotyp S. mediterranea obserwowano na cağych, nieciňtych robakach. 

RNAi Smed-cfap221 nie wpğynňğo na zmianň wzoru ruchu, ale spowodowağo istotne 

statystycznie spowolnienie lokomocji planarii o 34% w por·wnaniu do kontroli (0.954 Ñ 

0.303 i 1.451 Ñ 0.355 mm/s, odpowiednio; p<0.001). Analiza ruchu rzňsek zlokalizowanych 

w okolicy gğowy robak·w wykazağa wpğyw wyciszenia na ruch rzňsek: rzňski poruszağy siň 

wolniej i w spos·b niesynchroniczny. średnia czňstotliwoŜĺ bicia rzňsek u robak·w  

z wyciszonym Smed-cfap221 byğa o okoğo 15% wolniejsza w por·wnaniu do robak·w 

kontrolnych (17.44 Ñ 0.95 and 20.35 Ñ 0.58 Hz, odpowiednio; p<0.001).   

 PodsumowujŃc, om·wiona praca pozwoliğa na potwierdzenie roli wariantu 

CFAP221:c.1641dup w patogenezie pierwotnej dyskinezy rzňsek o lŨejszym przebiegu 

klinicznym. Analiza rzňsek nabğonka oddechowego pacjenta wykazağa wpğyw braku biağka 

CFAP221 na zaburzenie element·w pary centralnej, przy jednoczesnym braku wpğywu na 

inne struktury aksonemy rzňsek. Ruch rzňsek byğ niesynchroniczny i okrňŨny, co  

w konsekwencji prowadziğo do istotnego spowolnienia transportu Ŝluzowo-rzňskowego. 

Badanie nasienia pacjenta nie wykazağo wpğywu braku CFAP221 na standardowe parametry 

nasienia, w tym na morfologiň plemnik·w czy ich ruchliwoŜĺ. Ponadto stwierdzono 

ewolucyjnie zakonserwowanŃ rolň badanego genu w funkcjonowaniu rzňsek ruchowych  

w organizmie modelowym, S. mediterranea. Co istotne, lŨejszy przebieg choroby u pacjenta 

byğ sp·jny z fenotypem obserwowanym u planarii po wyciszeniu homologa genu CFAP221 

(Smed-cfap221). 
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M·j wkğad w powstanie publikacji : 

¶ udziağ w ustaleniu koncepcji; przygotowanie planu badaŒ 

¶ zabezpieczenie Ŝrodk·w finansowych  

¶ analiza wpğywu obecnoŜci patogennego wariantu na poziom ekspresji mRNA  

i biağka u pacjenta (w tym izolacja biağka i RNA, synteza cDNA, qRT-PCR, Western-

Blot) 

¶ udziağ w analizie nasienia pacjenta 

¶ zaprojektowanie, wykonanie i interpretacja doŜwiadczeŒ z wykorzystaniem  

S. mediterranea: analiza in silico, wyciszenie homologa genu CFAP221 (w tym 

zaprojektowanie i synteza dsRNA przy uŨyciu transkrypcji in vitro), potwierdzenie 

efektywnoŜci wyciszenia na poziomie mRNA (izolacja RNA, synteza cDNA, qRT-

PCR), analiza wpğywu wyciszenia na funkcjonowanie rzňsek ruchowych planarii 

(analiza lokomocji robak·w i ruchu rzňsek) 

¶ pisanie oryginalnej wersji manuskryptu, przygotowanie tabel i wiňkszoŜci rycin 

¶ przygotowanie ostatecznej wersji manuskryptu 

¶ obowiŃzki autora korespondencyjnego.  

 

 

Publikacja oraz informacje dodatkowe (zağŃczniki) sŃ dostňpne pod nastňpujŃcym adresem 

internetowym: 

https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2025.167855 
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